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1. Einleitung und Herleitung der Fragestellung

1.1 Die arterielle Hypertonie

Im vergangenen Jahrhundert haben sich kardiovaskulare Erkrankungen von einem
relativ geringen Anteil an der weltweiten Mortalitat zur h&aufigsten Todesursache ent-
wickelt (Levenson et al. 2002, Mendis et al. 2011). So waren laut der Weltgesund-
heitsorganisation im Jahr 2002 kardiovaskulare Erkrankungen fur 16,7 Millionen To-
desfélle verantwortlich, wobei dabei auf ischdmische Herzerkrankungen 7,2 Millionen
und auf zerebrovaskulare Erkrankungen 5,5 Millionen Todesfalle entfielen. Ischami-
sche Erkrankungen des Herzens stellen somit die globale Haupttodesursache dar. In
immer starkeren MaBe sind dabei Entwicklungslander betroffen. So traten 2002 be-
reits mehr als 60 % aller Falle koronarer Herzkrankheit in Entwicklungslandern auf
(McKay et al. 2004).

Die arterielle Hypertonie ist dabei einer der primaren Risikofaktoren fur kardiovasku-
lare Erkrankungen (Kannel 1996, He et al. 1999). Im Jahr 2000 belief sich die Anzahl
an einer Hypertonie erkrankter Erwachsener auf fast eine Milliarde Menschen welt-
weit (Ezzati et al. 2002). Bis zum Jahr 2025 wird, bei der bisherigen Entwicklung, ein
Anstieg der an Bluthochdruck erkrankten Erwachsenen auf 1,56 Milliarden vorausbe-

rechnet (Kearney et al. 2005).

Bei nur 5 bis 10 % der Hypertoniker lasst sich eine konkrete Erkrankung fur die Pa-
thogenese identifizieren. Zu den Auslésern dieser dann als sekundar bezeichneten
Hypertonie gehbéren z.B. renoparenchymatdése und renovaskuldre Ursachen wie
Glomerulosklerose oder Nierenarterienstenose sowie endokrinologische Erkrankun-
gen wie das Phaochromozytom oder das Cushing-Syndrom. Seltenere Ursachen
sind Hypertonien medikamentds-iatrogener oder zentralnervéser Genese sowie Aor-

tenisthmusstenosen.

Doch in mehr als 90% der Félle von Hypertonie lasst sich die Atiologie nicht ab-
schlieBend klaren, weshalb sie als primare oder essentielle Hypertonie bezeichnet
wird (Carretero et al. 2000). Eine genetische Pradisposition ist hierbei ein relevanter

Faktor (Longini et al. 1984, Lifton 1995). Die Kombination von Adipositas, Insulinre-
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sistzenz bis hin zum Diabetes mellitus und Fettstoffwechselstérungen sind mit dem
Auftreten einer Hypertonie assoziiert (Sever et al. 1989, Skarfors et al. 1991) bzw.
werden in Kombination mit dieser als metabolisches Syndrom bzw. Syndrom X be-

zeichnet, welches frih zu Endorganschaden fuhrt (Mull et al. 2014).

1.2 Die linksventrikulare Hypertrophie

Durch multiple Faktoren wie stretch-sensitive, biochemische und neurohumorale Me-
chanismen, die zur Freisetzung von Hormonen, Cytokinen, Chemokinen und Wachs-
tumsfaktoren fuhren, bedingt eine Hypertonie ein Wachstum der Kardiomyozyten in
Léange und Breite und sukzessive eine zunehmende Hypertrophie (Heineke et al.
2006). Diese wird in Abh&angigkeit von der Relation zwischen Wanddicke und korper-
oberflachenadaptierter linksventrikularer Masse als ,konzentrisches Remodeling,
"konzentrische Hypertrophie" oder "exzentrische Hypertrophie" klassifiziert (Ganau et
al. 1992). Im Unterschied zu einer Hypertrophie des Herzens durch Ausdauertraining
nimmt bei Hypertonie die linksventrikulare Masse (LVM) wesentlich deutlicher zu als
das linksventrikuldre endiastolische Volumens (EDV; De Castro et al. 2007). Beim
Ausdauertraining hingegen steigen LVM und EDV gleichermaBen an, so dass sich
deren Quotient, der "linksventrikulare Remodelling Index" (LVRI), kaum &andert (Bag-
gish et al. 2008).

Eine Hypertonie-induzierte Hypertrophie geht dabei haufig mit einem inadaquaten
Wachstum der KoronargeféBe einher (Marcus et al. 1983). So kommt es zu einer in
Relation zur Myokarddicke nicht mehr ausreichenden Versorgung des Herzmuskels
durch die KoronargefaBBe. Ein weiterer Faktor fir die verminderte Koronarreserve ist
eine reduzierte Vasodilatation bei Ischamie (Marcus et al. 1983). Konsekutiv treten
bei davon betroffenen Patienten haufiger Myokardischamien mit resultierenden Sym-
ptomen bzw. Pathologien wie Angina pectoris bis hin zu Herzinsuffizienz, Myokardin-
farkt und plétzlichem Herztod auf. Entsprechend ist die linksventrikuldre Hypertro-
phie, wie sich in multiplen Studien nachweisen lieB, ein unabhangiger Risikofaktor
und Vorhersageparameter, nicht nur fur kardiovaskulére sondern auch fir zerebo-

vaskulare Ereignisse und ebenso ein prognostischer Parameter fur die Gesamtmor-
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talitat (Schatzkin et al. 1984, Levy et al. 1990, Koren et al. 1991, Kannel 2000, Lieb-
son 2002, Ruilope et al. 2008).

Im Umkehrschluss zeigen zahlreiche Studien, dass die Reduktion der kardialen Hy-
pertrophie mit verbesserter kardialer Leistungsfahigkeit und gesteigerter Uberlebens-
rate assoziiert ist (Schmieder et al. 1989, Muiesan et al. 1995, Schlaich et al. 1998,
Wachtell et al. 2007, Ruilope et al. 2008). Dabei sind die antihypertensiven Medika-
mente mit dem gréBten Einfluss auf die Myokardmasse die Angiotensin Converting
Enzyme Hemmer sowie Angiotensin Rezeptor Blocker und Calcium Kanal Blocker
(Dahléf et al. 1992). Es gibt zudem erste Hinweise darauf, dass einzelne Medika-
mente wie der AT1 Rezeptor Blocker Telmisartan (Galzerano et al. 2005) und der Mi-
neralkortikoidrezeptorantagonist Eplerenon (Nagata et al. 2006) auch unabhangig
von ihrer blutdrucksenkenden Wirkung eine Ruckbildung der Hypertrophie bewirken
kénnen. Diese Wirkung im Falle von Telmisartan ist jedoch umstritten, denn sie wur-
de an einem Hypertrophiemodell untersucht, bei dem gleichzeitig eine Hypertonie
vorlag. Durch diesen Mangel an geeigneten Modellen sind Studien zur Ermittlung
blutdruckunabhangiger Mechanismen der Hypertrophieregression zum Zeitpunkt der

Dissertation rar.

1.3 Das transgene Tiermodell cyp1airen-2

Zur Untersuchungen der Hypertrophieregression ist somit die Wahl des geeigneten
Tiermodelles entscheidend. Es werden unter anderem Anamie, Hyperthyreose, aor-
tocavale Fistel, Aortenligatur und pharmakologische Intervention mit dem Ziel der
Schaffung einer myokardialen Hypertrophie eingesetzt. Jedes dieser Modelle hat
spezifische Vor- und Nachteile. Anamie (Naito et al. 2009) und aortocavale Fistel
(Oka et al. 1993) induzieren eine exzentrische kardiale Hypertrophie, also eine volu-
meninduzierte Veranderung, welche nicht dem pathophysiologischen Mechanismus

der chronischen Hypertonie entspricht.

Durch eine Hyperthyreose wiederum wird eine Uberwiegend rechtsventrikulare Hy-

pertrophie in Nagetieren hervorgerufen (Campbell et al. 1988).

10
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Eine konzentrische Hypertrophie kann durch Druckuberlastung mit erhdhtem Wand-
stress verursacht werden, wie in Angiotensin ll-induzierter Hypertension, appliziert
Uber intraabdominelle Infusionspumpen (Saadane et al.1999, Friddle et al. 2000)
oder durch Inhibition von Stickstoffmonoxid-Synthase (Sladek et al. 1996, Babal et al.
1997).

Eine Aortenligatur oder die Aktivierung des sympathischen Nervensystems kann
ebenfalls eine konzentrische Hypertrophie verursachen. Wéahrend diese Tiermodelle
einer chirurgischen bzw. einer pharmakologischen Intervention tber Minipumpen be-
dirfen und damit mit dem Risiko inflammatorischer Veranderungen einhergehen, ha-
ben transgene Tiere mit einem induzierbaren Transgen das Potential, den gewunsch-
ten Phanotyp nichtinvasiv zu induzieren. Dabei besteht der Vorteil der Induzierbarkeit
in einem Phanotyp, der erstens in jener Lebensphase induziert werden kann, die
man untersuchen will und zweitens nach Absetzen des Induktors mdglicherweise re-

versibel ist.

Die cyplalren-2 transgene Ratte ist ein Modell des Prorenin-induzierten Bluthoch-
druckes und konsekutiver Endorganschaden. Die Schaffung der cypiairen-2 trans-
genen Ratte gelang durch die Fusion des relativ spezifisch in der Leber exprimierten
Cytochrom P450-Promoters Cypial der Ratte mit Ren-2-cDNA, einem Renin-Gen
der Maus, und Einschleusung des so geschaffenen hybriden Genfragments in das
Genom von Fischer F344-Embryonen (Kantachuvesiri et al. 2001). In diesem Modell
kann die leberspezifische Expression des Renin-Transgens (ren-2) mittels enteraler

Verabreichung des Xenobiotikums Indol-3-Carbinol (I3C) reversibel induziert werden.

Bei I3C handelt es sich um einen Pflanzenstoff, der durch Autolyse des Senfélglyco-
sids Glucobrassicin entsteht. In héheren Konzentrationen findet sich diese Substanz
in zahlreichen Pflanzen der Familie der Kreuzblitler, zu denen Kulturpflanzen wie

etwa Brokkoli, Gemusekohl oder Kohlrabi gehéren (Bjeldanes et al. 1991).

Nach enteraler Gabe wird I3C im Magen mittels einer Kondensationsreaktion in Indo-
lo[3,2-b]carbazol (ICZ) und weitere Verbindungen umgewandelt (Jeuken et al. 2003).
ICZ bindet sich dann als Ligand an den im Zytosol befindlichen Arylhydrocarbon-Re-
zeptor (AhRE; Probst et al. 1993, Hord et al. 1994). Der so entstandene Ligand-Re-
zeptor-Komplex wird in den Zellkern transportiert und verbindet sich dort mit einem

Nukleus Translokator-Protein (ARNT) und anschlieBend an ein sog. Xenobiotic Res-

11
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ponse Element (XRE). Dieses fuhrt zur Induktion der jeweiligen Transkriptionsfakto-
ren (Denison et al. 2003), im vorliegenden Modell zur Expression von Prorenin Uber

das expremierte Renin-Gen.

In Folge der erhdhten Proreninspiegel nach Induktion des Transgens kommt es zu

einer Hypertonie (Peters et al. 2008).

Die Intensitat der Auswirkungen der auf diese Weise induzierten Hypertension ist da-
bei abh&ngig von der verabreichten I3C-Dosis, wobei die Auspragung von nur mode-
rater linksventrikuldrer Hypertrophie bis hin zu maligner Hypertonie mit massivem
Gewichtsverlust und irreversiblen Endorganschéaden reicht (Kantachuvesiri et al.
2001, Peters et al. 2009).
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1.4 Kardiale Bildgebungsverfahren

Zum Nachweis der Entwicklung und Regression einer Hypertrophie werden Verfah-
ren bendtigt, die es ermdéglichen, funktionelle Daten zu erheben und es im Gegen-
satz zur Sektion erlauben, ein Tier mehrfach zu untersuchen. Dadurch kann die An-

zahl von Versuchstieren deutlich reduziert werden.

Die aktuell weit am haufigsten angewandte Methode nichtinvasiver kardialer Bildge-
bung ist die Echokardiographie. Grinde fir den groBen Verbreitungsgrad sind die
relativ geringen Anschaffungs- und Unterhaltskosten sowie die Gefahrlosigkeit in der
Anwendung, jedoch sind die Messergebnisse stark benutzer- und studienabhéngig
(de Simone et al. 2002). AuBerdem ist die Echokardiographie dem kardialen MRT in
der Genauigkeit bei Volumenmessungen im direkten Vergleich unterlegen, sowohl
bei der Anwendung am Menschen (Grothues et al. 2002, Heuschmid et al. 2006), als
auch bei Untersuchungen an Ratten in vivo (Stuckey et al. 2008). Die Anwendung
der technischen Neuerung der dreidimensionalen Echokardiographie ist zwar bereits
ein deutlicher Fortschritt fir die Messgenauigkeit, hat diese bisher jedoch noch nicht
auf das Niveau der MRT gehoben (van den Bosch et al. 2005). Selbst bei gelbten
Untersuchern lieB sich z.B. eine systematische Unterschatzung der erhobenen links-
ventrikuldren Volumina nachweisen (Kuhl et al. 2004). Aktuellere Studien lassen den
Vorsprung des MRT gegenlber der 3D-Echokardiographie in Fragen der Exaktheit
jedoch schrumpfen (De Castro et al. 2006, Qi et al. 2007).

Die Computertomographie als Verfahren kardialer Bildgebung hat durch Mehrschicht-
bzw. Mehrzeilen-Technologie eine deutliche Verbesserung an zeitlicher und rédumli-
cher Auflésung erreicht und ist fur bestimmte Fragestellungen, etwa bezuglich des
Verkalkungsgrades der KoronargeféaBBe, dem MRT vorzuziehen. Allerdings fuhrt das
CT im Kleintier zu einer ausgesprochen hohen Belastung mit ionisierender Strahlung

und ist insofern nicht fir Langzeitstudien geeignet.

Die Magnetresonanztomographie ist auf Grund ihrer sehr guten zeitlichen und raum-
lichen Auflésung und der sehr guten Reproduzierbarkeit der Messergebnisse (Alfakih
et al. 2004) der Goldstandard der kardialen Volumetrie (Miller et al. 1999, Heu-
schmid et al. 2005, van den Bosch 2005). Dies spiegelt sich auch in den aktuellen

Empfehlungen der leitlinienfihrenden Gesellschaften wieder (Achenbach et al.

13



1. Einleitung und Herleitung der Fragestellung

2012). Die Binnenrdume des Herzens kénnen mittels MRT vollstandig erfasst und
dreidimensional Uber den Verlauf des Herzzyklus untersucht werden. Nachteile der
MRT sind die relativ langen Untersuchungszeiten. Des Weiteren dirfen keine ferro-
magnetischen Gegenstande in den Einflussbereich des Magnetfelds des MR-Tomo-
graphen eingebracht werden, was einen dementsprechend komplizierteren Ver-

suchsaufbau und gréBere Vorsicht in der Benutzung notwendig macht.
1.5 Die Magnetresonanztomographie

Die heute existierenden Mdglichkeiten der Magnetresonanztomographie fuBen auf
der Entdeckung der Kernspinresonanz. Diese auBert sich durch die Wechselwirkung
der magnetischen Momente von Atomkernen und internen Wechselwirkungen eines
untersuchten Mediums mit von auBBen durch einen Untersucher angelegten Magnet-
feldern. Fur diese Entdeckung wurden die Physiker Felix Bloch und Edward Purcell
1952 mit dem Physiknobelpreis ausgezeichnet. Und auf dieser Entdeckung basierten
die seit 1973 durchgefuhrten Forschungen zur bildgebenden Kernspinresonanzspek-
troskopie des Radiologen und Chemikers Paul Christian Lauterbur sowie des Physi-
kers Sir Peter Mansfield, die wiederum fir ihre diesbezuglichen Leistungen 2003 mit

dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet wurden.

Die Magnetresonanztomographie nutzt primar die magnetischen Eigenschaften des
Protons von Wasserstoff. Wasserstoff findet sich vor allem in Flissigkeiten und Fett
und damit reichlich in tierischen Organismen. Wasserstoff ist deshalb hervorragend
zur Darstellung lebenden Gewebes geeignet. Inzwischen lassen sich mittels MRT
auch andere Elemente darstellen, etwa Natrium und Kalium, was z.B. fur die Erfor-
schung von Stoffwechselprozessen genutzt wird. Grundsétzlich werden die jeweils
darzustellenden Protonen mit Hilfe des MRT elektromagnetisch angeregt und in ihrer
Gesamtheit entlang des Tomographenmagnetfeldes ausgerichtet. Anstatt dass sich
die Protonen nur entlang ihres Dipols in einer jeweils relativ ungerichteten Weise zu-
einander bewegen, entsteht durch das Anlegen eines &uBeren Magnetfeldes eine
Angleichung der Ausrichtung (Larmorprazession) und der Drehfrequenz (Larmorfre-
quenz) der Protonen entlang der aufgebauten Feldlinien. Gehen die Protonen durch
Variation bzw. Deaktivierung des von auBen angelegten Magnetfeldes wieder in ihren
Grundzustand uber, benétigen sie dafur je nach Gewebe, Aggregatzustand oder

auch Flussgeschwindigkeit eine bestimmte Zeit. Diese als Relaxationszeiten be-

14
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zeichneten Zeitperioden &uBern sich in einem gewebespezifischen Signal, welches
erfasst werden kann. Die Signale werden zuné&chst als Rohdaten in Form des soge-
nannten K-Raums gespeichert und mit Hilfe einer Fourier-Transformation in eine
Bilddarstellung umgerechnet. Durch in Dauer, Intensitat und Einfallwinkel abgestimm-
te Magnetfeldveranderungen, sogenannte Sequenzen, die auf das untersuchte Ge-
webe einwirken, lassen sich auch komplexere Fragestellungen beantworten. Mit Hilfe
von Kontrastmitteln kénnen bei Bedarf die zu untersuchenden Gewebe noch eindeu-
tiger voneinander abgegrenzt, Flissigkeiten visualisiert und Flussgeschwindigkeiten

gemessen sowie Stoffwechselverdnderungen dargestellt werden.

Bei dem im Rahmen dieser Studie genutzten Magnetresonanztomographen handelt
es sich um ein Hochfeld-Gerat mit einer Feldstarke von 7 Tesla vom Typ ClinScan
der Firma Bruker aus Karlsruhe. Es ist ein speziell zur Untersuchung von Kleintieren
konstruierter MRT. In der humanen Diagnostik sind entsprechende Apparate mit 3

Tesla der klinische Standard.

Neben dem Magnetresonanztomographen selbst sind die sogenannten Spulen ein
weiterer Hauptbestandteil der MRT, die sowohl als reine Empfénger des zu messen-
den Signals dienen als auch mit der zusatzlichen Fahigkeit zur Einstrahlung hochfre-
qguenter elektromagnetischer Signale ausgestattet sein kénnen. Auch bei den Spulen
werden mdéglichst geringe AusmaBe angestrebt, da mit Zunahme der GréBe auch In-

homogenitaten im Magnetfeld zunehmen kénnen.

Zu Beginn unserer Studie lagen noch keine Ergebnisse Uber Langzeituntersuchun-
gen mit Magnetresonanztomographen am Kleintier vor. Auch stand nicht fest, ob die

Qualitat der Untersuchung zur funktionellen Bildgebung ausreichend ist.

15
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2. Fragestellung

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Studie wurde zur Kléarung folgender Fragen

durchgefuhrt:

Eignet sich das 7-Tesla Kleintier-MRT fur die funktionellen kardialen Langzeitunter-

suchungen von Ratten?

L&sst sich in cyplairen-2 Ratten eine Hypertrophie des linken Ventrikels durch vier-
wochige Behandlung mit 0,167% I3C induzieren?

Fahrt die vierwdchige Induktion zu einer funktionellen Beeintrachtigung?
Ist die Hypertonie in cyp1airen-2 Ratten nach Absetzen von I3C reversibel?

Bildet sich die Hypertrophie des linken Ventrikels nach dem Absetzen von I13C voll-

stéandig zurtick?

Gibt es ein Zeitfenster zwischen Ruckbildung der Hypertonie und Ruckbildung der
Hypertrophie, in der es moglich ist, blutdruckunabhangige Effekte von Medikamenten

zu untersuchen?
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3. Methodik

3.1 Tierhaltung

Die cyp1ailren-2 transgenen Ratten wurden an der Universitéat Greifswald aus Tieren
des Bestandes der Universitat Edinburgh gezichtet. Die Tiere wurden in einer tem-
peratur- und luftfeuchtigkeitskontrollierten Einrichtung mit Beleuchtung von 6:00 Uhr
morgens bis 6:00 Uhr abends gehalten. Sie hatten Zugang zu einer standardisierten
Diat (EF 1/80, Ssniff, Soest, Deutschland), der NaCl zugefligt wurde, um in den Fut-
terpellets eine NaCl-Konzentration von 1,0 % zu erhalten. Des Weiteren hatten die

Versuchstiere nach Belieben Zugang zu Leitungswasser.

3.2 Studiendesign

Alle Prozeduren wurden zuvor durch die Tierversuchskommission des Landesveteri-
nar- und Lebensmitteliberwachungsamtes Mecklenburg-Vorpommern genehmigt
und entsprachen den Leitlinien des Tierschutzgesetzes sowie den Richtlinien far die

Haltung und das wissenschatftliche Arbeiten mit Tieren.

Zur Durchfuhrung der Experimente wurden aus achtzehn ménnlichen, zwélf Wochen
alten cyplairen-2 transgenen Ratten zwdlf Tiere zufallig fir die MRT-Messungen
ausgewahlt. Diese Gruppe wurde erneut per Zufallsprinzip in zwei Gruppen von je
sechs Ratten aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt fir einen Zeitraum von vier Wochen 13C
in 0,167 %iger Konzentration, die zweite Halfte der MRT-Gruppe erhielt stattdessen
eine Kontroll-Diat. In Abstdnden von vierzehn Tagen wurden mithilfe des Kleintier-
MRT sowohl die I3C als auch die Kontrollgruppe untersucht. Dies geschah sowohl
wahrend der Induktionsphase der Hypertension an den Tagen 0, 14 und 28 als auch
nach Absetzen von I3C an den Tagen 42, 56 und 70. Zu Beginn erfolgten bei den
ersten dazu in Frage kommenden Versuchstieren auch MRT-Messungen an Tag 84.
Da sich in den Untersuchungen jedoch keinen relevanten Veranderungen mehr zu

Tag 70 nachweisen lieBen, wurden diese nicht mehr weitergefihrt.
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Die initiale Absonderung von sechs der achtzehn transgenen Tieren war notwendig,
da die zur Blutdruckmessung verwendeten telemetrischen Apparaturen nicht mit dem
MRT kompatibel sind. Des Weiteren zeigte sich in &hnlichen Studien ein signifikant
héhere Rate von organischen Artefakten bei Versuchstieren, die langerfristig instru-
mentiert waren und parallel I3C erhielten (Peters et al. 2010). Entsprechend wurde
neben den beiden MRT-Gruppen eine dritte Gruppe von Tieren mit einer telemetri-
schen Apparatur ausgestattet. Diese Gruppe wurden wie die MRT/I3C-Gruppe mit
0,167 % I3C behandelt und deren Blutdruck Uber einen Zeitraum von zehn Wochen

in periodischen Abstédnden aufgezeichnet.

MRT MRT MRT MRT MRT MRT

v v \ v v v
I3C-Gabe ) ]

13C-Grp.

Tag 0 14 28 42 56 70

Abb. 2: Schema des Ablaufs der MRT-Untersuchungen bei I3C- und Kontrollgruppe

3.3 Gewichtskontrolle

Das Kdrpergewicht der Tiere wurde bei allen Tiergruppen von Tag 0 an alle 14 Tage
aufgezeichnet. Im Falle der fir die MRT-Untersuchungen vorgesehenen Gruppen
wurde das Gewicht jeweils vor den MRT-Untersuchungen erhoben und dokumentiert,
nachdem die Versuchstiere bereits fur die MRT-Untersuchung mit Isofluran sediert

waren.
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3.4 Blutabnahme und Blutuntersuchung

Jeweils unmittelbar vor den MRT-Untersuchungen wurde den Tieren zudem unter
der Isoflurananaesthesie jeweils 0,5 ml Blut aus dem retroorbitalen Plexus entnom-
men. Mit einer Einmal-Mikropipette (Blaubrand® intraEnd, Brand, Wertheim,
Deutschland) wurde daflr der Plexus retroorbitalis punktiert. Das Blut wurde in Reak-
tionsgefaBen aufgefangen, welche mit 1,5 mg Ethylendiamintetraacetat (EDTA) pro
ml Blut versetzt und eisgekUhlt waren. Das Blut wurde unmittelbar danach bei 4°C 12
min mit 3000 g zentrifugiert, das Plasma abpipettiert, aliquotiert und bei -20°C einge-

froren.

Die Proreninkonzentrationen wurden enzymatisch Uber die entstehende Menge An-
giotensin | pro Zeit unter Zugabe von Substrat im Uberschuss nach Aktivierung des
Prorenins zu Renin durch Trypsin bestimmt. Als Substrat wurde nephrektomiertes
Rattenplasma verwendet (Peters et al. 1993). Frau Brigitte Sturm fuhrte die Bestim-

mung im Institut far Physiologie der Universitat Greifswald durch.

3.5 Telemetrische arterielle Blutdruckmessung

Zur Erfassung der arteriellen Blutdricke wurden radiotelemetrische Systeme der
Firma Data Sciences International, Saint Paul, Minnesota, USA genutzt. Entspre-
chend eines bereits erprobten Verfahrens (Grisk et al. 2002) wurden den sechs Tie-
ren der Blutdruckkontrollgruppe Transmitter vom Typ TA11PA-C40 implantiert, die die
gewonnenen Daten als Radiofrequenzsignal kodiert an einen unterhalb des Kéfigs
befindlichen Empfanger vom Typ RPC-1 sendet. Dieser Ubermittelt die empfangenen
Daten an die sog. Consolidation Matrix (Typ BCM-100). Die Daten mehrerer Recei-
ver sowie des Barometersystems Ambient Pressure Reference Monitor (APR-1) wer-
den an der Consolidation Matrix gebindelt, von dieser in ein fir das Datenauswer-
tungsprogramm lesbares Signal konvertiert und an den Auswertungscomputer wei-
tergeleitet. Dabei misst der APR-1 den Umgebungsdruck und ermdglicht die Korrek-

tur des Blutdrucks um den Atmosphéarendruck.

Das zur Datenerfassung genutzte Programm DSI DataQuest® LabPRO™ Version
3.11 fur OS2/WARP empfangt alle 10 Minuten fur eine Dauer von 10 Sekunden die
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aufgezeichneten telemetrischen Daten und bildet daraus einen Mittelwert. Die Mes-
sungen werden anschlieBend zur Auswertung in Excel exportiert. Fir die Messungen
ab 6:00 Uhr bis 5:50 Uhr des darauffolgenden Tages werden die jeweiligen 24 Stun-
den-Mittelwerte gebildet.

Die Telemetriesender wurden sechs cyplairen-2-Ratten unter aseptischen Bedin-
gungen implantiert. Dazu wurden die Ratten zunachst mit Diethylether (Otto Fischar
GmbH & Co KG, Saarbriicken, Deutschland) sediert. Neben der sedierenden Wir-
kung hat diese Substanz auch eine analgesierende sowie muskelrelaxierende Wir-
kung, ohne in den verwendeten Konzentrationen eine relevante Hypotonie oder Hy-
poventilation zu verursachen. Nachdem die Ratten sediert waren, erfolgte eine Rasur
des Bauches der Ratten sowie die sorgféltige Desinfektion des Operationsgebietes.
Der Bauchraum wurde dann mittels einer medianen Inzision von Bauchhaut sowie
Bauchmuskel eréffnet. Um die Aorta abdominalis erreichen zu kénnen, musste der
Darm dazu aus dem Bauchraum herausgehoben und auBerhalb des Abdomens ge-
lagert werden. Zwecks Vermeidung einer Austrocknung des Gewebes wurde der
Darm dann wahrend der weiteren Dauer des Eingriffs bis zur Rlckpositionierung in
das Abdomen in feuchte Mullbinden gewickelt. Nach vorsichtiger Préparation der
Aorta abdominalis musste diese zur Vermeidung einer unkontrollierten Blutung so-
wohl von kranial als auch von kaudal abgeklemmt werden. Darauf folgend schloss
die Punktion der Bauchaorta mittels Kaniile an. Uber die geschaffene Punktionsstelle
wurde der Messkatheter des Telemetriesenders dann in die Aorta eingefihrt und da-
nach die kaudalen Aortenklammer entfernt. Die Punktionsstelle wurde mit dem dar-
uber einliegenden Messkatheter mit einem etwa 1cm? groBem Zellstoffstiick sowie
Cyanacrylat-Klebstoff verschlossen. Nach Kontrolle auf evil. Blutungen erfolgte die
Entfernung der kranialen Aortenklammer sowie die Rlckverlagerung des Darmes in
das Abdomen der Tiere. Die Sendeeinheit des Telemetriesenders wurde mit resor-
bierbaren Nahtmaterial (Marlin® violett 3/0, Catgut, Markneukirchen, Deutschland)
an der Bauchdecke befestigt, gleichzeitig die er6ffnete Bauchmuskulatur wieder ver-
naht und abschlieBend eine Hautnaht durchgefihrt. Die Implantationen der Transmit-
ter erfolgten durch Frau Doreen Nierath im Institut fir Physiologie der Universitat

Greifswald.
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3.6 Kardiales MRT

Um im Laufe der MRT-Untersuchungen fur die Versuchstiere entstehenden Stress
sowie die Bildqualitat verschlechternde Bewegungsartefakte zu minimieren, war eine
Sedierung der Tiere fur die Dauer der MRT-Untersuchungen notwendig (Wood et al.
2001). Diese erfolgte mittels einer per Nasenkonus verabreichten Andsthesie mit
dem Inhalationsnarkotikum Isofluran (1,5 bis 2 % Isofluran in Sauerstoff mit 0,7 I/
min). Darunter wiesen die Tiere Atemfrequenzen von ca. 40/min auf. Zwecks Erhalt
einer physiologischen Kérpertemperatur um 37°C wurden die Tieren in ein Versuchs-
gestell mit einem Wasserheizsystem gelagert. Die Messung der Kdrpertemperatur
erfolgte per rektaler Temperatursonde, die 3,5 cm ins Rektum platziert wurde. Um
Verletzungen der Klauen der Tiere durch Nadelelekiroden zu vermeiden, wurden
zum elektrokardiographischen Monitoring selbstklebende EKG-Pads an den Extremi-
taten befestigt. Des Weiteren wurden die Atemfrequenzen mit Hilfe eines am Bauch
der Versuchstiere befestigten entsprechenden Klebepads aufgezeichnet. Mit Hilfe

des abgeleiteten EKG sowie der Atemfrequenz wurden die MRT-Sequenzen so

Abb. 3: 7 Tesla MRT fir Kleintiere vom Typ ClinScan der Firma Bruker, das flr die
vorliegende Arbeit verwendet wurde
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Abb. 4: Untersuchungsschlitten zur Lagerung des Versuchstieres vor dem Einfihren in die
MRT-Offnung; das Versuchstier liegt sediert auf der Spule des MRT, die Telemetrieeinheit
ist am hinteren Teil des Schlittens montiert

durchgeflhrt, dass die Bilddaten immer im gleichen Zeitraum des Herzzyklus akqui-

riert werden konnten.

Die Spule des MRT wurde am Versuchsgestell befestigt und das jeweils untersuchte
Tier darauf positioniert. AnschlieBend wurde der gesamte Versuchsaufbau im Zen-
trum der Rbéhre des 7 Tesla MRT positioniert. Der Tomograph wurde mittels einer

Bruker Biospec Konsole gesteuert.

Im ersten Untersuchungsschritt wurden zur Planung als Scout-Aufnahmen bezeich-
nete MRT-Bilder sowohl in langen Achsen, d.h. in Frontal- und Sagittalebene, als
auch in kurzer Achse des Herzens, also in der Transversalen geschaffen (siehe Abb.
5). Diese Scout-Bilder dienen zur Orientierung und Planung der eigentlichen Bildauf-
nahmen. Andernfalls wére auf Grund der interindividuellen Variationen z.B. bei unter-
schiedlichen Herzlagen im Thorax, kein von Untersuchung zu Untersuchung ver-
gleichbares Einstellen der letztlich zur Auswertung notwendigen Bildachsen mdglich.

Aber auch intraindividuelle Unterschiede von Messung zu Messung, etwa durch Ver-
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anderungen der kardialen Morphologie oder Abweichungen bei der Lagerung des
Versuchstieres, missen jeweils mit bertcksichtigt werden, weshalb diese Planung

bei jeder Messung wiederholt wurde.

AnschlieBend wurden mit Hilfe dieser Scouts zunachst der Zwei-Kammer-Blick (sie-
he Abb. 18), daraus senkrecht der Vier-Kammer-Blick (siehe Abb. 6) und von diesem
wiederum senkrecht die kurze Achse (siehe Abb. 19) in Schichten von je 0,7 mm
Uber den linken Ventrikel hinweg akquiriert, um diese spater mit Hilfe eines Compu-
terprogramms unter Anwendung der Scheibchen-Summationsmethode nach Sim-
pson auswerten zu kdnnen (siehe Abb. 6). Die letztlich zur Auswertung verwendeten
Bilder der kurzen Achse wurden in Echtzeit per kardialen Cine imaging geschaffen
(Gradient echo-Sequenz ohne Verzégerung, Wiederholungszeit von 5 ms, Echozeit
von 2,58 ms, 20 Phasen, Gesichtsfeld von 40x40 mmz2, Matrix Gr6Be von 192x192,
Schichtdicke von 0,7 mm).

Abb. 5: Schematische Darstellung des linken Ventrikels als Zylinder mit angelegten Scout-
Schnittebenen in frontaler (rot), sagittaler (gelb) und transversaler (griin) Schnittebene zur
Veranschaulichung des Ablaufs der Bilderfassung

23



3. Methodik

Abb. 6: MR-Bild des Herzens eines Versuchstieres im Vier-Kammer-Blick, rechts mit ein-
gezeichneten transversalen Schnittebenen Uber den linken Ventrikel zur Verdeutlichung
des Messprinzips

3.7 EKG-Ableitung

Zur funktionellen Untersuchung des Herzens ist eine Triggerung der Aufnahmen ent-
sprechend des Herzzyklus unablassig. Als markantestes EKG-Signal dient die R-
Zacke fur diese Triggerung. Bei der urspriinglich empfohlenen Methode zur EKG-Ab-
leitung wurden beide Vorderpfoten mit einer Nadelelektrode durchstochen. Das damit
erzielte Signal war haufig durch das zur EKG-Triggerung des MRT verwendete Pro-
gramm nicht ausreichend von anderen EKG-Morphologien zu differenzieren. So wur-
den die Messsignale des MRT héaufig nicht nur auf die R-Zacken hin getriggert, son-
dern auch auf andere Ausschlage bzw. Artefakte reagiert bzw. die R-Zacken gar nicht

erkannt, da sie eine zu niedrige Amplitude aufwiesen.

Des Weiteren wiesen die Versuchstiere in der EKG-Ableitung einen Lagetyp entspre-
chend des Normal- bzw. Indifferenztyps des Menschen auf, so dass die Il. Ableitung
nach Einthoven die prominenteste R-Zacke aufwies. Entsprechend wurde zur Trigge-
rung der Messungen die Il. EKG-Ableitung nach Einthoven ausgewéhlt. Auf diese

Weise lieB sich ein fir die Triggerung qualitativ gutes EKG-Signal ableiten.
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Das Durchstechen der Vorderpfoten mit Nadelelektroden stellte aus unserer Sicht
jedoch eine unnétige Belastung der Tiere dar und ist zudem nicht flr Langzeitstudien
geeignet. Deswegen stellten wir die Methode der EKG-Ableitung auf Klebeelektroden
far Kleinkinder um, die zusatzlich mittels eines Klebebandes fixiert wurden. Die damit
erzielbaren Ableitungen standen der empfohlenen Methode bei deutlicher Schonung
der Versuchstiere qualitativ nicht nach.
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Abb. 7: Screenshot des Kontrollbildschirms mit EKG und Einthoven-Ableitung II; durch
das Kontrollprogramm sind die jeweils erkannten R-Zacken weif3 markiert, zwischen den
QRS-Komplexen wird die Ableitung durch MRT-bedingte Messartefakte gestort

3.8 Bildauswertung

Die Bilder der kurzen Achse wurden manuell mit Hilfe der Software Harp Plus der
Firma Diagnosoft, Morrisville, North Carolina, USA ausgewertet und damit die links-
ventrikuldren Volumina und Massen berechnet. Die Papillarmuskeln wurden in die

Berechnungen konsequent nicht mit einbezogen.
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Die Software ermdglichte durch Auswertung der Cine imaging-Sequenzen uber den
gesamten kardialen Kontraktionsverlauf hinweg eine Volumetrie des Herzens mit
daraus abgeleiteten linksventrikularen Volumen, linksventrikularer Masse sowie der

Ejektionsfraktion des linken Ventrikels.

Die Bilder der kurzen Achse wurden senkrecht zum kardialen Vierkammerblick ge-

schaffen, welcher wiederum senkrecht zum Zweikammerblick geschaffen wurde.

3.9 Statistische Analyse

Die gewonnenen Daten wurden als Mittelwert + der Standardabweichung angege-

ben.

In der Telemetrie-Gruppe wurden die Blutdruck-Unterschiede der jeweiligen Tiere
nach der Induktion mit I3C mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederho-
lung (one-way ANOVA, repeated measurements) gefolgt vom Vergleichstest gegen-
Uber der Kontrollgruppe nach der Holm-Sidak Methode analysiert. Unterschiede in
Gewicht, Prorenin-Konzentrationen, linksventrikularer Masse, enddiastolischen Vo-
lumen, linksventrikularer remodeling index und Ejektionsfraktion zwischen den Grup-
pen wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (two-way ANOVA) evaluiert, ge-
folgt durch den Holm-Sidak Test. Um signifikante Differenzen anzuzeigen wurden nur

Signifikanzwerte von weniger als 0,05 akzeptiert.

Alle statistischen Analysen erfolgten mittels der SigmaStat Software der Firma Systat
Software GmbH, Erkrath.

Die cypiairen-2 transgene Ratte ist ein Modell zur reversiblen Induktion einer Hy-
pertension. Dies wird Uber die hepatische Expression von Prorenin erreicht, welche
durch Anfutterung mit der nicht toxischen Substanz Indol-3-Carbinol (I3C) reversibel
induziert wird. Unter Prorenin-Anstieg bzw. Hypertension stellt sich eine Hypertrophie
des linken Ventrikels ein, die Absetzen des Induktors reversibel ist. Mit Hilfe dieses
Models entwickelten wir ein Protokoll, im Zuge dessen Hypertension und kardiale
Hypertrophie wiederholend Uber mehrere Wochen aufgezeichnet werden kénnen und
welches erlaubt, die Ruckbildung der Hypertension und der kardialen Hypertrophie

nach Absetzen des Induktors Indol-3-Carbinol zu studieren.
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4.1 Korpertemperatur

Die normale Korperkerntemperatur der Ratte liegt zwischen etwa 37 und 38°C
(PlaBmann 2010). In der Studie vorgeschalteten Voruntersuchungen fielen bei den
Tieren jedoch deutlich niedrigere Werte von 34 bis 36°C auf, die sich rein durch die
Narkose, damit einhergehender Auskuhlung durch Immobilisation und die niedrigere
Raumtemperatur nicht erklaren lieBen. Die zum Kleintier-MRT gehérende Thermo-
metersonde zur rektalen Temperaturmessung hat an seiner Spitze einen 1,5 cm lan-
gen Kupferdrahtanteil und ist im weiteren Verlauf mit einer dinnen Plastikhille ver-
sehen. Wir erkannten zu Beginn, dass auf Grund der Anatomie der Ratte man mit
einer derartig kurzen Sonde somit lediglich die Kérpertemperatur der Ratte im Be-
reich derer Testikel gemessen werden kann. Erst durch Einfihren des Thermometers
2,5 cm weiter als vorgesehen, konnte die tatséchliche Kérperkerntemperatur ermittelt

werden.

Ausgehend hiervon wurde untersucht, wie sich die Temperatur auf die Herzfrequenz
und die Systolendauer auswirkt. Die Systolendauer wurde anhand des Aortenklap-
penschlusses bestimmt. Bei den fur Ratten physiologischen Kernkérpertemperaturen
von 37° bis 38°C betrug die Systolendauer der untersuchten Versuchstiere durch-
schnittlich 70,5 ms und die durchschnittliche Herzfrequenz 369 Schlage pro Minute.
Mit Absinken der Korperkerntemperatur kommt es zu einer zunehmenden Bradykar-
die unter Verlangerung der Systolendauer. So verlangert sich die durchschnittliche
Systolendauer der Versuchstiere bei Temperaturen < 31°C auf 95,9 ms und die Herz-

frequenz sinkt auf im Durchschnitt 305 Schléage pro Minute.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Koérperkerntemperatur Auswirkungen
auf die Herzfunktion hat und insofern flr die MRT-Untersuchung eine jeweils gleiche
und stabile Kérpertemperatur der Tiere notwendig ist. Diese wurde durch die Ver-
wendung einer elektrischen Heizmatte bei Narkoseeinleitung und einer im MRT-Un-
tersuchungsgestell integrierten Warmwasserheizeinrichtung zur Uberbriickung der

Untersuchungsdauer erreicht.
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Abb. 8: Systolendauer in Abhangigkeit von der Kérpertemperatur mit
Trendlinie der Systolendauer, n=6
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Abb. 9: Herzfrequenz in Abh&ngigkeit von der Kérpertemperatur mit
Trendlinie der Herzfrequenz, n=6
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4.2 Validierung der Ausmessungen

Zur Uberpriifung der Interobserver-Variabilitat der Ausmessungen wurden die ge-
wonnenen Bilddaten durch einen zweiten Untersucher parallel ausgewertet und die
dabei gewonnenen Messergebnisse in Bland-Altman-Diagrammen aufgetragen.
Hierbei konnte eine niedrige Abweichung der Messwerte vom Mittelwert und somit
eine niedrige Variabilitat der Messergebnisse von enddiastolischen Volumina und

Massen sowie der Ejektionsfraktionen nachgewiesen werden.

Dies korreliert mit den Erfahrungen aus der humanen kardialen Diagnostik, die bei
der Magnetresonanztomographie wie zuvor beschrieben ebenfalls eine niedrige In-
terobserver-Variabilitat sieht und als Goldstandard fur die Vermessung kardialer Vo-

lumina und Masse einsetzt.
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Abb. 10: Interobserver-Variabilitdt enddiastolische Volumina
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4.3 Tierexperiment

4.3.1 Korpergewicht

Unter der Diat mit 0,167 % I3C zeigten die Ratten der per MRT untersuchten 13C-
Gruppe einen normgerechten Wachstumsverlauf. Das Kérpergewicht dieser Gruppe
bewegte sich im gleichen Bereich wie die der ebenfalls per MRT untersuchten Kon-
troll-Gruppe: Tag 0 Kontroll-Gruppe 319 + 28 g vs. I3C-Gruppe 305 + 10 g; nicht signi-
fikant; Tag 70: Kontrollgruppe 389 + 4 vs. I3C-Gruppe 380 + 11 g; nicht signifikant.
Die Ratten mit telemetrischen Implantaten verloren wéhrend der Induktionsphase
Gewicht, nahmen nach Absetzen des I3C jedoch wieder zu: Tag 0 Telemetrie-Gruppe
313 +15¢, Tag 28: 283 +9 g, Tag 70: 334 + 21 g; p < 0,01 vs. Kontroll-Gruppe ohne
telemetrische Implantate und vs. I3C-Gruppe ohne telemetrische Implantate von Tag
14 bis Tag 70.
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Abb. 14: Gewichtsverlauf der drei Versuchstiergruppen, n je Gruppe = 6
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4. Resultate

Gleichzeitig nahm die Herzmasse bei den Tieren mit Induktion und Katheter, vermut-
lich auf Grund des einsetzenden Marasmus, nicht zu. Deswegen wurde diese Grup-
pe nur zur Kontrolle des Blutdrucks genutzt. Bei der nichtinduzierten Kontrollgruppe
ohne Telemetrie sowie den mit I3C induzierten Tieren ohne Telemetrie kam es jedoch
sehr wohl zu einem Gewichtsanstieg. In diesen Gruppen fand sich zudem kein rele-

vanter Unterschied in der Gewichtszunahme.

4.3.2 Prorenin

Die Induktion mit 0,167% I3C bewirkt einen Anstieg des Proreninspiegels auf etwa
das Hundertfache des Ausgangswertes (p < 0,001 vs. Tag 0). Nach Absetzen des In-
duktors I13C normalisieren sich die Proreninspiegel innerhalb von vierzehn Tagen, ab
Tag 42 bestand bereits kein signifikanter Unterschied mehr zwischen Kontroll- und
I3C-Gruppe.
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Abb. 15: Verlauf der Proreninkonzentration bei Kontroll- und I3C-Gruppe,

n je Gruppe =6
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4. Resultate

4.3.3 Blutdruck

Die Induktion von Prorenin flhrt zu einem Anstieg des mittleren Blutdrucks auf 169 +
11 mmHg nach 14 Tagen. Die Hypertonie ist nicht so ausgepréagt, als dass sie zu ir-
reversiblen Schaden der Nieren fuhren wirde (Peters et al. 2008). Insofern sinkt,
nach Absetzen des I3Cs ab Tag 28, der mittlere Blutdruck wieder auf Ausgangswerte
zuruck. Dabei treten zwischen Tag 34 und 36 sogar hypotensive Werte auf (basal:
106 + 7 mmHg, Tag 32: 103 + 21mmHg, nicht signifikant versus basal; Tag 34: 92 + 8
mmHg, p < 0,01; Tag 37: 99 + 10 mmHg, nicht signifikant versus basal).
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Abb. 16: Verlauf des systolischen Blutdrucks in der Telemetriegruppe, n = 6
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4.4 Kardiale Befunde

4.4.1 Hypertrophie

Zwischen Tag 0 und Tag 28 des Protokolls stieg die linksventrikuldre Masse in der
Kontrollgruppe nur geringfugig von 528 + 25 auf 552 + 13 mg; nicht signifikant. Die
Ratten der I3C-Gruppe wiesen dagegen einen signifikanten Anstieg der linksventriku-
laren Masse, namlich von 500 + 22 auf 695 + 21 mg, p < 0,001. Nach Absetzen des
Induktors zeigte sich die kardiale Hypertrophie bis zum Ende des Studienzeitraumes
komplett reversibel: Tag 70 Kontrollgruppe 576 + 40 mg vs. I3C 567 + 34 mg, dem-
nach nicht signifikant versus Kontrollgruppe. Der groBte Teil der Reduktion der links-
ventrikuldren Masse fand wahrend der ersten zwei Wochen nach Absetzen von 13C
statt. Die initiale Absicht, den Verlauf der Regression Uber eine Dauer von 84 Tagen
mittels MRT zu dokumentieren, wurde letztlich verworfen, da sich in ersten Messun-
gen keine relevanten Verénderungen der kardialen Masse nach dem 70. Tag mehr

nachweisen lieBen.
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Abb. 17: Verlauf der linksventrikularen Masse bei Kontroll- und I3C-Gruppe,
n je Gruppe =6
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4. Resultate

Abb. 18: Wandverénderungen eines I3C-Versuchstieres im zeitlichen Verlauf
im Zwei-Kammer-Blick

Diastole

Systole

Abb. 19: Wandverénderungen eines I13C-Versuchstieres im zeitlichen Verlauf
in der zur Auswertung genutzten kurzen Achse in Systole und Diastole mit an-
gelegten Messnetz des Auswertungsprogramms aus einem frihen Teil des
Versuchsverlaufs inkl. einer Messung am 84. Tag, die jedoch mangels relevan-
ter Verdnderungen ab dem 70. Tag letztlich nicht weiter durchgefiihrt und ent-
sprechend auch nicht in die statistische Auswertung tbernommen wurde
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4. Resultate

4.4.2 Enddiastolisches Volumen

Hinsichtlich des enddiastolischen Volumens des linken Ventrikels ergab sich kein si-
gnifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und der I3C-Gruppe: Tag 0 Kontroll-
gruppe 340 + 14 vs. I3C 344 + 29 pl. Tag 28 Kontrollgruppe 336 + 38 vs. I3C 330 =
53 pl. Bis Tag 70 stieg das enddiastolische Volumen auf 390 + 30 ul bei der Kontroll-
und 402 + 18 ul bei der I3C-Gruppe.

Bezlglich des EDV zeigte sich an Tag 42 abweichend von allen anderen Messer-
gebnissen eine signifikante Abweichung bei der I3C- gegenlber der Kontrollgruppe

(weitere Ausfuhrungen hierzu: siehe Diskussion).
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n je Gruppe =6
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4. Resultate

4.4.3 Ejektionsfraktion

Die Ejektionsfraktion &nderte sich im Verlauf der untersuchten 70 Tage in keiner der
Gruppen signifikant: in der Kontrollgruppe stieg die Ejektionsfraktion von 66 % bis zu
Tag 28 auf 67 % und lag an Tag 70 mit den letzten Messungen wieder bei 66 % . In
der I13C-Gruppe stieg die Ejektionsfraktion von 67 % nicht signifikant auf 69 % und
lag an Tag 70 bei 66 %. Zwischen beiden Gruppen bestand an Tag 70 ebenfalls kei-
ne signifikanter Unterschied hinsichtlich der Ejektionsfraktion.
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Abb. 21: Verlauf der Ejektionsfraktion bei Kontroll- und 13C-Gruppe, n je Gruppe = 6
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4.4.4 Linksventrikularer Remodeling Index

Um den Typ der kardialen Hypertrophie zu bestimmen, wurde der linksventrikulare
Remodeling Index (LVRI), also das Verhéltnis von linksventrikularer Masse zum
linksventrikuldren enddiastolischen Volumen berechnet (De Castro et al. 2006, De
Castro et al. 2007). Wahrend der Phase der Induktion mit I3C zeigte sich eine Zu-
nahme der LVRI in den I3C-Tieren. In der Kontrollgruppe trat keine relevante Veran-
derung des LVRI auf. Diese Zunahme des LVRI an Tag 14 und Tag 28 unter Zunah-
me der linksventrikularen Masse und parallel stabilen enddiastolischen Volumen bei
den Ratten der I3C-Gruppe ist Ausdruck der induzierten konzentrischen kardialen
Hypertrophie. Der LVRI kehrte nach Beendigung der Induktionsphase wieder auf ba-
sale Werte zurick, wie sich in den folgenden MRT-Untersuchungen darstellen lieB. In
der Untersuchung an Tag 42 war kein signifikanter Unterschied des LVRI im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe mehr nachweisbar.
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Abb. 22: Verlauf des LVRI bei Kontroll- und I3C-Gruppe, n je Gruppe = 6
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5. Diskussion

5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten mittels der jeweils 70-tadgigen Untersuchungsdauer
je Versuchstier die Eignung des untersuchten Tiermodells in Kombination mit dem
MRT flar Langzeitstudien evaluieren werden. Zudem sollten mit Hilfe des Hochfeld-
MRT und der auf Basis vorhergehender Studien (Peters et al. 2008) gewahlten Do-
sierung von 0,167 % I3C bei vierwdchiger Induktionsdauer eruiert werden, ob eine
Hypertrophie unter dem Induktor wie auch eine Regression nach dessen Absetzen
nachgewiesen werden kann. Des Weiteren, ob die induzierte Hypertonie wie auch
die Hypertrophie nach Absetzen der gewéhlten Dosis vollstandig reversibel sein war-
de. Neben den Veranderungen des Myokards wurden mit Hilfe des MRT auch kardi-
ale Funktionsparameter der induzierten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe ermit-
telt. Der Einsatz des MRT anstelle einer ansonsten notwendigen Sektion diente zu-
dem der Reduktion der notwendigen Versuchstiere. Und mit Sicht auf weiterflihrende
Untersuchungen sollte unter dem gewéhlten Studiendesign ein Zeitfenster zur Unter-
suchung der Blutdruck-unabhangigen Wirkung von Medikamenten auf die myokardi-

ale Hypertrophie ausgemacht werden.

Das ausgewahlte Tiermodell der cypialiren-2 transgenen Ratte hat sich in vorange-
henden Studien bereits als geeignet fur die Induktion verschieden ausgepréagter
Formen der Hypertonie herausgestellt. Es wurde bereits in zahlreichen Studien mit
unterschiedlichen Fragestellungen erprobt (Stand 08/2015: > 300 Studien It. https:/
scholar.google.de). Ohne die Méglichkeit eines exakten bildgebenden Verfahrens
ware jedoch auch bei diesem Tiermodell zur Beantwortung der Fragen nach Veran-
derungen hinsichtlich myokardialer Massen eine Sektion der Versuchstiere und da-
mit, je nach Fragestellung und Beobachtungszeitraum, eine erhebliche Anzahl der
Versuchstiere notwendig. Die Kombination dieses Tiermodells mit einem MRT kann
die Anzahl Versuchstiere erheblich reduzieren. So waren, bei gleichen Versuchsauf-
bau und der Notwendigkeit von Sektionen anstatt von MRT-Untersuchungen, zur
Evaluation der linkskardialen Hypertrophie statt der in vorliegender Arbeit ausrei-
chenden Anzahl von 18 insgesamt 72 Ratten notwendig gewesen fir 6 Sektionen an

Tag 0, je 12 Sektionen an Tag 14, 28, 42, 56 und 70 und zudem sechs Tiere in der
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5. Diskussion

Blutdruck-Kontrollgruppe. AuBerdem wére ohne ein bildgebendes Verfahren keine
Untersuchung der in vorliegender Arbeit kontrollierten kardialen Funktionsparameter
moglich gewesen. Fraglos hat das MRT den Nachteil, im Vergleich zur verbreiteteren
Echokardiographie sowohl was Anschaffungs- als auch was Betriebskosten angeht,
kostenintensiver zu sein. Beide Verfahren der Bildgebung erfordern eine intensive
Einarbeitung, die jedoch wie in der Einleitung dargestellt, im Falle des MRT eine ge-

ringere Interobserver-Variabilitat als bei der Echokardiographie ermoglicht.

Grundsétzlich wird in der Magnetresonanztomographie eine mdglichst hohe Magnet-
feldstarke angestrebt, denn mit Zunahme der Feldstarke bessert sich auch das Si-
gnal-zu-Rausch-Verhaltnis, das auch in der medizinischen Bildgebung das wichtigste
MaB fur die unmittelbare Signalqualitat darstellt. Als Rauschen wird dabei das Kon-
glomerat von Stdrsignalen bezeichnet, sowohl bestehend aus gewebebedingten als
auch aus der Umwelt entspringenden Stérungen, wie z.B. externe Stromleiter, Funk-
stbérungen, atmospharische Anomalien oder auch kosmisches Rauschen. Nicht zu-
letzt entsteht Rauschen auch durch konstruktive Méngel des eingesetzten MRT oder
der notwendigen Versuchsaufbauten. Letztere Faktoren kénnen die Homogenitat des
Magnetfeldes direkt beintrachtigen. Da in der vorliegenden Studie Rattenherzen un-
tersucht werden sollten, deren GréBe etwa ein Zehntel humaner Herzen ausmacht,
wurde eine moglichst hohe homogene Magnetfeldstarke mit einem groBen Signal-
Rausch-Verhéltnis und einer hohen Ortsauflésung bendtigt. Der hierfur genutzte
Hochfeld-Tomograph arbeitet, wie die Mehrzahl der heutigen MRTs, mit einem soge-
nannten supraleitenden Magneten und erzielt eine Feldstarke von 7 Tesla. Die Su-
praleitfahigkeit wird durch Kihlung der stromleitenden und dadurch Magnetismus
emittierenden Anteile auf -269°C erreicht. Durch Schaffung dieser extremen Kihlung
mit Hilfe von flissigen Helium wird der elektrische Widerstand in den stromflhrenden
Magnetanteilen herabgesetzt. So erhélt man ein permanentes Magnetfeld hoher
Feldstarke und groBer Homogenitat. Die Storanfélligkeit wird bei dem genutzten MRT
noch zusatzlich durch die auf Kleintiere zugeschnittene relativ kleine Offnung des
MRT reduziert.

Die Wahl des Auswertungsprogramms der gewonnenen Bilddaten fiel auf das Pro-
gramm Harp plus, da zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit Alternativprogramme
entweder in einem nur instabil funktionierenden Beta-Stadium der Entwicklung vorla-

gen, nicht explizit fir Messungen von MRT-Bildern vorgesehen waren oder auf
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Grund ihrer Ausrichtung auf Humanuntersuchungen rechnerisch keine Strukturen im

Bereich von weniger als einem Millimeter berlcksichtigen konnten.

Softwarelésungen der Firma Diagnosoft hingegen wurden bereits seit 2007 erfolg-
reich zur Auswertung kardialer MRT von Ratten und M&usen verwendet (Gilson et al.
2007, Diwan et al. 2007). Des Weiteren verfligte das von Diagnosoft entwickelte und
fur die vorliegende Arbeit genutzte Softwarepaket Harp plus als weiteres Qualitats-
merkmal seit 2006 Uber eine Zulassung durch die fur Medizinprodukte in den USA
zustandige Food and Drug Administration zur objektiven Messung und Auswertung
von myokardialen Wandbewegungsstérungen per MRT. Diese Messung wird durch
eine als Harmonic Phase bezeichnete MRT-Sequenz erméglicht. Da zu Beginn die-
ser Forschungsarbeit auch die Analyse der Wandbewegungen im Verlauf der myo-
kardialen Hypertrophie und Regression erwogen wurde, sprach auch dies fur die
Nutzung dieser Software. Von der Analyse der Wandbewegungsstérungen wurde
letztlich aufgrund der Komplexitat der bis dahin noch nie in Greifswald genutzten, je-
doch zur Analyse notwendigen HARP-Sequenzen, in Verbindung mit der zu Beginn
noch mangelnden Erfahrung im Umgang mit den Besonderheiten bei der Untersu-
chung von Rattenherzen bis auf einige Testlaufe abgesehen. Untersuchungen dieser

Art sollen jedoch im Rahmen weiterer Arbeiten folgen.

In den der eigentlichen Studie vorlaufenden Probeuntersuchungen hatten sich be-
reits Optimierungsbedarf gezeigt. So fiel auf, dass die von Herstellerseite empfohle-
ne Einfuhrtiefe der rektalen Temperatursonde nicht ausreichte, um die physiologische
Kernkorpertemperatur der Versuchstiere abzuleiten, so dass zuné&chst falschlicher-
weise von einer ausgepragteren Hypothermie der Versuchstiere ausgegangen wur-
de. Nichtsdestotrotz zeigte sich auch nach korrigierter Ableitung der Kdrperkorper-
temperatur zunachst eine bei Hypothermie auftretende und mit zunehmenden Abfall

der Kérpertemperatur auch progrediente Bradykardie.

Dass eine Hypothermie bei Ratten mit einer zunehmenden Bradykardie einhergeht,
wurde bereits mehrfach auch hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen Genese unter-
sucht. So konnte bereits 1968 einen Abfall der Herzfrequenz in wachen Ratten um
jeweils ca. 100 Schlage pro Minute bei einem Temperaturabfall um 5°C zwischen
35°C und 20°C dargestellt werden (Panuska et al 1968). Auch in anderen Studien

wurde der mit einer Hypothermie einhergehende Abfall der Herzfrequenz, EKG-Ver-
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anderungen wie eine Verbreiterung des QRS-Komplexes sowie verlangerte QT-Zeit
und dementsprechend verléangerte Systolendauer wie auch hamodynamischen Ver-
anderungen beschrieben (Bjoérnstad et al. 1991, Sabharwal et al. 2004). Die Verlan-
gerung der Systole mit Zunahme der Bradykardie gehérte auch zur den beobachte-
ten Veranderungen in der vorliegenden Arbeit. Entsprechend wurde eine Hypother-
mie der Versuchstiere mit Hilfe entsprechender Heizvorrichtungen pra- und intrapro-

zedural vermieden.

Im Tiermodell der cypiairen-2 transgenen Ratte sind sowohl der Blutdruck als auch
damit assoziierte organische Folgeveranderungen wie kardiale Hypertrophie und
Endorganschaden abhéangig von der I3C-Dosis und der Dauer der Induktion. So ent-
steht bei einer I3C-Dosis von 0,3 % Uber einen Zeitraum von elf Tagen zur Induktion
eine maligne Hypertonie mit systolischen Blutdricken von > 220 mmHg. Zudem zeigt
sich nach einer derartigen 13C-Konzentration eine persistierend hypertensive Kreis-
lauflage, die sich auch nach Absetzen des Induktors nicht mehr normalisiert (Howard
et al. 2010). In der vorgenannten Studie blieb der systolische Blutdruck noch drei
Wochen nach Beendigung der Substitution mit 0,3 % I3C bei Blutdriicken von 172 +
1 mmHg signifikant erh6ht, so dass man von einer unter diesen Umsténden irrever-
siblen Hypertension ausgehen kann. Wie bereits vorangehende Studien gezeigt ha-
ben, flhrt eine maligne Hypertonie bereits nach kurzer Zeit zu fortgeschrittenen rena-
len Schaden wie Glomerulosklerose und Mikroinfarzierungen und so konsekutiv zu

einer renalen Hypertension (Kantachuvesiri et al. 2001, Graciano et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit gelang es mit einer niedrigeren 13C-Dosis von 0,167 %,
substituiert fur einen Zeitraum von vier Wochen, eine Hypertension weniger schwe-
ren AusmaBes zu induzieren: der gemessene mittlere arterielle Druck belief sich auf
169+11 mmHg. Nach Absetzen von I3C zeigte sich ein rascher Abfall der Blutdruck-
werte. Nach der Beendigung der Induktion fiel der Blutdruck sogar kurzzeitig auf ein
hypotensives Niveau. Vermutlich wird diese hypotensive Phase durch eine im Ver-
gleich zum Abklingen der I3C-Wirkung verzdgerte Normalisierung der gegenregulati-
ven Hormone oder Rezeptoren ausgeldst, welche wéhrend der hypertensiven Phase
aktiviert oder Uberreguliert werden. So hat man bei der Erforschung der Bradykinin-
rezeptoren in Kardiomyozyten und GefaBzellen eine Latenz hinsichtlich der Reaktion

dieser Rezeptoren nach Absetzen des die Expression auslésenden Induktors beob-
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achtet, welche wahrend der hypertensiven Phase aktiviert oder tUberreguliert werden
(Kintsurashvili et al. 2001, Spillmann et al. 2002).

Im Vergleich zu dem Tiermodell der cypilairen-2 transgenen Ratte verlangen die
meisten Modelle zur Induktion einer konzentrischen linksventrikularen Hypertrophie
operative Eingriffe. Diese gehen jedoch mit dem Nachteil proinflammatorischer Pro-
zesse einher, welche in Kombination mit einer Stimulation des Renin-Angiotensin-

Systems zu einer Vaskulitis fihren kénnen (Peters et al. 2010).

Aus Untersuchungen zur Auswirkung von Telemetriesonden, die intraabdominell, je-
doch extravasal, bei M&usen eingebracht wurden, ist ein kurzfristiger Gewichtsverlust
nach der Implantation bekannt, der mit der Wundheilung, anfénglich reduzierter Nah-
rungsaufnahme wie auch eingeschréankter Mobilitdt und daraus resultierender Atro-
phie der Muskulatur erkléarbar ist. Hierbei kommt es jedoch zu einer relativ raschen
Normalisierung des Gewichts (Helwig et al. 2012), wobei auch die GréBe der Tele-
metriesender in Relation zu den Versuchstieren und damit die Wundflache einen Ein-
fluss auf die Auspragung des Gewichtsverlusts und die Dauer der Regeneration hat
(Leon et al. 2004). Der im Vergleich dazu in der vorliegenden Testreihe deutlich ver-
zogerte Anstieg des Gewichts bei den mit I3C induzierten und mit Telemetrien aus-
gestatteten Versuchstieren nach Einlage des intravasalen Katheters l&asst sich ent-
sprechend zuséatzlich durch einen inflammatorischen Prozess im Rahmen einer be-
ginnenden Vaskulitis der Mesenterien erklaren (Peters et al. 2010). Die Versuchstiere
dieser Gruppe verloren in der Phase der Induktion Gewicht und zeigten anschlieBend
einen verzdgerten Gewichtsanstieg. So ist auch aus dem Bereich der Prothetik nach
der Implantation von Endoprothesen die aseptische, Lymphozyten-dominierte Vascu-
litis-assoziierte L&sion bekannt (Watters et al. 2010, Phillips et al. 2014). Dort kommt
es zu teilweise schweren Verlaufen von Prothesenversagen mit ausgepragten
Schmerzen und Prothesenlockerung, in dieser Schwere wahrscheinlich jedoch zu-
satzlich begunstigt durch die mittels mechanischer Reibung der Prothesenanteile

vermehrt freigesetzten Metallionen.

Entsprechend muss bei mit invasiven Verfahren kombinierten Tierversuchsmodellen
und vor allem bei langerfristig invasiven Blutdruckmessverfahren in Kombination mit
Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems erwogen werden, dass der dann unter

der Vaskulitis eintretende Gewichtsverlust auch die prohypertrophen Effekte am
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Myokard abschwéchen bzw. eine generalisiert katabole Situation verursachen kann.
Da die Versuchstiere mit den Telemetriesendern in unserer Versuchsreihe eine Ge-
wichtsabnahme zeigten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie dabei auch ei-
nen niedrigeren Blutdruck aufweisen als die Tiere ohne Sendervorrichtung. Jedoch
zeigte sich in einer friheren Studie bei vergleichenden Untersuchungen zwischen
den Proreninspiegeln von Versuchstieren, die unter einer Kombination aus invasiver
Blutdruckmessung und Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems eine
Vaskulitis entwickelten und solchen, die keine Zeichen einer Vaskulitis aufwiesen,
keine signifikanten Unterschiede in den Proreninwerten (Peters et al. 2010). Zudem
liegt die in der vorliegenden Arbeit gewéhlte 13C-Dosis unterhalb der Schwelle, bei
der die Autoregulation der Niere durchbrochen und auch nach Absetzen von I3C irre-
versibel erhéhte Blutdruckwerte auftreten (Peters et al. 2008). Beides spricht gegen
einen relevanten Unterschied zwischen den Blutdruckwerten von instrumentierten
Versuchstieren versus Versuchstieren ohne Telemetriesender. Da zudem die Blut-
druckmessungen und die MRT-Analysen zur Herzfunktion in separaten Gruppen
durchgefiihrt wurden, kann ausgeschlossen werden, dass der vorbeschriebene Pro-
zess der Gewichtsabnahme Einfluss auf die per MRT erhobenen kardialen Parame-

ter hatte.

Zwar muss die invasive Methode der Blutdruckmessung hinsichtlich der Méglichkeit
der Untersuchung entsprechend auch als nachteilig angesehen werden. Was die
Mdéglichkeit anderer Methoden der Blutdruckmessung angeht, sind uns jedoch Gren-
zen gesetzt. So gibt es die Option einer nichtinvasiven Blutdruckmessung uber ein
Sphygmomanometer mittels einer am Schwanz der Ratten befestigten Manschette.
Eine zu Beginn der vorliegenden Arbeit bereits veroffentlichte vergleichende Studie
zwischen radiotelemetrischer, also invasiver, und zweier nichtinvasiven Methoden
der Blutdruckmessung (Tail Blood Flow Detection und External Tail Pulse Detection)
zeigte jedoch bei den nichtinvasiven Formen der Messung teils signifikante Fehlmes-
sungen, vor allem in der Tail Blood Flow Detection-Methode. Diese waren objektiv
nicht in allen Féllen zu erklaren und lieBen sich weder sicher auf Benutzer- noch auf
Technikfehler zurickfihren (Whitesall et al. 2004).

Als vergleichsweise prazise Methode der nichtinvasiven Blutdruckmessung von Rat-
ten und Méusen gilt dagegen das Volume Pressure Recording (Malkoff 2005). Doch

auch bei dieser Methode wurde inzwischen aufgezeigt, dass sie eine zunehmende
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Ungenauigkeit im Vergleich zu den invasiven Messmethoden aufweist, sobald un-
physiologische Blutdruckbereiche, also Werte von < 110 oder > 180 mmHg systo-
lisch, erreicht werden (Feng et al. 2008). In vorliegender Arbeit hatte bei der gewéhl-
ten I3C-Dosis weniger die Hypertension als mehr die temporare Hypotension mittels
dieses Verfahrens der Blutdruckmessung entsprechend nicht exakt erfasst werden
kénnen. Dennoch kann dieses Messverfahren in Zukunft eine Alternative zu invasi-
ven Blutdruckmessung bei Mausen und Ratten darstellen, sofern die vorgenannte
Ungenauigkeit auBerhalb des physiologischen Blutdruckbereichs bertcksichtigt wird
bzw. keine Relevanz hat. Und die vorgenannten nichtinvasiven Messmethoden ber-
gen auch Nachteile fur den Untersuchungsablauf. So erfordert die Messung des
Blutdruckes eine spezielle rOhrenartige Apparatur, in denen die wachen Versuchstie-
re eingeklemmt werden mussen, um die am Schwanz zu befestigende Messman-
schette sicher und fir einen langeren Zeitraum positionieren zu kénnen. Eine Mes-
sung ist dann vortbergehend auf Grund des Stresses fir die Tiere jedoch nicht mbg-
lich, so empfehlen die Hersteller dieser Apparaturen eine mindestens 30-minltige
Wartezeit vor der ersten Messung, in der sich die Tiere zunachst akklimatisieren sol-
len. Wegen des erhdéhten Aufwands und der nur intermittierend mdéglichen Messun-
gen kann entsprechend bei gréBeren Untersuchungspopulationen mit nichtinvasiven
Verfahren deutlich weniger an Blutdruckwerten asserviert werden. Perspektivisch
waére jedoch eine Auswertung zwecks Vergleich der mit Radiotelemetrie instrumen-
tierten und der nichtinvasiv gemessenen sowie jeweils mit I3C behandelten Ver-
suchstiere sinnvoll, um dartber Aussagen zum Einfluss der intravasalen Instrumen-

tierung auf den Blutdruck treffen zu kdnnen, insbesondere bei Langzeitstudien.

Das im Rahmen der vorliegenden Studie als kardialer Funktionsparameter bestimmte
enddiastolische Volumen zeigte sich nach dem Absetzen des I3C voribergehend er-
hoéht, wie die Messung der Versuchstiere an Tag 42 zeigte. Parallel blieb die Ejekti-
onsfraktion im Vergleich zur Kontrollgruppe davon unbeeintréchtigt, so dass der vor-
ribergehende Anstieg des EDV am ehesten als Ausdruck eines kompensierenden
Mechanismus zum Erhalt der linksventrikularen Pumpfunktion unter der nach Abset-
zen des I3C einsetzenden Ruckbildung der linksventrikularen Muskelmasse zu wer-
ten ist. In den folgenden Messungen zeigte sich das enddiastolische Volumen der

I3C- im Vergleich zur Kontrollgruppe dann ohne signifikante Differenz.
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5. Diskussion

Der zur Spezifizierung des Typs der kardialen Hypertrophie bestimmte linksventriku-
lare Remodeling Index wiederum zeigte sich ebenfalls in dem beobachteten Zeitraum
wieder normalisiert, an Tag 42 bestand bereits kein signifikanter Unterschied mehr
zwischen der I3C- und der Kontrollgruppe. Die Ejektionsfraktion als weiterer Funkti-
onsparameter blieb unter der zweiwdchigen Induktion wie auch nach Absetzen des
Induktors durchgehend unbeeintrachtigt. Hinsichtlich der Normalisierung der links-
ventrikularen Masse war ab Tag 56 kein statistisch signifikanter Unterschied mehr
zwischen I3C- und Kontrollgruppe feststellbar. Es zeigte sich demnach, dass die in
vorliegender Arbeit gewahlte Dosis von 0,167 % I3C keinen bleibenden Einfluss auf
die linksventrikulare Masse hatte und auch die kardiale Funktion nicht persistierend
geschadigt wurde, sondern dass alle dahingehenden Veréanderungen in einem Zeit-
raum von maximal vier Wochen nach Absetzen des Induktors wieder das Niveau der

Kontrollgruppe erreichten.

Gleichzeitig zeigte sich der durch die I3C-Substitution zeitweilige Anstieg des Blut-
drucks jedoch bereits vier Tage nach Absetzen des I3C auf Ausgangsniveau, fiel
dann zwar zeitweise auf hypotensives Werte ab, erreichte an Tag 37 bis zum Ende
der Messungen jedoch wieder das Ausgangsniveau. Diese Entwicklung der Blut-
druckwerte ist insbesondere bei gleichzeitiger Berlcksichtigung des langer dauern-
den Prozesses bis zur Normalisierung der linksventrikularen Masse interessant. So
bestand zwischen der linksventrikuldren Masse von I13C- und Kontrollgruppe an Tag
42 noch eine statistisch signifikante Differenz. Demnach besteht zwischen Tag 37
und Tag 42 ein Zeitfenster, in dem die Blutdruck-unabhéngige Wirkung bestimmter
Antihypertensiva oder anderer Substanzen mit einer angenommenen Wirkung auf
die Ruckbildung der linksventrikularen Hypertrophie untersucht werden kann. Da die
linksventrikulare Hypertrophie ein Vorhersageparameter sowohl fir kardiovaskulare
Erkrankungen als auch fur die Gesamtmortalitat ist (Schatzkin et al. 1984, Levy et al.
1990, Koren et al. 1991, Kannel 2000, Ruilope et al. 2008), besteht mit dem hier dar-
gestellten Tiermodell eine Mdglichkeit weiterergehender Forschungen maéglicher Arz-

neistoffe.

47



6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte mit der cypiairen-2 transgenen Ratte ein Phano-
typ von hohen Proreninspiegeln mit Bluthochdruck und kardialer Hypertrophie in voll-
standig reversibler Weise induziert werden. Mit der gewéhlten Dosis von 0,167 % I3C
Uber eine Gabedauer von vier Wochen war es méglich, eine konzentrische Hypertro-
phie des linken Ventrikels mittels der MRT-Bildgebung dokumentiert zu induzieren.
Die Hypertrophie wie auch die Hypertonie waren nach Ablauf der vierwochigen Sub-
stitutionsdauer im Verlauf der folgenden Wochen der Untersuchung vollkommen re-
versibel. Im Gegensatz zu vorhergehenden Studien mit héheren Dosen von I3C er-
gab sich kein Hinweis auf einen bleibenden Endorganschaden, insbesondere war die

kardiale Funktion unbeeintrachtigt.

Ferner gestattet die in vivo-Bildgebung mit den Versuchstieren Langzeitstudien tber
eine ausgedehnte Dauer, bei der im Gegensatz zu Versuchen ohne Bildgebungsver-
fahren keine Ergebnisse jeweils durch Sektion der Tiere erhoben werden mussen.
Durch das bildgebende Verfahren wird demnach die Anzahl der notwendigen Ver-
suchstiere erheblich reduziert. Zudem wird durch den Verzicht auf invasive MaBnah-
men bei den hinsichtlich der Hypertrophie im MRT untersuchten Tiere ein proinflam-
matorischer und konsekutiv potentiell die Untersuchungsergebnisse verfalschender

Einfluss vermieden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auBerdem eine Zeitfenster isoliert werden, in dem
sich das Potential fur weitergehende Studien von Arzneistoffen hinsichtlich deren et-

waigen Blutdruck-unabhangigen antihypertrophen Wirkung auf das Myokard ergibt.
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Purpose: To evaluate the usefulness of the cyplalren-2
transgenic rat model of inducible hypertension for studies
of the development and regression of cardiac hypertrophy.

Materials and Methods: Cyplalren-2 rats received a diet
containing 0% or 0.167% indole-3-carbinonl (I3C) for 4
weeks to induce hypertension. Cardiac magnetic reso-
nance imaging (MRI) at 7 T was performed every second
week for 10 weeks to measure left ventricular mass and
the ejection fraction. Concomitantly, in six cyplalren-2
rats blood pressure was recorded telemetrically.

Results: Plasma prorenin concentrations rose from 138 + 38
to 15,490 * 3990 ng/angiotensin I/mL/h (P < 0.001) in I3C-
treated transgenic rats and returned to basal levels after cessa-
tion of I3C. Mean blood pressure increased to a plateau of 169
+ 11 mmHg by the second week of induction. After cessation
of I3C (day 28), arterial pressure dropped to values slightly
below those prior to induction within 4 days (basal: 106 = 7
mmHg, day 32: 103 + 21 mmHg; NS). At day 28, left ventricu-
lar mass was increased by 39% vs. 4% in controls (P < 0.001)
without changes of the ejection fraction. Cardiac hypertrophy
was completely reversed at day 70, as evaluated by MRI.

Conclusion: The cyplalren-2 transgenic rat is.a useful
model to study reversal and healing in the absence of sur-
gical interventions.

Key Words: cardiac hypertrophy; prorenin; inducible
hypertension; transgenic rat
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LEFT VENTRICULAR HYPERTROPHY (LVH) is an in-
dependent risk factor and predictor of cardiovascular
events as well as of all-cause mortality (1-3). Numer-

!Department of Cardiovascular Medicine, Institute of Physiology,
University of Greifswald, Karlsburg, Germany.

2Centre of Radiology, University of Greifswald, Karlsburg, Germany.
3Molecular Physiology Laboratory, University of Edinburgh,
Edinburgh, UK.

Contract grant sponsor: German Federal Ministry of Education and
Research; Contract grant number: 0314107; Contract grant sponsor:
British Heart Foundation Centre of Research Excellence.

*Address reprint requests to: B.S.P., Institute of Physiology, Univer-
sity of Greifswald, Greifswalder Str. 11C, D-17495 Karlsburg, Ger-
many. E-mail: bspeters@gmx.de

Received July 18, 2011; Accepted March 7, 2012.

DOI 10.1002/jmri.23661

View this article online at wileyonlinelibrary.com.

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.

ous observational studies demonstrate that reduction
of cardiac hypertrophy is associated with improved
cardiovascular function and enhanced survival (4; for
review, see 1). Although the development of LVH has
been studied extensively (for review, see 5-7), studies
examining blood pressure-independent mechanisms
of LVH regression are limited.

Small-animal magnetic resonance imaging (MRI)
permits to follow the time courses of pathological
changes in animal models. The number of animals
required for a study can be significantly reduced and
the dntrasubject variability is minimized (8,9).
Repeated in vivo imaging allows monitoring of the
occurrence, progression, or regression of various
struetural and functional abnormalities. For example,
development of cardiac hypertrophy or effects of ther-
apeutic interventions on cardiac remodeling can be
monitored by MRI (10-12). We studied the time course
of induction and regression of cardiac hypertrophy in
the cyplalren-2 model of inducible hypertension. By
studying the same rats at various timepoints, it was
possible to substantially reduce the total number of
animals needed.

There are several animal models with a potentially
reversible phenotype of cardiac hypertrophy including
models with anemia, hyperthyreosis, aortocaval fis-
tula, aortic banding, and pharmacological interven-
tions. Each of these models has its specific advan-
tages and limitations. Anemia (13) and aortocaval
fistula (14) induce eccentric cardiac hypertrophy,
whereas hyperthyroidism induces a predominantly
right ventricular hypertrophy in rodents (15). Concen-
tric hypertrophy can result from pressure overload
with increased wall stress, like in hypertension
induced by angiotensin II (16) or by nitric oxide (NO)
synthase inhibition. Aortic banding or activation of
the sympathetic nervous system (17) may also cause
concentric hypertrophy. While these models require
surgical interventions, transgenic rodents with an in-
ducible transgene bear the potential to noninvasively
induce a desired phenotype in adult animals.

The cyplalren-2 transgenic rat is a model of prore-
nin-induced hypertension and end-organ damage. In
this model liver-specific expression of a renin trans-
gene (ren-2) and subsequent hypertension can be
reversibly induced by the oral administration of
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indole-3-carbinol (I3C) (18,19). By applying graded
doses of I3C different degrees of hypertension can be
dose-dependently induced, ranging from malignant
hypertension accompanied by severe weight loss and
end-organ damage (18) to milder hypertension with
only moderate LVH (20).

The present study was performed to evaluate the
usefulness of the cyplalren-2 transgenic rat model of
inducible hypertension for studies of the development
and regression of cardiac hypertrophy. Our hypothe-
sis were first that cyplalren-2 transgenic rats develop
cardiac hypertrophy when made hypertensive, and
second, that hypertension-induced LVH regresses
over time after blood pressure normalization to the
extent that it is completely reversible.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Cyplalren-2 transgenic rats were housed in a tem-
perature- and humidity-controlled facility with lights
on from 6:00 am to 6:00 pm. They had access to a
standard diet (EF 1/80, Ssniff, Soest, Germany) to
which NaCl was added to yield a final NaCl content of
1.0% and tap water ad libitum. Body weight was
recorded weekly. All procedures were approved by a
governmental committee on animal welfare, the guide-
lines of which are in accordance with the National
Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals.

Experimental Protocols

From 18 male 12-week-old cyplalren-2 rats, 12 were
randomly selected for MRI. In the MRI group, rats
received either 0.167% I3C for 4 weeks (days O to 28
of the protocol) or a control diet (n = 6 per group).
Cardiac MRI was performed at 2-week intervals dur-
ing the induction period of hypertension and subse-
quent hypertrophy (days 0, 14, and 28) and after ces-
sation of I3C (days 42, 56, and 70). Because the
telemetric device is not compatible with MRI analysis
and also to prevent artifacts'due to chronic instru-
mentation (21), blood pressure recording was per-
formed in an extra group. Six eyplalren-2 transgenic
rats received a telemetric device and blood pressure
was recorded intermittently over 10 weeks. The I3C
treatment protocol for this group was the same as for
the MRI groups.

Telemetric Arterial Pressure Recordings

Radiotelemetric devices (TA11PA-C40, DSI-Transoma
Medical, St. Paul, MN) were implanted under ether
anesthesia via an abdominal midline incision with
insertion of the catheters of the devices into the lower
abdominal aorta under aseptic conditions, as
described previously (22). Data on arterial pressure
were acquired with LabPro software v. 3.11 (DSI-
Transoma Medical). Telemetric data are given as 24-
hour mean values.

Peters et al.

Determinations of Plasma Prorenin and Plasma
Active Renin

In the MRI groups 0.5 mL of EDTA blood was
obtained from the retroorbital plexus under isoflurane
anesthesia. Plasma total renin and plasma active
renin concentrations were determined enzymatically
by the capacity to generate angiotensin I from excess
substrate with or without prior trypsin activation,
respectively, as previously described (21). Prorenin
concentrations were calculated as the difference
between total and active renin levels.

Cardiac MRI

Cardiac MRI was performed under isoflurane anesthe-
sia (1.5%-2% in oxygen, 0.7 L/min) applied by nose
cone (mean respiration frequency 40/min). Animals
were placed on a cradle with a water-heating system
to keep the body temperature stable at 37°C. Temper-
ature was recorded by a rectal thermometer, placed
2.5 cm into the rectum. Electrocardiogram (ECG)
pads were glued around the paws, thereby assuring
that the claws were not hurt by repeated use of needle
electrodes. A respiration pad was placed under the
belly. ECG and respiration trigger levels were adjusted
so that acquisitions were triggered at the same time-
point in the cardiac cycle. The coil was positioned in
the center of the horizontal bore of a 7-T Bruker mag-
net interfaced to a Bruker Biospec console (Bruker,
Karlsruhe, Germany). Long- and short-axis scout
images were acquired so that true short-axis images
could be planned. Short-axis views were generated
perpendicular to the four-chamber view, which was
perpendicular to the two-chamber view. Cardiac cine
imaging of the short axis was performed using a
gradient-echo sequence with no delay, repetition time
of 5 msec, echo time of 2.58 msec, 20 phases, field of
view 40 x 40 mm?, matrix size 192 x 192, and a slice
thickness of 0.7 mm. Left ventricular mass (LVM) and
volumes were calculated using Harp Plus (Diagnosoft)
software. The papillary muscles were not included in
the measurement of LVM. To determine the type of
cardiac hypertrophy, the left ventricular remodeling
index (LVRI) was calculated as the ratio between LVM
and end-diastolic volume (EDV).

Statistical Analyses

Data are given as means * standard deviation. For
telemetric measurements (Fig. 2), differences induced
by the I3C diet in the same animals during treatment
were evaluated by one-way repeated measurements
analysis of variance followed by multiple comparisons
test versus control group (Holm-Sidak method). Dif-
ferences in weight, prorenin levels, and LVM between
groups were evaluated by two-way repeated measure-
ments analysis of variance followed by Holm-Sidak
test. Only P-values less than 0.05 were accepted to
indicate significant differences. All statistical analyses
were performed using SigmaStat software.
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Figure 1. Effect of dietary I3C administration on plasma
prorenin concentrations in cyplalren-2 transgenic rats.
Open circles, control diet; closed circles, 0.167% I3C; ANGI,
angiotensin I. n = 6 per group; *P < 0.01 vs. control diet, P
< 0.001 vs. day O.

RESULTS

Rats thrived well on the 0.167% I3C diet. Body weight
was not different between the control group and the
13C group: day O: control 319 * 28 vs. I3C 305 = 10
g, NS; day 70: control 389 *= 4 vs. I3C 380 = 11 g,
NS. Rats with telemetric devices lost weight during
the induction period, but gained weight again after
cessation of I3C: day 0: 313 = 15 g, day 28: 283 = 9
g, day 70: 334 = 21 g (P < 0.01 vs. controls without
telemetric devices and vs. I3C-treated rats without tel-
emetric devices from day 14 to day 70). This weight
loss may have been due to an inflammatory process,
as described previously (21).

Plasma prorenin concentrations rose from 138 = 38
to 15,490 = 3990 ng angiotensin I/mL/h (P.< 0.001)
in I3C-treated transgenic rats and returned to basal
levels after cessation of I3C (Fig. 1). Concomitantly,
mean arterial pressure increased to 169 = 11 mmHg
in the second week of transgene induction (Fig. 2).

2501

200+

1501

1001

501

0 14 28 42 56 70
time (days)

mean arterial blood pressure (mmHg)

Figure 2. Mean arterial pressure in conscious chronically
instrumented cyplalren-2 transgenic rats. Increase of arte-
rial pressure during 4 weeks of treatment with the cyplal-
ren-2 transgene inducer I3C and its normalization after
cessation of I3C. I3C was given at a dose of 0.167%. n = 6;
*P < 0.001 vs. day O and 5P < 0.01 vs. day O.
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After cessation of I3C, mean arterial pressure dropped
to values even below those prior to induction within
4-6 days (basal: 106 = 7 mmHg, day 32 [day 4 post
I3C]: 103 = 21 mmHg; NS; day 34: 92 .8 mmHg; P
< 0.01). Mean arterial pressure returned to basal lev-
els at day 37 (99 = 10 mmHg; NS vs. day 0).

Between days 0 and 28 of the protocol, LVM rose
only slightly in controls (from 528 = 25 to 552 + 13
mg; NS) but increased by about 40% in I3C-treated
rats (from 500 *= 22 to 695 = 21 mg, P < 0.001) (Figs.
3-5). The development of cardiac hypertrophy in I13C-
treated rats was equally evident when LVM was nor-
malized to body weight (BW). At day 28 of the protocol
the LVM/BW ratio was 1.54 = 0.12 mg/g in control
rats and 2.08 = 0.1 mg/g in I3C-treated rats (P <
0.001). There was no ssignificant difference between
the groups in the EDV (day O: control 340 * 14 vs.
I3C 344 * 29 pL; NS; day 28: control 336 *= 38 vs.
I3C 330 *= 53 pL; NS) and in the ratio of EDV to BW
(day O: 1.06 = 0,1 vs. 1.1 = 0.6 pL/g; day 28: 0.95 =
0.14 vs. 0.97 = 0.15 pL/g; NS). Furthermore, the

f endsystolic

€ enddiastolic

Figure 3. Development of concentric cardiac hypertrophy in
a cyplalren-2 transgenic rat treated for 28 days with I3C
and its regression after cessation of I3C (day 70). Follow-up
of cardiac short axis views of a heart from an I3C-treated rat
in diastole (a-¢) and systole (d-f) at days O (a,d), 28 (b,e),
and 70 (c,f).
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Figure 4. Development of concentric cardiac hypertrophy in
a cyplalren-2 transgenic rat treated for 28 days with I3C
and its regression after cessation of I3C (day 70). Follow-up
of a cardiac long-axis view of a heart from an I3C-treated rat
in diastole (a~c¢) and systole (d-f) at days O (a,d), 28 (b,e),
and 70 (c.f).

ejection fraction (EF) did not change significantly in
either group (control: from 66 = 3.2 to 67 * 2.1%,
I3C: from 67 + 2.4 to 69 = 3.6%; NS).

800
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0 14 28 42 5 70
time (days)
Figure 5. LVM in cyplalren-2 transgenic rats. Open circles,

control diet; closed circles, 0.167% I3C. n = 6 per group; *P
< 0.01 vs. control diet.

Peters et al.
3,0
25
2,0 *
1,5 1

1,0

LVRI (mg/ml)

05

0,0 y
0 14 28 42 56 70

time (days)

Figure 6. LVRI (ratio of LVM to EDV) in cyplalren-2 trans-
genic rats. The increase in the LVM/EDV ratio in I3C-treated
rats toward the end of the treatment period is indicative of
concentric hypertrophy. Open circles, control diet; closed
circles, 0.167% I3C. n = 6 per group; *P < 0.01 vs. control
diet.

During the period of transgene induction the LVRI
increased in I3C-treated but not in control rats
(Fig. 6). The increase in the LVRI reflects concentric
cardiac hypertrophy in I3C-treated rats. The LVRI
returned to basal levels shortly after cessation of the
inducer.

Along with the normalization of plasma prorenin
levels and arterial pressure, cardiac hypertrophy was
completely reversed by the end of the study period
(Figs. 3-5) (day 70: control 576 = 40 mg vs. I3C 567
* 34 mg; NS, LVM/BW ratio: 1.48 £ 0.1 vs. 1.49 =
0.09 mg/g; NS). EF was not significantly different
between the groups (day 70: control 66.4 * 3.2 vs.
I3C 66.1 = 3.4%; NS). Most of the reduction in LVM
occurred during the first 2 weeks after cessation of
I3C. Concomitant with the increase in BW during the
study period of 10 weeks, EDV increased to 390 = 30
pL in controls and 402 = 18 pL in I3C-treated rats,
but not the EDV/BM ratio (day 70: control:1.00 *=
0.07 vs. I3C 1.06 = 0.05 pL; NS; day O vs. day 70
NS).

DISCUSSION

We here demonstrate by means of cardiac MRI that in
cyplalren-2 transgenic rats a phenotype of high
circulating prorenin levels with hypertension and
cardiac hypertrophy can be induced in a completely
reversible manner.

In vivo animal imaging permits longitudinal studies
on the same animals over an extended period of time,
with individual animals serving as their own control
(8,9). MRI can provide anatomically specific informa-
tion about tissue abnormalities. The multiple meas-
urements of cardiac performance were well tolerated
and the body weight of the rats increased over time.
The use of MRI in this long-term study permitted a 5-
fold reduction in the number of animals needed.
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Recently, De Castro et al (23) proposed using the
ratio between LVM and EDV as the LVRI, a simple
parameter for indicating left ventricular adaptations
to pathophysiological conditions. The authors demon-
strated by 3D echocardiography that the LVRI
remains unchanged in endurance athletes, although
the LVM increases. In contrast, the LVRI is lower
in dilated cardiomyopathy and higher in hypertrophic
cardiomyopathy than in hearts of healthy volunteers.
Here we demonstrate changes of the LVRI using
MRI in a rat model of inducible arterial hyperten-
sion. Induction of transgene expression led to
an increase not only in LVM of the rat hearts, but
also of the LVRI, thus reflecting a concentric
hypertrophy.

The extent of LVH observed in our study is in agree-
ment with other studies using angiotensin II infusions
(16,24). Thus, Friddle et al (16) observed a 20%
increase of LVM in mice after 14 days of angiotensin
II administration via osmotic minipumps and a
regression to normal within 14 days after removal of
the pumps. In our model, concentric hypertrophy was
induced to a similar extent within 14 days and
became even higher after 28 days (38%), but without
the need for surgical intervention. In contrast to our
model, most of the potentially reversible concentric
LVH models mentioned above require some type of
surgery. It is apparently important to avoid a pro-
inflammatory situation in experimental cardiovascular
studies, as it has been recently demonstrated that the
presence of a proinflammatory status together with a
stimulated renin-angiotensin system can induce vas=
culitis (21). In the present study this was probably
the case in the group of transgene-induced rats with
telemetric devices, which lost weight during the
induction period. Despite the pronounced ‘macro-
phage infiltration of vascular beds, the accompanying
general weight loss can blunt prohypertrophic effects
and thus may affect the results in cardiac hypertro-
phy regression studies with chronically instrumented
animals.

When the induction of the transgene was termi-
nated, LVM normalized to control levels within 14
days. It is important to note that blood pressure
dropped much faster than LVM, being normal 4 days
after cessation of I3C. Thus, there is a time window of
several days during which blood pressure was stable
at a normal level, while LVM still slowly but progres-
sively decreased. There is an ongoing discussion as to
potentially blood pressure-independent effects of
some, but apparently not all, commonly used antihy-
pertensive drugs on LVM (25-27). These effects are
thought to be beneficial, since they may improve car-
diac function ‘and enhance survival in cardiac
patients. While most antihypertensive drugs effec-
tively reduce elevated blood pressures they have little
effect on normal blood pressure. Our animal model
combines stable and normal blood pressures with
substantial LVH for several days during the immedi-
ate post transgene induction phase. During this time,
blood pressure-independent effects of antihyperten-
sive drugs (or other drugs for that matter) on LVM can
be conveniently studied.
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In cyplalren-2 transgenic rats blood pressure as
well as associated phenotypes (eg, cardiac hypertro-
phy and different degrees of end-organ  damage)
depend on the dose of the inducer and the duration of
transgene induction. Howard et al (28) observed that
transient induction with 0.3% I3C over a period of 11
days resulted in sustained hypertension even after
cessation of treatment, indicating that fixed and
irreversible hypertension had developed. Using this
regime, it has also been shown that malignant hyper-
tension (systolic pressure >220 mmHg) led to glomer-
ulosclerosis, microinfarction of the kidney, and subse-
quently to renal hypertension within a short time (29).
In contrast, in our study with a dose of 0.167% I3C
given for 4 weeks, hypertension was less severe (mean
arterial pressure 169 = 11 mmHg; systolic blood pres-
sure <190 mmHg) and blood pressure dropped
quickly after cessation of I3C, reaching temporarily
even hypotensive levels. The hypotensive phase after
cessation of I3C might be due to a slow normalization
of counterregulatory mechanisms, like bradykinin
receptors (30,31), which may be activated or upregu-
lated during the hypertensive period.

In conclusion, the cyplalren-2 transgenic rat is a
useful noninvasive model to study acute and chronic
hypertension and its consequences in the absence
of surgical interventions and proinflammatory con-
founders. In particular, our model readily lends
itself to the study of blood pressure-independent
drug-induced effects on the regression of left ventricu-
lar hypertrophy.
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