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1 Einleitung

1.1 Polyarteriitis nodosa

Im Jahre 1866 beschrieben die Freiburger Arzte Adolf Kussmaul und Rudolf
Robert Maier zum ersten Mal eine ,eigentumliche Arterienerkrankung®, die sie

,Periarteritis nodosa“ nannten (Kussmaul und Maier 1866).

Sie sahen einen - innerhalb von kurzer Zeit - sehr abgemagerten und blassen
27 jahrigen Patienten, der ihnen ,auf den ersten Blick den Eindruck eines
verlorenen Menschen® machte, ,dessen wenige Tage gezahlt sind“. Der Patient
klagte neben zunehmendem Gewichtsverlust unter anderem Uber starke
Leibesschmerzen und eine rapid fortschreitende, allgemeine Lahmung mit
heftigen Muskelschmerzen. Starkeres Unwohlsein und Fieber begannen bei
dem Patienten 8 Tage vor Aufnahme. Der Allgemeinzustand des Patienten
verschlechterte sich im Krankenhaus weiterhin dramatisch, so dass er innerhalb

von vier Wochen nach Aufnahme verstarb (Kussmaul und Maier 1866).

Im Sektionsbericht schrieben Kussmaul und Maier folgendes:

Eigenthiimliche meist knotenférmige  Verdickung

(Periarteritis nodosa) zahlloser Arterien von und unter dem

Kaliber der Leberarterie und der Hauptaste der

Kranzarterien des Herzens, hauptsachlich in Darm,

Magen, Nieren, Milz, Herzen und willkirlichen Muskeln.

(Kussmaul und Maier 1866)
Im Laufe der Zeit erhielt diese Kussmaul-Maier-Krankheit mehrere Namen. Die
Polyarteriitis nodosa Kategorie diente zudem zunachst als Oberbegriff fir die
verschiedensten Arten von Vaskulitiden, die eine nekrotisierende Arteriitis mit
sich zogen. Diese Erkrankungen wurden dann aufgrund pathologischer und
pathogenetischer Unterschiede von der Polyarteriitis nodosa abgegrenzt
(Jennette 2002). Wahrend der Chapel-Hill-Konsensus-Konferenz von 1994

erfolgte die Abgrenzung der einzelnen Vaskulitiden untereinander und seitdem
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ist die offizielle Bezeichnung der Kussmaul-Maier-Krankheit Polyarteriitis
nodosa (PAN) (Jennette et al. 1994).

1.1.1 Einteilung der Vaskulitiden

Die Polyarteriitis nodosa ist eine primar systemische Vaskulitis. Systemische
Vaskulitiden werden gemaf3 der Nomenklatur und den Definitionen der Chapel-
Hill-Konsensus Konferenz von 1994 nach der Grol3e der befallenen Gefaf3e und
aufgrund immunpathologischer Merkmale eingeteilt (Jennette et al. 1994). Eine
Aktualisierung der Namen und Definitionen (Tab. 1) wurde in der revidierten
Nomenklatur von 2012 durchgefihrt (Lamprecht 2012).

Die Polyarteriitis nodosa ist eine nekrotisierende Vaskulitis der mittelgrof3en
Arterien. Grol3e Arterien, Arteriolen, Kapillaren und Venolen sind typischerweise
nicht befallen. Zudem ist die PAN im Vergleich zur mikroskopischen Polyangiitis

ANCA-negativ.
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GroBgefaBvaskulitis Riesenzellarteriitis (RZA)
Takayasu-Arteriitis (TA)
Vaskulitis mittelgro-  Polyarteriitis nodosa (PAN)
Ber Gefalle Kawasaki-Erkrankung
Kleingefafivaskulitis  ANCA-assoziierte Vaskulitis (AAV)
Granulomatose mit Polyangiitis (GPA, Wegener)
Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA, Churg-Strauss)
Mikroskopische Polyangiitis (MPA)
Immunkomplex-KleingefaBvaskulitis
IgA-Vaskulitis (IgAV, Henoch-Schénlein)
Kryoglobulindmische Vaskulitis (CV)
Anti-GBM-Erkrankung
Hypokomplementamische Urtikariavaskulitis (HUV, Anti-C1g-Vaskulitis)
Vaskulitis variabler Behget-Erkrankung (BD)

GefaBgroBen Cogan-Syndrom (CS)

Vaskulitis einzelner Primdre Angiitis des ZNS (PACNS)

Organe Kutane leukozytoklastische Angiitis (CLA)
u.a

Vaskulitis bei systemi- Rheumatoide Vaskulitis

scher Erkrankung U a.

Vaskulitis mit wahr- HBV-assoziierte PAN
scheinlicher Atiologie  HV_assoziierte CV
u.a.
HBV Hepatitis-B-Virus, HCV Hepatitis-C-Virus, u. a. und andere [3].

Tab. 1: Einteilung der Vaskulitiden nach der revidierten Chapel Hill Consensus
Conference 2012 (aus Lamprecht 2012)

1.1.2 Die Klinik der Polyarteriitis nodosa

Pagnoux et al. (Pagnoux et al. 2010) analysierten in einer retrospektiven Studie
mit 348 an PAN erkrankten Patienten, die in Frankreich zwischen 1963 und

2005 diagnostiziert wurden, den klinischen Befund dieser Patienten.

Das Durchschnittsalter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose betrug 51,2
+- 17,3 Jahre. Manner waren 1,7 mal haufiger betroffen als Frauen.

Insgesamt litten 93,1% der Patienten an mindestens einem der folgenden
Allgemeinsymptome: Fieber (63,8%), Gewichtsverlust (69,5%),

Muskelschmerzen (58,6%) und Gelenkschmerzen (48,9%). 79% zeigten eine

3
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Nervenbeteiligung, wie eine periphere Neuropathie (74,1%), Mononeuritis
multiplex (70,7%) und/oder ZNS-Beteiligung in 4,6% der Falle. Eine
Hautbeteiligung lag bei 49,7% der Patienten vor. Diese aul3erte sich in Form
von Purpura (22,1%), Livedo reticularis (16,7%) sowie tastbaren Knotchen bei
17,2% der Erkrankten. In 37,9% der Falle befiel die PAN den
Gastrointestinaltrakt.  Davon  klagten  35,6% der Patienten  Uber
Bauchschmerzen. 3,4% bluteten im Magen-Darm-Trakt. Bei 4,3% der Patienten
war der Dunn-, bzw. Dickdarm perforiert. 17,3% der Erkrankten hatten
Hodenschmerzen. Ein Hypertonus war bei 34,8% der Patienten vorhanden
(Pagnoux et al. 2010).

Die PAN ist eine Erkrankung, die in ca.10% der Falle zwischen 1963 und 2005
im ersten Jahr todlich verlief. Bei Patienten, die nach 1995 diagnostiziert
wurden, erreichte die Mortalitatsrate im ersten Jahr ca. 3%. Fur alle Patienten
lag die Mortalitatsrate innerhalb der ersten 5 Jahre bei 20%, innerhalb der
ersten 10 Jahre bei 31,9%. Patienten, die nach 1995 erkrankten, hatten eine
bessere Uberlebensrate. So starben in dieser Gruppe in den ersten 5 Jahren
12,1% der Patienten (Pagnoux et al. 2010).

Leidet ein Patient an Hypertonie, wirkt sich dies auch auf die Mortalitat aus. Fur
Patienten mit einer neu vorhandenen Hypertonie erhdhte sich die Mortalitat
(Pagnoux et al. 2010).

Die Studie von Pagnoux et al. wies bei insgesamt 35,3% eine HBV assoziierte
PAN nach. Mitte der 80er Jahre hatten noch tber 50% eine HBV assoziierte
PAN. Dieser Wert und die Anzahl der Neuerkrankungen nimmt seitdem
kontinuierlich ab, wahrend die nicht HBV assoziierten Falle in etwa konstant
bleiben (siehe Abb. 1; Pagnoux et al. 2010). Dies ist auf verbesserte
hygienische MalRnahmen, entsprechende Kontrollen von Blut- und
Blutprodukten sowie die eingefuhrte Hepatitisimpfung zurtickzufihren. Damit ist
die PAN in Westeuropa und den USA zu einer seltenen Vaskulitis geworden
(Lamprecht 2009).
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Abb. 1: Vergleich von HBV-PAN (dunkelgrau) und nicht HBV-PAN (hellgrau);
Zeitraum 1973 — 2004 in der French Vasculitis Study Group Datenbank. (aus
Pagnoux et al. 2010)

1.2 Die Polyarteriitis nodosa der Ratte

Peters et al. (Peters et al. 2010) beschrieben erstmals 2010, dass Cyplalren2
transgene Ratten unter bestimmten Bedingungen eine PAN entwickeln. In
diesem Rattenmodell lasst sich eine PAN durch die Kombination eines
aktivierten Renin-Angiotensin-System und die Implantation eines telemetrischen
Blutdruckmessgerats in den Bauchraum mit einem Messfuhler in der Aorta
abdominalis reproduzierbar induzieren. In der Studie erkrankten 91% der
Ratten innerhalb von 10 Wochen nach Krankheitsinduktion schwer an PAN.
Durch die Gabe des ACE-Hemmers Captopril liel3 sich die Entstehung der PAN
verhindern (Peters et al. 2010).
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1.2.1 Beschreibung des verwendeten Tiermodells

Die Cyplalren2 transgene Ratte wurde als Modell fir eine Prorenin-abhangige
Hypertonie gezlchtet. Die Expression des ren2-Renin Gen lasst sich bei diesen

Ratten sehr gut steuern (Kantachuvesiri et al. 2001).

Bei diesem Rattenstamm wurde das Maus ren2-Renin Gen, gekoppelt an den
Promotor von Cytochrom P4501al, in das Genom einer Fischer 344 Ratte
inseriert. Das Transgen befindet sich Y-chromosomal (Kantachuvesiri et al.
2001).

Cytochrom P450l1al gehoért zur Gruppe der Phase | Enzyme der
Biotransformation und vermittelt unter anderem den Metabolismus von
verschiedenen Xenobiotica. Es wird kaum konstitutiv exprimiert, lasst sich aber
stark durch verschiedene Xenobiotica wie z.B. das nicht-toxische Indol-3-
Carbinol (13C) induzieren (Kantachuvesiri et al. 2001; Jellinck et al. 1993).

I3C bindet an den zytosolischen Rezeptor fur Kohlenwasserstoffe (AhR).
Daraufhin dissoziiert HSP90 vom AhR, mit dem es in Abwesenheit von I13C als
Komplex vorliegt. Das ermoglicht dem ARNT-Protein mit dem AhR ein
Heterodimer zu bilden, das sich an spezifische DNA-Elemente im Promotor von
Cytochrom P450 bindet und die Transkription des danach liegenden Gens
stimuliert (Whitlock 1999).

Die Cyplalren2 transgenen Ratten exprimieren daraufhin hauptséchlich in der
Leber das ren2-Gen. Konstitutive Expression des murinen ren2-Gen in
Abwesenheit von I3C findet nicht statt. 1I3C kann den Ratten mit dem Futter
verabreicht werden und dosisabhéngig die Transkription des ren2-Gen steigern.
Das fuhrt zu einer Erhéhung der Proreninkonzentration im Blut und zu einer
Stimulation des lokalen RAS (Kantachuvesiri et al. 2001; Peters et al. 2008).
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1.3 Das Renin-Angiotensin-System

Die Wirkungen des Renin-Angiotensin-System sind vielfaltig. Es ist wesentlicher
Bestandteil der Blutdruckregulation sowie des Elektrolythaushalts. Des
Weiteren besitzt das Renin-Angiotensin-System  proinflammatorische
Eigenschaften. Generell wird zwischen einem systemischen und einem lokalen
RAS unterschieden (Touyz und Schiffrin 2000).

1.3.1 Das systemische Renin-Angiotensin-System

Bei dem systemischen, renalen Renin-Angiotensin-System wird AOGEN aus

der Leber mit Hilfe von Renin zu Angl umgewandelt.

Aktives Renin wird hauptsachlich gebildet in den Zellen des juxtaglomarularen
Apparats der Niere, die es in den Blutkreislauf durch regulierte Exozytose
abgeben. Renin ist eine Aspartyl-Protease die Angiotensionogen zu
Angiotensin | spaltet. Diese Reaktion ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt bei der Bildung der Angiotensin-Molekile (Kobori et al. 2007).

Ebenso findet eine konstitutive Sekretion von Prorenin aus den Zellen des
juxtaglomarularen Apparats der Niere statt (Hackenthal et al. 1990). Prorenin ist
die inaktive Vorstufe von Renin (Kobori et al. 2007).

Angl wird enzymatisch zum Angll gespalten. Diese Reaktion vermittelt zum
einen das ACE; zum anderen gibt es drei Gewebe Endopeptidasen, die diese
Reaktion induzieren: NEP 24.11, NEP 24.15, NEP 24.26 (Touyz und Schiffrin
2000).

Angll wird durch Aminopeptidasen weiter abgebaut zu Anglil und AnglV.

1.3.2 Prorenin und das lokale Renin-Angiotensin-System

Neben dem systemischen RAS existiert auch ein lokales RAS in vielen
Geweben wie auch Blutgefal3en. So sind dort alle Komponenten des RAS bis

auf das Renin vorhanden (Touyz und Schiffrin 2000).
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Das fur diese Reaktion benttigte Substrat Angiotensinogen wird in der Leber
gebildet und von den Geweben aufgenommen (Paul et al. 2006). Ebenso wurde
Angiotensinogen mMRNA in vielen anderen Geweben, wie z.B. Aorta,
Mesenterium und Hoden nachgewiesen (Campbell und Habener 1987, 1986;
Hellmann et al. 1988; Hackenthal et al. 1990). Angiotensinogen mRNA wurde
bei Blutgefallen im periadventitialen braunen Fettgewebe (Cassis et al. 1988;
Campbell und Habener 1987) sowie in der glatten Gefal3muskulatur (Naftilan et
al. 1991) beschrieben.

Die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion in der Bildung der Angiotensine,
die proteolytische Spaltung von AOGEN in Angl, ist abhéngig von aktivem/
zirkulierendem Renin (Touyz und Schiffrin 2000).

Prorenin, die inaktive Vorstufe vom Renin, kann dabei im aktivierten Zustand zu
der Angiotensinbildung beitragen.

Frihere - in vitro Studien - zur Aktivierung von Prorenin zeigen, dass sich
Prorenin durch Endopeptidasen wie Trypsin, Cathepsin B oder auf nicht
proteolytische Weise, wie bei niedrigem pH-Wert, aktivieren lasst (Suzuki et al.
2003). In wie weit diese Faktoren zur Aktivierung von Prorenin in vivo beitragen,
ist ungeklart (Suzuki et al. 2003). Prorenin lasst sich in vivo durch Bindung an
den Proreninrezeptor (PRR) ohne Abspaltung vom Prosegment
nichtproteolytisch aktivieren, was zur lokalen Bildung von Angl aus
Angiotensinogen fuhrt. Dabei verursacht die Bindung des Proreninmolekuls an
den Rezeptor eine Veranderung der Tertiarstruktur mit daraus folgender
Aktivierung (Suzuki et al. 2003; Nguyen et al. 2002). Der Rezeptor wurde im
Subendothel von Arterien an der Oberflache von glatten Muskelzellen

nachgewiesen (Nguyen et al. 2002; Paul et al. 2006; Zhang et al. 2008).

Das lokal im Interstitium entstandene Angl wird mit Hilfe des ACE durch
Abspaltung eines weiteren Segments in Angll umgewandelt. Das Angiotensin-
Converting-Enzyme ist lokalisiert in allen drei Schichten der arteriellen
Blutgefal3e, dem Endothel, der Media und der Adventitia (Fernandez-Alfonso et
al. 1994; Fernandez-Alfonso et al. 1997; Arnal et al. 1994). Bradykinin,
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Tachikinin, Neurotensin Substanz P sowie andere Peptide werden ebenfalls
durch das ACE abgebaut (Johnston et al. 1997).

1.3.3 Die Wirkungen des Renin-Angiotensin-Systems

Das RAS wirkt durch seine Effektorhormone und deren Interaktion mit den
dazugehdrigen Rezeptoren. Wichtigstes Effektorhormon ist das Angll. Durch
die Abspaltung weiterer Segmente von Angll entstehen Anglll, AngVIl und
Angll(1-7), die ebenfalls biologisch aktiv sind. Anglll hat die meisten
Eigenschaften von Angll mit dem gleichen Rezeptor. AnglV verfugt Gber seinen
eigenen AT4-Rezeptor, stimuliert die Synthese von Plasminogenaktivator-
Inhibitor Typ 1 und ist verantwortlich fur zerebrale und renale Vasodilatation.
Angll(1-7) erkennt eigene sowie AT;-Rezeptoren (Ardaillou 1997).

Das Hauptangiotensin, das Angll, bindet an den AT; und AT, Rezeptor und ist
uber diesen biologisch aktiv. Dabei handelt es sich um G-Protein gekoppelte
Rezeptoren mit sieben Transmembrandomainen, die in 34% ihrer

Aminosauresequenz Ubereinstimmen (Dinh et al. 2001).

1.3.3.1 Der AT;-Rezeptor

Die meisten physiologischen Aktionen des Angll vermittelt der AT;-Rezeptor.
Wahrend der Mensch eine Isoform des ATi-Rezeptors besitzt, werden bei
Nagetieren die Isoformen des Rezeptors ATia und ATig, die zu 94%
Ubereinstimmen, unterschieden. Der ATa befindet sich hauptsachlich in Niere,
Lunge, Leber und glatter GefalBmuskulatur. Die Hauptlokalisation des ATig-
Rezeptor ist die Nebenniere und die Hypophyse. AT;-Rezeptoren lassen sich
selektiv durch Biphenylimidazole wie z.B. Losartan blockieren (Kaschina und
Unger 2003; Dinh et al. 2001).

1.3.3.2 Wirkungen vom Angll am AT,-Rezeptor

Touyz et al (Touyz und Schiffrin 2000) beschreiben in ihrem review-paper

ausfuhrlich die Wirkungen vom Angll am ATi-Rezeptor:
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Die Wirkungen und nachgeschalteten Signalwege, die Angll am AT;-Rezeptor

auslost, sind von komplexer Natur.

Zu den vaskularen Effekten, die Angll am AT;-Rezeptor vermittelt, zahlen
Vasokonstriktion, Zellwachstum, Einwanderung von Entzindungszellen,

Veranderungen an der extrazellularen Matrix und Entztindung.

Infolge der Bindung von Angll an den AT;-Rezeptor kommt es zur Aktivierung
der PLC, der PKC, sowie Kinasen der src-Familie. Innerhalb von Minuten
werden Tyrosin-Kinasen, MAP-Kinasen, Phospholipase D, die Phospholipase
A2 und die nachgeschaltete Verwertung der Arachnoidonsaure aktiviert.
Stunden nach Aktivierung des ATi-Rezeptor kommt es zur Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies, der Expression von Protoonkogenen, zur Synthese von
Wachstumsfaktoren und der Bildung weiterer proinflammatorischer Proteine wie
zum Beispiel ICAM-1, VCAM-1, MCP-1.

Die Architektur und Integritat der Gefa3wand wird durch Angll beeinflusst. Angll
nimmt Einfluss auf die vaskulare Struktur, zum einen durch die Stimulation der
Synthese der extrazellularen Matrix, zum anderen erhoht es die Aktivitat von

Matrix-Metalloproteinasen.

1.3.3.3 Weitere AT-Rezeptoren

Ebenfalls ein G-Protein gekoppelter Rezeptor ist der AT,-Rezeptor. Als
Funktionen werden fir den AT;-Rezeptor entgegengesetzte Wirkungen wie
zum Beispiel Verhinderung von Zellwachstum, Induktion von Apoptose und
Vasodilatation diskutiert (Touyz und Schiffrin 2000). Die Wirkung von Angll am
AT,-Rezeptor lasst sich durch Losartan nicht antagonisieren (Touyz und
Schiffrin 2000).

Der ATs-Rezeptor wurde in Zelllinien beschrieben. Er erkennt hauptsachlich
Angll, bindet aber nicht Losartan (Touyz und Schiffrin 2000).
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Der ATs-Rezeptor bindet ebenfalls kein Losartan. Er kommt in Herz, Lunge,
Niere und Gehirn vor (Touyz und Schiffrin 2000).
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1.4 Fragestellungen der Arbeit

e Ist die Polyarteriitis nodosa der Cyplalren2 transgenen Ratte AT;-

Rezeptor vermittelt?

e La&sst sich der Verlauf der Polyarteriitis nodosa durch den AT;-
Rezeptorantagonist Losartan beeinflussen?

e |st die Polyarteritis nodosa der Cyplalren2 transgenen Ratte

reversibel?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung und Studiendesign

2.1.1 Studiendesign

Blutentnahme (Prorenin, aktives Renin)

. = . 2 . 2 . 2 . = 2 8 0

Polyarteritis unbehandelt
(n=6

Polyarteritis behandelt
mit Losartan (n=6

Krankheitsentwicklung (n=0) J

|
0 6 1M1 12

Zeit Induktion (Wochen)

Abb. 2: Studiendesign; geplant: n=10 in allen Gruppen; Studiendauer: 11
Wochen; geplant: 12 Wochen

30 TGR[Cyplalren2] Ratten waren insgesamt geplant fur diese Studie,
aufgeteilt in drei Gruppen (urspringlich n=10). Abb. 2 verdeutlicht das geplante
Studiendesign: 12 Wochen Krankheitsinduktion in zwei Gruppen; davon wird
eine zusatzlich nach Woche 6 mit Losartan therapiert. Zur Dokumentation der
Krankheitsaktivitdt und Auspragung zum Zeitpunkt der Therapie mit Losartan

sollte eine Gruppe zu Woche 6 getttet werden.

Aufgrund von Reproduktionsengpassen musste die Studie auf 12 Ratten mit
zwei Gruppen zu je 6 Tieren beschrankt werden. Daher wurde in dieser Studie
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auf die Gruppe mit dem Endpunkt 6 Wochen nach Krankheitsinduktion

verzichtet.

14 Tage vor Start des Experiments wurden den Ratten telemetrische
Blutdruckmesser implantiert. Zum Zeitpunkt O wurde bei allen Tieren das
Experiment mit I3C Gabe gestartet. Die weitere Aufteilung in die einzelnen
Gruppen erfolgte mit Ende der Woche 6. Die Untersuchungsgruppe
TM+I3C+LOS wurde zuséatzlich zur I13C-Gabe mit dem AT;-Rezeptorblocker
Losartan ab dem Tag 42 behandelt. Aufgrund der beschrankten Aufzucht von
Ratten standen zum gleichzeitigen Beginn der Experimente nur jeweils 2 bis 4

Tiere gleichzeitig zur Verfigung.

Wahrend des Experiments wurden die Blutdruckwerte gemessen und das
Korpergewicht dokumentiert. Uber Blutentnahmen wurden zur Woche 0, 2, 4, 6,

8, 10 und 11 Prorenin sowie aktives Renin bestimmt.

Aufgrund der starken Krankheitssymptomatik und der kontinuierlichen
Gewichtsabnahme der unbehandelten TM+I3C Kontrollgruppen-Ratten der
ersten Untergruppe wurde entschieden, das Experiment um eine Woche auf
Woche 11 zu verklrzen, um die Gewinnung von Gewebeproben bei den
nachfolgenden Untergruppen durch vorzeitiges Verenden der Ratten nicht zu
gefahrden. Die Organe wurden zum Ende des Experiments entnommen und die

Gewebe makroskopisch sowie mikroskopisch ausgewertet.

2.1.2 Tiere und Tierhaltung

Die Ratten wurden unter standardisierten Umweltbedingungen in einem 12 h
hell-dunkel Rhythmus (6-18 Uhr Licht an; 18-6 Uhr Licht aus) gehalten. Futter
und Wasser (Leitungswasser, bzw. Losartanldsung) standen den Ratten ad
libitum zur Verfigung. Bis zum Zeitpunkt der I3C-Induktion nahmen die Tiere
Standardrattenfutter auf (Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland).
Dann erhielten sie Futter mit 0,125 % I3C versetzt (Ssniff EF R, 10mm, + 1%
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NaCl, + 0,125% I3C + 0,10% Bananenaroma + 0,05% Schokoaroma; Ssniff
Spezialitaten GmbH, Soest, Deutschland).

Die Tiere wurden ab Zeitpunkt der Senderimplantation einzeln in
Kunststoffkafigen auf Weichholzstreu gehalten. Dreimal die Woche wurden die

Ratten gewogen.

2.1.3 Induktion der Polyarteriitis nodosa

Bei TGR[Cyplalren2] Ratten lasst sich die Polyarteriitis nodosa durch die
Implantation von Blutdrucktelemetriesendern (Data Sciences International, St.
Paul, USA) in Kombination mit Aktivierung des Renin-Angiotensin Systems
induzieren (Peters et al. 2010). Im Alter von 12-14 Wochen wurde den Tieren
der Telemetriesender implantiert. Die Transkription des murinen ren2-Gens
wurde zwei Wochen nach Implantation durch die Gabe von I13C im Futter

induziert.

2.1.4 Behandlung mit Losartan

Die Behandlung der Tiere der Losartangruppe (TM+I3C+LOS) mit Losartan
(LORZAAR® PROTECT 50 mg Filmtabletten, MD Chibropharm GmbH, Haar,
Deutschland) erfolgte ab der 7. Woche. Das Losartan wurde den Ratten als
Medikation Uber das Wasser angeboten. LORZAAR® PROTECT Filmtabletten
wurden fein zerstofRen, in Leitungswasser gegeben und das Losartan durch

zweistindiges Ruhren in einem Magnetriihrer optimal im Wasser aufgelost.

Beginnend mit 10mg LOS/100ml Leitungswasser wurde die Losartandosis
wahrend des Experiments mehrmals erhoht. Als Orientierung dienten die
Blutdruckdaten der ersten Experimentaluntergruppe. Diese Gruppe bestand aus
zwei Losartantieren und einem Kontrolltier. Es wurde ein MAP von 120 mmHg
angestrebt. Alle Losartantiere erhielten ab Behandlungsbeginn die gleiche
Losartandosis im Wasser (siehe Tab. 2).
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Behandlungstag Losartandosis mg/100ml Behandlungstag Losartandosis mg/100ml
1 10 19 18
2 10 20 18
3 10 21 18
4 12,5 22 20
5 12,5 23 20
6 12,5 24 20
7 12,5 25 20
8 15 26 20
9 15 27 22,5

10 15 28 22,5
11 15 29 22,5
12 15 30 22,5
13 16 31 22,5
14 16 32 22,5
15 18 33 22,5
16 18 34 22,5
17 18 35 22,5
18 18

Tab. 2: Losartandosis im Trinkwasser

2.2 Telemetrische Datenerfassung

2.2.1 Signalerfassung und Auswertung

Die Blutdruckdaten zeichnete telemetrisch ein System von DSI® (Data

Sciences International, St. Paul, USA) auf.

Den Ratten wurde ein Telemetriesender vom Typ PA-C40 implantiert, der die
Daten als Radiofrequenzsignal kodiert und an einen unterhalb des Kafigs
befindlichen Empfanger sendet. Der Empfanger vom Typ RPC-1 Ubermittelt
seine Daten an die Consolidation Matrix (Typ BCM 100). Diese blndelt die
Daten mehrerer Receiver und des Ambient Pressure Reference Monitor (APR-
1) und schickt diese an den Rechner. Der APR-1 misst den Umgebungsdruck

und korrigiert den Blutdruck um den Atmospharendruck.

Der Computer erfasst die Telemetriedaten alle 10 min fir 10 s, bildet den
Mittelwert und speichert diesen Uber das Programm Dataquest® LabPRO™
Version 3.0 fur OS2/WARP. Fur die Messungen ab 6:00 Uhr bis 5:50 Uhr des
darauffolgenden Tags wurde der 24 h Mittelwert gebildet.
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2.2.2 Senderimplantation

Den Ratten wurde im Alter von 12-14 Wochen der Telemetriesender implantiert.
Nach der Betaubung mit Diethylether (Otto Fischar GmbH & Co KG,
Saarbriicken) wurde der Bauch der Ratten rasiert, desinfiziert und der
Bauchraum mit einem Haut- und einem Muskelschnitt langs er6ffnet. Der Darm
wurde wahrend der Operation in feuchte Mullbinden gewickelt und auf3erhalb
des Abdomens gelagert. Wundspreizer hielten den Bauchraum offen. Die
anschlieBende Praparation der Aorta abdominalis erfolgte mit zwei
Wattestabchen und Pinzette. Nach kranialem und kaudalem Abklemmen der
Bauchaorta wurde diese mit einer Kantle punktiert und die Katheterspitze
vorsichtig eingefuhrt. Nach Entfernen der unteren Aortenklammer wurde die
Punktionsstelle verschlossen mit Cyanacrylatklebstoff sowie einem ca. 1lcmz?
grolRem Zellstoffstiick. Die obere Klammer wurde entfernt und die Gedarme in
den Bauchraum ruckverlagert. Das Sendergehduse wurde in der Bauchhohle
platziert und beim Nahen der Bauchwandmuskulatur mit Faden (Marlin® violett
3/0, Catgut, Markneukirchen) an der Bauchdecke befestigt. Die Haut wurde mit
einem Baumwollfaden (Obergarn mercerisiert Ne 50/3) genaht. Frau Doreen

Nierath implantierte im Institut die Sender.

2.3 Erfassung des Korpergewichts

Die Ratten wurden vormittags alle zwei Tage montags, mittwochs und freitags

mit einer Digitalwaage gewogen.

2.4 Gewinnung der Plasmaproben und Organentnahme

2.4.1 Plasmaproben

Die Blutabnahmen erfolgten unter Ethernarkose (Otto Fischar GmbH & Co KG,
Saarbriicken) durch Punktion des Plexus retroorbitalis mit einer Einmal-
Mikropipette  (Blaubrand® intraEnd, Brand). Das Blut wurde in
Reaktionsgefalien aufgefangen und mit 1,5 mg EDTA pro ml Blut versetzt. Pro

Blutabnahme wurden 1,5 ml Blut gewonnen.
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Das Blut wurde unmittelbar danach auf Eis gekudhlt und bei 4°C 12 min mit
3000g zentrifugiert; das Plasma abpipettiert, aliquotiert und bei -20°C bzw. bei -

70°C eingefroren.

2.4.2 Organentnahme

Die Organentnahme fand nach Abschluss der 11. Experimentalwoche statt. Die
Tiere wurden mit Diethylether (Otto Fischar GmbH & Co KG, Saarbriicken)
betaubt. Die Totung erfolgte bei Gewinnung einer finalen Blutprobe durch

retroorbitale Punktion bzw. durch Genickbruch.

Der eroffnete Bauchraum wurde nach Auffalligkeiten abgesucht, Mesenterium,
Nieren, Hoden, Pancreas, Aorta und Aortengranulom entnommen und das
ausgebreitete Mesenterium fotografiert. Die Fixierung der Organe erfolgte mit
4% Formalin. Zusatzlich wurden Teile des Mesenterium, der Nieren und des
Hoden durch Methylbutan auf dessen Gefrierpunkt abgekihlt, anschliel3end in

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C eingelagert.

2.4.2.1 Quantifizierung der Fett und Muskelmasse

Zur Quantifizierung des Korperfetts wurden die retroperitonealen paraspinalen
Fettpolster entnommen und gewogen. Um die Muskelmasse zu bestimmen,
wurde der musculus quadriceps femoris frei prapariert, entnommen und

gewogen.

2.5 Bestimmung der Renin/Proreninkonzentration im
Plasma

Die Renin/Proreninkonzentration wurde enzymatisch bestimmt Uber die
entstehende Menge Angl. Hierzu wurde das Plasma mit Uberschuss an
Substrat (nephrektomiertes Rattenplasma) inkubiert und die entstandene
Menge an Angl im Radioimmunoassay gemessen. Es wurde die von Peters et
al. etablierte Methode verwendet (Peters et al. 1999).

Frau Brigitte Sturm fiihrte die Bestimmung im Institut durch.
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2.6 Immunhistochemische Methoden
Die immunhistochemische Untersuchung erfolgte in Anlehnung an die von

Jander (Jander 2000) beschriebene Methode.

2.6.1 Antikorper

Fir die immunhistochemischen Farbungen der Rattenhoden wurden als

priméare Antikorper folgende mouse-anti-rat Antikorper verwandt:

Antikdrper Spezifitat Verdinnung Quelle

OX-38 CD4(DOMAIN 1) 1:100 AbD Serotec
341 CD8 BETA 1:200 AbD Serotec
ED1 CD68 1:2000 AbD Serotec

Tab. 3: Verwendete Priméarantikorper

2.6.2 Herstellung des Kryostatmaterials

Aus den bei -70°C eingelagerten Hodensticken wurden 7um dicke
Kryostatschnitte gewonnen. Sie wurden auf einem Kryotom angefertigt, auf
Objekttrager aufgezogen, luftgetrocknet und anschlieBend in Aceton bei -20°C
fixiert. Nach einer weiteren kurzen Lufttrocknung erfolgte das Einfrieren der in

Aluminiumfolie gewickelten Objekttrager bei -70°C zur weiteren Verwendung.

2.6.3 Immunfarbung mit der Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-
Methode

Die eingefrorenen Kryostatobjekttrager wurden in Acetonlésung 10 min
aufgetaut und 5 min in PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten bei
Raumtemperatur. Die Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurde durch
eine 30 min Behandlung bei Dunkelheit mit einer Losung von 0,3% H,0, in
Methanol durchgefuhrt. Darauf folgte ein 2x3 min Waschen mit PBS. Der
Schnitt wurde danach 60 min mit Bohringer Blocklésung geblockt. Die
Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte in geeigneter Verdinnung in
Bohringer BL tUber 30 min (siehe Tabelle 1). Nach erneutem 3x5 min Waschen

in PBS wurde fur 30 min mit dem Sekundarantikdrper Biotinylated Anti-Mouse
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IgG (H+L), affinity purified, rat adsorbed (Vector Laboratories/Linaris Wertheim)
mit der Verdinnung 1:100 in Bohringer BL inkubiert. Die Inkubation (30 min) mit
dem ABC-Elite-Reagenz (Vektor Laboratories/Linaris Wertheim) nach Anleitung
des Herstellers fand nach erneutem 3x5 min Waschen in PBS statt. Das ABC-
Reagenz wurde durch 3x5 min Waschen in PBS entfernt. Der
Peroxidasenachweis erfolgte Uber das im ABC Elite Kit enthaltene

Diaminobenzidin.

Die Entwicklungsdauer ist abhangig vom Primé&rantikorper:
Ox38(CD4): 22 min

341(CD8B): 18 min

ED1(CD68): 9 min

Die Entwicklung wurde durch 5-10 min Waschen in Leitungswasser gestoppt.
Es folgten die Dehydratation der Schnitte mit der aufsteigenden Alkoholreihe

und die Eindecklung mit Neomount.

2.6.4 Quantifizierung der immunhistochemisch geféarbten Zellen

Die im Hoden der Ratten lokalisierten Leukozyten befinden sich hauptsachlich
in der Nahe der Blutgefal3e. Die Anzahl der immunhistochemisch angefarbten

Zellen um ein Blutgefal? herum wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt.

Es wurden bei der Anti-CD4 und Anti-CD 68 Farbung die ersten 20 Blutgefalie
und bei der Anti-CD 8f Farbung die ersten 30 Blutgefale im

Rattenhodenschnitt ausgewertet.

2.7 Histologische Farbung und pathologische Beurteilung

Eine HE-Farbung wurde aus Kryostatschnitten der Hoden angefertigt.

Des Weiteren wurden die in Formalin fixierten Gewebe (Mesenterium, Pankreas
und Hoden) an das Institut fir Pathologie der Universitat Greifswald versandt.

Dort erfolgte die Herstellung von Paraffinschnitten, die histologische Farbung
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und die Beurteilung durch einen Pathologen. Die Schnitte wurden unter dem
Mikroskop fotografiert.

2.8 Nachweis von Autoantikdrpern

Autoantikdrper im Blutplasma lassen sich unter anderem durch Inkubation von
Blutplasma auf Hep-2 ANA Slides (Inova Diagnostics Inc., San Diego, CA)
nachweisen. Die Testung auf Autoantikdrper erfolgte mit Blutplasmaaliquots,
die zum Zeitpunkt der 13C Induktion gewonnen und bei -20°C eingefroren
wurden. Das Vergleichsplasma stammte aus dem Blut von Cyplalren2-

transgenen Ratten ohne TM aus einem Vorversuch.

Fur den Nachweis der Autoantikérper wurden die Hep2- ANA Slides zunachst
fur 10 min mit 20%FKS in PBS rehydriert. Die zu untersuchende Probe wurde
1:100 in 20%FKS in PBS verdunnt auf das Hep-2 Feld gegeben. Die Inkubation
erfolgte fur 2 h bei Raumtemperatur und unter Dunkelheit mit anschlieRendem,
zweimaligem Waschen in PBS fur je 5min. Der FITC-markierte Ziege Anti-
Ratten IgG (H+L) Sekundarantikérper (Dianova) wurde daraufhin ebenfalls in
einer Verdinnung von 1:100 in 20%FKS in PBS mit den Hep2 Zellen fur 1h bei
Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS
fur je 5 min erfolgte die Eindecklung in Mowiol-Lésung bei dunkler Lagerung im

Kihlschrank bis zur Fluoreszenzmikroskopie am folgenden Tag.

Die Schnitte wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einer Belichtungszeit
von 2 sec bei 400-facher Vergrof3erung fotografiert; die Fotos der Schwarz-

Weil3 Kamera griin eingefarbt.

2.9 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse und Grafikerstellung wurde mit dem

Programm SigmaPlot for Windows 11.0 (© Systat Software, Inc.) durchgefihrt.
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Der Test der Hypothesen erfolgte Uber ein- und zweiseitigen Mann-Whitney
Rangsummen Test, sowie ein- und zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-

Rangtest.

Die Zahlung der CD4 und CD68-positiven Zellen wurde statistisch ausgewertet
Uber den Mann-Whitney-Rangsummen-Test: Die Ordinalzahlen 1 bis 9 wurden
Kategorien zugeordnet. Diese ergaben sich in Abhangigkeit von der Anzahl
angefarbter Zellen um die Blutgefal3e: 1 fur O Zellen und 9 fir mehr als 60
Zellen (siehe Tab. 5 und Tab. 6)
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Plasma Renin/Prorenin

3.1.1 Prorenin

Die Bestimmung des Plasmaprorenin ergab einen deutlichen Anstieg des
Prorenins als Folge der Induktion des murinen ren2-Gens durch I3C-Gabe im
Futter (Kantachuvesiri et al. 2001). Abb. 3 zeigt in logarithmischer Darstellung
die Ergebnisse der Proreninmessung im Blutplasma.

Der Vergleich der einzelnen Gruppen zu den einzelnen Tagen miteinander
mittels  Mann-Whitney-Rangsummen-Test ergab  keinen  signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Vergleicht man die prozentuale
Anderung des Proreninwerts vom Tag 77 zum Tag 42, dem Tag des Beginns
der Losartangabe, fallt der Unterschied zwischen beiden Gruppen ins Auge.
Wahrend der Proreninwert in der Gruppe TM+I3C+LOS im Median konstant
bleibt, bzw. abnimmt, steigt der Proreninwert in der Gruppe TM+I3C weiter an
(Abb. 4). Den Unterschied im Anstieg beider Gruppen bestatigt der Mann-
Whitney-Rangsummen-Test als signifikant mit p=0,041. Der statistische
Vergleich der Werte von Tag 42 zu Tag 77 mittels Mann-Whitney-
Rangsummen-Test ist nicht signifikant mit p=0,589 in der Gruppe TM+I3C; in
der Gruppe TM+I3C+LOS nicht signifikant mit p=0,310.

Bei den Rohdaten féallt auf, dass sich die Proreninwerte teilweise deutlich
zwischen einzelnen Ratten unterscheiden. Besonders zeigt sich dies in der
Gruppe TM+I3C. Deutlich wird dies in Abb. 3 durch die groRRe Differenz

zwischen dem Perzentilen-Rang 25% und 75%.
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Abb. 3: Ergebnisse der Plasma-Prorenin Bestimmung (Median; 25% und 75%

Perzentile) (TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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Abb. 4. Veranderung des Prorenins Tag 42 zu Tag 72 in % (links: Median;

25% und 75% Perzentile / rechts: Datenpunkte n=6 pro Gruppe; *= p<0,05)

(TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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3.1.2 Aktives Renin
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Abb. 5: Ergebnisse der Bestimmung des aktiven Renins im Plasma (Median;

25% und 75% Perzentile; (TM: Transmitter; I3C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)

#: TM+I3C+LOS: Tag 77 vs Tag 0 (p<0,05); TM+I3C: Tag 77 vs Tag O nicht

signifikant
Die Messergebnisse von aktivem Renin im Blutplasma (Abb. 5) lassen keinen
signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen erkennen. Die Werte des
aktiven Renins waren zu Beginn des Experiments im Median bei 70,3 ng/ml/h
Angl bei der Gruppe TM+I3C und 55,2 ng/ml/h Angl bei der Gruppe
TM+I3C+LOS. Zu Woche 2 sanken die Konzentrationen vom aktiven Renin auf
30 ng/ml/h Angl (TM+I3C) und 33,7 ng/ml/h Angl (TM+I3C+LOS). Im weiteren
Verlauf des Experiments stieg der Wert des aktiven Renins kontinuierlich an. Zu
Tag 77 wurde ein Median von 169,4 ng/ml/h Angl in der Gruppe TM+I3C und
247 ng/ml/h Angl in der Gruppe TM+I3C+LOS erreicht.

Die statistische Prifung auf signifikante Unterschiede (zweiseitiger Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangtest) zwischen Tag 0 und Tag 77 ergab folgende Ergebnisse:
TM+I3C p=0,094; TM+I3C+LOS p=0,031
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3.2 Blutdruck

Abb. 6 gibt die Blutdruckdaten der Gruppe TM+I3C+LOS wieder. Die invasive
Aortenblutdruckmessung erfolgte Uber den implantierten Transponder.
Unmittelbar vor Beginn der 13C-Induktion wurde in der Gruppe TM+I3C ein
MAP im Median von 111,8 mmHg mit dem 25% Perzentil von 110,2 mmHg und
dem 75% Perzentil von 114,6 mmHg gemessen. Die Werte der Gruppe
TM+I3C+LOS lagen im Median mit dem MAP bei 113,2 mmHg und der 25%
Perzentile bei 107,6 mmHg sowie der 75% Perzentile bei 114,1 mmHg.

Daraufhin wurde mit I3C induziert.

200 -
150 ~
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I
£
g 100
o
<
=
50 ~
—O— TM+I3C
—— TM+I3C+LOS Losartangabe
>
0 | . T T T I I
0 14 28 42 b6 70 77

Tag der Induktion

Abb. 6: 24 h Mittelwerte von telemetrischen Messdaten: Mean arterial pressure
(MAP) (Median; 25% und 75% Perzentile) (TM: Transmitter; 13C: Indol-3-carbinol; LOS:

Losartan)

Innerhalb der ersten zwei Wochen der Induktionsphase fielen 5
Telemetriesender aus. Die Tiere wurden der Gruppe Losartan nach dem

Kriterium ,noch funktionierender Blutdruckmesser® zugeteilt, um die Zieldosis
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vom Losartan besser planen zu kdnnen. Daher befand sich von Woche 2 an in
der Gruppe TM+I3C nur noch 1 Tier mit funktionierender Blutdruckmessung.
Die Blutdruckmessung dieses Tieres blieb bis zum Ende des Experimentes
intakt und der Blutdruck erreichte gegen Ende des Experimentes ein Plateau
von 160-176 mmHg.

Zum Zeitpunkt der Losartangabe arbeiteten bei 5 Tieren aus der Gruppe
TM+I3C+LOS die Telemetriesender, nachdem der Sender eines weiteren
Tieres zwischen Woche 4 und Woche 6 ausgefallen war. Ab Losartangabe
erfolgte die kontinuierliche Erfassung der Blutdruckwerte. Aufgrund weiterer
Ausfélle der Blutdrucksender sank die Anzahl der Tiere der Losartangruppe, bei
denen der Blutdruck gemessen werden konnte, ab Tag 50 auf 4 und ab Tag 69
auf 3. Durch die Losartantherapie wurde wahrend des Experimentes ein MAP
im Median von 112-130 mmHg erreicht.

3.3 Korpergewichtsverlauf

3.3.1 Ergebnisse der Kdrpergewichtsbestimmung

Nach anfanglich postoperativer Gewichtsabnahme erholten sich die Ratten
binnen zwei Wochen so weit, dass ihr Gewicht mit Beginn der I3C-Gabe wieder

ungefahr das Ausgangsniveau erreichte.

Abb. 7 zeigt den Korpergewichtsverlauf der einzelnen Gruppen ab dem
Zeitpunkt der Induktion mit I3C. Wahrend bei einem Teil der Ratten nach
Woche 2 eine progrediente Gewichtsabnahme einsetzte, hielt der andere Tell

sein Ausgangsgewicht, bzw. legte sogar im Gewicht zu.

Die Zuteilung der Ratten zur Gruppe TM+I3C+LOS erfolgte - wie bereits
erwdhnt — nach dem Kriterium ,noch funktionierender Blutdrucksender®. Das
Korpergewicht war prozentual zum Ausgangsgewicht in beiden Gruppen nicht
signifikant unterschiedlich (p=0,485; Gruppe TM+I3C 107,3%, Gruppe
TM+I3C+LOS 103,4%)

28



Ergebnisse

Die Ratten der Losartangruppe, die mit Gewichtsabnahme reagiert hatten,
nahmen durch die Losartanbehandlung wieder deutlich an Gewicht zu. Der
Gewichtsverlust der Kontrollgruppe blieb hingegen unverandert bestehen. Ab
Woche 9 des Experiments weist der Mann-Whitney-Rangsummentest einen
signifikanten Gewichtsunterschied zwischen der Losartangruppe und der
Kontrollgruppe aus und erreicht am Tag 77 p=0,015. Mediane Tag 77: TM+I3C
97,4% und TM+I3C+LOS 121,9% vom Ausgangsgewicht.

140 -

—O— TM+I3C (n=6) * * *
130 1 | —m— TM+I3C+LOS (n=6)
120 -

110

100

90 -

80 -

Losartangabe
Lot
70 T T T T T T T T T T T

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77

Korpergewicht (% vom Ausgangskorpergewicht)

Tag der Induktion

Abb. 7: Kdrpergewichtsverlauf (Median; 25% und 75% Perzentile; *p<0,05

TM+I13C vs. TM+I3C+LOS) (TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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3.3.2 Bestimmung des Gewichts der vorderen
Oberschenkelmuskulatur und des retroperitonealen

Fettgewebes

Bei Organentnahme der ersten Experimentaluntergruppe fiel auf, dass das
retroperitoneale Fett der nicht mit Losartan behandelten Ratten deutlich
vermindert war. Daher wurde wahrend dieser Organenthahme das
retroperitoneale Fett quantifiziert. Um zu klaren, ob der Gewichtsverlust nur auf
die Reduktion der Fettmasse zuriickzufuihren ist, wurde zusétzlich ab der 2.
Organentnahme das Gewicht des Quadriceps femoris bestimmt. Daher
bertcksichtigt die Grafik des Gewichts des Quadriceps femoris 4 Losartantiere
und 5 Kontrolltiere, sowie die Grafik des retroperitonealen Fettgewebes 5
Losartantiere und 6 Kontrolltiere.

Wenn man davon ausgeht, dass der Gewichtsunterschied auf eine geringere
Muskelmasse bzw. Fettmasse in der Gruppe TM+I3C zurtickzufuhren ist, ist der
einseitige Mann-Whitney-Rangsummentest zuléssig.

Unter dieser Voraussetzung ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied
im Gewicht des Quadriceps femoris (Abb. 8). Jedoch fur das retroperitoneale
Fett (Abb. 9) wurde eine signifikant geringere Fettmasse in der Gruppe TM+I3C
mit p=0,026 bestatigt.
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Median; 25% und 75% Perzentile / rechts: Datenpunkte n=5 bzw. n=4)

(TM: Transmitter; 13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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3.4 Organe

3.4.1 Mesenterium

Abb. 10: Vergleich Mesenterien von Ratten mit anfanglich starkem
Gewichtsverlust: links Kontrollgruppe TM+I3C (Ratte #884); rechts

Losartangruppe TM+I3C+LOS (Ratte #888).
(TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)

Abb. 11: Vergleich der Mesenterien von Ratten ohne anfanglichem
Korpergewichtsverlust: links Gruppe TM+I3C (Ratte #891); rechts Gruppe
TM+I3C+LOS (Ratte #878). (TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)

Bei der Organentnahme prasentierte sich ein  Mesenterialbefall
unterschiedlicher Auspragung. Korreliert man Mesenterien von Tieren mit
ahnlichem Gewichtsverlauf zu Woche 6, fallt auf, dass die makroskopischen
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Vaskulitis-Lasionen der TM+I3C-Ratten starker ausgepragt sind, als die der
dazugehdrigen TM+I3C+LOS-Ratten.

Abb. 10 zeigt die Ratten 884 und 888. Die Gewichtsabnahme von Ratte 884 lag
bei Woche 6 bei 14,6%. Die Ratte 888 verlor um 14,8% an Gewicht. Bei Ende
des Experiments war das Gewicht der Ratte der Gruppe TM+I3C 21,6%
geringer als zu Beginn der 13C-Gabe. Die andere Ratte legte infolge der

Losartantherapie um 24,9% an Gewicht gegentiber Beginn zu.

Die Ratten in Abb. 11 haben zu Woche 6 an Gewicht zugenommen. Ratte 891
aus der Gruppe TM+I3C um 9,9%, Ratte 878 aus der Losartangruppe um 9%.
Am Ende des Experimentes hatte Ratte 878 vom Ausgangsgewicht 120,7 %;
Ratte 891 nur noch 95,2%.

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass bei keiner der Ratten der TM+I3C+LOS-
Gruppe ein derart ausgepragter Mesenterialbefall zu beobachten war wie bei
Ratten der Gruppe TM+I13C.

3.4.2 Histologische Untersuchungen

3.4.2.1 Pathologische Beurteilung

Tab. 4 fasst die Befunde der pathologischen Beurteilung zusammen.

In der Gruppe TM+I3C wurde bei jeder Ratte in mindestens einem Praparat
(Tab. 4) eine Vaskulitis gefunden. Das Mesenterium war bei 5 von 6 Tieren
befallen. Es fallt auf, dass 2 der 3 Ratten mit einer histologisch, vom Pathologen
als ausgepragt definierten Vaskulitis auch gleichzeitig den héchsten
Gewichtsverlust (21,6 % und 12,3 %) aufweisen.

Bei keiner der mit Losartan behandelten Tiere wurde hingegen eine aktive PAN
beobachtet. Als maximaler Befund wurden Vaskulitisknoten ohne aktive
Entziindung nachgewiesen, mit  Zeichen  von Blutungsresiduen,

Gefallwandverdickungen und Fibrose.
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3.4.2.2 HE-Féarbung Gefrierschnitte Hoden

In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung der Gefrierschnitte der Hoden ist bei allen
nicht losartanbehandelten Tieren eine Vaskulitis nachweisbar. Bei den Tieren
der Losartangruppe findet sich zum Teil eine perivaskuléare Fibrose, hingegen
keine aktive PAN.

v &

b ‘V’# AR

a..'\‘l\_"
AN

890

Abb. 12: Effekt von Losartan auf die Vaskulitis im Hoden (links TM+I3C,

rechts TM+I3C+LOS; HE-Farbung)
(TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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3.4.2.3CD4

~

50pm 50um

Abb. 13: Anti-CD4-Farbung auf Hoden-Kryostatschnitt (links: TM+I3C;
rechts: TM+I3C+LOS) (TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)

Bei CD4 handelt es sich um ein Membranglykoprotein, das in T-Zellen, B-
Zellen, Makrophagen und Granulozyten vorkommt.

Farbung und Auszahlung der CD4-positiven Zellen um die BlutgefaRe zeigte
eine deutliche Anfarbung in TM+I3C Tieren. Wahrend in der Gruppe TM+I3C
bei allen 5 Ratten 24 BlutgefaRe mit mehr als 40 CD4-positven Zellen zu
beobachten sind, so tritt in der Losartangruppe nur bei einer Ratte ein Blutgefald

mit mehr als 40 angefarbten Zellen auf (siehe Tab. 5).

Abb. 13 zeigt Anti-CD4 gefarbte Gefrierschnitte im Bereich der Blutgefalle;
einem typischen Blutgefald aus der Kontrollgruppe wurde ein Gefald aus der
losartanbehandelten  Gruppe gegenibergestellt. Die Ergebnisse der
Auszahlung der angefarbten Zellen um das Blutgefald fasst Tab. 5 zusammen.
Pro Ratte wurden 20 Blutgefal3e ausgezahlt, so dass insgesamt 120 Blutgeféalie
ausgewertet wurden. In der Kontrollgruppe waren bei einer Ratte nur 19
Blutgefal3e auf einem Schnitt vorhanden und von einer Ratte war die Farbung
defekt (das Préaparat daher nicht auswertbar). Die Ergebnisse der Gruppe
TM+I3C beruhen daher nur auf 99 Blutgefalien.
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Die Losartantherapie zeigt als Ergebnis, dass nur eine geringere Anzahl von
angefarbten Zellen um die BlutgefdRe herum nachzuweisen ist. Der Mann-
Whitney-Rangsummentest bestétigt diesen Unterschied zwischen beiden

Gruppen mit p<0,001.

3.4.2.4 CD68

Um die angefarbten Immunzellen genauer zu differenzieren, wurde eine Anti-
CD68-Farbung eingesetzt. CD68 wurde in Monozyten und
Gewebemakrophagen nachgewiesen (Holness und Simmons 1993). Abb. 14
stellt Fotos gefarbter Gefrierschnitte der einzelnen Experimentalgruppen

gegenuber.

*50pm 50pm

&
Abb. 14: Anti-CD68 Farbung auf Hoden-Kryostatschnitt (links: TM+I3C; rechts:
TM+I3C+LOS) (TM: Transmitter; I3C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)

Tab. 6 dokumentiert die Ergebnisse der Auszéhlung angefarbter Zellen von

jeweils 20 BlutgefalRen pro Ratte, insgesamt 120 Blutgefalien pro Gruppe.

BlutgefdRe aus der Gruppe TM+I3C zeigten eine ausgepragte Préasenz
angelagerter CDG68-positiver Zellen in teilweise grof3er Anzahl. In der
Losartangruppe dagegen lieRen sich bei 60 BlutgefalRen keine CD68 positiven
Zellen nachweisen und bei weiteren 60 BlutgefaRen nur 1 bis 10 Zellen. Um

keines der Blutgefal3e von Ratten dieser Gruppe waren mehr als 11 Zellen
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angelagert. Die 24 Blutgefal3e mit mehr als 40 Zellen sind ausschlief3lich auf
alle Tiere der Gruppe TM+I3C verteilt. Der Unterschied zwischen beiden
Gruppen ist mittels Mann-Whitney-Rangsummentest zu p=0,004 statistisch

signifikant.

3.4.2.5 CD8beta

Anti-CD8beta farbt hauptséachlich Thymozyten und
zytotoxische/suppressorische T-Zellen an (Jander 2000; Torres-Nagel et al.
1992). CD8beta gefarbte Schnitte zeigt Abb. 15. Diese Bilder sind nicht
reprasentativ, sondern sollen nur einen Eindruck vermitteln tber die Farbung
um die Blutgefalle herum. In der Umgebung von vielen BlutgefaRen wurden
keine angefarbten Zellen gefunden. Daher wurden nur die Zellen um 30
Blutgefal3e berticksichtigt. Die Anzahl der gefundenen Zellen wurde durch die
Anzahl der ausgezahlten Blutgefal3e dividiert. Die Zusammenfassung dieser
Werte gibt Abb. 16. Die Hypothese, dass sich bei der Losartangruppe eine
geringere Anzahl von CD8beta-positiven Zellen um die BlutgefalRe befindet,
wurde Uber den einseitigen Mann-Whitney-Rangsummentest mit p=0,0325

bestétigt.
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Abb. 15: Anti-CD8beta-Farbung auf Hoden-Kryostatschnitt (links: TM+I3C;

rechts: TM+I3C+LOS). (TM: Transmitter; I13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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Abb. 16: Auszahlung CD8beta-postitive Zellen um Blutgefalie (links: Median;

25% und 75% Perzentile / rechts: Datenpunkte n=6; *p(einseitig)<0,05)

(TM: Transmitter; 13C: Indol-3-carbinol; LOS: Losartan)
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3.5 Bildung von Antikorpern

Abb. 17: Rattenplasma auf HepG2-Zellen (links: Ratte ohne TM; rechts: Ratte
mit TM zum Zeitpunkt 0 (2 Wochen nach Sender OP))

In Vorstudien (Peters et al., unveroffentlicht) wurde bei der Untersuchung auf
die Prasenz von cANCA die Bildung von nicht identifizierten Autoantikdrpern
infolge der Implantation des Telemetriesenders beobachtet. cANCA konnten
nicht identifiziert werden. Daher wurden auch in dieser Studie die Ratten auf

Autoantikorper getestet.

Die Abb. 17 zeigt, dass das Blutplasma von Ratten mit Telemetriesender auf
HepG2-Zellen zu einer spezifischen Farbung mancher dieser Zellen fuhrt.
Cyplalren-2 transgene Ratten, denen kein TM implantiert wurde, zeigen keine
spezifischen Farbeeigenschaften. Bei allen telemetriesender-operierten Ratten
sind diese Antikorper ab zwei Wochen nach Operation nachzuweisen. Die
Struktur bzw. das Protein, das angefarbt wird, wurde noch nicht identifiziert.

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die Induktion des murinen ren2-Transgens mit 1I3C wurde Prorenin im
Blut massiv erhoht. Es kam zu einer Hypertonie und zu einer
Gewichtsabnahme. Nach zunéchst leichter Kdrpergewichtszunahme nahmen
die Tiere im Median wieder ab, so dass der Median zu Woche 6 des

Experiments wieder ungefdhr beim Niveau von Zeitpunkt O lag. Ab diesem
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Zeitpunkt erfolgte die Therapie der einen Experimentalgruppe mit dem AT;-
Rezeptorblocker Losartan. Die Losartantherapie senkte den MAP dieser
Gruppe auf ungefahr 120 mmHg. Wahrend die Gruppe TM+I3C im Laufe des
Experiments im Median weiter an Korpergewicht verlor und teilweise massive
klinische Krankheitszeichen zeigte, reagierte die Losartangruppe mit einem
deutlichen Korpergewichtsanstieg. Diese Gruppe machte infolge der Therapie
gegen Ende des Versuchs einen subjektiv gesunden Eindruck. Zu Woche 11

wurde das Experiment mit Gewinnung der Organe beendet.

Bei der Organentnahme zeigte sich in der Gruppe TM+I3C ein deutlich mit
PAN-Knoétchen befallenes Mesenterium der unbehandelten Tiere. Der Befall
des Mesenteriums war unterschiedlich ausgepragt. Die Quantifizierung der
Muskelmasse am Quadriceps femoris und der retroperitonealen Fettpolster
demonstrierte geringere Fettpolster als bei der Gruppe TM+I3C+LOS. Ratten
der Losartangruppe verfugten tber deutlich vorhandene Fettreserven. In den
Mesenterien dieser Gruppe waren makroskopisch teilweise geringe residuale

PAN-Knotchen minimaler Auspragung zu erkennen.

Eine zum Teil ausgepragte, aktive Vaskulitis dominierte in der feingeweblichen
Untersuchung der Kontrollgruppe. Die histologische Untersuchung der
Losartan-Gruppe zeigte abgeheilte Vaskulitisknoten. Teilweise war eine
Reendothelialisierung vorhanden. Zudem zeigte sich manchmal ebenfalls eine
perivaskulare Fibrose. Bei einem Tier war eine erlittene PAN histologisch nicht

nachweisbar.

Immunhistologisch wurde die Anwesenheit von CDA4-positiven und CD68-
positiven Zellen in den BlutgefalBwéanden der Rattenhoden nachgewiesen. Der
Vergleich beider Gruppen lies eine signifikant deutlich geringere Anzahl von
CD68-positiven Zellen bei der mit Losartan behandelten Gruppe erkennen. Ein
ahnliches Bild brachte die Anti-CD4-Farbung. Die Anti-CD8beta Féarbung der
Hodengewebe demonstrierte ebenfalls eine geringere Anzahl angefarbter
Zellen in der Gruppe TM+I3C+LOS.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von Losartan auf das Kdrpergewicht und die
Aktivitat der Polyarteriitis nodosa

In der Studie von Peters et al. (Peters et al. 2010) zeigten an PAN erkrankte
Tiere eine Gewichtsabnahme. Daher wurde die Kdrpergewichtsabnahme als
klinisches Indiz fur eine akute PAN genommen. Zum Ende des aktuellen
Experiments bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen bezilglich des Korpergewichts (p=0,015). Die mit Losartan
behandelte Gruppe legte gegentber dem Anfangsgewicht um ca. 22% an
Kdrpergewicht zu. Die Gewichtszunahme in dieser Gruppe betrug ca. 3% am
Tag 42 (Zeitpunkt der Losartangabe). Die Gruppe TM+I3C verlor nach
anfanglicher Kdrpergewichtssteigerung um ca. 8% (Tag42) bis zum Ende des
Experiments auf 97% des Ausgangsgewichts.

Aufgrund der geringen Anzahl der zur Verfliigung stehenden transgenen Tiere in
diesem Experiment wurde die aktuelle Studie mit einer grof3eren n-Zahl
wiederholt (Pal2; siehe Anlage). Die Effekte von I3C und Losartan auf das
Kdrpergewicht der Ratten wurden in der Wiederholung des Experiments

reproduziert und statistisch bestatigt (Pal2; siehe Anlage).

Der Vergleich der Kérpergewichtsverlaufe mit der Studie von Peters et al. 2010
(Peters et al. 2008), die das gleiche Induktionsprotokoll verwendet hatte, zeigt,
dass bei Peters et al. die Ratten bereits zu Tag 42 deutlich an Gewicht verloren
hatten. Ebenso wiesen die Korpergewichtsverlaufe der einzelnen Ratten
innerhalb Gruppen keine so grof3en Schwankungen auf wie in dem aktuellen
Experiment. Unsere Studie verzeichnete zu Tag 42 noch bei beiden Gruppen
im Median eine Gewichtssteigerung. Allerdings hatten auch einzelne Ratten
bereits zu diesem Zeitpunkt mit einer Gewichtsabnahme reagiert. Zu Tag 70
war bei Peters et al. in der Gruppe TM+I3C ein Kdrpergewichtsverlust von 15%

im Mittelwert zu verzeichnen, wahrend in dieser Studie die Ratten ungefahr ihr
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Ausgangsgewicht gehalten hatten. Bei einzelnen Ratten reduzierte sich das

Kdrpergewicht allerdings auf bis zu ca. 22%.

Im Gegenzug konnte die Gruppe TM+I3C+LOS ihr Gewicht infolge der
Losartantherapie um 22% gegenuber dem Ausgangsgewicht steigern. Die
Gruppe von Peters et al. TM+I3C+Captopril ab Tag 0, welche zu keinem
Zeitpunkt an PAN erkrankt war, hatte bis zum Tag 70 im Mittelwert um 18% an
Gewicht zugenommen. Die Tiere der Gruppe TM+I3C+LOS in dieser Arbeit
hatten zu diesem Zeitpunkt bereits ca. 21% an Gewicht gewonnen. Am Tag 42
hatte Gruppe TM+I3C+LOS noch ca. 10% weniger an Gewicht zugelegt als
Gruppe TM+I3C+Captopril. Dieser Unterschied wurde durch die Losartangabe
aufgeholt und das obwohl die Gruppe mit Captopril ab Tag 0 behandelt worden

war und die Gruppe mit Losartan in dieser Studie erst ab Tag 42.

Die Auswertung der Bestimmung des retroperitonealen Fettgewebes und des
Gewichts des musculus quadriceps femoris ergab, dass die Tiere der Gruppe
TM+I3C vor allem Fettreserven verloren hatten. Der Unterschied im Fettgewebe
beider Gruppen ist trotz der geringen n-Zahl statistisch signifikant. Fir den
Unterschied in der Muskelmasse lasst die geringe Anzahl der berlcksichtigten
Versuchstiere keine mathematisch schliissige Statistik zu. In der Wiederholung
des Experiments (Pal2; siehe Anlage) bestatigte sich die Abnahme des

retroperitonealen Fettgewebes, sowie die der Muskelmasse.

Die Grunde fur die unterschiedliche Korpergewichtsabnahme in der aktuellen
Studie im Vergleich zu der Studie von Peters et al. 2010 wahrend der
Induktionsphase konnte ebenfalls Bestandteil zukilnftiger Forschung sein.
Obwohl es sich bei den Tieren um einen Inzuchtstamm mit Fischer-344-Ratten
und y-chromosomalem Transgen handelt, kann aufgrund teilweise
unterschiedlicher Fischer-344-Mutter ein genetischer Hintergrund fur die
Gewichtsabnahme nicht ausgeschlossen werden. An dieser Stelle ist allerdings
anzumerken, dass in diesem Experiment bei allen Ratten eine PAN
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mikroskopisch im Hoden nachweisbar war und die Tiergruppe, die anfanglich
starker mit Gewichtsabnahme reagiert hatte, mit Losartan therapiert wurde.

4.2 Einfluss von Losartan auf die Blutgefalie

Bei den Ratten der Gruppe TM+I3C ist eine (teilweise ausgepragte) Vaskulitis
pathologisch nachweisbar. Die makroskopischen Vaskulitis-L&sionen der
TM+I3C-Ratten sind zudem starker ausgepragt als die der dazugehérigen
TM+I3C+LOS-Ratten. In der mit Losartan therapierten Gruppe gibt es keine
Hinweise auf eine aktive Entziindung in den BlutgefalRen, jedoch auf Fibrose
und Zeichen einer stattgehabten Entzindung mit Blutungsresiduen. Die Gefal3e
waren zum Teil reepithelialisiert. Auch schon aufgrund dieser Daten ist von

einer protektiven Wirkung des Losartans auszugehen.

In der Wiederholung des Experiments (Pal 2; siehe Anhang) wurde neben den
Gruppen TM+I13C sowie TM+I3C+LOS auch die Gruppe TM+I3C mit Endpunkt
zum Beginn der Losartangabe aufgenommen. Die Tiere der Gruppe TM+I3C,
die zu Woche 6 — also zu Beginn der Losartangabe — getdtet wurden, wiesen
alle eine deutliche PAN in den Mesenterialgefal3en auf (Pal2; siehe Anhang);
daraus lasst sich ableiten, dass auch die Ratten, welche dann mit Losartan
therapiert wurden, zu diesem Zeitpunkt deutliche Vaskulitislasionen
aufgewiesen haben mussen. Endpunkt der restlichen Gruppen war im
Gegensatz zur urspringlichen Studie Woche 10 und nicht Woche 11. TM+I3C
Tiere der Woche 10 wiesen noch groRere Vaskulitisknoten im Mesenterium auf
(Pal2; siehe Anhang). In den mit Losartan behandelten Tieren kommt es auch
in Pal2 zu einer Abheilung der Vaskulitis. Auch hier war dies in den meisten
Arterien von einer Reendothelialisierung begleitet. Eine Eisenfarbung, die in
diesem Experiment zusatzlich durchgefihrt wurde, zeigt, dass bei den mit
Losartan behandelten Tieren eine Entzindung vorausgegangen war (Pal2;

siehe Anhang).
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4.3 Einfluss von Losartan auf vaskulare

Entzindungszellen

4.3.1.1 CD4

Die Screening-Farbung mittels Anti-CD4 Antikorper zeigte eine geringere
Anzahl von angefarbten Zellen um die Blutgeféal3e in den Hodengeweben in der
mit Losartan behandelten Gruppe. Der Unterschied ist mit p<0,001 statistisch
signifikant.

Eine definitive Aussage, ob ein Rlckgang urspringlich um die BlutgefalRe
vorhandener Zellen infolge der Losartangabe stattgefunden hat, kann aufgrund
der fehlenden aber ursprunglich geplanten Gruppe ,TM+I3C bis Woche 6“ nicht

getroffen werden.

CD4 ist ein Membran Glycoprotein, welches von vielen verschiedenen
Immunzellen exprimiert wird. Es findet sich in T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen
und Granulozyten. Eine genaue Aussage, welche Zelle angefarbt wurde, lasst
sich daher nicht treffen. Zur genaueren Differenzierung erfolgten weitere
Farbungen mittels Anti-CD68 und Anti-CD8beta.

Eine Co-Farbung mit Anti-CD3 und damit eine bessere Identifikation der
einzelnen Lymphozytenuntergruppen wurde in dieser Studie nicht durchgefihrt.
Cid et al. (Cid et al. 1994) fanden in ihrer Untersuchung von Geweben von
PAN-Patienten, dass 41% der Entziindungszellen aus T-Lymphozyten und 0O bis
45% der Zellen aus Granulozyten bestanden. Eine exakte Bestimmung dieser
Zellen bleibt zuktnftigen Studien vorbehalten.

4.3.1.2 CD68

Der Vergleich der CD68-Farbung der Hoden aus beiden Experimentalgruppen
zeigt, dass die absolute Anzahl von CD68 positiven Zellen um die Blutgefalie
bei der mit Losartan behandelten Gruppe deutlich geringer ist. Der statistisch
signifikante Unterschied zwischen beiden Gruppen liegt bei p=0,004. Dieses
Ergebnis ist im Einklang mit den Ergebnissen der Anti-CD4 Farbung.
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CD68 ist ein Transmembranglykoprotein, das in hohem MalRe von
menschlichen Monozyten und Gewebemakrophagen exprimiert wird (Holness
und Simmons 1993). Hauptsachlich wurde dieses in Lysosomen und
Endosomen dieser Zellen nachgewiesen (Holness und Simmons 1993). Eine
verminderte Aktivitat von proinflammatorischen Genen und die verminderte
Expression von Adhasionsmolekilen infolge der AT; Blockade und des
reduzierten Scherstress kénnten fir den Rickgang dieser Zellen um die PAN-

Lasionen verantwortlich sein (Touyz und Schiffrin 2000; Resnick et al. 2003).

Cid et al. (Cid et al. 1994) zeigten bei einer immunhistochemischen
Untersuchung vom 24 PAN-Patienten, dass 41% der entztndlichen Zellinfiltrate
aus Makrophagen bestanden. Auch die in dieser Arbeit durchgefuhrten
immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass Makrophagen in
teilweise grofRer Anzahl um PAN-Lasionen im Rattenhoden nachweisbar sind.
Eine moglich primare Rolle bei der akuten Entstehung von PAN-Lasionen wird

Monozyten/Makrophagen zugeschrieben (Jennette 2002).

4.3.1.3 CD8beta

Der verwendete Antikdrper farbt CD8beta positive Zellen an; insgesamt waren
jedoch nur wenige Zellen mit diesem Oberflachenantigen in unseren Schnitten
vorhanden. In der Gruppe TM+I3C im Median 0,77 Zellen pro Blutgefal3, in der
Gruppe TM+I3C+LOS 0,35 Zellen pro Blutgefal3. Die Hypothese, dass durch
die Losartantherapie induzierte Antiinflammation auch die CD8beta positiven
Zellen zurlickgegangen sind, ist statistisch signifikant bei p(einseitig)=0,0325.
Der rein statistische Test fur einen Unterschied zwischen beiden Gruppen,
ergibt sich als nicht signifikant mit p(zweiseitig)=0,065. Eine statistisch
gesicherte Aussage liel3e sich nur Uber eine groRere Anzahl von Tieren

erreichen.

CD8beta wird hauptsachlich von Thymozyten und
zytotoxischen/suppressorischen T-Zellen exprimiert (Jander 2000; Torres-Nagel

et al. 1992). In bestimmten Geweben wie z.B. Lunge, Peritoneum und Gehirn

48



Diskussion

wurden allerdings auch Makrophagen/Mikrogliazellen mit CD8beta gefunden
(Schroeter et al. 2003; Hirji et al. 1997; Hirji et al. 1998). Deshalb kann bei
dieser Einfachfarbung nicht sicher ausgeschlossen werden, dass auch
Makrophagen in den Hodengewebeschnitten angefarbt wurden. Allerdings ist
anzumerken, dass die Farbung mit Anti-CD68 eine deutlich grof3ere Anzahl an

Zellen markiert, als Anti-CD8beta.

4.4 Prorenin-Anstieg als Voraussetzung zur Entstehung
der PAN

Durch 13C Beimischung im Futter lasst sich die Transkription des murinen ren2-
Transgens in der Leber der Ratten induzieren. Die resultierende Expression von
Prorenin ist abh&angig von der applizierten I3C-Dosis (Peters et al. 2008). Peters
et. al. (Peters et al. 2010) zeigten, dass erhohte Proreninspiegel zwar
notwendig aber allein nicht hinreichend zur Entstehung einer PAN sind.
Prorenin fuhrt auf Gewebeebene zur Aktivierung des RAS (Nguyen et al. 2002;
Suzuki et al. 2003; Peters et al. 2002).

Peters et al. 2010 induzierten eine PAN nach gleichem Protokoll wie in dieser
Studie. In einer Gruppe wurde die Entstehung der PAN durch die gleichzeitige
Gabe des ACE-Hemmers Captopril ab Tag 0 gehemmt. In der aktuellen Studie
hingegen erfolgte die Therapie mit Losartan erst ab Tag 42. Peters et al. mal3en
am Tag 42 folgende Proreninwerte im Median:

Gruppe TM+I3C 27,8 ug Angl/ml/h; Gruppe TM+I3C+CAP 36,8 pg Angl/ml/h
(Peters et al. 2010).

In diesem Experiment erreichten die Proreninwerte aller Ratten beider Gruppen
zusammen (Startpunkt der LOS-Gabe ist Tag 42; daher besteht zu diesem
Zeitpunkt zwischen beiden Gruppen noch kein Unterschied) einen Median von
21 pg Angl/ml/h; Gruppe TM+I3C 16,9 pug Angl/ml/h und Gruppe TM+I3C+LOS
29,6 ug Angl/mi/n. Die Daten der beiden Experimente zum Tag 42 beziglich

der Gruppe TM+I3C wurden daher recht genau reproduziert
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Neu sind dagegen die Werte (Mediane) am Tag 77: Gruppe TM+I3C 77,9 ug
Angl/ml/h; Gruppe TM+I3C+LOS 15,7 ug Angl/mi/h. Peters et al. (Peters et al.
2009) erreichten Proreninwerte in einem ahnlichen Experiment - allerdings ohne
Blutdrucksender aber mit gleicher 13C-Induktion - einen Mittelwert von 15-20 ug
Angl/ml/h zu Tag 56 und 84 nach Induktion. Diese Werte sind ungefahr
vergleichbar den Werten aus der Gruppe TM+I13C+LOS am Tag 77.

Infolge der Erkrankung und der weiteren Angll Stimulation am AT;-Rezeptor ist
im Vergleich zu Tag 42 der Proreninwert im Median um 245% gestiegen. In der
AT:-Rezeptor blockierten Gruppe ist er dagegen auf 66% des Werts vom Tag
42 gesunken. Dieser gegensatzliche Verlauf beider Gruppen in den
Proreninwerten erweist sich als signifikant p<0,05. Der statistische Vergleich
der Proreninwerte der gleichen Gruppe zwischen Tag 42 und Tag 77 ist nicht
signifikant.

An dieser Stelle sei auf die geringe n-Zahl und die teilweise grol3en
Unterschiede in den Proreninwerten der einzelnen Tiere hingewiesen. Eine
Wiederholung des Experiments (Pal2; siehe Anhang) bestatigt diese
Beobachtung des gegensatzlichen Verlaufs der Proreninwerte in beiden
Gruppen. Der Unterschied in den Proreninwerten zwischen den beiden

Gruppen ist in Pal2 zum Tag 70 mit p<0,01 signifikant (siehe Anhang).

Es stellen sich zwei Hauptfragen:
e Was ist die Ursache fur den teilweise deutlichen Unterschied in den
Proreninwerten zwischen den einzelnen Ratten?
e Warum weisen die Proreninwerte der Tiere unter Therapie mit LOS einen

anderen prozentualen Anstieg auf als die der Kontrollgruppe?

Tab. 4 zeigt, dass Tiere ohne Gewichtsverlust im Vergleich zu Tag 0 scheinbar
niedrigere Proreninwerte aufweisen als Ratten mit Gewichtsverlust. Der genaue
Zusammenhang zwischen Gewichtsverlust und erh6hten Proreninwerten bedarf

jedoch zukunftiger Forschung.
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Das murine ren2-Gen steht bei Cyplalren2 transgenen Ratten unter Kontrolle
von Xenobiotika wie I3C. Das Transgen wird hauptsachlich in der Leber
exprimiert und ist als Ursache fur die hohen Proreninwerte zu sehen
(Kantachuvesiri et al. 2001). Die Proreninwerte stehen im direkten
Zusammenhang mit der applizierten I3C-Dosis (Peters et al. 2008). Bezuglich
der Darbietung von 13C bestand zwischen beiden Gruppen kein Unterschied.

Als mogliche hypothetische Ursachen fir die unterschiedlichen Proreninwerte

waren folgende Szenarien (auch in Kombination) denkbar:

e Unterschiedliche  Futteraufnahme und damit  unterschiedliche
Xenobiotikaaufnahme einzelner Tiere kdnnte unter Voraussetzung eines
gleichzeitig gesteigerten  Grundumsatzes die unterschiedlichen
Proreninwerte erklaren, da die Tiere mit Gewichtsverlust auch den

héheren Proreninwert aufweisen.

¢ Die unterschiedliche Resorption von Nahrung bzw. IC3 bei den einzelnen
Tieren aufgrund unterschiedlich ausgepragter Vaskulitisschaden an den

Mesenterialgefalien.

e Unterschiedlich weit fortgeschrittene Schédigung der Nieren mit
resultierendem Verlust des Prorenin tber den Urin und diesbeziglich

Beeinflussung der Halbwertszeit/Ausscheidung des Prorenins.

Im Experiment Pal2 (siehe Anhang) waren die Unterschiede in den
Proreninwerten zwischen den einzelnen Tieren nicht so stark. Der Proreninwert
der Gruppe TM+I3C+LOS zu Tag 70 lag wie in Pall unter dem der Gruppe
TM+I3C und erreichte den Wert wie am Tag 42, dem Tag des Beginns der

Losartangabe.

Diese Tatsache und der Vergleich der Proreninwerte mit den Kontrollwerten der

Gruppe TM sowie der Gruppe TM+I3C mit dem Endpunkt am Tag 42 bestatigt
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das Ergebnis von Peters et al., dass erhohte Proreninspiegel zwar notwendig,
aber alleine nicht hinreichend zur Entstehung einer PAN sind.

Ein Unterschied in den Proreninwerten beider Gruppen fand in Pal2 (siehe
Anhang) erst nach Tag 56 statt; einem Zeitpunkt, an dem die Krankheit schon
bestand und die Krankheitsregression in der mit Losartan behandelten Gruppe
schon ablief. Ein Hinweis ist auch der Anstieg des Korpergewichts in der
Losartangruppe. Das beweist, dass die Effekte vom Losartan nicht durch eine

Verhinderung des Anstiegs des Prorenin zu erklaren sind.

Die genauen Ursachen fur die teilweise deutlich unterschiedlichen
Proreninwerte sowie fur den Riuckgang bzw. den ausbleibenden Anstieg des
Prorenin unter Losartantherapie sind daher noch unbekannt und konnten

Bestandteil zukunftiger Untersuchungen sein.

4.5 Anstieg des aktiven Renins

Im Verlauf des Experiments stiegen die Mediane vom aktiven Renin beider
Gruppen. In der Gruppe TM+I3C+LOS war dieser Anstieg signifikant mit
p=0,031. Nicht signifikant war der Anstieg in der Gruppe TM+I3C mit p=0,094.

Frihere Experimente, bei denen ebenfalls Cyplalren2 TGR mit 0,125% I3C
induziert wurde, zeigten infolge der Induktion niedrigere Plasmaspiegel vom
aktivem Renin (Peters et al. 2008; Peters et al. 2009). In diesen Studien blieb
das aktive Renin weiterhin auf niedrigem Niveau. Beiden Studien ist
gemeinsam, dass bei den Ratten, bei denen die Blutparameter bestimmt

wurden, keine Blutdruckmessung durch implantierte Telemetriesender erfolgte.

Es stellt sich daher die Frage, was ist die Ursache flr den signifikanten Anstieg
des aktiven Renins in der Gruppe TM+I3C+LOS?

Hoher Blutdruck und hohe Angll Werte unterdricken die Renin-Sekretion und
Expression in der Niere (Kurtz 2012; Peters 2008). Das wirde hypothetisch das

(nicht signifikante) Absinken der Mediane des aktiven Renins in der
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Anfangsphase erklaren. In der mit Losartan therapierten Gruppe wurde
aufgrund der Inhibierung der Wirkung vom Angll am AT1-Rezeptor die
Suppression der Reninfreisetzung aufgehoben. Dieses lieRe den Anstieg des

aktiven Renins erklaren.

Des Weiteren ist denkbar, dass infolge der Entwicklung der PAN und einer
Beteiligung der Niere der Perfusionsdruck der Nieren so stark abnimmt, dass
die Unterdrickung der Reninsekretion aufgehoben wird. Es resultiert die
Freisetzung von endogenem aktivem Renin. Dieser Effekt wére eine mégliche
Erklarung fur den méglichen Anstieg des aktiven Renins in der Gruppe TM+I3C,
sowie in der Induktionsphase in beiden Gruppen. Allerdings ist der Anstieg des
aktiven Renin in dieser Gruppe nicht signifikant mit p=0,094. Um diesen Effekt
weiter zu untersuchen, ware eine Wiederholung des Experiments mit grof3erer
n-Zahl und Bestimmung der aktiven Renin-Werte vonnéten. Auch wére die
selektive (differenzielle) Bestimmung des Renins der Ratte bzw. der Maus

(Herkunft des Transgens) hier hilfreich.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Reninfreisetzung in der Niere muss allerdings
ebenfalls bedacht werden. Die Gewinnung von Blutproben unter Ethernarkose
kann die Freisetzung von aktivem Renin aus dem juxtaglomeruldren Apparat
stimulieren (Peters et al. 1996). Zwar wird in diesem transgenen Rattenmodell
die renale Reninexpression massiv unterdrickt (Kantachuvesiri et al. 2001),
dennoch ist es moglich, dass infolge der Losartantherapie und/oder infolge der
Nierenbeteiligung der PAN die Feedbackhemmung der

Reninexpression/Sekretion wieder aufgehoben wird.

4.6 Blutdruckwerte der Cyplalren2-transgenen Ratten

Die Induktion des lokalen RAS lber die 13C-Beimischung im Futter fihrte zum
Blutdruckanstieg. Dieser erreichte am Tag 41 bei allen Ratten eine MAP von
176,7 mmHg im Median. Diese Werte stehen im Einklang mit den Studien
Peters et al. 2008, Peters et al. 2010, sowie der Wiederholung des

Experimentes (Pal2; siehe Anhang). Durch die orale Darbietung von Losartan
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lie sich bei den behandelten Ratten eine Normotonie einstellen. Ursachlich ist
dabei die Unterdrickung der Wirkung von Angll am AT;-Rezeptor. Die
Entstehung von Angll ist abhéngig von der Anwesenheit von Prorenin (Peters et
al. 2008).

Fur Ruckschlisse auf die zu erwartenden jedoch fehlenden Blutdruckwerte in
der Gruppe TM+I3C lassen sich die Studien Peters et al. 2008, Peters et al.
2010, sowie Pal2 (siehe Anhang) vergleichend hinzuziehen. In diesen
Experimenten erfolgte ebenfalls die Induktion mit 0,125% I3C. Die
Blutdruckdaten von dem verbliebenen Tier dieser Arbeit mit funktionstiichtigem
Blutdrucksender dieser Gruppe reihen sich in die gemessenen Werte in diesen

beiden Studien und der Wiederholung des Experimentes bestens ein.

4.7 AT,-Rezeptor vermittelte Entzindung und Aktivitat der
Polyarteriitis nodosa

Trotz der kleinen Zahl von Tieren in den Gruppen des Experiments zeichnen
sich klare Tendenzen in den Ergebnissen ab: die Gruppe TM+I3C+LOS hatte
im Vergleich zur Gruppe TM+I3C ein deutlich hdheres Koérpergewicht. Der
Unterschied war zum Ende des Experimentes mit p=0,015 signifikant. Ebenso
fand sich in der histologischen Untersuchung bei keiner Ratte der
TM+I3C+LOS-Gruppe ein Hinweis auf eine aktive PAN, maximal nur
Vaskulitisknoten ohne akute Entzindung mit Fibrose und
GefalRwandverdickungen. Zusatzlich waren die makroskopisch sichtbaren
Vaskulitisknoten in den Mesenterialgefal3en — soweit denn vorhanden — deutlich
geringer ausgepragt als in der unbehandelten Gruppe. Trotz der kleinen n-Zahl,
erscheinen diese Ergebnisse offensichtlich und konnten in der Wiederholung
des Experimentes (Pal2; siehe Anlage) bestatigt werden. Was konnten die

Wirkmechanismen hinter diesen Resultaten sein?
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4.7.1 direkte proinflammatorische Effekte durch den AT,
Rezeptor

Direkte proinflammatorische Wirkungen vom Angll durch Aktivierung des AT;-
Rezeptor sind bekannt und wurden ausgiebig in einem review-paper
beschrieben (Touyz und Schiffrin 2000). Die Effekte sind vielfaltig und reichen
von der Aktivierung proinflammatorisch wirkender Transkriptionsfaktoren wie
z.B: NFkB, der Bildung ROS bis hin zur Expression von Adhasionsmolekilen
wie ICAM-I, VCAM-1 und MCP-I (Touyz und Schiffrin 2000; Barnes und Karin
1997).

Die Behandlung mit Losartan unterdriickt diese Effekte am AT;-Rezeptor.

4.7.2 Blutdruck und damit verbundene Scherkrafte als
Unterstitzung der Proinflammation

Bereits mehrfach wurde in der Literatur die Beteiligung von Scherstress am
GefalRendothel als eine der mdoglichen Ursachen zur Entstehung einer PAN
diskutiert (Peters et al. 2010; Jennette 2002; Saito und Kawamura 1999).
Blutdruck verursacht Scherstress, auch sind die fur Scherstress
pradispositionierten Gebiete die arteriellen Verzweigungsstellen (Resnick et al.
2003). Die PAN neigt dazu, beim Menschen an eben diesen arteriellen
Verzweigungsstellen zu entstehen (Zeek et al. 1948; Berry 1992). In unserem

Rattenmodell I&sst sich eine hypertone Kreislauflage induzieren.

Akuter und chronisch turbulenter Scherstress fuhrt zur Induktion von
proinflammatorischen Genen und foérdert die Bindung, das Einwandern und die
Aktivierung von Leukozyten in die Gefallwand (Resnick et al. 2003).
Turbulenter  Scherstress fordert am  Endothel die Bildung von
Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, MCP-1, und es werden
Transkriptionsfaktoren wie NFkB aktiviert (Resnick et al. 2003).
Proinflammatorische Gene stehen zum Teil auch unter Kontrolle sogenannter
Shear Stress Response Elements (SSRE) (Resnick et al. 2003).

Oszillatorischer Scherstress aktiviert auch VCAM-1 sowie ROS werden
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gebildet, welche ebenfalls zu einer proinflammatorischen Umgebung beitragen
(Resnick et al. 2003; Paravicini und Touyz 2006).

Die Literatur lasst zumindest eine Mitbeteiligung von Scherkréften als Ursache
des proinflammatorischen Zustands vermuten, der die Entstehung einer PAN

ermaglicht.

Niedrigerer Blutdruck geht mit geringeren Scherkraften einher (Resnick et al.
2003). Nimmt man an, dass bereits Vaskulitisknoten in den Ratten — wie in Pal2
nachgewiesen (siehe Anhang) - zum Zeitpunkt Woche 6, also zu Beginn der
Losartanbehandlung bestanden haben, so kénnte an diesen Orten weiterhin ein
turbulenter Scherstress auftreten (Resnick et al. 2003). Dennoch ist davon
auszugehen, dass der Scherstress Uber die Blutdrucksenkung in der
TM+I3C+LOS-Gruppe vermindert wurde.

Insgesamt ist festzuhalten, dass sowohl die direkte proinflammatorische
Wirkung vom AT;-Rezeptor als auch der durch die hypertone Kreislauflage

verursachte Scherstress eine PAN begulinstigende Umgebung schaffen.

Um die Bedeutung des arteriellen Drucks zu untersuchen und um von direkten
proinflammatorischen Wirkungen des RAS abzugrenzen, kdnnte eine weitere
Studie mit einem Antihypertensivum durchgefihrt werden, welches im

Gegensatz zu Losartan das RAS nicht hemmt oder aktiviert.

4.8 Autoantikorper

Die Testung auf Autoantikorper mittels HEP2-Zellen zeigte die beschriebene
Farbung auf manchen dieser Zellen. Alle Ratten (TM+I3C und TM+I3C+LOS)
wiesen diese Farbung zu Tag O auf. Peters et al. (nicht verdffentlicht) haben
nachgewiesen, dass Cyplalren2 TGR diese Antikérper infolge der TM-

Implantation bilden.
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Welche Zellstrukturen angeféarbt wurden und welcher Stoff bei der Operation fur
diese Stimulation des Immunsystems der Ausldser gewesen sein konnte, bleibt

ungeklart und bedarf weiterer Untersuchung.

Ebenso ist offen, welche Rolle diese Autoantikorper bei der Entstehung der
PAN der Cyplalren2 transgenen Ratte spielen.

Beim Menschen ist die Polyarteriitis nodosa haufig mit einer Hepatitis B
Infektion assoziiert, welche mit einer Stimulation des Immunsystems einhergeht
(Pagnoux et al. 2010). Ebenfalls wird pathogenetisch die Beteiligung von

Immunkomplexen diskutiert (Miyazawa et al. 1987).

4.9 Antiinflammatorische Wirkung von Losartan
unabhangig vom AT;-Rezeptor?

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob die Polyarteriitis nodosa der
Cyplalren2 transgenen Ratte abhangig vom AT;-Rezeptor ist. Die direkten und
indirekten antiinflammatorischen Eigenschaften durch eine AT -
Rezeptorblockade sind bekannt (Touyz und Schiffrin 2000; Resnick et al. 2003).

Eine zusatzliche, ATi-Rezeptor unabhdngige Wirkung vom Losartan sollte
jedoch erwahnt werden. EXP3179 ist ein Metabolit von Losartan, der wéhrend
der ersten Leberpassage entsteht. Er weist strukturelle Homologien mit dem
NSAID Indometacin auf (Kramer et al. 2002). Kramer et al. wiesen in vitro nach,
dass EXP3179 selbst unabhéngig vom AT;-Rezepor antiinflammatorisch wirkt.
EXP3179 blockiert unter anderem die Hochregulierung von ICAM-1 mRNA und
COX-2 mRNA (Kramer et al. 2002). Ob der Effekt in vivo (Fortuno et al. 2009)
auch antiinflammatorisch die Ergebnisse dieser Studie nachweisbar beeinflusst

hat, bedarf zuklnftiger Forschung.
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Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit lasst folgende Tendenzen und Schlussfolgerungen zu:

Der Verlauf der Polyarteriitis nodosa der Cyplalren2 transgenen Ratte
ist durch Losartan positiv beeinflussbar. Infolge der Therapie ist bei
keiner der Ratten eine aktive PAN histologisch nachweisbar. Mit den
Ergebnissen aus Pal 2 (siehe Anhang) kann man zusatzlich die Aussage
treffen, dass Losartan eine bestehende PAN abheilt. Dies ist von einer

Reendothelialisierung begleitet. Residual ist haufig eine Fibrose.

Starke Hinweise bestehen, dass die Polyarteriitis nodosa der

Cyplalren2 transgenen Ratte AT;-Rezeptor vermittelt ist.

Im Bereich der von aktiver PAN betroffenen Blutgefal3e finden sich eine
vermehrte Anzahl an CD4-positiven Immunzellen insbesondere
Makrophagen/Monozyten. Diese kdnnen pathognomonisch bedeutsam

sein.

Die mit Losartan behandelten Tiere weisen eine deutlich geringere
Anzahl an CD4 positiven Immunzellen insbesondere

Makrophagen/Monozyten um die Blutgefal3e herum auf.

Ergebnisse und Tendenzen dieser Arbeit bildeten den Ausgangspunkt fur

weitere und umfangreichere Forschungsarbeiten (Pal2; siehe Anhang) und

kénnten den Ansatz fur weitere Untersuchungen darstellen. Bei einer deutlich

hoheren Anzahl von Versuchstieren in den einzelnen Gruppen dirften die in

dieser Arbeit beschriebenen und experimentell erprobten Verfahren zu

genaueren und damit noch besser abgesicherten Ergebnissen fuhren.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Polyarteriitis nodosa ist eine seltene nekrotisierende Vaskulitis der
mittelgro3en Arterien, die erstmalig Kussmaul und Maier 1866 beschrieben
haben.

Peters et al. konnten in ihrem Tiermodell die Polyarteriitis nodosa in
Cyplalren2 transgenen Ratten reproduzierbar induzieren. Notwendige
Faktoren sind die proreninabhdngige Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Systems und die Implantation eines telemetrischen Blutdrucksenders in die
Aorta. Die orale Darbietung von [3C fuhrt zur Aktivierung des Cyplal-
Promoters und daraus resultierend zu einer dosisabhangigen Expression von
Prorenin aus dem murinen ren2-Transgen. Die Implantation des telemetrischen
Blutdrucksenders stimuliert das Immunsystem, was lber den Nachweis von
undefinierten Autoantikdrpern sichtbar wird. Nur die Kombination all dieser
Faktoren ist ausreichend, um eine PAN zu induzieren.

Die Studie untersucht, ob die Polyarteriitis nodosa der Cyplalren2 transgenen
Ratte abhangig vom ATi-Rezeptor ist, ob sich ihr Verlauf beeinflussen lasst und
ob die Vaskulitisschaden teilweise oder sogar ganz heilbar sind. Nach einer
Krankheitsinduktionsphase von 6 Wochen erfolgte bei einem Teil der Ratten die
Therapie mit dem AT;-Rezeptorblocker Losartan.

Losartan konnte das Fortschreiten der PAN stoppen. Infolge der Therapie war
bei keiner dieser Ratten histologisch eine aktive PAN mehr nachweisbar. Diese
Studie liefert starke Hinweise darauf, dass Losartan eine bestehende PAN bei
der Cyplalren2 transgenen Ratte zur Abheilung bringt. Dies begleitet eine
Reendothelialisierung. Residual findet sich haufig eine Fibrose.

Die immunhistochemische Untersuchung der Organe zeigte, dass sich im
Bereich der von aktiver PAN betroffenen BlutgefdRe der nicht therapierten
Gruppe eine vermehrte Anzahl an CD4-positiven Immunzellen insbesondere
Makrophagen/Monozyten befinden; diese kdnnen pathognomonisch bedeutsam

sein.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit liefert starke Hinweise darauf, dass die Polyarteriitis
nodosa der Cyplalren2 transgenen Ratte AT;-Rezeptor vermittelt ist und eine

Losartantherapie zur Regression der Erkrankung fihren kann.

60



Literaturverzeichnis

Literaturverzeichnis

Ardaillou, R. (1997): Active fragments of angiotensin Il: enzymatic pathways of
synthesis and biological effects. In: Curr. Opin. Nephrol. Hypertens 6 (1), S. 28-34.

Arnal, J. F.; Battle, T.; Rasetti, C.; Challah, M.; Costerousse, O.; Vicaut, E. et al.
(1994): ACE in three tunicae of rat aorta: expression in smooth muscle and effect of
renovascular hypertension. In: American Journal of Physiology - Heart and Circulatory
Physiology 267 (5), S. H1777.

Barnes, P. J.; Karin, M. (1997): Nuclear factor-kappaB: a pivotal transcription factor in
chronic inflammatory diseases. In: N. Engl. J. Med 336 (15), S. 1066—-1071.

Berry, C. L. (1992): Arteritis. In: J. O'D McGee, Seacson P. G.l. und Wright N. A. (Hg.):
Oxford textbook of pathology. Vol. 2a Pathology of system. Oxford: Oxford University
Press, S. 842-852.

Campbell, D. J.; Habener, J. F. (1986): Angiotensinogen gene is expressed and
differentially regulated in multiple tissues of the rat. In: J. Clin. Invest 78 (1), S. 31-39.

Campbell, D. J.; Habener, J. F. (1987): Cellular localization of angiotensinogen gene
expression in brown adipose tissue and mesentery: quantification of messenger
ribonucleic acid abundance using hybridization in situ (Abstract). In: Endocrinology 121
(5), S. 1616-1626.

Cassis, L. A.; Lynch, K. R.; Peach, M. J. (1988): Localization of angiotensinogen
messenger RNA in rat aorta. In: Circ. Res 62 (6), S. 1259-1262.

Cid, Maria-Cinta; Grau, Josep Maria; Casademont, Jordi; Campo, Elias; Coll-Vinent,
Blanca; Lopez-Soto, Alfons et al. (1994): Immunohistochemical characterization of
inflammatory cells and immunologic activation markers in muscle and nerve biopsy
specimens from patients with systemic polyarteritis nodosa. In: Arthritis & Rheumatism
37 (7), S. 1055-1061.

Dinh, D. T.; Frauman, A. G.; Johnston, C. |.; Fabiani, M. E. (2001): Angiotensin
receptors: distribution, signalling and function. In: Clin. Sci 100 (5), S. 481-492.

Fernandez-Alfonso, M. S.; Kreutz, R.; Zeh, K.; Liu, Y.; Ganten, D.; Paul, M. (1994):
Differential regulation of vascular angiotensin I-converting enzyme in hypertension. In:
Hypertension 24 (3), S. 280-286.

Fernandez-Alfonso, Maria S.; Martorana, Piero A.; Licka, Ivo; van Even, Paul;
Trobisch, Dieter; Scholkens, Bernward A.; Paul, Martin (1997): Early Induction of
Angiotensin I-Converting Enzyme in Rat Carotid Artery After Balloon Injury. In:
Hypertension 30 (2), S. 272-277.

Fortuno, Ana; Bidegain, Julen; Robador, Pablo A.; Hermida, Jose; Lopez-Sagaseta,
Jacinto; Beloqui, Oscar et al. (2009): Losartan metabolite EXP3179 blocks NADPH
oxidase-mediated superoxide production by inhibiting protein kinase C: potential
clinical implications in hypertension. In: Hypertension 54 (4), S. 744-750.

Hackenthal, E.; Paul, M.; Ganten, D.; Taugner, R. (1990): Morphology, physiology, and
molecular biology of renin secretion. In: Physiol. Rev 70 (4), S. 1067-1116.

Hellmann, W.; Suzuki, F.; Ohkubo, H.; Nakanishi, S.; Ludwig, G.; Ganten, D. (1988):
Angiotensinogen gene expression in extrahepatic rat tissues: application of a solution
hybridization assay. In: Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol 338 (3), S. 327-331.

61



Literaturverzeichnis

Hirji, N.; Lin, T. J.; Befus, A. D. (1997): A novel CD8 molecule expressed by alveolar
and peritoneal macrophages stimulates nitric oxide production. In: J Immunol 158 (4),
S. 1833-1840.

Hirji, N.; Lin, T. J.; Bissonnette, E.; Belosevic, M.; Befus, A. D. (1998): Mechanisms of
macrophage stimulation through CD8: macrophage CD8alpha and CD8beta induce
nitric oxide production and associated killing of the parasite Leishmania major. In: J
Immunol 160 (12), S. 6004-6011.

Holness, C. L.; Simmons, D. L. (1993): Molecular cloning of CD68, a human
macrophage marker related to lysosomal glycoproteins. In: Blood 81 (6), S. 1607—
1613.

Jander, Sebastian (2000): Inflammation und Zytokininduktion in der ischAmischen
Hirnlasion. Habilitationsschrift. Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf. Neurologische
Klinik.

Jellinck, P. H.; Forkert, P. G.; Riddick, D. S.; Okey, A. B.; Michnovicz, J. J.; Bradlow, H.
L. (1993): Ah receptor binding properties of indole carbinols and induction of hepatic
estradiol hydroxylation. In: Biochem. Pharmacol 45 (5), S. 1129-1136.

Jennette, J. C.; Falk, R. J.; Andrassy, K.; Bacon, P. A.; Churg, J.; Gross, W. L. et al.
(1994): Nomenclature of systemic vasculitides. Proposal of an international consensus
conference. In: Arthritis Rheum 37 (2), S. 187-192.

Jennette, J. Charles (2002): Implications for pathogenesis of patterns of injury in small-
and medium-sized-vessel vasculitis. In: Cleve Clin J Med 69 Suppl 2, S. SII33-8.

Johnston, C. |.; Naitoh, M.; Burrell, L. M. (1997): Rationale and pharmacology of
angiotensin |l receptor antagonists: current status and future issues. In: J Hypertens
Suppl (Journal of hypertension. Supplement : official journal of the International Society
of Hypertension) (Abstract) 15 (7), S. S3-6.

Kantachuvesiri, S.; Fleming, S.; Peters, J.; Peters, B.; Brooker, G.; Lammie, A. G. et al.
(2001): Controlled hypertension, a transgenic toggle switch reveals differential
mechanisms underlying vascular disease. In: J. Biol. Chem 276 (39), S. 36727-36733.

Kaschina, Elena; Unger, Thomas (2003): Angiotensin AT1/AT2 receptors: regulation,
signalling and function. In: Blood Press 12 (2), S. 70-88.

Kobori, Hiroyuki; Nangaku, Masaomi; Navar, L. Gabriel; Nishiyama, Akira (2007): The
intrarenal renin-angiotensin system: from physiology to the pathobiology of
hypertension and kidney disease. In: Pharmacol. Rev 59 (3), S. 251-287.

Kramer, Christine; Sunkomat, Julia; Witte, Jana; Luchtefeld, Maren; Walden, Michael;
Schmidt, Boris et al. (2002): Angiotensin Il receptor-independent antiinflammatory and
antiaggregatory properties of losartan: role of the active metabolite EXP3179. In: Circ
Res 90 (7), S. 770-776.

Kurtz, Armin (2012): Control of renin synthesis and secretion. In: Am J Hypertens 25
(8), S. 839-847.

Kussmaul A, Maier R. (1866): Ueber eine bisher nicht beschriebene eigenthiimliche
Arterienerkrankung (Periarteritis nodosa), die mit Morbus Brightii und rapid
fortschreitender allgemeiner Muskellahmung einhergeht. In: Dtsch Arch Klin Med (1),
S. 484-518.

Lamprecht, P. (2009): Neues zur Pathogenese primar systemischer
Immunvaskulitiden. In: Internist (Berl) 50 (3), S. 291-297.

62



Literaturverzeichnis

Lamprecht, P. (2012): Revised Chapel Hill nomenclature of vasculitides. In: Z
Rheumatol 71 (9), S. 743-744.

Miyazawa, M.; Nose, M.; Kawashima, M.; Kyogoku, M. (1987): Pathogenesis of arteritis
of SL/Ni mice. Possible lytic effect of anti-gp70 antibodies on vascular smooth muscle
cells. In: J Exp Med 166 (4), S. 890-908.

Naftilan, A. J.; Zuo, W. M.; Inglefinger, J.; Ryan, T. J.; Pratt, R. E.; Dzau, V. J. (1991):
Localization and differential regulation of angiotensinogen mRNA expression in the
vessel wall. In: J. Clin. Invest 87 (4), S. 1300-1311.

Nguyen, Genevieve; Delarue, Francoise; Burcklé, Céline; Bouzhir, Latifa; Giller,
Thomas; Sraer, Jean-Daniel (2002): Pivotal role of the renin/prorenin receptor in
angiotensin Il production and cellular responses to renin. In: J. Clin. Invest 109 (11), S.
1417-1427.

Pagnoux, Christian; Seror, Raphaéle; Henegar, Corneliu; Mahr, Alfred; Cohen, Pascal,
Le Guern, Véronique et al. (2010): Clinical features and outcomes in 348 patients with
polyarteritis nodosa: a systematic retrospective study of patients diagnosed between
1963 and 2005 and entered into the French Vasculitis Study Group Database. In:
Arthritis Rheum 62 (2), S. 616-626.

Paravicini, Tamara M.; Touyz, Rhian M. (2006): Redox signaling in hypertension. In:
Cardiovasc Res 71 (2), S. 247-258.

Paul, Martin; Poyan Mehr, Ali; Kreutz, Reinhold (2006): Physiology of local renin-
angiotensin systems. In: Physiol. Rev 86 (3), S. 747-803.

Peters, Barbara S.; Kuttler, Beate; Beineke, Andreas; Lorenz, Gerd; Thiele, Andrea;
Nicolai, Oliver et al. (2010): The renin-angiotensin system as a primary cause of
polyarteritis nodosa in rats. In: J. Cell. Mol. Med 14 (6A), S. 1318-1327.

Peters, Barbara; Grisk, Olaf; Becher, Bertram; Wanka, Heike; Kuttler, Beate;
Lidemann, Jan et al. (2008): Dose-dependent titration of prorenin and blood pressure
in Cyplalren-2 transgenic rats: absence of prorenin-induced glomerulosclerosis. In: J.
Hypertens 26 (1), S. 102-109.

Peters, J.; Hilgers, K. F.; Maser-Gluth, C.; Kreutz, R. (1996): Role of the circulating
renin-angiotensin system in the pathogenesis of hypertension in transgenic rats.
TGR(MRENZ2)27. In: Clin Exp Hypertens 18 (7), S. 933-948.

Peters, J.; Obermuller, N.; Woyth, A.; Peters, B.; Maser-Gluth, C.; Kranzlin, B.; Gretz,
N. (1999): Losartan and angiotensin Il inhibit aldosterone production in anephric rats
via different actions on the intraadrenal renin-angiotensin system. In: Endocrinology
140 (2), S. 675-682.

Peters, Jorg (2008): Secretory and cytosolic (pro)renin in kidney, heart, and adrenal
gland. In: J Mol Med (Berl) 86 (6), S. 711-714..

Peters, Jorg; Farrenkopf, Raphaela; Clausmeyer, Susanne; Zimmer, Jutta;
Kantachuvesiri, Surasak; Sharp, Matthew G. F.; Mullins, John J. (2002): Functional
significance of prorenin internalization in the rat heart. In: Circ Res 90 (10), S. 1135-
1141.

Peters, Jorg; Schluter, Torsten; Riegel, Thomas; Peters, Barbara S.; Beineke, Andreas;
Maschke, Ulrike et al. (2009): Lack of cardiac fibrosis in a new model of high prorenin
hyperaldosteronism. In: Am J Physiol Heart Circ Physiol 297 (5), S. H1845-52.

Resnick, Nitzan; Yahav, Hava; Shay-Salit, Ayelet; Shushy, Moran; Schubert, Shay;
Zilberman, Limor Chen Michal; Wofovitz, Efrat (2003): Fluid shear stress and the

63



Literaturverzeichnis

vascular endothelium: for better and for worse. In: Prog Biophys Mol Biol 81 (3), S.
177-199.

Saito, N.; Kawamura, H. (1999): The incidence and development of periarteritis nodosa
in testicular arterioles and mesenteric arteries of spontaneously hypertensive rats. In:
Hypertens Res 22 (2), S. 105-112.

Schroeter, Michael; Stoll, Guido; Weissert, Robert; Hartung, Hans-Peter; Lassmann,
Hans; Jander, Sebastian (2003): CD8+ phagocyte recruitment in rat experimental
autoimmune encephalomyelitis: association with inflammatory tissue destruction. In:
Am J Pathol 163 (4), S. 1517-1524.

Suzuki, Fumiaki; Hayakawa, Makoto; Nakagawa, Tsutomu; Nasir, Uddin Mohammad,;
Ebihara, Akio; lwasawa, Atsushi et al. (2003): Human prorenin has "gate and handle"
regions for its non-proteolytic activation. In: J. Biol. Chem 278 (25), S. 22217-22222.

Torres-Nagel, N.; Kraus, E.; Brown, M. H.; Tiefenthaler, G.; Mitnacht, R.; Williams, A.
F.; Hunig, T. (1992): Differential thymus dependence of rat CD8 isoform expression. In:
Eur J Immunol 22 (11), S. 2841-2848.

Touyz, R. M.; Schiffrin, E. L. (2000): Signal transduction mechanisms mediating the
physiological and pathophysiological actions of angiotensin Il in vascular smooth
muscle cells. In: Pharmacol. Rev 52 (4), S. 639-672.

Whitlock, J. P. (1999): Induction of cytochrome P4501AL1. In: Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol 39, S. 103-125.

Zeek, P. M.; Smith, C. C.; Weeter, J. C. (1948): Studies on periarteritis nodosa; the
differentiation between the vascular lesions of periarteritis nodosa and of
hypersensitivity. In;: Am. J. Pathol 24 (4), S. 889-917.

Zhang, Jiandong; Noble, Nancy A.; Border, Wayne A.; Owens, Rick T.; Huang, Yufeng
(2008): Receptor-dependent prorenin activation and induction of PAI-1 expression in
vascular smooth muscle cells. In: Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab 295 (4), S. E810-9.

64



Anhang

Anhang

65



pgAngll/ml/h

Anhang (B.Peters, personal communication)
Vergleich der Experimente Pall und Pal2

Das Experiment Pall war limitiert durch die geringe Zahl transgener Tiere, die
zur Verfugung standen. Als weiteres Problem bestand, dass die implantierten
Telemetriesender sich teilweise aus der Punktionsstelle gelost hatten.
Deswegen war es notig, das Experiment zu wiederholen. Dabei wurde sehr
genau darauf geachtet, alle Bedingungen gleich durchzufthren, insbesondere
auch die identische, langsam steigernde Losartandosis zuzufiihren. Endpunkt
war jedoch eine Woche fruiher als in Pall, d.h. nach 70 Tagen.

Da nun ausreichend Tiere vorhanden waren konnten folgende Gruppen
gebildet werden:

Kontrollgruppe:Telemetriesender und Kontrolldiat (TM)

Induktionsgruppen: Telemetriesender und 13C Diat (TM+I3C) fur 6 und 12
Wochen

Behandlungsgruppe: Telemetriesender und 13C Diat und Losartan ab Tag 42
(TM+I3C+Los)

Plasma-Prorenin in Pall und Pal2
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Abb. 1 Vergleich zwischen den Plasma-Proreninwerten von Pall und Pal2
(Pall: Median, 25% und 75% Perzentile (A); Pal2: Mittelwerte und
Standartabweichung (B) TM: schwarz, TM+I3C: rot, TM+I3C+Los:blau).

In beiden Experimenten stieg Plasma-Prorenin durch die Induktion an. Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Experimenten sind nicht signifikant. In
Pal2 wird jedoch der Unterschied im Prorenin zwischen der TM+I3C und
TM+I3C+Los Gruppe zum Tag 70 deutlicher (p<0,01), da hier die
Schwankungen nicht so grol3 waren, wie in Pall. Am Tag 70 erreicht die
TM+I3C+Los Gruppe wieder den Proreninwert wie zum Zeitpunkt 42 Tage.



Blutdruckverdnderungen unter Therapie in Pall und Pal2
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Abb. 2a Effekt von I3C und Losartan auf den mittleren
Blutdruck in Experiment Pal2
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Abb. 2b Vergleich der Effekt von Losartan auf den mittleren Blutdruck
in Experiment Pal2 mit der Gruppe TM+I3C+Los aus Pall (schwarze
Kreise)

Auch die Blutdruckwerte der Gruppen Tel+I3C+Los sind nicht signifikant
unterschiedlich zwischen Pall und Pal2



Vergleich der Verdnderungen im prozentualen Kdrpergewicht in
Pal2 versus Pall
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Abb. 3a Effekt von I3C und Losartan auf das Korpergewicht in
Experiment Pal2 (Mittelwerte, Standartabweichung) im Vergleich zu
Pall (Median)
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Abb. 3b Effekt von I3C und Losartan auf das Kérpergewicht.
Mittelwerte und Standartabweichung aus Pall plus Pal2

Die Effekte sind in Pal2 und Pall vergleichbar, doch deutlicher in Pal2.
Abbildung 3b zeigt die Zusammenfihrung der Gewichtsdaten aus den
Einzelexperimenten.



Die Panarteritis nodosa &auf3ert sich bei mesenterialem Befall in einer
Gewichtsabnahme. Die TM+I3C Tiere weisen bis zum Tag 42 eine
Stagnation, beziehungsweise leichte Abnahme des Korpergewichts auf
gegenuber unbehandelten Kontrollen. Der weitere Gewichtsverlust wird
durch Losartan verhindert. Die Losartantiere nehmen im Verlauf sogar
wieder deutlich an Gewicht zu. Um zu zeigen, dass die Gewichtsabnahme
nicht nur ein Volumeneffekt durch vermehrte Diurese bei Hypertonus ist
wurden einzelne Organgewichte bestimmit.

*
\

5,00

4,00

3,00

Gewicht (g)

2,00

1,00

Abdominalfett
0,00 Muskel

Kontrolle )
12 Wochen Herzgewicht

6 Wochen

Gruppen

Abb. 4 Effekt von TM+I3C und Losartan in Pal2 auf das Gewicht von
Herz, Abdominalfett und des Muskulus Quadriceps Femoris

Die TM+I3C Tiere weisen nach 10 Wochen eine signifikante Abnahme des
Abdominalfetts auf, sowie der Muskelmasse. In der losartanbehandelten
Gruppe ist die Muskelmasse nicht unterschiedlich zur Kontrollgruppe, das
abdominelle Fett etwas erniedrigt, jedoch deutlich héher als in beiden TM+I3C
Gruppen.



Einfluss von Losartan auf die mesenteriale Vaskulitisausdehnung

Zur Quantifizierung des Befalls der Mesenterialgefal3e wurden diese im
7 Tesla MRT untersucht und die Vaskulitisknoten wurden vermessen.
Der Befall wurde in drei Schweregrade eingeteilt.
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Abb. 5 Effekt von Losartan auf die Ausdehnung der Vaskulitis im
Mesenterium.

Durch Losartan laft sich eine Zunahme der mesenterialen Knoten
verhindern. Es findet sich kein Hinweis auf eine Reduktion der
Vasculitisknoten gegenuber der Gruppe TM+I3C 6 Wochen. Um dies
sicher auszuschlieRen wirde eine hohere N Zahl benétigt.



Einfluss von Losartan auf die pathologischen Veranderungen in

Pal2

Kontrolle

6 Wochen

10 Wochen

Losartan

Losartan (x40)

R e
Abb. 5 Pathologische Verdnderungen in MesenterialgefaRen
(links Azan-, rechts Eisenfarbung)

In den TM Tieren fand sich kein Anhalt fir eine Vasculitis. Die Tiere TM+I3C,
die nach 6 Wochen getétet wurden, wiesen alle eine deutliche Pan in den
Mesenterialgefaen auf. Die 10 Wochen TM+I3C Tiere wiesen noch gréRere
Vaskulitisknoten im Mesenterium auf. Unter Losartan kommt es zu einer
Abheilung der Vaskulitis. In den meisten Arterien ist dies begleitet von einer
Reendothelialisierung. Die Eisenfarbung zeigt, dass hier tatséchlich eine
Entziindung vorausgegangen war..



Zusammenfassung

Das Experiment Pal2 konnte mit allen vier geplanten Experimentalgruppen
(N=6) durchgefuihrt werden. Dabei wurde das selbe Studienprotokoll wie in
Pall angewendet. Es kam dadurch zu gleichen Verdnderungen des Plasma-
Prorenins, des Blutdrucks, sowie des Korpergewichts. Die Befunde aus Pal
1 konnen dadurch bestéatigt werden. Im Vergleich zu Pall wird in Pal2
starker deutlicher, dass unter Losartan der Plasmaproreninspiegel niedriger
ist am Tag 70, als in der unbehandelten Gruppe. Dabei féllt auf, dass das
Plasmaprorenin zwischenTag 14 und 42 relativ stabil auf einem Wert bleibt
und erst zu Tag 56 ansteigt. Dieser Anstieg wird praktisch durch Losartan
wieder normalisiert. Vermutlich entspricht der Anstieg in den TM+I3C Tieren
einer Stérung des Metabolismus von entweder 13C oder Prorenin und ist
Ausdruck der Schwere der Erkrankung.

Durch die Experimente Pall und Pal2 konnten wir nachweisen, dass
Losartan in cyplalren2-transgene induzierten Tieren eine bestehend Pan
zur Abheilung bringt. Dies war deutlich Anhand der starken Zunahme des
Kdrpergewicht unter Therapie, sowie auch durch den Nachweis stattge-
habter Entziindungen in der pathologischen Untersuchung aller therapierten
Tiere.
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