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1. Einleitung

1.1 Die arterielle Hypertonie

Die Auswertung weltweiter epidemiologischer Studien hat ergeben, dass im Durchschnitt
26 % der Weltbevolkerung von arterieller Hypertonie betroffen sind. Bis 2025 wird nach
Hochrechnungen die weltweite Pravalenz auf 29 % steigen (Kearney et al., 2005). Nach
Mangelerndhrung (11,7 %) und Rauchen (6 %) gibt die Weltgesundheitsorganisation (WHO)
den Bluthochdruck mit 5,8 % als weltweit dritthdufigste Ursache fiir die Gesamtsterblichkeit
an. Dabei ist die arterielle Hypertonie nicht nur als ein Risikofaktor fiir die
Gesamtsterblichkeit anzusehen, sondern gilt auch als eigenstidndige Erkrankung (Michaud et

al., 2001).
1.2 Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie

Unabhingig von der Atiologie ist die arterielle Hypertonie definiert als chronische
Erhohung des systolischen und/oder des diastolischen Blutdrucks. Eine Steigerung des totalen
peripheren Widerstandes und/oder des Herzzeitvolumens fiihrt zur Erhhung des arteriellen
Blutdrucks. Die pathophysiologischen Ursachen der arteriellen Hypertonie sind dabei
vielfdltig (Tabelle 1).



Tabelle 1: Klassifikation der arteriellen Hypertonie. Nach Rettig und Peters, 2007.

1. Primire Hypertonie

2. Sekundiire Hypertonien

2.1 Renale Hypertonien

2.1.1

Renoparenchymatdse Hypertonie bei (Auswahl):
- akuter / chronischer Glomerulonephritis

- diabetischer Glomerulosklerose

- chronisch interstitieller Nephritis
Renovaskuldre Hypertonie bei (Auswahl):

- Aneurysmata / arteriovendsen Fisteln

- Nierenarterienstenose

2.2 Endokrine Hypertonien

2.3

2.2.1

222

223
224

Primédrer Hyperaldosteronismus (Conn Syndrom) bei (Auswahl):
- Nebennierenrindenadenom

Cushing Syndrom bei

- Nebennierenrindenadenom

- hypophysérer-hypothalamischer Regulationsstorung
Phaochromozytom / Neuroblastom

Reninom

Aortenisthmusstenose
2.4 Zentrale Hypertonie
2.5 Medikamentose (iatrogene) Hypertonie

Bei nur 5-10 % der Hypertoniker ldsst sich eine klar definierte Ursache des erhdhten
Blutdrucks feststellen (Berglund et al., 1976, Danielson und Dammstrom, 1981, Rettig und
Peters, 2007). Die sogenannten sekundéren Hypertonien sind vorwiegend renal bedingt,
gefolgt von endokrinen und zentralen Ursachen. Sie lassen sich somit einem
Regulationsmechanismus des Blutkreislaufes eindeutig zuordnen. Etwa 90-95 % der
Hypertoniker leiden an primérer (essentieller, idiopathischer) Hypertonie, deren Pathogenese
noch nicht endgiiltig geklért ist. Das Risiko an einer primiren Hypertonie zu erkranken wird
durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst. Hierzu zdhlen u.a. polygenetische Dispositionen,

subjektive Verhaltensweisen wie Bewegungsmangel, Rauchen, ungesunde Erndhrung und

Ubergewicht sowie psychosoziale Faktoren (Staessen et al., 2003).




1.2.1 Kardiale Endorganschiden bei arterieller Hypertonie

Eine chronische Erh6hung des arteriellen Blutdrucks geht mit der Entwicklung typischer
Organschédden und Folgeerkrankungen einher. Epidemiologische Studien (Collins et al., 1990,
Lewington et al., 2002) zeigten eine nahezu lineare Beziehung zwischen der Hohe des
systolischen bzw. diastolischen Blutdrucks und der kardiovaskuldren Morbiditit bzw.
Mortalitit. Diese positive Korrelation wurde fiir systolische Blutdruckwerte héher als 110-115
mmHg und diastolische Blutdruckwerte hoher als 70-75 mmHg nachgewiesen (Collins et al.,
1990, Lewington et al., 2002). Dabei korrelieren auch isolierte systolische und diastolische
Hypertonien unabhingig voneinander mit hypertensiven kardialen, mikro- und
makroangiopathischen sowie renalen Endorganschéden (Criqui et al., 1992, Levy et al.,

1996). Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Pathophysiologie kardialer,

hypertensiver Endorganschiden.

1.2.2 Friihe kardiale Anpassungsvorginge

Mit der Erh6hung des arteriellen Blutdrucks geht eine Zunahme der mechanischen
Beanspruchung des Herzens einher. Dies fiihrt zu zundchst funktionellen Anpassungen der
Gefal3- und Herzmuskelzellen. Kardiomyozyten aktivieren Gene, die fiir kontraktile Proteine
kodieren (Pandya et al., 2008), und hypertrophieren. Die hdhere Wandspannung bei arterieller
Hypertonie wird durch die anfangliche Linksherzhypertrophie kompensiert. Dies erklért sich
durch das Laplace-Gesetz, welches abgewandelt besagt, dass bei grolerer Wanddicke bei
gleicher Wandspannung ein hoherer Druck erzeugt werden kann. Durch diesen Effekt kann
der Energieverbrauch pro Gewichtseinheit Myokard zunichst gesenkt werden (Schannwell et

al., 2005).

1.2.3 Progression der kardialen Endorganschiden

Bei ldnger anhaltender arterieller Hypertonie synthetisieren kardiale Fibroblasten
zunehmend Kollagene, die sich perivaskulédr und interstitiell einlagern (Diez et al., 2001).
Fortgeschrittenes pathophysiologisches Korrelat dieser Prozesse ist die Herzfibrose. Die
Verianderung der zelluldren Textur (,,Remodeling®) fithrt zu einer erhohten Myokard-
steifigkeit. Im Frithstadium der arteriellen Hypertonie ist oft eine linksventrikuldre

diastolische Dysfunktion nachweisbar (Wachtell et al., 2000). Mediahypertrophie und
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Fibrosierungen an den Widerstandsgeféf3en des Herzens sind sogar vor dhnlichen

strukturellen Verdnderungen am Ventrikel nachweisbar (Strauer, 1979).

Die Mediahypertrophie der Arteriolen und Rarefikation des Gefanetzes der
Mikrozirkulation fiihrt zu einer Widerstandserh6hung, welches wiederum einen héheren
Perfusionsdruck zur Versorgung des Myokards mit Blut erfordert (Schannwell et al., 2005).
Eine iiber ldngere Zeit bestehende arterielle Hypertonie beglinstigt zudem den
atherosklerotischen Wandumbau der koronaren Makrostrombahn (Houston, 1992). Der
Circulus vitiosus aus gesteigertem Sauerstoff-Bedarf des hypertrophierten Myokards sowie
mikro- und makroangiopathischen Gefallverdnderungen fiihrt zu schwersten kardialen
Endorganschidden. Dazu gehoren die ischdmische Kardiomyopathie, der myokardiale

Herzinfarkt und die Herzinsuffizienz (Abbildung 1).

Linksventrikuldre Hypertrophie

Koronare Mikroangiopathie

Endotheliale Dysfunktion

Kardiovaskuliire,
hypertensive
Endorganschiden

Ischdmische Kardio- Endotheldegeneration

myopathie

Erhéhter Sympathikotonus,

Koronare Makroangiopathie Vorhofiiberdehnung

Fibrose des perivaskuldren und interstitiellen Raumes

Abbildung 1: Ubersicht der kardiovaskuliren Endorganschiiden bei arterieller Hypertonie. Nach
Schannwell et al., 2005.

1.3 Mediatoren kardialer Endorganschiden

Seit der Entdeckung des Plasma-Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (Plasma-RAAS)
mehren sich Hinweise darauf, dass das RAAS nicht lediglich als ein endokrines System der
kardiovaskuldren Homdostase zu verstehen ist. Vielmehr wird davon ausgegangen, dass

lokale, organspezifische RAAS bestehen, die parakrin/autokrin die Expression von Cytokinen
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und Wachstumsfaktoren modulieren und so Einfluss auf Zellwachstum, Zelldifferenzierung
und Endorganschédden nehmen. Moderne molekularbiologische Nachweismethoden und die
Schaffung von transgenen sowie knock-out Tiermodellen haben neue Einblicke in lokale

RAAS gegeben (Bader et al., 2001, Paul et al., 2006).

1.3.1 Angiotensin II

Die Effekte von Angiotensin II (ANG II) am Herzen sind vielfiltig. An kultivierten
Kardiomyozyten wurde gezeigt, dass mechanische Zugbelastung zur Synthese intrazellulédrer
Angiotensine flihrt (Sadoshima et al., 1993). Weiterhin wurde gezeigt, dass ANG II an
kultivierten Kardiomyozyten einen hypertrophen Stimulus darstellt (van Kesteren et al.,
1997). Es wird vermutet, dass infolge einer Stimulation durch ANG II weitere Faktoren den
Prozess der linksventrikuldren Hypertrophie und Herzfibrose fordern. Dazu gehdren das
vasoaktive Peptid Endothelin-1 (ET1) und der Wachstumsfaktor Transforming growth factor-
B1 (TGF-B1) (Gray et al., 1998, Piacentini et al., 2000).

Sowohl ET1 als auch ANG II erzeugen einen hypertrophen Phinotyp in kultivierten
Kardiomyozyten (Suzuki et al., 1991, Ito et al., 1993, Neyses et al., 1993, Sadoshima und
Izumo, 1993). Die parakrine/autokrine Wirkung von ET1 wird tiber spezifische Rezeptoren
vermittelt, die in die Subtypen ET, und ETp unterteilt werden. Eine Steigerung der
Kollagensekretion durch Fibroblasten wird durch den ETa-Rezeptor hervorgerufen (Ito et al.,
1994). ET1 hat durch Induktion muskelspezifischer Gene (Leichtketten-Myosin, a-Aktin,
Troponin I) und von Protoonkogenen (c-fos) wachstumsférdernde Wirkungen auf
Kardiomyozyten (Ito et al., 1991). An kardialen Fibroblasten stimuliert ET1 die Synthese der
Kollagene Typ 1 und Typ 3 (Coll, Col3), was zu interstitieller Fibrose und verminderter
myokardialer Compliance fiihrt (Weber et al., 1994). Dabei wird davon ausgegangen, dass
kardiales ET1 die Entwicklung eines hypertrophen Phanotyps bewirkt (Fareh et al., 1996).

Das profibrotische Zytokin TGF-B1 ist ebenfalls an der Entwicklung einer Herzfibrose
beteiligt. Transgene Tiermodelle mit kardialer Uberexpression von TGF-B1 zeigen eine
ausgepragte extrazelluldre Matrixprotein-Produktion (Khan und Sheppard, 2006). Der TGF-
B1-Inhibitor Tranilast bewirkte bei transgenen Ratten (TGR(mRen2)27), welche ein murines
Renin-Gen (ren-2) tragen und eine hohe Plasma-Renin-Konzentration haben, einen starken

Riickgang der kardialen Fibrose ohne den arteriellen Blutdruck zu beeinflussen (Pinto et al.,
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2000). TGF-B1 wird hauptsdchlich von Fibroblasten sezerniert und fordert die
Differenzierung zu Myofibroblasten, welche mehr Kollagen produzieren kénnen als ihre
Vorléduferzellen (Khan und Sheppard, 2006). ANG II erhoht die TGF-B1-Expression in
Myofibroblasten (Lee et al., 1995, Campbell und Katwa, 1997).

1.3.2 Aldosteron

Aldosteron wird, dhnlich wie ANG II, mit der Entwicklung kardialer Endorganschiaden in
Verbindung gebracht. Das Hormon bindet an einen zytosolischen Mineralokortikoid-Rezeptor
(MR) und fiihrt zur Expression profibrotischer und proinflammatorischer Gene (Fejes-Toth et
al., 1998). Der MR ist im Herzen nachgewiesen worden (Lombes et al., 1995). Bei Ratten
fiihrt Aldosteron-Zufuhr in Kombination mit einer hohen Kochsalz-Zufuhr zu einem
proinflammatorischen und profibrotischen Phinotyp am Herzen (Endemann et al., 2004). Als
ein weiterer Mechanismus der Endorganschddigung wird die vermehrte Sauerstoffradikal-
Bildung unter Aldosteron-Zufuhr diskutiert. In der Folge wird eine perivaskulére
Inflammation durch eine monozytére Infiltration beobachtet. Es kommt zur Expression
chemotaktischer Molekiile z.B. des Interzelluldren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM1) (Sun et al.,
2002). Fiebeler et al. (2005) zeigten an einem transgenen Rattenstamm, dass eine
Adrenalektomie oder eine pharmakologische Inhibition der Aldosteronsynthase die
linksventrikuldre Hypertrophie, interstitielle Inflammation, kardiale Fibrose und die Mortalitét
signifikant reduzieren konnten. Der primare Hyperaldosteronismus — als bekannte sekundare
Hypertonieform — fiihrt beim Menschen unter anderem zu einer vermehrten myokardialen
Kollagenablagerung (Rossi, 2006). Im Tiermodell wirkten MR-Antagonisten und
Antioxidantien hemmend auf die Induktion inflammatorischer Gene und die Entwicklung
einer Herzfibrose. Diese protektiven Wirkungen wurden dabei ohne Blutdrucksenkung

erreicht (Rocha et al., 2002, Brown, 2005).

1.3.3 Oxidativer Stress

Unter oxidativem Stress wird eine vermehrte Bildung freier Radikale im K&rpergewebe
verstanden. Freie Radikale sind Atome bzw. Molekiile mit mindestens einem ungepaarten
Elektron. Sie gelten als besonders reaktionsfreudig. In Zellen sind Sauerstoff-Verbindungen
die wichtigste Quelle freier Radikale und werden als reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS)
bezeichnet. Das Superoxidradikal (O, ) stellt im Organismus den grof3ten Anteil an ROS
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(Loftler, 2003). Durch ROS werden intrazelluldre Signalwege beeinflusst. Es ist bekannt, dass
ROS zu einer Induktion des nukledren Transkriptionsfaktors NF-kB fiihrt, der
proinflammatorische und profibrotische Gene reguliert (Li und Karin, 1999, Hayashi et al.,

2008, Kin et al., 2008).

Die arterielle Hypertonie ist mit einer Erhdhung des kardialen oxidativen Stresses und einer
Beeintrachtigung antioxidativer Kompensationsmechanismen assoziiert. Bei der Erzeugung
der ROS kommt der Nicotinamid-Adenindinucleotidphosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase)
eine entscheidende Rolle zu (Lassegue und Griendling, 2004).

Oxidativer Stress fordert den Prozess des Remodelings am Myokard im Sinne einer
linksventrikuldren Hypertrophie und Herzfibrose. In vitro Studien an Ratten-Kardiomyozyten
zeigen, dass ANG-II-Behandlung zu erhohtem oxidativem Stress fiihrt (Lijnen et al., 2006).
An kardialen Fibroblasten wurde nachgewiesen, dass durch Apocynin-Gabe der Coll- und
Col3-mRNA-Gehalt vermindert war und die Translation zum entsprechenden Protein
verhindert werden konnte (Lijnen et al., 2006). Apocynin inhibiert die Assoziation der
funktionellen, membrangebundenen NADPH-Oxidase-Untereinheiten p47phox und p67phox
mit gp91phox (Stolk et al., 1994) und verhindert bei Aldosteron-infundierten Ratten sowohl
die Kollagen-Synthese im linken Ventrikel als auch eine kardiale Hypertrophie. Zudem ist
Apocynin in der Lage den systolischen Blutdruck zu senken (Park et al., 2004). Andere
Antioxidantien zeigen dhnlich gilinstige Eigenschaften bei der Verhinderung kardialer

Endorganschiden (Zhao et al., 2008).

1.3.4 Prorenin

Bisher wurde Prorenin lediglich als inaktives Vorldufermolekiil des Renins gesehen.
Tierexperimentelle Befunde deuten neuerdings darauf hin, dass Prorenin eine aktive Rolle bei

der Entstehung kardialer Endorganschdden spielen konnte (Nguyen und Danser, 2008).

In den reninbildenden Zellen des juxtaglomeruldren Apparates wird zunédchst Preprorenin
gebildet. Das Preprorenin wird in der Niere ins Endoplasmatische Retikulum (ER)
aufgenommen und das Prefragment wird abgespalten. Das enstandene unglycosylierte

Prorenin wird grof3tenteils (ca. 75%) konstitutiv in den Blutkreislauf sezerniert.
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Geringere Anteile des Prorenins gelangen in Sekretionsgranula, in welchen wiederum
jeweils ein 43-Aminosduren-Profragment proteolytisch abgspalten wird. Auf diese Weise
entsteht das enzymatisch aktive Renin. Die Renin-Sekretion wird iiber einen negativen

Feedback-Mechanismus durch ANG II reguliert (Peters, 2008).

Die fehlende enzymatische Aktivitdt des Prorenins erklért sich durch ein Profragment, das
sich liber das katalytische Zentrum faltet. Prorenin kann durch eine Konformationsénderung
aktiviert werden. Diese Konformationsdnderung erfolgt bei einem niedrigen pH-Wert (pH <
3,3) und bei niedriger Temperatur (<4 °C). Unter physiologischen Bedingungen liegen

weniger als 2 % des Plasma-Prorenins in der aktiven Form vor (Nguyen und Danser, 2008).

Eine Inkubation mit Prorenin fiihrte bei neonatalen Rattenkardiomyozyten zu einer
Hypertrophie und Proliferation der Zellen (Saris et al., 2002). Experimentelle Befunde in vivo
deuten darauf hin, dass Prorenin eine aktive Rolle bei der Enstehung einer kardialen Fibrose
sowohl bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) (Susic et al., 2008) als auch bei stroke-prone
SHR (SHRSP) (Ichihara et al., 2006) spielen konnte.

Nguyen et al. haben 2002 einen Prorenin-Rezeptor (PRR) entdeckt, der keine Homologien
zu anderen bekannten Rezeptoren aufweist. Bei Bindung an diesen PRR wird Prorenin durch
Konformationsdnderung enzymatisch aktiv. Man nimmt an, dass die Aktivierung von
Prorenin durch Bindung an den PRR im Herzen zu einer Stimulation des kardialen Renin-
Angiotensin-Systems (RAS) fithren konnte, was wiederum zur Enstehung von kardialen

Endorganschiden beitragen konnte (Ichihara et al., 2006).

Huang et al. (2006) konnten zeigen, dass Prorenin durch Bindung an den PRR intrazelluldre
Signalpfade aktivieren kann. Eine Aktivierung der Extrazelluldren signalregulierten Kinase
(ERK) durch den PRR fiihrte an Mesangiumzellen zur Expressionssteigerung des TGF-1 und
in der Folge zur Kollagen-Synthese. Weiterhin werden der p38-Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase (p38 MAPK)- (Saris et al., 2006) und der p85-Inositoltrisphosphatkinase (p85
I3PK)- Signalpfad (Schefe et al., 2006) diskutiert.

Eine andere Studie zeigt, dass Prorenin mit einer hoheren Affinitdt an den PRR bindet als
Renin (Batenburg et al., 2007). Dies impliziert, dass Prorenin der natiirliche Ligand des

Rezeptors ist. Ein Aminosduren-Peptid (handle region peptide; HRP) half die Funktion des
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PRR weiter zu evaluieren (Abbildung 2). Die Bindungsstelle des Prorenins am PRR wird
durch HRP kompetitiv besetzt (Suzuki et al., 2003). Die kontinuierlich subkutane Infusion
von HRP verminderte den kardialen Coll- und Col3-mRNA-Gehalt bei SHRSP deutlich.
Auch die Fibrosierung des linken Ventrikels war deutlich reduziert (Ichihara et al., 2006). Bei
SHR fiihrte die subkutane Infusion von HRP ebenfalls zu einer deutlichen Reduktion der
kardialen Fibrose (Susic et al., 2008). Eine Uberexpression des PRR in der GefiBmuskulatur
transgener Ratten verursachte eine arterielle Hypertonie. Dabei wurden die Plasma-Renin-

und -Angiotensin-Konzentrationen nicht beeinflusst (Burckle et al., 2006).

Kardiomyozyt bzw. Fibroblast

AKtivierung von:

ERK1/2,
HSP 27-MAPK
p85-I3PK

Profibrotische Effekte:
1 TGF-61
1 Coll, Col3

Zellproliferation und
Zellhypertrophie

ﬁ'l ownregulation|

PRR-Inhibition —|

durch HRP? -
(Pro-)Renin
. Positive Inotropie

m . Kardiale Fibrose
AOGEN »ANG I » ANG 11

O Kardiomyozytire Hypertrophie

L] Erhohter oxidativer Stress

Abbildung 2: Schema des (Pro-)Renin-Rezeptors (PRR) und dessen Wirkungen. Intrazelluliire
Signalpfade (Auswahl) und nicht-proteolytische Prorenin-Aktivierung. ACE: Angiotensin-I (ANG I)-
Konversionsenzym, AOGEN: Angiotensinogen, Col 1 /3: Kollagen Typ 1/3, ERK 1/ 2: Extrazellulire
regulierte Kinase, HSP 27-MAPK: HSP 27-Mitogen-aktivierte-Proteinkinase, p85-I3PK: p8S-
Inositoltrisphosphatkinase. Nach Nguyen et al., 2008.

Die aktuelle Datenlage zur Rolle des Prorenins bei der Entwicklung kardialer
Endorganschiden ist widerspriichlich. Prorenin wird als kardialer Pathogenitétsfaktor
betrachtet, weil HRP-Gabe, was als PRR-Inhibition verstanden wird, bei SHRSP protektive
Wirkungen zeigte. Eine Studie zeigte jedoch, dass Prorenin trotz HRP-Gabe am PRR binden
kann (Feldt et al., 2008).
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1.4 Das transgene Cyplalren-2 Tiermodell

Die meisten Tiermodelle in der Bluthochdruckforschung basieren entweder auf
chirurgischer bzw. pharmakologischer Manipulation oder auf der konstitutiven Expression
eines (Trans-)Gens. Dies birgt die Gefahr inflammatorischer Artefakte und unpriziser

Aussagen liber die zeitliche Entwicklung hypertensiver Endorganschiden (Pinto et al., 1998).

Beim Cyplalren-2 Tiermodell kann eine arterielle Hypertonie durch Induktion eines
Transgens erzeugt werden. Durch Variation der Konzentration eines auf enteralem Wege
verabreichten Gen-Induktors sind dabei die Prorenin-Sekretion und in der Folge die Hohe des
Blutdrucks titrierbar. Der transgene Tierstamm wurde erzeugt durch Fusion des hepatischen
Ratten-Cyplal-Promotors mit Mause-ren-2-cDNA (Kantachuvesiri et al., 2001). Da das
Transgen einem y-chromosomalen Erbgang folgt, sind bei diesem Modell nur ménnliche

Tiere Trager des Transgens.

Bei Cyplalren-2 transgenen Ratten fithren Induktoren des P4so-Cytochroms zur
konzentrationsabhéngigen Expression des Mause-Renin-2-Gens (ren-2). Fremdstoffe
(Xenobiotika) werden iiber unspezifische Cytochrom-P,so-Monooxygenasen verstoffwechselt
- dabei sind die Enzymklassen Cyp1l und Cyp2 an der Biotransformation dieser Stoffe
besonders beteiligt (Loffler, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde das Xenobiotikum
Indol-3-Carbinol (I3C) als Induktor der Expression von ren-2 bei Cyplalren-2 transgenen
Ratten eingesetzt. 13C ist ein Hydrolyseprodukt von Glukobrassicin und kommt in
Gemiisesorten der Cruciferae-Familie vor (z.B. Brokkoli, Kohl, Spinat) (Stresser et al., 1995,

Anderton et al., 2004).

Der molekulare Mechanismus der Induktion findet bei Cyplalren-2 transgenen Ratten in
den Hepatozyten statt (Kantachuvesiri et al., 2001). I3C (und andere Xenobiotika) aktivieren
einen zytosolischen Arylhydrocarbon-Rezeptor (AHR). Arylhydrocarbon-Sauren wie I3C
diffundieren ins Zytosol und binden an den AHR. Dieser Rezeptor-Ligandenkomplex wandert
zum Nukleus und bindet dort an einen spezifischen Nukledren Translokator (ARNT). Der
Komplex aus AHR, I3C und ARNT bindet an ein Responsive Element in der Enhancer
Region. Darauthin wird der Transkriptionskomplex aktiviert und es kommt zur Expression

des Renin-Gens (Abbildung 3). Das Transgen wird ohne Induktion nicht exprimiert.

17



Induktion

AHR Transkriptié‘h.,z

Zytosol

Abbildung 3: Zelluliirer Mechanismus der Induktion des Méuse-Renin-Gens (ren-2) durch Indol-3-
Carbinol (I3C) bei transgenen Cyplalren-2 Ratten. AHR: Arylhydrocarbon-Rezeptor; ARNT:
Nukleirer Translokator des AHR.

Es erfolgt die [3C-konzentrationsabhéngige Prorenin-Sekretion in den Blutkreislauf sowie
eine Steigerung des arteriellen Blutdrucks. Im Cyplalren-2 Modell ist die Induktion des
Transgens mit konsekutiver Steigerung des arteriellen Blutdrucks in mehreren Studien
reproduziert worden (Mitchell et al., 2006, Peters et al., 2008). Die Plasma-Prorenin-
Konzentration ist dabei markant (> 200-fach) gegeniiber unbehandelten Cyplalren-2 Ratten
erhoht.

Die I3C-Konzentration im Tierfutter bei Cyplalren-2 trangenen Ratten korreliert positiv
mit dem Grad des Anstieges der Plasma-Prorenin-Konzentration und in der Folge mit dem
Grad des Anstieges des arteriellen Blutdrucks. Die Befunde der Dosis-Wirkungs-Studie
(Peters et al., 2008) an Cyplalren-2 transgenen Ratten zeigten, dass bereits eine 0,125 %
I3C-Konzentration in der Trockenmasse des Futters den mittleren arteriellen Blutdruck
signifikant erh6ht. Eine hohere I3C-Konzentration geht dabei sowohl mit einem steileren

Anstieg als auch hoheren Werten des mittleren arteriellen Blutdruckes einher (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Indol-3-Carbinol (I3C)-konzentrationsabhiingige Titration des telemetrisch bestimmten
arteriellen Blutdrucks bei Cyplalren-2 transgenen Ratten. MAD: Mittlerer arterieller Blutdruck. Nach
der Dosis-Wirkungs-Studie (Peters et al., 2008).

Bei hoher 13C-Konzentration in der Trockenmasse des Tierfutters (0,3 % I3C [w / w])
zeigen Cyplalren-2 Ratten nach zweiwoOchiger Behandlung einen mittleren arteriellen
Blutdruck von ca. 200 mmHg. Bereits einwdchige 13C-Behandlung fiihrte zu schwersten
kardialen Endorganschéiden. Histologisch lie3en sich fibrinoide Nekrosen der koronaren
Arteriolen und Mikroinfarzierungen des Myokards nachweisen (Abbildung 5). Nach der
zweiten Woche der 13C-Behandlung waren organisierte Mikroinfarzierungen,
inflammatorische Infiltrate und eine Fibroblasten-Proliferation nachweisbar (Kantachuvesiri

etal., 2001).
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Abbildung 5: Schnittpriparat des linken Ventrikels einer Cyplalren-2 Ratte nach 1 Woche Induktion mit
0,3 % Indol-3-Carbinol [w / w]. fn: fibrinoide Nekrose; mi: Mikroinfarkt. Nach Kantachuvesiri et al.,
2001.

Die Ratten zeigten starke allgemeine Krankheitszeichen wie Gewichtsverlust und Polyurie.
Das Cyplalren-2 Modell ist bei hoher I3C-Konzentration mit massiven kardialen
Endorganschdden im Sinne einer malignen arteriellen Hypertonie assoziiert. Bisher ist das
Modell bei niedrigen I3C-Konzentrationen und bei ldngerer 13C-Gabe beziiglich kardialer

Endorganschédden nicht charakterisiert worden.
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1.5 Ziele der Arbeit

Bei zweiwdchiger und zwolfwochiger [3C-Gabe in niedrigen Konzentrationen (0,125 -
0,167 % I3C [w / w]) wurden Cyplalren-2 transgene Ratten in einem Kurzzeitexperiment
und in einem Langzeitexperiment hinsichtlich kardialer Endorganschéden charakterisiert. Die

Fragestellungen dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

»  Wird bei niedrigen I3C-Konzentrationen im Futter in einem Modell der nicht-
malignen, chronisch arteriellen Hypertonie ein gutes Gedeihen bei

Cyplalren-2 transgenen Ratten beobachtet?

* Welchen Einfluss haben niedrige I3C-Konzentrationen im Futter auf die
Plasmakonzentrationen von Prorenin, aktivem Renin und Aldosteron bei

Cyplalren-2 transgenen Ratten?

= Gehen hohe zirkulierende Plasma-Prorenin-Konzentrationen und erhéhte Plasma-
Aldosteron-Konzentrationen in einem Modell der nicht-malignen, chronischen

arteriellen Hypertonie mit signifikanten kardialen Endorganschéden einher?

» Sind Veridnderungen des mRNA-Gehalts der Marker fiir Hypertrophie und Fibrose
(TGF-B1, ET1, Col3), fiir oxidativen Stress (gp91phox) und fiir Inflammation
(ICAM1) nach zweiwochiger I3C-Behandlung bei Cyplalren-2 transgenen Ratten

nachweisbar?

» Sind diese Verdnderungen nach zwolfwochiger I3C-Gabe stirker ausgepragt als nach

zweiwdchiger Behandlung?

»  Wie korrelieren die Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung mit den Ergebnissen der

Histologie?

= Besitzt I3C bei Fischer-F344-Ratten eigene Effekte bezogen auf die mRNA-

Expression der Marker und Histologie?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Hilfsmittel

y-Zéhler ,,LB 2111*

Digitalkamera ,,Color View II Soft
Imaging System*
Elektrophoresekammer
Homogenisator ,,Polytron*

Kiivette ,,RNA Black Q, Spectrosil
Type 40008454

Lichtmikroskop ,,Axioplan*
PCR-Platte ,,96 Well Multiply
PCR-Platte-Klebefolie
PCR-Software “GeneAMP® 5700 SDS
software”

PCR-Thermocycler

,GeneAmp® 5700 SDS*

Photometer ,,Gene Quant Pro*
Pipetten ,,Eppendorf Research™
RIA-ROhrchen

SAS Version 9.1 Statistik Programm
Thermocycler ,,Touch Down*

Vortex, ,,Fuge 2400*

Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad

Olympus, Berlin

MBT Brand, Gielen
Kinematica AG, Littau-Luzern, Schweiz

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Berlin

Sarstedt AG, Niimbrecht

Sarstedt AG, Niimbrecht

PE Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
USA

PE Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
USA

Amersham Biosciences, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA
Fa. Hybaid, Heidelberg

Biosan, Riga, Lettland
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Waage ,,BP 1105% Feinwaage, Sartorius, Gottingen

Wasserbad ,,Autogene 11* Grant Instruments, Cambridge, Grof3 Britannien

Zentrifuge ,,Varifuge 20RS* Heraeus Instruments, Hanau

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

ANG-I-Antikorper (1:30 000 verdiinnt) Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg

Bromphenolblau

Chloroform

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
EiweiB-Trypsin-Inhibitor-Losung
(300 U / ml)

Ethanol

Ether

Ethidiumbromid
Ethyldiamintetraacetat (EDTA)
Formaldeyd

Formalin, neutral gepuffert
Formamid, deionisiert

Glycerol

Hématoxylin-Eosin (HE)-Losung
Indol-3-Carbinol (I13C)
Isopropanol
Morpholinopropansulfonat (MOPS)

Natriumacetat-Trihydrat

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
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Natriumdodecyl-Sulfat (SDS)
Paraffin

RIA-Blockingpuffer
RNA-Storage-Solution®

RNase Erase®

Seakem” LE Agarose

TagMan Universal PCR Master Mix
(TagMan Mix)
N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethan-
Sulfonsiure (TES)

Trisacetat

TRIzol® Reagent

Trypsin (50 U/ ml)

1251 _markierter ANG-I-Tracer

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Candor Bioscience GmbH, Weillenberg
Ambion, Applied Biosystems, Weiterstadt
Qbiogene-Alexis Deutschland GmbH,
Griinberg

FMC Bioproducts, Rockland, Maine, USA
Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Amersham Biosciences, Freiburg

2.1.3 Reagenzien-Kits

Aldosteron-RIA Kit

Aldosteron-AK beschichtete Rohrchen

Aldosteron-Standards (0-1200 pg / ml)
125J-markierter Aldosteron-Tracer
DNA-free " Kit

10x DNAse-Puffer

DNAse

Inaktivierungsreagenz

DPC Biermann, Bad Nauheim

Ambion, Applied Biosystems, Weiterstadt
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RNeasy MinElute Cleanup Kit
RLT-Puffer
RNA-Filter
RPE-Puffer

High-Capacity cDNA Archive Kit
10x Puffer
25x dNTPs
10x Random Primer

Multiscribe RT

2.1.4 Losungen und Puffer

DEPC-Wasser

RIA-Puffer

TES-Puffer

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Weiterstadt

0,1% [v/v] DEPC wurden in destilliertem
Wasser fiir 12 Stunden gelost. Im Anschluss
wurde der Ansatz bei 121 °C autoklaviert.
0,1 M Na,HPO,

0,05 M NaCl

0,1 % [v/v]bovines Serum-Albumin
0,01 M NaNj3

0,1 % [v / v] Triton X100

Chemikalien von Sigma-Aldrich,
Deisenhofen. Ziel pH-Wert=7,4

10 mM TES (pH=7.,4)

10 mM EDTA (pH=8)

0,2 % [v/v] SDS
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Trisacetat-EDTA-(TAE-)Puffer 40 mM Trisacetat (pH=8)
1 mM EDTA (pH=8)

MOPS-Puffer 0,2 mM MOPS (pH=7)
20 mM Natriumacetat

10mM EDTA (pH=8)

2.1.5 Tiere und Tierhaltung

Fiir alle Experimente wurden ausschlieBlich médnnliche, Cyplalren-2 transgene Ratten
(TGR) und transgen-freie Fischer-F344-Ratten (F344) (Fa. Harlan Winkelmann, Borchen)
eingesetzt. Die Zucht der Cyplalren-2 transgenen Ratten erfolgte am Institut fiir Physiologie,

Universitat Greifswald.

Die Tiere wurden in einem Raum mit konstanter Lufttemperatur (21-22 °C) und
Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Lichtphase wéhrend eines Tages begann um 06:00 Uhr und
endete um 18:00 Uhr. Die Ratten hatten freien Zugang zu Trinkwasser und handelsiiblichem
Rattenfutter (EF 1/80, Ssniff, Soest) mit einer Beimengung von NaCl (insgesamt 1 % NaCl in
Trockenmasse). Korpergewicht und Trinkwasser-Aufnahme wurden pro Woche zweimal fiir
jedes Tier protokolliert. Verlaufsprotokolle zum Gedeihen und zum korperlichen
Allgemeinzustand der Tiere wurden angefertigt. Alle Tierversuche wurden von der
Versuchtstierkommission beim Landesveterinir- und Lebensmitteliiberwachungsamt

genehmigt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Biochemisch-analytische Methoden

2.2.1.1 Blutentnahme

Vor Beginn der I3C-Gabe und im Verlauf der Experimente wurden jedem Tier unter Ether-
Narkose 1,5 ml Blut entnommen. Dabei wurde eine Hamatokrit-Kapillare am lateralen
Augenwinkel eingefiihrt und das retrobulbidre Venennetz punktiert. Das Blut wurde im
Anschluss mit Ethyldiamintetraacetat (EDTA) versetzt und biochemisch-analytischen
Untersuchungen zugefiihrt.

2.2.1.2 Radioimmunologische Bestimmung der Plasma-Konzentrationen von

Prorenin, aktivem Renin und Aldosteron

Messprinzip:

Der Radioimmunoassay (RIA) ist eine sensitive Technik, bei der eine radioaktive Substanz
(Antigen) mit der entsprechenden unmarkierten Substanz der Probe um Bindungsstellen an
einem Substanz-spezifischen Antikorper (AK) konkurriert. Messgrof3en sind dabei die

radioaktiven Komponenten d.h. die '**J-markierten Antigen-Antikorperkomplexe.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunichst spezielle RIA-RShrchen (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen) mit 300 ul des ANG-I-AK (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg) bei 4 °C iiber Nacht beschichtet. Nach Entfernen des iiberschiissigen AK durch
zweimaliges Waschen der R6hrchen mit 1 ml TAE-Puffer wurden unspezifische
Bindungsstellen am AK durch Inkubation mit 400 pl Blockingpuffer (Candor Bioscience
GmbH, Weillenberg) fiir 2 h bei Raumtemperatur abgeblockt. Nach erneutem Waschen mit
1 ml TAE-Puffer und Trocknung bei Raumtemperatur wurden die AK-beschichteten RIA-

Rohrchen bei —20 °C bis zum Gebrauch eingefroren.

Voraussetzung fiir die Kalkulation der ANG-I-Konzentration der Probe war die Erstellung
einer Eichkurve. Dazu wurden 200 ul des '*°J-markierten ANG-I-Tracers (Amersham

Biosciences, Freiburg), die zuvor auf eine Aktivitdt von 5000 cpm eingestellt wurde, mit
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jeweils 50 ul unmarkiertem ANG I definierter Konzentration (0 pg (BO) iiber 1,25 pg bis 320
pg) fiir 20 h bei Raumtemperatur inkubiert. In Abhéngigkeit von der Konzentration des
unmarkierten ANG I kam es zu einer Verdringung des '*°J-markierten ANG I vom
Antikorper und damit zu einer Abnahme der messbaren Radioaktivitit. Dazu war die
Trennung des ungebundenen '*°J-ANG I vom gebundenen '*°J-ANG-I-AK-Komplex
essentiell. Dies erfolgte durch Dekantieren des Uberstandes und dreimaliges Waschen mit

1 ml Tris-Puffer. Nach dem Waschen wurden verbliebene Reste der Waschsuspension durch
intensives Ausschlagen auf Filterpapier entfernt und die Aktivitdt der R6hrchen im y-Counter
(LB 2111, Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad) analysiert. In Abhdngigkeit von der
eingesetzten Konzentration des unmarkierten ANG I ergab sich eine sigmoidal verlaufende
Eichkurve aus den jeweils gemessenen Radioaktivititen im Vergleich zur Probe ohne ANG 1.
Fiir die Analyse der zu bestimmenden Serum-Proben wurden jeweils 50 ul der Probe mit 200
ul des ANG-I-Tracers in den beschichteten Rohrchen inkubiert. Die entsprechende
Radioaktivitdt in den Proberdhrchen lieferte dann eine Aussage iiber die ANG-I-
Konzentration in der Probe. Voraussetzung fiir die Kalkulation war, dass sich der Messwert
im linearen Bereich der Eichkurve befand. Ansonsten wurde die Probe entsprechend verdiinnt

und die Messung wiederholt.

Probenvorbereitung fiir die Bestimmung von ANG I:

Das in der Probe enthaltene ANG I konnte direkt mit dem ANG-I-RIA bestimmt werden.
Dabei wurden 10 pl der Probe mit 200 pl RIA-Puffer versetzt, fiir 10 min gekocht und

anschlieBend zentrifugiert. 3 x 50 pl der Probe wurden im RIA eingesetzt.

Bestimmung von Prorenin und aktivem Renin:

Die Konzentration von Renin bzw. Prorenin konnte nur indirekt {iber die Bildung von
ANG I ermittelt werden, wobei Renin die Umwandlung von Angiotensinogen (Substrat) zu
ANG I katalysierte. Fiir die Bestimmung des Renins wurden 10 ul der Probe zunéchst mit
10 pl TES-Puffer fiir 30 min bei 4 °C inkubiert und dann mit 5 pl einer EiweiB3-Trypsin-
Inhibitor-Losung versetzt. In der anschlieBenden Substratreaktion wurden 10 pl dieses
Ansatzes mit 25 pl Angiotensinogensubstrat (aufgereinigtes Plasma von nephrektomierten
Ratten) fiir 60 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Zusatz von 200 ul RIA-Puffer
wurden die Proben bei 100 °C gekocht und danach bei 10.000 U / min fiir 2 min zentrifugiert.
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Aliquote von 3 x 50 ul der Probe wurden dann im RIA eingesetzt. Die ANG-I-Konzentration

wurde mittels Interpolation an der Eichkurve bestimmt.

Zur Ermittlung der Prorenin-Aktivitit musste zunichst eine Abspaltung des Profragments
(43 Aminosduren) d.h. eine Aktivierung des Prorenins zum Renin vorgenommen werden.
Diese Aktivierung erfolgte durch Inkubation von 10 pl der Probe mit 10 pl Trypsin (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen) fiir 30 min bei 4 °C. Nach Inhibierung des Trypsins mit 5 ul Eiweil3-
Trypsin-Inhibitor-Losung (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) wurden 10 pl dieses
Aktivierungsansatzes fiir die nachfolgende Substratreaktion analog der oben beschriebenen
Prozedur eingesetzt. Die aus der entstehenden ANG-I-Konzentration (ng ANG I/ ml / h)
abgeleiteten Enzymaktivititen kennzeichnete dabei die Aktivitét des aktiven Renins bzw. des
Gesamt-Plasma-Renins (aktives Renin plus Prorenin). Zur Erfassung des Prorenins mussten
demnach beide Parameter bestimmt und anschlieBend der Anteil des aktiven Renins vom

Gesamt-Plasma-Renin abgezogen werden.

Bestimmung von Aldosteron:

Ein kommerziell erhéltlicher Radioimmunoassay (DPC Biermann, Bad Nauheim) wurde
laut Herstellerangaben eingesetzt um die Plasma-Aldosteron-Konzentration zu bestimmen.
Zur Erstellung einer Eichkurve wurden jeweils 200 pl unmarkiertes Aldosteron definierter
Konzentration (0 — 1200 pg) mit 1 ml des '**J-markierten Aldosteron-Tracers fiir 18 h bei

Raumtemperatur in Aldosteron-AK beschichteten Rohrchen inkubiert. Die Trennung des

125 125

ungebundenen ““J-Aldosterons vom gebundenen " ““J-Aldosteron-AK-Komplex erfolgte
durch Dekantieren des Uberstandes und dreimaliges Waschen mit 1 ml TAE-Puffer. Die
Aktivitdt der R6hrchen wurde im y-Counter bestimmt. Fiir die Analyse der zu bestimmenden

1251_Aldosteron-Tracers in den

Serum-Proben wurden jeweils 200 pl der Probe mit 200 pl des
Aldosteron-AK beschichteten Rohrchen fiir 18 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach

Trennung des ungebundenen '*°J-Aldosterons vom gebundenen '*°J-Aldosteron-AK-Komplex
wurde im y-Counter die Radioaktivitdt in den R6hrchen bestimmt. Mittels Interpolation an der

Eichkurve wurde im Anschluss die Plasma-Aldosteron-Konzentration bestimmt.
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2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Probengewinnung

Unmittelbar nach Tétung des Tieres wurde der Thorax mit einem Medianschnitt erdftnet,
das Herz dargestellt, vom Perikard frei priapariert und entnommen. Nach Wégung des
Préparates erfolgte die Sektion des Herzens in linken Ventrikel, rechten Ventrikel,
Ventrikelseptum sowie linken und rechten Vorhof. Die Sektions-Préparate wurden mit
Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser (DEPC-Wasser) gespiilt und erhielten
Probennummern, wurden gewogen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Tibialdnge
des Tieres wurde gemessen und protokolliert. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei

-70°C.

2.2.2.2 Herstellung und Fiarbung des Schnittpriparates

Von der gefrorenen Probe des linken Ventrikels wurde ein koronares Gefrierschnittpréparat
(2-3um) hergestellt. Das Gewebe wurde in 4 % neutral gepuffertem Formalin fixiert. Hierbei
kam als Einbettmedium modifiziertes Paraffin zum Einsatz. Fiir die lichtmikroskopische
Beurteilung der Gewebeschnitte wurde die Himatoxylin-Eosin (HE)-Fiarbung verwendet. Die
Einbettung, Farbungen und das Eindecken erfolgten weitgehend automatisiert. Mittels
Lichtmikroskopie bei 200- und 400-facher Vergroferung wurde das Schnittpriparat unter den
Gesichtspunkten der kardiomyozytéren Hypertrophie, der perizelluldren und perivaskuléren

Fibrosierung sowie der Inflammation analysiert und mit einer Digitalkamera dokumentiert.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

Zur mRNA-Expressionsanalyse der Marker Transforming-growth-factor-B1 (TGF-31),
Endothelin-1 (ET1), Kollagen Typ 3 (Col3), gp91phox (katalytische Untereinheit der
NADPH-Oxidase) und Interzelluldres Adhasionsmolekiil-1 (ICAM1) wurde die quantitative
real-time RT-PCR eingesetzt. Die molekularbiologische Priparation erfolgte unter RNase-
freien Bedingungen. Dies beinhaltete das Arbeiten unter einem Abzug, die Reinigung von
Oberflichen und Pipetten mit 96 % [v / v] Ethanol und RNase Erase® sowie das
Autoklavieren von ReaktionsgefdaBen und Losungen. Eingesetztes Wasser wurde mit DEPC

vorbehandelt (s. 2.1.4).
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2.2.3.1 Gesamt-RNA-Extraktion (TRIzol®-Meth0de)

Die eingesetzte Methode der Gesamt-RNA-Isolation beruht auf der Guanidiniumthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Extraktion und RNA-Ausfallung basierend auf ungleicher Loslichkeit
von RNA, DNA und Proteinen in unterschiedlichen organischen Phasen. Im Vergleich zu
anderen Extraktionsmethoden liefert die TRIzol®-Methode die groBte Menge an Gesamt-
RNA. Ziel ist es, die instabile RNA ohne Degradation (z.B. durch das Enzym RNase) zu
extrahieren. Das monophasische Stoffgemisch TRIzol® Reagent enthilt Phenol, in welchem
sich RNA 16st, und das Salz Guanidiniumthiocyanat, welches Proteine denaturiert und Zellen

lysiert. Das Extraktionsprotokoll gliederte sich in folgende fiinf Schritte:

1. Homogenisierung

Dieser Schritt beinhaltet die Lyse der Zellen und Zellkompartimente. Zur Préparation der
Gesamt-RNA wurden die Proben des linken Ventrikels gewogen und mit 500 pl TRIzol” in
fliissigem Stickstoff fein gemdrsert. AnschlieBend wurde TRIzol® bis zu einem
Gesamtverhiltnis von 15-facher Menge TRIzol"” in pl zu eingewogener Probe in mg
beigemengt. Das TRIzol®-Proben-Gemisch wurde unter Kiihlung im Eisbad 3x20 s bei
60 000 U / min mithilfe eines Homogenisators (Polytron, Kinematica AG, Littau-Luzern,
Schweiz) vermengt. Das entstandene Homogenisat wurde 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert.

2. Reinigung

Das Homogenisat wurde bei 500 g und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein neues Gefal} iiberfiihrt und das Pellet mit den Zelltriimmern verworfen. Je mg
eingewogener Probe wurde die 3-fache Menge in pl an Chloroform dem Uberstand zugesetzt.
Das Gemisch wurde fiir 15 s wiederholt invertiert und anschlie8end fiir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation bei 15000 g und 4 °C fiir 15 min wurde die
obere Phase in ein neues Rohrchen tiberfiihrt. Die Interphase und untere organische Phase

wurden verworfen.
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3. Fillung

Dem Gemisch wurde je mg eingewogener Probe die 7,5-fache Menge in pl an Isopropanol
zugemischt. Das Gemisch wurde 50-mal invertiert und bei Raumtemperatur fiir 15 min
inkubiert. Es erfolgte bei 15000 g und 4 °C eine Zentrifugation fiir 20 min. Der Uberstand

wurde verworfen.

4. Ethanol-Reinigung

Das Pellet wurde in 75 % [v / v] Ethanol gel6st und bei 15000 g bei 4 °C fiir 15 min
zentrifugiert. Dabei wurde je mg eingewogener Probe das 15-fache Volumen an Ethanol
verwendet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur fiir eine

Stunde luftgetrocknet.

5. Proben-Asservierung

Je g eingewogener Probe wurde das Zentrifugationspellet mit der 1,5-fachen Menge RNA -
Storage-Solution” in ml im Wasserbad bei 60 °C resuspendiert. Die extrahierte RNA-Probe

wurde bei -70 °C asserviert.

2.2.3.2 UV-spektralphotometrische RNA-Quantifizierung

Die RNA-Konzentration der RNA-Probe wurde mittels UV-Spekralphotometrie bestimmt.
Hintergrund dieser Methode ist, dass bei Durchtritt monochromatischen Lichtes einer
bestimmten Wellenldnge durch die zu untersuchende RNA-Probe die Extinktion der RNA-
Probe gemessen werden kann. Die aromatischen Ringsysteme der Basen von Nukleinsiduren
haben bei 260 nm Wellenlédnge ein Absorptionsmaximum. Aus der gemessenen Extinktion bei
UV-Strahlung von 260 nm Wellenldnge wurde die RNA-Konzentration mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes ermittelt. Mogliche Kontaminationen der RNA-Probe durch
Proteine konnen anhand des Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm festgestellt
werden. Bei diesem dimensionslosen Quotienten wird bei Werten zwischen 1,8 und 2,2 von
einer ausreichend reinen Nukleinsdurelosung ausgegangen. Alle untersuchten RNA-Proben
erfiillten diese Pramisse. Die Messungen erfolgten an einem UV-Spektralphotometer

(GeneQuant Pro, Amersham Biosciences, Freiburg). Hierbei wurden 2 pl der RNA-Storage-

32



Solution® und 198 pl TAE-Puffer in eine Quarzkiivette pipettiert und im UV-
Spekralphotometer als Leerwert bestimmt. Analog wurden anschlieBend 2 pl der RNA-Probe
mit 198 ul TAE-Puffer in die Quarzkiivette pipettiert und die automatische Quantifizierung
wurde vorgenommen. Pro RNA-Probe wurden zwei Messungen durchgefiihrt und der

arithmetische Mittelwert aus den Ergebnissen bestimmt.

2.2.3.3 Denaturierende RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Abschétzung der Qualitit der extrahierten RNA-Proben wurde eine denaturierende
RNA-Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Im elektrischen Feld werden die negativ
geladenen Nukleinsduren, die zuvor mit Formaldeyd und Formamid denaturiert wurden, ihrer
Grofe entsprechend aufgetrennt. Durch Zusatz von Ethidiumbromid zum Agarose-Gel,
welches in die RNA interkaliert und unter UV-Licht-Bestrahlung spezifische RNA-Banden
(z.B. die kriftigen 18S- und 28S-rRNA-Banden) sichtbar macht, kann die Intaktheit der RNA-
Probe beurteilt werden. Degradierte RNA-Proben weisen nach elektrophoretischer

Auftrennung undeutliche 18S- und 28S-Banden auf.

Herstellung des Agarose-Gels:

2,4 g Agarose-Pulver wurden in 155 ml DEPC-Wasser unter Erwdrmung gel0st.
AnschlieBend wurden 20 ml 10-fach konzentrierter MOPS-Puffer und 2 pl Ethidiumbromid in
das noch nicht polymerisierte Gel pipettiert. Im Wasserbad kiihlte das Gel bei 60 °C ab und es
wurden 25 ml 37 % [v / v] Formaldeyd hinzugefiigt. Das Gel wurde geschwenkt und hértete
60 min in der Elektrophoresekammer aus. Der RNA-Probenpuffer wurde angesetzt (Tabelle

2).
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Tabelle 2: Zusammensetzung des RNA-Probenpuffers

Bestandteile Menge/Volumen
Glycerol 51 mg
Deionisiertes Formamid 200 pl
37% [v/v] Formaldeyd 66 ul
10-fach konzentrierter 40 pl

MOPS-Puffer:

DEPC-Wasser 46 ul
Bromphenolblau 4 pul

Der RNA-Laufpuffer bestand aus 1100 ml 0,5-fach konzentriertem MOPS-Puffer. 2 ul des
RNA-GroBenstandards (RiboRuler High Range RNA Ladder, Fermentas Life Sciences, St.
Leon-Rot) wurden mit 8 ul RNA-Probenpuffer vermengt (bzw. 0,5 pl der RNA-Probe mit
27,5 ul RNA-Probenpuffer), fiir 10 min im Wasserbad bei 65 °C erwiarmt und anschlieBend
bei 4 °C fiir 5 min gekiihlt. Der RNA-Laufpuffer wurde in die Elektrophoresekammer
gegeben, der RNA-GroBenstandard und die RNA-Proben wurden in die Taschen des
polymerisierten Gels pipettiert. Bei einer Spannung von 50 V und 1 h Laufzeit wurde die
RNA elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurde das Gel unter UV-Licht analysiert und
photographiert.

2.2.3.4 DNAse-Verdau und RNA-Aufreinigung

Organische Losungsmittel, Kationen wie Magnesium oder Calcium und verbliebene DNA,
die durch die RNA-Extraktionsmethode nicht von der RNA-Probe entfernt wurden, kdnnen

im weiteren Verlauf die cDNA-Synthese storen und das PCR-Ergebnis verfalschen.
DNAse-Verdau:

Zum DNAse-Verdau wurde ein kommerziell erhéltliches Produkt (DNA-freeTM Kit, Ambion,
Applied Biosystems, Weiterstadt) laut Herstellerprotokoll angewendet. 20 ug RNA-Probe und

80 ng Wasser wurden vermengt und anschlieend fiir 10 min bei 60 °C inkubiert. Unter

Eiskiihlung wurden 10 pul 10xDNAse-Puffer und 2 pl DNAse hinzugefiigt und der Ansatz
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wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte der Zusatz von 20 pl
Inaktivierungsreagenz. Der Ansatz wurde kréiftig durchmischt und fiir 7 min bei 5000 g

zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert.

RNA-Aufreinigung:

Die RNA-Aufreinigung erfolgte mit einem kommerziell erhiltlichen Kit (RNeasy MinElute
Cleanup Kit, Qiagen, Hilden) und wurde ebenfalls gemal Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
Der RNA-Probe wurden 68 pl Wasser und 700 ul RLT-Puffer  hinzugefiigt. Nach
Durchmischung wurden 500 pl 96 % [v / v] Ethanol in den Ansatz pipettiert. Der Ansatz
wurde liber den RNA-Filter gegeben und anschlieBend bei 8000 g und Raumtemperatur fiir
15 s zentrifugiert. 500 ul RPE-Puffer  wurden auf den Filter gegeben und der Filter wurde
bei 8000 g und Raumtemperatur fiir 15 s zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 pul 80 % [v / v]
Ethanol wurde der Filter erneut bei 8000 g und Raumtemperatur fiir 2 min zentrifugiert.

Die Elution der RNA erfolgte durch zwei Zentrifugationen bei 9600 g und Raumtemperatur
fiir 1 min mit jeweils 14 pl RNase-free” Wasser. Zur Qualititskontrolle erfolgte nach der
RNA-Aufreinigung eine denaturierende Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.3.3) sowie zur

Quantitdtsbestimmung der RNA (s. 2.2.3.2) eine UV-Spektralphotometrie aller RNA-Proben.

2.2.3.5 cDNA-Synthese

Um die mRNA-Expression bestimmter Marker in der RT-PCR bestimmen zu kdnnen, muss
die Gesamt-RNA der Probe in komplementire (Einzelstrang) DNA (cDNA) mittels einer
RNA-abhidngigen DNA-Polymerase bzw. Reversen Transkriptase (RT) transkribiert werden.
Als Primer dienen Random-Hexamer-Oligonukleotide. Somit ist gewédhrleistet, dass im Laufe
des Synthese-Zyklus die komplette Gesamt-RNA in cDNA transkribiert wird. Bei 25 °C
lagern sich die Random-Hexamer-Primer an den RNA-Strang. Die Reverse Transkriptase

katalysiert bei 37 °C die Synthese der cDNA.

Fiir die cDNA-Synthese wurden 50 ul RNA-Losung in der Konzentration ¢ =1 pg RNA /
50 pl RNA-free" Wasser nach einem Denaturierungsschritt bei 65 °C fiir 10 min dem cDNA-
Synthese-Ansatz (Tabelle 3) hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz in den
Thermocycler gegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte nach Herstellerangaben (Tabelle 4).
Parallel zum cDNA-Ansatz lief ein so genannter —RT-Ansatz aus gepoolter RNA der
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Experimente 1 und 2. Der —-RT-Ansatz enthielt keine Reverse Transkriptase. Der —-RT-Ansatz
ist ein Mittel der Qualitédtskontrolle bei der PCR (s. 2.2.3.6). Das cDNA-Synthese-Kit (High-
Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt) wurde laut Herstellerprotokoll

eingesetzt.

Tabelle 3: cDNA-Synthese-Ansatz (High-Capacity cDNA Archive Kit)

Komponente Volumen
RNA-free-Wasser 21 ul
10x Puffer 10 pl
25x dNTPs 4 ul
10x Random Primer 10 pl
Multiscribe RT Sul

Tabelle 4: cDNA-Synthese im Thermocycler

Schritt Zeitdauer Temperatur
Anlagerung der Primer 10 min 25°C
cDNA-Synthese 120 min 37°C

Die cDNA-Proben wurden bei -70°C asserviert.
2.2.3.6 Quantitative real-time RT-PCR (TaqMan®-PCR-Meth0de)

Zur Quantifizierung der mRNA-Expression kann die hochsensitive real-time RT-PCR
eingesetzt werden. Mit der PCR ist eine von Primern definierte in vitro Replikation von
spezifischen DNA-Sequenzen moglich. Die sequenzspezifische Amplifikation in einem PCR-

Zyklus gliedert sich in folgende Schritte:

1) Denaturierung der DNA (melting): Bei diesem Schritt werden bei hohen Temperaturen

die Wasserstoffbindungen des Doppelstranges der DNA aufgebrochen.
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2) Primerhybridisierung (annealing): Die eingesetzten Primer binden bei einer optimalen
Temperatur an spezifische Regionen der Einzelstrang-DNA.

3) Elongation (amplification): Hitzestabile, DNA-abhéngige DNA-Polymerasen (Taq-
Polymerasen) synthetisieren mit freien Nukleotiden den komplementidren DNA-

Gegenstrang.

Die TaqMan®-Methode:

Bei der TagMan®-real-time RT-PCR handelt es sich um einen Assay, bei dem die
Amplifikation und der Nachweis des PCR-Produktes in einem Reaktionsgefal ermoglicht
werden. Zusitzlich zur Primer-Anlagerung wihrend der Hybridisierungsphase bindet eine
spezifische fluorogene Sonde in der Zwischenregion. Die Oligonukleotid-Sonde ist mit einem
so genannten Reporter-Farbstoff (Photonen-Donator) am 5°-Ende markiert wihrend in
rdumlicher Ndhe an dessen 3’-Ende ein so genannter Quencher-Farbstoff (Photonen-
Akzeptor) integriert ist. Bei Anregung mit monochromatischem Licht von 488 nm
Wellenldange wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs durch den Quencher-Farbstoff
unterdriickt. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)
bezeichnet. Da wihrend der Elongation die Taq-Polymerase die Sonde aufgrund ihrer 5°-3°-
Exonuklease-Aktivitét hydrolysiert, wird der Reporter-Farbstoff freigesetzt, er verliert die
rdumliche Ndhe zum Quencher-Farbstoff und der FRET ist unterbrochen (Abbildung 6). Die
pro Zykus enstehenden Lichtsignale sind direkt proportional zur Anzahl der spezifischen
PCR-Produkte. Ein im PCR-Block integrierter Detektor misst die eingehenden Lichtsignale
(Abbildung 7).
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Abbildung 6: Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers (FRET). Der DNA-Doppelstrang (A)
wird denaturiert. Es kommt zur Anlagerung von Primer, Sonden und Taq-Polymerase (B). Der FRET ist
gewiihrleistet durch die riumliche Niihe des Reporter- und Quencher-Farbstoffes. Wihrend der

Elongation hydrolisiert die Taq-Polymerase die Sonde und ein detektierbares Signal entsteht (C).
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Abbildung 7: Schema des Thermocyclers und Detektionsgeriites.

Quantifizierung der PCR-Produkte:

Die Amplifikation wihrend einer TagMan®-PCR ldsst sich in drei Phasen einteilen. In der
ersten Phase ist die Amplifikation nicht detektierbar, da die fluorogenen Sonden eine
Hintergrundstrahlung emittieren. Ebenso suboptimal sind die Bedingungen in der dritten
Phase, in der Nukleotide und Polymerasen degradieren. In der zweiten Phase des PCR-Laufes
ist die Amplifikation effizient, da nach jedem Zyklus annéhernd eine detektierbare
Verdopplung der Zielsequenzen stattfindet. In dieser Phase wird ein Threshold-Cycle-Wert
(C-Wert) festgelegt, der einen Anstieg der Reporter-Fluoreszenz iiber die Hintergrund-
fluoreszenz bezeichnet. Mittels Interpolation wird iiber eine Verdiinnungsreihe mit bekannter
Ausgangskonzentration eine Standardkurve errechnet, mit welcher das RNA-Aquivalent der
zu untersuchenden Probe ermittelt wird. Bei einer relativen Quantitidtsbestimmung wird die
Expression des Zielgens als Quotient relativ zur Expression eines so genannten
Housekeeping-Gens bzw. internen Standards angegeben. Das Kriterium fiir ein

Housekeeping-Gen ist die weitgehend unabhédngige Expression von dulleren Einfliissen.

Primer- und Sonden-Optimierung:

Primer und Sonden der Zielgene (Tabelle 5) wurden von der Firma TIB MOLBIOL GmbH,

Berlin, bezogen.
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Tabelle S: Zielgene mit Sequenzen der TaqMan®-Primer und -Sonden

Zielgen
Sequenzen Forward-Primer (F),
(Genebank-
Reverse-Primer (R), Sonde (TM)
AKkKzessionsnummer)
PBGD (F): 5>-TGGGCACCCGGAAGAGT-3’
(X06827) (R): 5°- CCTGTGGTGGACATAGCAATGAT-3’
(TM): 5°- CAGACCGACACTGTGGTAGCGATGCT-3’
(F): 5’-GCCAGTGAAGATGTGTTCAGCTATG-3’
gp91phox

(NM._023965)

Col3al
(XM_343563)

ETI
(M64711)

ICAMI
(NM_012967)

TGFbl
(NM_021578)

(R): 5’>-CCTGCACAGCCAGTAGAAGTAGATC-3’
(TM): 5’-CACGCCCTCTGCCTCCATTCTCTCAAGT-3’
(F): 5’>-GACATCCTGGATTCTCCTGGTTCT-3"
(R): 5’>-GGTCTTCCTGACTCTCCATCCTTT-3’
(TM): 5’>-AGGTCCTCCTGGTGAACCGGGT-3’
(F): 5>-TGGACATCATCTGGGTCAACA-3’

(R): 5>-GCTTAGACCTAGAAGGGCTTCC-3’
(TM): 5>-TCCCGAGCGCGTCGTCCCGTATGGAT-3’
(F): 5’-CTTCTGCCACCATCACTGTGTAT-3’
(R): 5’~-GAGCTGCCTGACCTCGG-3
(TM): 5’>-AGAACCTCATCCTGCGCTGCCT-3’
(F): 5’-CTAATGGTGGACCGCAACA-3’

(R): 5’>-TTGCTCCACAGTTGACTTGAATCTC-3’
(TM): 5’>-CACTGCTTCCCGAATGTCTGACGT-3’

Vor der Quantititsbestimmung der mRNA-Expression fiir die Experimente wurden in

verschiedenen Testldufen der PCR die Sonden und Primer der Zielgene optimiert. Dabei

wurden die Primer/Sonden-Kombinationen und -Konzentrationen gewéhlt, die in der

Optimierungs-PCR die niedrigsten Ci-Werte und somit die beste Amplifikationseffizienz

lieferten.
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Durchfiihrung der real-time RT-PCR:

Die real-time PCR-Untersuchungen wurden fiir jede Probe in 25 pl Ansétzen als dreifach-
Bestimmung in 96-Well-Platten durchgefiihrt (Tabelle 6). Aufgrund eines unterschiedlichen
Expressionsniveaus wurde das Zielgen Col3 mit dazugehorigem Housekeeping-Gen in einer
niedrigeren cDNA-Konzentration eingesetzt. Die Taq-Polymerasen, Nukleotide und die fiir
die TagMan"-Detektion notwendige passive Referenz sind in einem kommerziell erhiltlichen
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA)

enthalten.

Tabelle 6: Zusammensetzung des TagMan®-Premix

Komponente Endkonzentration pro Ansatz

TaqMan®-Premix:

2x TagMan® Mix  1-fach

PBGD (F) 300 nM
PBGD (R) 900 nM
PBGD (TM) 50 nM
cDNA-Probe 0,36 ug / ml
Komponente Endkonzentration pro Ansatz

TaqMan®-Premix:
2x TagMan® Mix  1-fach
gp91phox (F) 300 nM
gp91phox (R) 300 nM
gp91phox (TM) 100 nM
cDNA-Probe 0,36 ug / ml

Komponente Endkonzentration pro Ansatz

TagqMan®-Premix:

2x TagMan® Mix  1-fach

PBGD (F) 300 nM

PBGD (R) 900 nM

PBGD (TM) 50 nM
cDNA-Probe 14,38 ng / ml
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Komponente

Endkonzentration pro Ansatz

TagMan"-Premix:

2x TagMan® Mix  1-fach
Col3al (F) 50 nM
Col3al (R) 900 nM
Col3al (TM) 100 nM
cDNA-Probe 14,38 ng / ml
Komponente Endkonzentration pro Ansatz

TagMan"-Premix:

2x TagMan® Mix  1-fach
ET1 (F) 300 nM
ET1 (R) 900 nM
ET1 (TM) 150 nM
cDNA-Probe 0,36 ug / ml
Komponente Endkonzentration pro Ansatz

TagMan"-Premix:

2x TagMan® Mix  1-fach
ICAM1 (F) 900 nM
ICAM1 (R) 300 nM
ICAM1 (TM) 200 nM
cDNA-Probe 0,36 ug / ml
Komponente Endkonzentration pro Ansatz

TagMan"-Premix:
2x TagMan® Mix
Tgfbl (F)
Tgfbl (R)
Tgfbl (TM)
cDNA-Probe

1-fach

50 nM

300 nM

50 nM

0,36 ug / ml
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Auf jeder Platte wurde eine eigene Standardkurve bestehend aus sieben
Konzentrationsstufen gepoolter cDNA zur spéteren Quantifizierung aufgetragen. Das
Temperaturprofil entsprach bei jeder PCR dem in der Optimierungs-PCR verwendeten Profil
(Tabelle 7). Als Qualitdtskontrolle wurde eine Wasserprobe (Non Template Control, NTC)
und —RT-Probe zum Ausschluss von Verunreinigungen der PCR-Komponenten mit DNA
bzw. der RNA-Probe (Negativkontrolle) und Ausschluss von unspezifischen Amplifikationen
mitgefiihrt. Bei allen PCR-Laufen waren die Qualitédtskontrollen forderungsgemal negativ.
Die Messungen wurden an einem PCR-Thermocycler (GeneAmp® 5700 SDS, PE Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) durchgefiihrt.

Tabelle 7: Temperaturprofil der PCR-Liufe

Schritt Temperatur in °C Zeitdauer Zyklenzahl
Abbau von DNA 50 2 min 1
Aktivierung der Taq-
95 10 min 1
Polymerase
Denaturierung 95 I5s 40
Amplifikation 60 60 s

Die C-Wert-Bestimmung und die Berechnung des RNA-Aquivalents fiir jede einzelne
cDNA-Probe wurden mit Hilfe der GeneAmp® 5700 SDS Software durchgefiihrt. Dabei

wurde das arithmetische Mittel aus den Parallel-Ansétzen gebildet.
2.2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Zur Qualititskontrolle der durchgefiihrten PCR-Léufe wurden die PCR-Produkte auf ein
Agarose-Gel aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde die sequenz-

spezifische Bande mit einem DNA-GroBenstandard (Hyperladder V, Bioline GmbH,

Luckenwalde) verglichen.
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Durchfiihrung der Gelelektrophorese:

3,5 g Agarose-Pulver wurden in 100 ml TAE-Puffer unter Erwarmung gelost. 2 pl
Ethidiumbromid wurden dem Ansatz hinzugefiigt. Das Gel hartete in der
Elektrophoresekammer aus. Ein 6-fach konzentrierter Gel-Beladepuffer bestehend aus
Glycerol und Bromphenolblau wurde mit 22 pl des PCR-Produktes bzw. mit 5 ul des DNA-
GroBenstandards versetzt und in die Geltaschen pipettiert. 1100 ml TAE-Puffer wurden dem
Gel als DNA-Laufpuffer zugegeben. Bei einer Spannung von 80 V und bei 2 h Laufzeit
wurde die cDNA elektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss unter UV-Licht
photographiert.

2.3 Experimentelle Protokolle

Zur Charakterisierung des Cyplalren-2 transgenen Tiermodells hinsichtlich kardialer
Endorganschdden nach Induktion einer arteriellen Hypertonie durch I3C-Gabe in niedrigen
Konzentrationen (0,125-0,167 % I3C / Trockenmasse des Futters [w / w]) wurden zwei
Experimente durchgefiihrt. Proben des linken Ventrikels wurden im weiteren Verlauf

histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen zugefiihrt.

2.3.1 Experiment 1

Im ersten Experiment (,,2-Wochen-Experiment*) erhielten transgene Cyplalren-2 Ratten
(TGR+I3C, n=10) und transgen-freie Fischer-F344-Ratten (F344+13C, n=5) 13C im Futter
(0,167 % 13C / Trockenmasse des Futters). Weitere transgene Cyplalren-2 Ratten (TGR-13C,
n=10) und transgen-freie Fischer-F344-Ratten (F344-13C, n=5) dienten als Kontrollen und
erhielten Standardfutter ohne I3C (Tabelle 8). Alle Tiere waren zu Versuchsbeginn zwischen

20 und 22 Wochen alt.
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Tabelle 8: Gruppeneinteilung Experiment 1

Gruppe Anzahl der Tiere  Tierstamm Behandlung
TGR+I3C 10 Cyplalren-2 +13C
TGR-I3C 10 Cyplalren-2 JI3C
F344+13C 5 Fischer-F344 +13C
F344-13C 5 Fischer-F344 JI3C

Die I3C-Behandlung dauerte 14 Tage (Abbildung 8). Zwei bis drei Tage vor
Versuchsbeginn sowie 7 und 14 Tage nach Beginn der 13C-Gabe wurde von allen Tieren Blut
entnommen (s. 2.2.1.1). Die Tiere wurden nach 2 Wochen mit Ether anésthesiert und durch

Dislokation der Halswirbelsdule getdtet.

Blutentnahme
Totung
Organentnahme
Beginn der I3C-Gabe Blutentnahme
-1W 0w 1w 2W
l | | | >
L 1
T I3C-Gabe
Blutentnahme

Abbildung 8: Zeitschema fiir Experiment 1 in Wochen (W).
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2.3.2 Experiment 2

In Experiment 2 (,,12-Wochen-Experiment*) wurden die Tiere 12 Wochen lang behandelt
und erhielten eine etwas niedrigere I3C-Dosis als in Experiment 1 (0,125 % I3C/
Trockenmasse des Futters). Die Zusammensetzung der Gruppen ist in Tabelle 9 dargestellt.
Zwei bis drei Tage vor Versuchsbeginn sowie 4, 8 und 12 Wochen nach Beginn der 13C-Gabe
(Abbildung 9) wurde von allen Tieren Blut entnommen (s.2.2.1.1). Die Tiere wurden nach 12
Wochen mit Ether andsthesiert und durch Dislokation der Halswirbelsdule getotet. Alle Tiere

waren bei Versuchsbeginn zwischen 18 und 20 Wochen alt.

Tabelle 9: Gruppeneinteilung Experiment 2

Gruppe Anzahl der Tiere  Tierstamm Behandlung
TGR+I3C 7 Cyplalren-2 +13C
TGR-I3C 7 Cyplalren-2 JI3C
F344+13C 6 Fischer-F344 +13C
F344-13C 6 Fischer-F344 DI3C

Beginn de113C-Gabe Blutenlnahme Blutenlnahme
ow 4W 8W 12 W
| 1 1 1 L,
T 13C-Gabe T
Blutentnahme Blutentnahme
Totung
Organentnahme

Abbildung 9: Zeitschema fiir Experiment 2 in Wochen (W).
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2.4 Statistische Methoden

Samtliche Daten sind als arithmetische Mittelwerte mit der Standardabweichung angegeben.
Fiir Unterschiede bei den erhobenen Variablen zwischen Gruppen beziiglich der
unabhingigen Variablen I3C und Stamm wurde eine 2-Weg-ANOVA eingesetzt. Bei
signifikanten Unterschieden bei verbundenen Stichproben wurde der Bonferroni-post-hoc-
Test eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SAS Version 9. Das

Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Korpergewichtsverlauf

In Experiment 1 trat nach zweiwdchiger I3C-Behandlung (0,167 % I3C [w / w]) bei TGR
eine signifikante Gewichtsabnahme um ca. 15% gegeniiber dem Ausgangsgewicht auf, was zu
einer signifikanten Gewichtsdifferenz zu unbehandelten TGR fiihrte (Abbildung 10 A). Bei
F344 hatte die [3C-Gabe keinen Einfluss auf das Korpergewicht. In Experiment 2 war bei
langerer Behandlungsdauer die [3C-Konzentration im Futter (0,125 % I3C [w / w]) geringer
als in Experiment 1. Unter diesen Bedingungen hatte die I3C-Behandlung keinen
signifikanten Einfluss auf das Korpergewicht (Abbildung 10 B). Das Gewicht unbehandelter
TGR unterschied sich zu allen Zeitpunkten signifikant vom Gewicht unbehandelter F344,

wobei die Gewichtsdifferenz zwischen den Gruppen im Verlauf des Experiments abnahm.
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Abbildung 10: Korpergewicht bei Fischer-Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-2 Ratten (TGR) mit
und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B). Fehlerindikatoren sind aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nur in einer Richtung dargestellt. * p<0,05 versus TGR-13C, + p<0,05

versus Zeitpunkt 0 Wochen.
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3.2 Plasma-Konzentrationen von Prorenin, aktivem Renin und Aldosteron
3.2.1 Prorenin

In Experiment 1 stieg nach einwdchiger I3C-Gabe die Plasma-Prorenin-Konzentration bei
TGR signifikant von ca. 0,15 pg ANG I/ ml pro h auf ca. 9,5 ug ANG I/ ml pro h an. Nach
zweiwochiger 13C-Gabe stieg die Plasma-Prorenin-Konzentration bei TGR weiter auf 10 pg
ANG I/ ml pro h, also auf etwa das 70-fache des Ausgangswertes. Die Plasma-Prorenin-
Konzentration war bei [3C-behandelten TGR signifikant gegeniiber unbehandelten TGR und
gegeniiber dem Ausgangswert erhoht (Abbildung 11 A). In Experiment 2 stieg die Plasma-
Prorenin-Konzentration bei TGR nach vierwdchiger 13C-Gabe ebenfalls markant von ca. 0,07
pug ANG I/ ml pro h auf ca. 7 pg ANG I/ ml pro h an. Die Plasma-Prorenin-Konzentration
bei TGR stieg in Experiment 2 bei niedrigerer [3C-Konzentration im Futter langsamer an als
in Experiment 1 (Abbildungen 11 A und B). Nach achtwochiger I3C-Gabe wurde bei TGR
die hochste Plasma-Prorenin-Konzentration erreicht (ca. 19 ug ANG I/ ml pro h), was dem
260-fachen des Ausgangswertes entspricht. Die Plasma-Prorenin-Konzentration blieb bis zum
Ende der zwolfwdchigen I3C-Behandlung signifikant gegentiber unbehandelten TGR und
dem Ausgangswert erhoht (Abbildung 11 B). Die Plasma-Prorenin-Konzentration wurde bei

F344 in beiden Experimenten nicht bestimmt.
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Abbildung 11: Plasma-Prorenin-Konzentrationen bei transgenen Cyplalren-2 Ratten (TGR) mit und
ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B). * p<0,05 versus
TGR-I3C, + p<0,05 versus Zeitpunkt 0 Wochen.
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3.2.2 Aktives Renin

Die zweiw6chige [3C-Behandlung in Experiment 1 hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Plasma-Renin-Konzentration bei TGR (Abbildung 12 A). Im Gegensatz hierzu war die
Plasma-Renin-Konzentration in Experiment 2 bei TGR nach vierwochiger 13C-Behandlung
von 0,30 auf 0,08 pg ANG I/ ml pro h gefallen und blieb wéhrend der restlichen 8 Wochen
des Experiments auf diesem niedrigen Niveau (Abbildung 12 B). Die Plasma-Renin-
Konzentration wurde in Experiment 1 bei F344 nicht bestimmt. In Experiment 2 hatte die
zwolfwochige 13C-Behandlung keinen signifikanten Einfluss auf die Plasma-Renin-
Konzentration bei F344 (Abbildung 13). Die Plasma-Renin-Konzentration war bei
unbehandelten TGR signifikant hoher als bei unbehandelten F344 (Abbildungen 12 und 13).
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Abbildung 12: Plasma-Renin-Konzentrationen bei transgenen Cyplalren-2 Ratten (TGR) mit und ohne
Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B). Fehlerindikatoren sind aus Griinden
der Ubersichtlichkeit nur in einer Richtung dargestellt. * p<0,05 versus TGR-I3C, + p<0,05 versus
Zeitpunkt 0 Wochen.
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Abbildung 13: Plasma-Renin-Konzentrationen bei Fischer-Ratten (F344) mit und ohne Indol-3-Carbinol
(I3C) in Experiment 2. Fehlerindikatoren sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in einer Richtung

dargestellt.

3.2.3 Aldosteron

Die I3C-Behandlung hatte bei F344 keinen signifikanten Einfluss auf die Plasma-
Aldosteron-Konzentration (Abbildung 14 A; B). Bei TGR stieg die Plasma-Aldosteron-
Konzentration in Experiment 1 unter 13C von ca. 200 auf ca. 920 pg / ml am Ende der
zweiwochigen Behandlung an (Abbildung 14 A). In Experiment 2 fiihrte die zwolfwochige
I3C-Behandlung ebenfalls zu einer signifikanten Zunahme der Plasma-Aldosteron-
Konzentration bei TGR. Die Plasma-Aldosteron-Konzentration stieg von ca. 160 auf bis zu
ca. 640 pg / ml. Die Plasma-Aldosteron-Konzentration blieb bis zum Ende der zwolfwochigen
I3C-Behandlung bei TGR signifikant gegeniiber unbehandelten TGR sowie gegeniiber dem
Ausgangswert erhoht (Abbildung 14 B). Die Plasma-Aldosteron-Konzentration bei
unbehandelten TGR war gegeniiber unbehandelten F344 signifikant erhoht.
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Abbildung 14: Plasma-Aldosteron-Konzentrationen bei Fischer-Ratten (F344) und transgenen
Cyplalren-2 Ratten (TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2
(B). Fehlerindikatoren sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in einer Richtung dargestellt.* p<0,05

versus TGR-I3C, + p<0,05 versus Zeitpunkt 0 Wochen, # p<0,05 versus F344-13C.
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3.3 Relative Herzgewichte

Das relative Herzgewicht wurde als Quotient aus Herzgewicht und Tibia-Linge bestimmt.
In Experiment 1 stieg das relative Herzgewicht innerhalb von zwei Wochen von 0,21+ 0,019
g/cm bei unbehandelten TGR auf 0,24 + 0,013 g/cm bei [3C-behandelten TGR an (p < 0,05,
Abbildung 15 A). Bei F344 hatte die I3C-Gabe keinen signifikanten Einfluss auf das relative
Herzgewicht. Das relative Herzgewicht war bei unbehandelten TGR signifikant geringer als

bei unbehandelten F344.

In Experiment 2 stieg das relative Herzgewicht innerhalb von zwolf Wochen von 0,18 +
0,006 g/cm bei unbehandelten TGR auf 0,22 + 0,011 g/cm bei I3C-behandelten TGR an
(p < 0,05, Abbildung 15 B). Auch in diesem Experiment hatte die I3C-Behandlung keinen
signifikanten Einfluss auf das relative Herzgewicht bei F344 (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Relative Herzgewichte bei Fischer-Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-2 Ratten
(TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B).
* p<0,05 versus TGR-I3C, + p<0,05 versus F344-13C.
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3.4 Histologie

Die Schnittpréparate des linksventrikuldren Myokards zeigten bei allen Tiergruppen des
Experiments 1 keine histologischen Anzeichen der Hypertrophie, der perizelluldren und

perivaskuldren Fibrose oder der Inflammation. Abbildung 16 zeigt reprisentative Schnitte fiir

alle Gruppen.

Abbildung 16: Histologische Schnittpriparate des linken Ventrikels in Experiment 1. A: I3C-behandelte
Fischer-Ratte; B: unbehandelte Fischer-Ratte; C: I3C-behandelte Cyplalren-2 Ratte; D: unbehandelte
Cyplalren-2 Ratte.
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In Experiment 2 waren bei [3C-behandelten TGR deutlich hypertrophierte Myozyten
erkennbar (Abbildung 17 C). Bei drei von sieben I3C-behandelten TGR lielen sich leichte
subendokardiale Fibrosierungen feststellen. Bei unbehandelten TGR und bei allen F344

entsprachen die histologischen Schnittpréparate Normalbefunden (Abbildung 17 A-D).

Abbildung 17: Histologische Schnittpriparate des linken Ventrikels in Experiment 2. A: I3C-behandelte
Fischer-Ratte; B: unbehandelte Fischer-Ratte; C: I3C-behandelte Cyplalren-2 Ratte; D: unbehandelte
Cyplalren-2 Ratte.
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3.5 Quantitative real-time RT-PCR

Der kardiale mRNA-Gehalt der Zielgene TGF-B1, gp91phox, Col3, ET1 und ICAM1 wurde

bestimmt und in Bezug auf das Housekeeping-Gen PBGD normiert.

3.5.1 Kardialer TGF-B1-mRNA-Gehalt

In Experiment 1 traten zwischen den Gruppen nach zweiwochiger 13C-Behandlung keine
statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich des kardialen TGF-B1-mRNA-Gehaltes auf
(Abbildung 18 A). In Experiment 2 hingegen fiihrte die zwolfwochige [3C-Gabe bei TGR zu
einem signifikanten Anstieg des kardialen TGF-31-mRNA-Gehaltes gegeniiber
unbehandelten TGR. Bei F344 war unter [3C-Behandlung kein Effekt auf den kardialen TGF-
B1-mRNA-Gehalt nachweisbar (Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: Kardialer TGF-81-mRNA-Gehalt bei Fischer-Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-2
Ratten (TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B).
* p<0,05 versus TGR-I3C.
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3.5.2 Kardialer gp91phox-mRNA-Gehalt

In Experiment 1 fiihrte die zweiwdchige 13C-Gabe bei F344 zu einer Abnahme des
durchschnittlichen kardialen gp91phox-mRNA-Gehaltes, die allerdings nicht statistisch
signifikant war (Abbildung 19 A). Bei TGR zeigte sich unter I3C-Behandlung eine statistisch
signifikante Zunahme des kardialen gp91phox-mRNA-Gehalts. In Experiment 2 hingegen
war nach zwolfwochiger [3C-Behandlung die Abnahme des kardialen gp91phox-mRNA-
Gehaltes bei F344 statistisch signifikant (Abbildung 19 B). Bei TGR trat im Gegensatz hierzu
unter [3C-Behandlung eine signifikante Zunahme des kardialen gp91phox-mRNA-Gehaltes

auf.
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Abbildung 19: Kardialer gp91phox-mRNA-Gehalt bei Fischer-Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-
2 Ratten (TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B).
* p<0,05 versus TGR-I3C, # p<0,05 versus F344-13C.

3.5.3 Kardialer Col3-mRNA-Gehalt

In Experiment 1 war nach zweiwdchiger I3C-Behandlung der kardiale Col3-mRNA-Gehalt
bei TGR signifikant erhoht (Abbildung 20 A). Bei F344 traten nach zweiwochiger I13C-

Behandlung keine statistisch signifikanten Verdnderungen des kardialen Col3-mRNA-

Gehaltes auf.

In Experiment 2 fiihrte die zwolfwochige 13C-Gabe weder bei TGR noch bei F344 zu
statistisch signifikanten Anderungen des Col3-mRNA-Gehaltes (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Kardialer Col3-mRNA-Gehalt bei Fischer-Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-2
Ratten (TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B).
* p<0,05 versus TGR-13C.

3.5.4 Kardialer ET1-mRNA-Gehalt

Nach zweiwdchiger I3C-Behandlung traten zwischen den Gruppen in Experiment 1 keine
statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich des kardialen ET1-mRNA-Gehaltes auf
(Abbildung 21 A). In Experiment 2 war nach zwolfwochiger [3C-Behandlung der kardiale
ET1-mRNA-Gehalt bei TGR signifikant erhoht. Bei F344 fiihrte die I13C-Gabe hingegen zu
einer signifikanten Abnahme des kardialen ET1-mRNA-Gehaltes gegeniiber unbehandelten
F344. Der kardiale ET1-mRNA-Gehalt unbehandelter F344 war signifikant gegentiber
unbehandelten TGR erh6ht (Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Kardialer ET1-mRNA-Gehalt bei Fischer- Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-2
Ratten (TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 1 (A) und Experiment 2 (B).
* p<0,05 versus TGR-I3C, # p<0,05 versus F344-13C, + p<0,05 versus F344-13C.
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3.5.5 Kardialer ICAM1-mRNA-Gehalt

Zwar gelang der Nachweis von ICAMI in Experiment 1 bei allen Gruppen, jedoch war die
Quantifizierung aufgrund zu geringer Expression des Zielgens nicht moglich. In Experiment 2
fiihrte die zwolfwochige 13C-Gabe bei F344 zu keiner statistisch signifikanten Anderung des
kardialen ICAM1-mRNA-Gehaltes. Bei TGR war nach zwolfwdchiger I3C-Behandlung der
kardiale ICAM1-mRNA-Gehalt signifikant erhoht (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Kardialer ICAM1-mRNA-Gehalt bei Fischer- Ratten (F344) und transgenen Cyplalren-2
Ratten (TGR) mit und ohne Indol-3-Carbinol (I3C) in Experiment 2. * p<0,05 versus TGR-I3C.
3.5.6 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Zur Qualititskontrolle der durchgefiihrten PCR-Léaufe wurde eine PCR-Produkt-Agarose-

Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Amplifikationsprodukt lag fiir alle Zielgene und Proben

im erwarteten ZielgroBenbereich.
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4. Diskussion

4.1 Nicht-maligne, chronische Verlaufsform der arteriellen Hypertonie

bei Cyplalren-2 Ratten

Im Cyplalren-2 transgenen Tiermodell zeigen sich abhingig von der I3C-Konzentration
unterschiedliche Verlaufsformen der arteriellen Hypertonie. Bei hoher I3C-Konzentration in
der Trockenmasse des Tierfutters (0,3 % I3C [w / w]) wurde bei Cyplalren-2 transgenen
Ratten nach zweiwochiger Behandlung ein mittlerer arterieller Blutdruck von ca. 200 mmHg
nachgewiesen (Kantachuvesiri et al., 2001). Bereits einwdchige 13C-Behandlung fiihrte zu
schwersten kardialen Endorganschdden. Histologisch waren fibrinoide Nekrosen der
koronaren Arteriolen und Mikroinfarzierungen des Myokards nachweisbar. Die Ratten
zeigten starke allgemeine Krankheitszeichen wie Gewichtsverlust und Polyurie im Sinne einer

malignen arteriellen Hypertonie (Kantachuvesiri et al., 2001).

Aus den Ergebnissen der Dosis-Wirkungs-Studie (Peters et al., 2008) geht hervor, dass 13C-
Konzentrationen, die groBer als 0,125 % sind, zu einem signifikanten Gewichtsverlust bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten fiithren. In der vorliegenden Arbeit zeigten Cyplalren-2
transgene Ratten nach zweiwochiger 13C-Behandlung (0,167 % 13C [w / w]) einen
Gewichtsverlust von 15 % gegeniiber ihrem Ausgangsgewicht. Andere starke allgemeine
Kranksheitszeichen wurden nicht beobachtet. Moglicherweise fiihrt der steilere Anstieg der
Plasma-Prorenin-, der -Aldosteron- Konzentration, des arteriellen Blutdrucks oder eine
Kombination dieser Effekte bei hoherer I13C-Konzentration zu einem schlechten Gedeihen der
Cyplalren-2 transgenen Ratten. Diese Schlussfolgerung wird dadurch unterstiitzt, dass
zweiwOchige und zwolfwochige I3C-Gabe in dieser Studie keinen signifikanten Einfluss auf
die Plasma-Prorenin-, -Aldosteron-, -Renin-Konzentration, Korpergewichtsverlauf und
Gedeihen bei transgen-freien Fischer-Ratten hatte. In Einklang mit der Datenlage der Dosis-
Wirkungs-Studie (Peters et al., 2008) zeigte eine zwolfwochige [3C-Behandlung in der
niedrigeren Konzentration (0,125 % I3C [w / w]) keinen Einfluss auf das Korpergewicht
Cyplalren-2 transgener Ratten. Bei niedriger I3C-Konzentration (0,125 % I3C [w/ w])
zeichnet sich in der vorliegenden Arbeit bei Cyplalren-2 transgenen Ratten ein gutes
Gedeihen ohne Nachweis starker allgemeiner Krankheitszeichen ab. Peters et al. (2008)

. . + + . .
konnten nachweisen, dass die Plasma-Na - und -K"-Konzentrationen sowie der
9
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Héamatokritwert nach zwolfwochiger 13C-Gabe (0,125 % I13C [w / w]) bei Cyplalren-2
transgenen Ratten nicht von den Werten der Kontrollgruppen abwichen. Dies impliziert, dass
die Volumen- und Elektrolyt-Homdoostase der Tiere bei niedriger I13C-Konzentration nicht
gestort wird. Insofern zeigen Cyplalren-2 transgene Ratten, welche mit niedriger 13C-
Konzentration (< 0,125 % I3C) behandelt werden, eine nicht-maligne, chronische

Verlaufsform der arteriellen Hypertonie bei gutem Gedeihen.

4.2 Niedrige Indol-3-Carbinol-Konzentration — hohes Prorenin,

supprimiertes Renin und Hyperaldosteronismus

4.2.1 Stark erhohtes Prorenin bei Cyplalren-2 Ratten

Mehrere Studien konnten die I3C-konzentrationsabhéngige Steigerung der Plasma-
Prorenin-Konzentration bei Cyplalren-2 Ratten nach 13C-Gabe zeigen (Kantachuvesiri et al.,
2001, Peters et al., 2008). Nach zweiwdchiger I3C-Gabe (0,167 % I3C [w / w]) stieg in dieser
Arbeit die Plasma-Prorenin-Konzentration bei Cyplalren-2 transgenen Ratten auf etwa das
70-fache des Ausgangswertes. Die Plasma-Prorenin-Konzentration war signifikant gegeniiber
unbehandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten und gegeniiber dem Ausgangswert erhoht.
Nach I3C-Gabe in geringerer Konzentration (0,125 % I3C [w / w]) wurde ebenfalls eine
signifikante Erhohung der Plasma-Prorenin-Konzentration bei Cyplalren-2 transgenen
Ratten beobachtet, welche nach achtwochiger 13C-Gabe sogar das 260-fache des
Ausgangswertes betrug. Die Plasma-Prorenin-Konzentration blieb bis zum Ende der
zwolfwochigen [3C-Behandlung signifikant gegeniiber unbehandelten Cyplalren-2

transgenen Ratten und dem Ausgangswert erhoht.

Bei niedrigerer I3C-Konzentration zeigte sich ein langsamerer Anstieg der Plasma-
Prorenin-Konzentration als bei zweiwochiger I3C-Gabe in der hoheren Konzentration. Die
I3C-Konzentration im Tierfutter bei Cyplalren-2 trangenen Ratten korreliert positiv mit dem
Grad des Anstieges der Plasma-Prorenin-Konzentration. Im Vergleich dazu lag die Plasma-
Prorenin-Konzentration nach zweiwochiger 13C-Gabe in hoher Konzentration (0,3 % I3C [w /
w]) (Kantachuvesiri et al., 2001) ca. 5-fach hoher als nach zweiwdchiger I3C-Gabe (0,167 %
I3C [w/ w]) und ca. 2,5-fach hoher als nach zwolfwochiger [3C-Gabe (0,125 % I3C [w/ w])

in dieser Arbeit.
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4.2.2 Supprimiertes Renin bei Cyplalren-2 Ratten

Wihrend die zweiwochige 13C-Behandlung (0,167 %) keinen signifikanten Einfluss auf die
Plasma-Renin-Konzentration bei Cyplalren-2 transgenen Ratten hatte, war im Gegensatz
hierzu das aktive Renin nach vierwdchiger I3C-Behandlung (0,125 %) bei Cyplalren-2
transgenen Ratten signifikant auf ca. 25 % des Ausgangswertes erniedrigt und blieb wahrend
der restlichen acht Wochen des Experiments auf diesem niedrigen Niveau. Es konnte noch
nicht hinreichend geklért werden, welche Mechanismen diesem Effekt zugrunde liegen.
Peters et al. (2008) zeigten bereits, dass eine [3C-Behandlung (0,125 %) zur Suppression der
Plasma-Renin-Konzentration bei Cyplalren-2 transgenen Ratten fiihrt. Bei [3C-Gabe in
hohen Konzentrationen (0,3 % I3C [w / w]) wurde hingegen ein Anstieg des aktiven Renins

beobachtet (Kantachuvesiri et al., 2001, Peters et al., 2002).

Moglicherweise ist dieser Effekt durch die hohere Plasma-Prorenin-Konzentration bei hoher
I3C-Gabe (0,3 %) bedingt. Kantachuvesiri et al. (2001) zeigten, dass einmalige 13C-Gabe bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten zu einer 20-fach erhdhten Plasma-Prorenin-Konzentration
fiihrte ohne dabei die Plasma-Renin-, -ANG-I- und -ANG-II-Konzentration zu beeinflussen.
Der Renin-Gehalt des Herzens und der Leber war allerdings signifikant erhdht. Bei
kontinuierlicher zweiwdchiger I3C-Gabe in hoher Konzentration (0,3% I3C [w / w]) stieg das
aktive Renin erst nach Prorenin im Plasma an. Die Arbeitsgruppe folgerte, dass Prorenin vom
Gewebe aufgenommen wird und dort proteolytisch zu Renin aktiviert wird (Kantachuvesiri et
al., 2001). Danach erfolgt wiederum die Sekretion in den Blutkreislauf. Es ist denkbar, dass
bei niedrigen I13C-Konzentrationen der erreichte Anstieg der Plasma-Prorenin-Konzentration,
welcher durch die Sekretion des transgenen Méuse-ren-2-Prorenins bedingt ist, nicht ausreicht
um die Konzentration des aktiven Renins zu beeinflussen. Dabei ist jedoch der Anstieg des
arteriellen Blutdrucks hoch genug, um durch einen negativen Feedbackmechanismus die
endogene Renin-Sekretion zu unterdriicken. Die Suppression der Renin-Sekretion durch

erhohte Blutdruckwerte ist ein bekanntes Phanomen (Peters, 2008).

Andererseits kann die fiir die Blutentnahme erforderliche Ether-Narkose die Plasma-
Renin-Konzentration beeinflusst haben. Es ist gezeigt worden, dass Ether die Renin-
Freisetzung aus dem juxtaglomeruldren Apparat und die Aldosteron-Sekretion aus der
Nebenniererinde stimulieren kann (Peters et al., 1996). Da bei I3C-behandelten Cyplalren-2

transgenen Ratten der Renin-mRNA-Gehalt der Niere durch den erh6hten arteriellen
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Blutdruck supprimiert ist und somit weniger Renin in den Blutkreislauf sezerniert werden
kann, ist es denkbar, dass unter Ether-Narkose die relative Suppression des aktiven Renins
starker ausfillt. Allerdings spielt in diesem Modell die endogene Renin-Sekretion eine
untergeordnete Rolle. Durch Einsatz eines spezifischen Antikorpers, welcher gegen Miuse-
ren-2-Renin gerichtet ist, wurde nachgewiesen, dass bei I3C-behandelten Cyplalren-2
transgenen Ratten der grofBte Anteil des Plasma-Renins transgenen Ursprungs ist (Peters et al.,

2002).

4.2.3 Hyperaldosteronismus bei Cyplalren-2 Ratten

Wie auch in der experimentellen Arbeit von Peters et al. (2008) fiihrte die I3C-Gabe bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten zur Erh6hung der Plasma-Aldosteron-Konzentration in der
vorliegenden Arbeit. Bei I3C-behandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten stieg die Plasma-
Aldosteron-Konzentration von ca. 200 signifikant auf ca. 920 pg / ml am Ende der
zweiwOchigen Behandlung an (0,167 % I3C). Die zwolfwochige I3C-Behandlung (0,125 %)
fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Zunahme der Plasma-Aldosteron-Konzentration bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten. Die Plasma-Aldosteron-Konzentration stieg von ca. 160 auf
bis zu ca. 640 pg / ml. Die Plasma-Aldosteron-Konzentration blieb bis zum Ende der
zwolfwochigen I3C-Behandlung signifikant gegeniiber unbehandelten Cyplalren-2
transgenen Ratten sowie gegeniiber dem Ausgangswert erhoht. In Analogie zum Verlauf der
Plasma-Prorenin-Konzentration zeigte sich bei zwolfwochiger 3C-Gabe in einer niedrigeren
Konzentration (0,125 %) ein langsamerer Anstieg der Plasma-Aldosteron-Konzentration als
bei zweiwdchiger I3C-Gabe in der hoheren Konzentration (0,167 %). Die 13C-Konzentration
im Tierfutter bei Cyplalren-2 transgenen Ratten korreliert demzufolge positiv mit dem Grad

des Anstieges der Plasma-Aldosteron-Konzentration.

Ungeklért ist weiterhin der Pathomechanismus hinter der signifikant erh6hten Plasma-
Aldosteron-Konzentration bei I3C-behandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten. Mdoglich ist
auch hier eine Rolle des PRR. Zirkulierendes Prorenin wird eventuell von der
Nebennierenrinde aufgenommen und fiihrt iiber eine Bindung an den PRR zur lokalen
enzymatischen Umwandlung von Angiotensinogen zu ANG 1. Durch lokales ACE entsteht
aus ANG I in einer weiteren enzymatischen Umwandlung ANG II, woraufhin die Aldosteron-
Synthese stimuliert wird und die vermehrte Freisetzung des Mineralokortikoids stattfindet.

Diese Aussage wird von Kantaschuvesiri et al. (2001) unterstiitzt, die neben einer erhdhten
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Plasma-Aldosteron-Konzentration auch einen erhohten Aldosteronsynthase-mRNA-Gehalt
der Nebennierenrinde bei I3C-behandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten nachweisen
konnten. Als weiterere Mechanismen konnen intrazelluldre Signalpfade diskutiert werden, die

durch Bindung des Prorenins an den PRR aktiviert werden (Nguyen und Danser, 2008).

4.3 Kardiale Endorganschiden und die Rolle des Prorenins

Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in Kontrast zu aktuellen Hypothesen beziiglich der
Rolle des Prorenins bei der Entstehung kardialer Endorganschéden. Ichihara et al. (2006)
zeigten, dass Prorenin via PRR-Aktivierung bei SHRSP zu schwerer kardialer Fibrose fiihrt.
Im Alter von zwolf Wochen hatten SHRSP einen mittleren arteriellen Blutdruck von {iber 200
mmHg. Die kardiale Col3-Expression war gegeniiber Kontrolltieren signifikant erhdht. Eine
Blockade des PRR durch HRP konnte die kardiale Fibrose deutlich reduzieren. Unter HRP-
Gabe sank der kardiale Col3-mRNA-Gehalt auf mit Kontrollgruppen vergleichbare Werte ab.
Da der kardiale PRR-mRNA-Gehalt nach zwolf Wochen auf das Niveau der
Vergleichsgruppe abfiel, wurde eine frithe Rolle des Prorenins und dessen Rezeptor bei der

Entwicklung einer Herzfibrose diskutiert.

Die vorliegende Arbeit kann diese pathophysiologische wichtige Rolle des Prorenins nicht
unterstiitzen. Eine histologisch nachweisbare Fibrose lag selbst bei stark erhdhten Plasma-
Prorenin-Konzentrationen (ca. 260-fach erh6ht gegeniiber Vergleichsgruppe) nicht vor. Der
sehr hohe arterielle Blutdruck bei SHRSP lag zudem ca. 60 mmHg iiber dem bei Cyplalren-2
transgenen Ratten erreichten arteriellen Blutdruck (Peters et al., 2008). Weiterhin war das
Plasma-RAS bei SHRSP aktiviert (Ichihara et al., 2006) im Gegensatz zu den Befunden bei
I3C-behandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten, die ein supprimiertes aktives Renin
aufwiesen. Auch lag die Plasma-Prorenin-Konzentration bei I3C-behandelten Cyplalren-2

Ratten um den Faktor 200 hoher als bei SHRSP.

SHR entwickelten unter hoher Kochsalz-Zufuhr eine kardiale Fibrose, welche durch HRP-
Gabe verhindert werden konnte. Dieser Effekt konnte fiir eine normale Kochsalz-Zufuhr nicht
nachgewiesen werden (Susic et al., 2008). Desweiteren konnten in einem Modell der
renovaskuldren Hypertonie (Goldblatt-Hypertonie) durch HRP-Gabe renale Endoganschédden
nicht verhindert werden (Muller et al., 2008). Susic et al. (2008) folgerten, dass Prorenin erst

bei hohergradiger arterieller Hypertonie zum kausalen Faktor bei der Entstehung kardialer
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Endorganschdden wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Hypothese indem
gezeigt wurde, dass hohe Plasma-Prorenin-Konzentrationen zu keinen signifikanten kardialen
Endorganschiden bei Cyplalren-2 transgenen Ratten flihrten. Trotz stark erhohter Plasma-
Prorenin-Konzentrationen iiber acht Wochen bei moderater arterieller Hypertonie wurde keine
kardiale Fibrose oder Inflammation beobachtet. Die Dosis-Wirkungs-Studie zeigte (Peters et
al., 2008), dass nach sechswdochiger I3C-Behandlung (0,125 % I3C [w / w]) von einem
mittleren arteriellen Blutdruck von ca. 170 mmHg ausgegangen werden kann. Einwdchige
[3C-Behandlung in hoher Konzentration (0,3 % I3C [w/w]) fithrte bei Cyplalren-2 Ratten zu
schwersten kardialen Endorganschdden. Unterscheidungsmerkmale sind der hohere arterielle
Blutdruck (ca. 200 mmHg), das erhohte aktive Renin (s. 4.2.2) und das nochmals 5-fach

hohere Plasma-Prorenin (Kantachuvesiri et al., 2001).

Aktuell werden direkte, lokale Wirkungen des Prorenins erforscht. Man geht davon aus,
dass an den PRR gebundenes Prorenin einerseits die lokale Angiotensin-Entstehung
ermdglicht und andererseits via aktivierter Signalpfade Endorganschéden vermitteln kann
(Nguyen et al., 2008). Eine mdgliche Erklarung fiir das Fehlen kardialer Fibrose in der
vorliegenden Arbeit ist, dass zirkulierendes Prorenin nicht vom Herzen aufgenommen worden
ist. Peters et al. (2002) konnten allerdings zeigen, dass Prorenin u.a. vom Herzen
aufgenommen werden kann. Dies resultiert in einer lokal erhohten Renin-Aktivitit und in
einem erhohten kardialen Angiotensin-Gehalt. Weitere Erklarungen flir das Fehlen kardialer
Endorganschédden in dieser Arbeit konnen sein, dass einerseits Mause-ren-2-Prorenin nicht
den PRR bei Cyplalren-2 transgenen Ratten stimulieren kann und andererseits eine
downregulation des kardialen PRR stattfindet. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Mause-
ren-2-Prorenin in einem dhnlichen Malle wie Ratten-Prorenin zu einer ERK-Aktivierung
fiihrt (Peters et al., 2009). Die ERK-Aktivierung und Steigerung des TGF-B1-Gehaltes durch
Prorenin in glatten GefaBmuskelzellen ist ein bekanntes Phinomen (Nguyen und Danser,
2008). Desweiteren haben Peters et al. (2009) nachgewiesen, dass es bei [3C-behandelten
Cyplalren-2 transgenen Ratten nicht zu einer Erniedrigung des kardialen PRR-mRNA-

Gehaltes kommt.
Obwohl in der vorliegenden Arbeit keine Anzeichen einer kardialen Fibrose oder

perivaskuldren Inflammation bei I3C-behandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten

nachweisbar waren, trat bei diesen Tieren eine moderate kardiale Hypertrophie auf.
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Nach zweiwdchiger I3C-Behandlung (0,167 %) lag bei Cyplalren-2 transgenen Ratten das
relative Herzgewicht 14 % hoher als bei unbehandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten.
Nach zwolfwochiger 13C-Behandlung bei Cyplalren-2 transgenen Ratten war das relative
Herzgewicht sogar um 22 % gegeniiber unbehandelten Cyplalren-2 transgenen Ratten
erhoht. Ob dieser trophische Effekt durch PRR-Aktivierung oder allein durch die arterielle
Hypertonie bedingt ist, kann durch diese Arbeit nicht gekldrt werden. Experimentelle Befunde
von anderen hypertensiven Tierstimmen, welche mit Cyplalren-2 transgenen Ratten
vergleichbare Blutdruckwerte haben, zeigten einen dhnlichen Grad der kardialen
Hypertrophie (Cerutti et al., 2006). Dies spricht dafiir, dass die kardiale Hypertrophie am

ehesten durch die arterielle Hypertonie erklart werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind Hinweise dafiir, dass eine erhohte Plasma-
Prorenin-Konzentration keine Schliisselrolle bei der Entstehung friiher kardialer
Endorganschiden besitzt. Vielmehr scheinen weitere Faktoren (aktiviertes Plasma-RAS, hohe
Kochsalz-Zufuhr, arterielle Hypertonie) in synergistischer Weise die kardiale Fibrose zu

fordern.

4.4 Kardiale Endorganschiden und die Rolle des Aldosterons

Einige experimentelle Befunde sprechen dafiir, dass Aldosteron eine aktive Rolle bei der
Pathogenese kardialer Endorganschiden spielt. Exogene Aldosteron-Zufuhr mit einer hohen
Kochsalz-Zufuhr fiihrt zu einem profibrotischen und proinflammatorischen Phinotyp am
Rattenherzen (Endemann et al., 2004). Bei Ratten, die dhnlich hohe Plasma-Aldosteron-
Konzentrationen und Blutdruckwerte aufwiesen wie 13C-behandelte Cyplalren-2 transgene
Ratten in der vorliegenden Studie, wurden kardiales Remodeling, linksventrikuldre Fibrose

und inflammatorische Infiltrate nachgewiesen (Rocha et al., 2000, Fiebeler et al., 2005).

Trotz Hyperaldosteronismus fanden Wang et al. (2004) bei Mausen, die unter normaler
Kochsalz-Zufuhr gehalten wurden, keinen Anhalt fiir kardiales Remodeling sowie fiir
inflammatorische Vorgénge am linken Ventrikel. Mogliche Erkldrungen fiir das Fehlen eines
histologischen Nachweises kardialer Fibrose und Inflammation in dieser Arbeit konnen bei
anderen experimentellen Tiermodellen gefunden werden. In einer Studie erhielten die
Versuchstiere hohe Kochsalzmengen (Brilla und Weber, 1992) und in einer weiteren Studie

zeigten sich hohe Plasma-ANG-II-Konzentrationen (Rocha et al., 2000). I3C-behandelte
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Cyplalren-2 transgene Ratten erhielten in der vorliegenden Arbeit Standardfutter und das
aktive Plasma-Renin war bei zweiwdchiger Behandlung unbeeinflusst. Im Verlauf des 12-
Wochen-Experiments zeigte sich sogar eine signifikante Abnahme des aktiven Plasma-Renins
auf ca. 25% des Ausgangswertes, die als Suppression des Plasma-RAS gedeutet werden kann.
Histologisch konnte in beiden Experimenten weder eine kardiale Fibrose noch eine
Inflammation des linken Ventrikels nachgewiesen werden. Im Einklang mit weiteren
experimentellen Befunden (Brilla und Weber, 1992, Sato und Saruta, 2004) lassen diese
Ergebnisse somit den Schluss zu, dass erhohte Plasma-Aldosteron-Konzentrationen bei

gleichzeitigem Fehlen weiterer Faktoren nicht zu frithen kardialen Endorganschiden fiihren.

4.5 Kardialer mRNA-Gehalt der Zielgene bei Cyplalren-2 Ratten

4.5.1 Kardiales TGF-31

Die Schliisselrolle des Zytokins TGF-81 bei der Entwicklung einer Herzfibrose ist bekannt
(Khan und Sheppard, 2006). In beiden Experimenten der vorliegenden Arbeit fehlten
histologische Anzeichen einer interstitiellen oder perivaskuldren Fibrose. Der Fibrose-Marker
TGF-B1 war zwar bei zweiwochiger I3C-Gabe bei Cyplalren-2 transgenen Ratten erhoht,
jedoch war dieser Effekt nicht statistisch signifikant. Zwolfwochige [3C-Behandlung bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten fiihrte hingegen zu einer statistisch signifikanten Zunahme

des kardialen TGF-B1-mRNA-Gehaltes.

Hohe Plasma-Aldosteron-Konzentrationen fiihren nicht in jedem Fall zur Erh6hung des
kardialen TGF-B1-mRNA-Gehaltes (Rocha et al., 2002). An Mesangiumzellen wurde ein
Zusammenhang zwischen erhohter Plasma-Prorenin-Konzentrationen und einer Zunahme des
TGF-B1-mRNA-Gehaltes gezeigt (Huang et al., 2007). Der vergleichsweise spéte Anstieg der
TGF-B1-mRNA-Expression konnte ein Indiz dafiir sein, dass sich bei Cyplalren-2

transgenen Ratten bei mehr als zwolfwdchiger I13C-Gabe eine Herzfibrose entwickelt.

4.5.2 Kardiales Col3

Eine positive Korrelation zwischen Plasma-Aldosteron-Konzentrationen und dem kardialen
Kollagen-Gehalt ist bekannt (Brown, 2005). Es bestehen allerdings Hinweise, dass Aldosteron
erst bei hoher Na'-Zufuhr profibrotisch wirkt (Wang et al., 2004). Eine hohe Prorenin-
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Plasma-Konzentration wird auch mit einem erhdhten Col3-mRNA-Gehalt in Verbindung
gebracht (Huang et al., 2007). Zweiwochige 13C-Gabe fiihrte zwar zu einem signifikanten
Anstieg des kardialen Col3-mRNA-Gehalts bei Cyplalren-2 transgenen Ratten. Dieser Effekt
konnte nach zwolfwochiger I3C-Gabe jedoch nicht bestitigt werden. Da bei diesen Tieren
histologisch keine kardiale Fibrose nachgewiesen wurde, ist der Grund fiir die Erh6hung des
kardialen Col3-mRNA-Gehalts im Kurzzeitexperiment unklar. Denkbar ist, dass durch
posttranskriptionelle oder translatorische Regulation die Expression des Col3 verhindert

wurde.

Ferner ist in Betracht zu ziehen, dass ein erhohter kardialer Col3-mRNA-Gehalt nicht in
jedem Fall mit der Entwicklung einer myokardialen Fibrose einhergehen muss. Eine
myokardiale Fibrose wird als unverhiltnismaBig starker Zuwachs der extrazelluliren Matrix
im Verhéltnis zu den zelluldren Bestandteilen definiert. Col3 ist am interstitiellen Zytoskelett
beteiligt und auf den muskuldren Zelloberflichen verankert (Welsch, 2003). Eine kardio-
myozytire Hypertrophie, die nach zwdlfwdchiger I3C-Behandlung bei Cyplalren-2
transgenen Ratten beobachtet wurde, erfordert auch einen Zuwachs an kollagener Einbettung.
Also muss dieser friihe Anstieg des kardialen Col3-mRNA-Gehaltes nicht zwangslaufig als

Hinweis auf die Entwicklung einer myokardialen Fibrose gesehen werden.

4.5.3 Kardiales ET1

Via ETa-Rezeptoren vermittelt das vasoaktive Peptid ET1 trophische Effekte an
Kardiomyozyten und steigert die Kollagensekretion der Fibroblasten (Ito et al., 1994). ET1
induziert muskelspezifische Gene (Leichtketten-Myosin, a-Aktin, Troponin I) und
Protoonkogene (c-fos). Auf diese Weise kann ET1 eine kardiomyozytiare Hypertrophie
hervorrufen (Ito et al., 1991). Nach zweiwdchiger I3C-Gabe war bei Cyplalren-2 transgenen
Ratten der kardiale ET1-mRNA-Gehalt erhoht. Der Anstieg erreichte allerdings keine
statistische Signifikanz. Nach zwolfwochiger I3C-Gabe hingegen war in dieser Gruppe ein

statistisch signifikanter Anstieg des kardialen ET1-mRNA-Gehalts nachweisbar.
Aufgrund experimenteller Befunde nimmt man an, dass kardiales ET1 eher bei der frithen

Entwicklung eines hypertrophen Phanotyps eine Rolle spielt (Fareh et al., 1996). Der kardiale
ET1-mRNA-Gehalt steigt allerdings erst nach zwolfwochiger I3C-Behandlung signifikant an.
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Unter I3C-Gabe in niedriger Konzentration entwickeln Cyplalren-2 transgene Ratten

vergleichsweise spit einen hypertrophen Phéanotyp.

4.5.4 Kardiales gp91phox

Die vermehrte kardiale ROS-Entstehung bei arterieller Hypertonie ist ein bekanntes
Phidnomen. Die NADPH-Oxidase und die katalytische Untereinheit gp91phox sind im
Organismus wesentlich an der Enstehung der ROS beteiligt (Lassegue und Griendling, 2004).
Es wird angenommen, dass ROS intrazelluldre Signalpfade beeinflussen konnen. Der
nukledre Transkriptionsfaktor NF-xB, der proinflammatorische und profibrotische Gene
reguliert, wird beispielsweise durch ROS aktiviert (Li und Karin, 1999, Hayashi et al., 2008,
Kin et al., 2008). Antioxidantien konnen die Entwicklung sowohl einer Herzfibrose als auch
eines hypertrophischen Phénotyps verhindern (Rey et al., 2001, Bendall et al., 2002, Sun et
al., 2002).

In dieser Arbeit fiihrte zweiwochige und zwolfwochige 13C-Gabe bei Cyplalren-2
transgenen Ratten zu einer statistisch signifikanten Zunahme des kardialen gp91phox-mRNA-
Gehalts. Ob allerdings eine vermehrte ROS-Bildung vorlag, kann nicht aus der mRNA-
Quantifizierung entnommen werden. Auch hier kann die mRNA einer posttranskriptionellen
und translatorischen Regulation unterliegen. Dies bietet einen Ansatz fiir weitere
Untersuchungen an Cyplalren-2 transgenen Ratten. So konnte die ROS-Bildung in

zukiinftigen Experimenten néher untersucht werden.

4.5.5 Kardiales ICAM1

In Tierexperimenten fiihrte die Infusion von Aldosteron zur Entwicklung eines
proinflammatorischen Phanotyps (Rocha et al., 2002). Dies ging mit einer perivaskuldren
Inflammation und der Expression chemotaktischer Molekiile (z.B. ICAM1) einher (Rocha et
al., 2002, Brown, 2005). ICAM1 vermittelt die Interaktion zwischen endothelialen
GefaBzellen und Leukozyten und ermoglicht auf diese Weise deren Migration ins Gewebe
(Rodrigues et al., 2008). Zunehmender oxidativer Stress kann das ICAM1-Expressionsniveau
anheben und erklért das Vorliegen inflammatorischer Vorginge an hypertensiv geschiadigten
Organen (Rodrigues et al., 2008). Am Rattenherzen ist die ICAM1-Expression auf das
GefaBBendothel beschrankt und unter physiologischen Bedingungen gering (Rocha et al.,
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2002). Im Kurzzeitexperiment gelang mittels real-time RT-PCR der ICAM1-Nachweis, doch
waren die Mengen so gering, dass eine Quantifizierung nicht moglich war. Die Griinde fiir die
erfolgreiche Quantifizierung im Langzeitexperiment sind unklar. Moglicherweise war das
hohere Alter der Tiere nach zwdolfwochiger Behandlung mit einer hoheren Grundaktivitdt der
ICAM1-mRNA-Transkription assoziiert. Schwierigkeiten bei der Bestimmung des kardialen
ICAM1-mRNA-Gehalts an einem Homogenisat des linken Ventrikels sind beschrieben
(Rocha et al., 2002). Maskierungseffekte der RNA von den vorherrschenden Zelltypen des
linken Ventrikels (Kardiomyozyten, Fibroblasten) sind bekannt. Am Herzen sind allein

Endothelzellen zur ICAM1-Expression befdahigt (Rocha et al., 2002).

Zwolfwochige 13C-Gabe fiihrte bei Cyplalren-2 transgenen Ratten zu einer statistisch
signifikanten Zunahme des kardialen ICAM1-mRNA-Gehalts. Moglicherweise kann dies als
Folge der hoheren Plasma-Aldosteron-Konzentration bei diesen Ratten gesehen werden
(Rocha et al., 2002). Auch der erhohte oxidative Stress, der durch den erhéhten gp91phox-
mRNA-Gehalt impliziert wird, konnte zum erhohten ICAM1-mRNA-Gehalt beigetragen
haben (Rodrigues et al., 2008).

Allerdings fehlen histologische Hinweise auf einen inflammatorischen Vorgang bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten nach zwolfwochiger 3C-Gabe. Auch hier ist analog zu den
iibrigen Markergenen eine transkriptionelle bzw. translatorische Regulation denkbar. Eine
weitere Erklarung fiir den signifikanten Anstiegs des kardialen ICAM1-mRNA-Gehalts ohne
histologisch nachweisbare Inflammation ist, dass sich ein proinflammatorischer Phanotyp erst

bei mehr als zwolfwochiger I3C-Gabe in niedriger Konzentration ausbildet.

4.6 Methodenkritik

4.6.1 Cyplalren-2 transgene Ratten als Tiermodell

Die meisten Tiermodelle in der Bluthochdruckforschung basieren entweder auf
chirurgischer bzw. pharmakologischer Manipulation oder auf der konstitutiven Expression
eines (Trans-)Gens. Dies birgt die Gefahr inflammatorischer Artefakte und unpraziser
Aussagen iiber die zeitliche Entwicklung hypertensiver Endorganschiden (Pinto et al., 1998).
Bei Cyplalren-2 transgenen Ratten normalisieren sich nach Einmalgabe bzw. nach Absetzen

von I3C sowohl die erhohten Plasma-Prorenin- und -Aldosteron-Konzentrationen als auch der
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arterielle Blutdruck innerhalb weniger Tage. Dieser kontrollierte, induzierbare Mechanismus
der Transgen-Expression ermoglicht somit Studien zur zeitlichen Entwicklung hypertensiver

Endorganschiden.

Der Fokus des wissenschaftlichen Interesses wird zunehmend auf Mediatoren kardialer,
hypertensiver Endorganschidden gerichtet, die teilweise unabhédngig von einer Erhdhung des
arteriellen Blutdrucks eine aktive Rolle bei der Pathogenese spielen (Pinto et al., 2000).
Nachteil des Cyplalren-2 Tiermodells ist, dass Prorenin, Aldosteron und der arterielle
Blutdruck gleichzeitig erhoht sind. Dies schriankt die Aussagekraft der Ergebnisse in dem
Tiermodell ein, da diese Faktoren fiir sich allein mit kardialen Endorganschiden assoziiert

sein konnen (Sadoshima et al., 1993, Fiebeler et al., 2005, Ichihara et al., 2006).

4.6.2 Indol-3-Carbinol — ein Antioxidans?

Die Befunde der vorliegenden Arbeit sprechen dafiir, dass eine gleichzeitige Erhohung der
Plasma-Prorenin- und -Aldosteron-Konzentration bei bis zu zwolfwochiger 13C-Behandlung
bei transgenen Cyplalren-2 Ratten nicht zu ausgepragten kardialen Endorganschéden fiihrt.
Mehrere Studien konnten weiterhin die Steigerung des arteriellen Blutdrucks bei telemetrisch
iiberwachten Cyplalren-2 Ratten nach [3C-Gabe zeigen (Kantachuvesiri et al., 2001, Peters
et al., 2008). Der Bluthochdruck bei diesen Tieren hitte allein durch die mechanische
Belastung kardiale Endorganschidden hervorrufen konnen. An kultivierten Kardiomyozyten
wurde gezeigt, dass mechanische Zugbelastung zu einer Synthese intrazelluldrer Angiotensine
fiihrt (Sadoshima et al., 1993). ANG II erhoht die TGF-B1-Expression und ruft auf diese
Weise eine kardiale Fibrose hervor (Lee et al., 1995, Campbell und Katwa, 1997). Eine
mogliche Erklarung fiir das Fehlen kardialer Endorganschidden in dieser Arbeit ist, dass 13C
protektive Eigenschaften besitzt. I3C zeigte unerwartete Effekte auf das Expressionsniveau
einzelner Markergene. Der kardiale gp91phox-mRNA-Gehalt nahm unter zweiwdchiger 13C-
Gabe bei Fischer-Ratten ab. Allerdings war dies nicht statistisch signifikant. Unter
zwolfwochiger [3C-Gabe nahm der kardiale gp91phox-mRNA-Gehalt bei Fischer-Ratten
statistisch signifikant ab. Auch der kardiale ET-1-mRNA-Gehalt nahm unter [3C-Gabe bei
Fischer-Ratten nach zwolfwochiger Behandlung signifikant ab. Diese Befunde legen nahe,

dass 13C das mRNA-Expressionsniveau auf transkriptioneller Ebene beeinflussen kann.
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Die beobachteten Wirkungen von 13C auf das Expressionsniveau einzelner Gene waren
zundchst tiberraschend. Der in Pflanzen der Cruciferae-Familie entdeckte Stoff I3C ist
Gegenstand der experimentellen Krebsforschung. Mittlerweile deuten zahlreiche
experimentelle Befunde darauf hin, dass 13C die Tumorgenese durch Modulation Karzinogen-
metabolisierender Enzyme verhindern kann (Anderton et al., 2004). Im niedrigen pH des
Magens wird I3C bei oraler Gabe zu einer Reihe von Kondensationsprodukten oligomerisiert
(Arnao et al., 1996). An Miusen konnte gezeigt werden, dass oral verabreichtes 13C und
dessen Kondensationsprodukte in verschiedenen Korpergeweben (unter anderem im Herzen)
nachweisbar sind. Allerdings lag die lokale I3C-Konzentration stets signifikant hoher als die

der Kondensationsprodukte (Anderton et al., 2004).

Der Mechanismus, wodurch I3C in der vorliegenden Arbeit den kardialen gp91phox- und
ET1-mRNA-Gehalt bei Fischer-Ratten verringerte, ist unbekannt. Experimentelle Befunde
deuten darauf hin, dass I3C antioxidative Wirkungen besitzt (Shertzer et al., 1988, Staack et
al., 1998). I3C ist in der Lage freie Radikale zu binden. Dies wird als ein chemoprotektiver

Mechanismus bei der Verhinderung der Tumorgenese gesehen (Arnao et al., 1996).

Ob I3C Sauerstoffradikale im Herzen abfangt und der dadurch verminderte oxidative Stress
das mRNA-Expressionsniveau vermindert, kann durch diese Arbeit nicht geklirt werden.
Interessant ist, dass I3C an einigen malignen sowie non-malignen Zell-Linien eine Inhibition
von NF-«B bewirkte (Takada et al., 2005). Bei der Vermittlung kardialer Endorganschiden
durch oxidativen Stress wird NF-«xB als moglicher Signaltransduktions-Mechanismus
diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass via NF-kB-Aktivierung profibrotische und
proinflammatorische Genprogramme aktiviert werden (Ferri et al., 2003). Die Verminderung
des kardialen ET1- und gp91phox-mRNA-Gehalts bei I3C-behandelten Fischer-Ratten deutet
darauf hin, dass antioxidative und protektive Wirkungen am Herzen durch I3C nicht
ausgeschlossen werden konnen. Moglicherweise ist bei Cyplalren-2 transgenen Ratten eine
Uberlagerung 13C-abhingiger Effekte eingetreten. Einerseits fiihrt die 13C-Gabe durch
Induktion des Transgens zur Prorenin-Sekretion in der Leber, Anhebung der Plasma-
Aldosteron-Konzentration und in der Folge zur Steigerung des arteriellen Blutdrucks. Mit der
damit verbundenen stirkeren mechanischen Belastung des Herzens ist der oxidative Stress im
Herzen erhoht. Andererseits reichert sich I3C im Herzen an und fiihrt {iber potentiell
antioxidative Effekte zu protektiven Wirkungen. Es erscheint moglich, dass 13C in den

vorliegenden Experimenten die Entwicklung einer kardialen Inflammation und Fibrose
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verzogert hat. Gegen diese Hypothese spricht allerdings, dass bei hoher 13C-Gabe (0,3 % 13C
[w/ w]) Cyplalren-2 trangene Ratten bereits nach einwochiger Behandlung schwerste
kardiale Endorganschidden zeigen (Kantachuvesiri et al., 2001). In der zweiten Woche der
I3C-Behandlung (0,3 % I3C [w / w]) waren organisierte Mikroinfarzierungen,
inflammatorische Infiltrate und eine Fibroblasten-Proliferation nachweisbar (Kantachuvesiri

et al., 2001). Diese Beobachtungen stellen protektive Wirkungen von I3C in Frage.

4.6.3 Interpretation der real-time RT-PCR Ergebnisse

Die real-time RT-PCR stellt ein Verfahren mit hoher Spezifitit und Sensitivitét dar.
Allerdings kann unkritischer Umgang mit diesem Verfahren zu Fehlern bei der Interpretation
der erhobenen Daten fithren (Nolan et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde fiir jeden
PCR-Lauf eine so genannte Wasserprobe und —RT-Probe mitgefiihrt (s. 2.2.3.6). Fiir die
parallelen Ansitze dieser Qualitdtskontrollen konnte keine Amplifikation nachgewiesen
werden. Dies spricht einerseits gegen eine unspezifische Amplifikation des eingesetzten
Primer / Sonden-Premix und andererseits gegen eine Verunreinigung der eingesetzten RNA.
Bevor die Gesamt-RNA fiir die PCR-Léufe in cDNA transkribiert wurde, wurde UV-spektral-
photometrisch und mithilfe der RNA-Gelelektrophorese die Reinheit und Intaktheit der
Gesamt-RNA festgestellt (s. 2.2.3.2 - 3). Nach Durchfiihrung der real-time RT-PCR wurden
alle PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt. Die Amplifikationsprodukte lagen im
erwarteten ZielgroBenbereich. Dies spricht flir eine sequenzspezifische Amplifikation.

Um Ungenauigkeiten beim Pipettieren der PCR-Léaufe auszugleichen wurde eine relative
Quantitidsbestimmung vorgenommen, bei welcher die Expression des Ziel-Gens als Quotient
relativ zur Expression eines so genannten Housekeeping-Gens angegeben wurde. In der
vorliegenden Arbeit wurde PBGD als Housekeeping-Gen verwendet. In 23 verschiedenen
Zellhomogenisaten der Ratte (u.a. Kardiomyozyten) konnte gezeigt werden, dass die mRNA-

Expression von PBGD konstant ist (Fink et al., 1999).

Bei der Interpretation der mRNA-Quantifizierung muss bedacht werden, dass der kardiale
mRNA-Gehalt lediglich die transkriptionelle Aktivitidt bestimmter Zielgene zum Zeitpunkt
des jeweiligen Versuchsendes abbildet. Die posttranskriptionelle und translatorische
Regulation werden nicht widergespiegelt. In diesem Sinne fordern Nolan et al. (2006), dass

eine mRNA-Quantifizierung nur unter Berilicksichtigung weiterer Daten interpretiert werden
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kann. In der vorliegenden Arbeit wird der kardiale mRNA-Gehalt der Zielgene mit den

Ergebnissen der Histologie verglichen.

Zur Interpretation der beobachteten Wirkungen von I3C auf das Expressionsniveau
einzelner Gene sind weitere Experimente notwendig. So bediirfen die potentiell antioxidativen
Eigenschaften von I3C einer genaueren Betrachtung, da durch die mRNA-Quantifizierung

die posttranskriptionelle und translatorische Regulation nicht widergespiegelt wird.
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4.7 Schlussfolgerungen

Die wesentlichen Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen dieser Arbeit sind nachfolgend

zusammengefasst:

Eine Behandlung mit niedriger [3C-Konzentration (0,125 % I3C [w / w]) bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten fiihrt zu einer nicht-malignen Verlaufsform der

chronisch arteriellen Hypertonie bei gutem Gedeihen.

Ein méBiger Hyperaldosteronismus und eine bis zu 260-fach erhohte Plasma-Prorenin-
Konzentration erzeugen bei Cyplalren-2 transgenen Ratten keine fibrotischen und
inflammatorischen Phinotypen. Diese Befunde sprechen gegen eine wesentliche Rolle

von Prorenin bei der Pathogenese friither kardialer Endorganschiaden.

Zweiwochige 13C-Behandlung fiihrt zu keinen linksventrikuldren Verdnderungen bei
Cyplalren-2 transgenen Ratten. Nach zwdlfwdchiger [3C-Behandlung ist lediglich
eine kardiomyozytire Hypertrophie bei fehlender linksventrikuldrer Fibrose und
Inflammation feststellbar. Ein erhohter kardialer mRNA-Gehalt der Marker fiir
Fibrose (TGF-B1), Hypertrophie (ET-1), oxidativen Stress (gp91phox) und
Entziindung (ICAM1) nach zwolfwochiger I3C-Gabe ist moglicherweise ein Hinweis

fiir eine spétere Entwicklung kardialer Endorganschéden.

Zwolfwochige 13C-Gabe bei Fischer-Ratten fiihrte zu einer signifikanten Abnahme
des kardialen gp91phox- und ET1-mRNA-Gehalts. Antioxidative Effekte sind bei I3C
bekannt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass I13C durch direkte oder indirekte
Interaktion protektive Wirkungen am Herzen entfaltet. Dies ist ein moglicher Grund

fiir das Fehlen friiher kardialer Endorganschiden in der vorliegenden Studie.
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4.8 Ausblick

Die pathophysiologischen Mechanismen, die sich hinter kardialen, hypertensiven
Endorganschidden verbergen, sind nicht restlos gekldrt. Transgene Tiermodelle liefern Ansétze
zur Erklarung des étiologischen Geschehens - so auch das transgene Cyplalren-2 Tiermodell.
Die Voraussetzung fiir die Entwicklung verbesserter Therapiestrategien ist ein gutes
Verstidndnis molekularbiologischer und pathophysiologischer Zusammenhénge. Der Fokus
des wissenschaftlichen Interesses wird zunehmend auf Mediatoren kardialer, hypertensiver
Endorganschédden gerichtet, die teilweise unabhédngig von einer Erhohung des arteriellen
Blutdrucks eine aktive Rolle bei der Pathogenese spielen. Experimentelle Befunde sprechen
dafiir, dass unter anderem Aldosteron und Prorenin eine funktionelle Bedeutung in diesem
Prozess haben. Zwar bestehen hypertensive Tierstimme mit induzierbarer Transgen-
Expression, allerdings war die Titration des arteriellen Blutdrucks und die Erzeugung
verschiedener hypertensiver Phidnotypen innerhalb eines Tiermodells bisher nicht moglich
(Lutucuta et al., 2004, Bo et al., 2005). Beim transgenen Cyplalren-2 Tiermodell fiihrt ein
induzierbarer Mechanismus der Transgenexpression von Prorenin zu einer titrierbaren
Erhohung des arteriellen Blutdrucks. In der Folge tritt eine erhohte Plasma-Aldosteron-
Konzentration bei erniedrigter Plasma-Renin-Konzentration auf. Dies lasst Cyplalren-2

transgene Ratten als interessantes Hypertoniemodell erscheinen.

Weiterhin nicht vollkommen geklért ist der Pathomechanismus der arteriellen Hypertonie
bei Cyplalren-2 transgenen Ratten (Peters et al., 2008). Dem neulich identifizierten PRR
(Nguyen et al., 2002) kdnnte eine dtiologische Bedeutung zukommen. Die Uberexpression
des PRR in der glatten GefaBmuskulatur fiihrte bei transgenen Ratten zu erh6hten
Blutdruckwerten (Burckle et al., 2006). Bei einem anderen transgenen Modell, bei dem
Ratten-Prorenin konstitutiv von der Leber sezerniert wird, trat bei einer 580-fach erhohten
Plasma-Prorenin-Konzentration gegeniiber Kontrolltieren kein signifikanter Blutdruckanstieg
auf (Veniant et al., 1996). Deswegen besteht ein Bedarf dieses Modell weitgehender zu

charakterisieren:

= Bei [3C-Gabe in hoher Konzentration (0,3 % [w / w]) werden bei Cyplalren-2
transgenen Ratten schwere kardiale Endorganschidden beobachtet. Der Nutzen einer
PRR-Inhibition konnte bei malignem Verlauf der arteriellen Hypertonie untersucht

werden.
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= Moglicherweise entwickeln Cyplalren-2 transgene Ratten bei I3C-Gabe in niedriger
Konzentration eine kardiale Fibrose oder Inflammation iiber einen deutlich ldngeren
Zeitraum als zwOlf Wochen. In diesem Fall konnten dann protektive Eigenschaften

einer PRR-Blockade untersucht werden.

= Die potentiell antioxidativen Eigenschaften von I3C bediirfen einer genaueren
Betrachtung. Einerseits konnte bei Cyplalren-2 und Fischer-Ratten unter I3C-Gabe
die gewebespezifische ROS-Produktion gemessen werden. ANG-II-infundierte Ratten
zeigen schwere kardiale Endorganschéden. Ein protektiver Effekt von oralem I3C

konnte hier ausgeschlossen werden.
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4.9 Zusammenfassung

Erhohte Plasma-Prorenin- und Plasma-Aldosteron-Konzentrationen werden mit der
Entwicklung kardialer Endorganschiden in Verbindung gebracht. Beim transgenen
Cyplalren-2 Tiermodell sind durch Variation des auf enteralem Wege verabreichten
Prorenin-Transgen-Induktors Indol-3-Carbinol (I3C) die Prorenin-Sekretion und in der Folge
die Aldosteron-Sekretion sowie die Hohe des Blutdrucks titrierbar. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es zu untersuchen, ob die Hypertonie bei Cyplalren-2 transgenen Ratten (TGR)

mit einer kardialen Fibrose bzw. Inflammation einhergeht.

TGR und transgen-freie Fischer-F344-Ratten (F344) erhielten fiir zwei bzw. zwdlf Wochen
I3C (0,167 bzw. 0,125 %). Die Plasma-Prorenin-, -Renin-, und -Aldosteron-Konzentrationen
wurden bestimmt. Im linken Ventrikel wurde mittels real-time RT-PCR der mRNA-Gehalt
kardialer Marker fiir Hypertrophie und Fibrose (Transforming growth factor-81 [TGF-81],
Endothelin-1 [ET1], Kollagen Typ 3 [Col3]), oxidativen Stress (funktionelle Untereinheit der
Nicotinamid-Adenindinucleotidphosphat-Oxidase [gp91phox]), und Inflammation
(Interzelluldres Adhdsionsmolekiil-1 [ICAM1]) bestimmt. AuBerdem wurde das Ventrikel-
gewebe histologisch untersucht. I3C-Gabe fiihrte bei TGR zu einer moderaten kardialen
Hypertrophie ohne histologische Anzeichen einer Fibrose oder Inflammation. Zweiwdchige
I3C-Gabe fiihrte bei TGR zu einem Anstieg der Plasma-Prorenin- (70-fach), und -Aldosteron-
Konzentration (4,6-fach) sowie des kardialen mRNA-Gehaltes von Col3 und gp91phox. Bei
zwolfwochiger 13C-Gabe war die Plasma-Prorenin-Konzentration bei TGR sogar ca. 260-fach
und die Plasma-Aldosteron-Konzentration ca. 4-fach gegeniiber dem Ausgangswert erhoht.
Beide Parameter blieben bis zum Ende der zwolfwochigen Behandlung erhoht. Die Plasma-
Renin-Konzentration war hingegen nach vier Wochen 13C auf ca. 25% des Ausgangwertes
erniedrigt und blieb bis Versuchsende auf diesem Niveau. Der kardiale mRNA-Gehalt von
TGF-B1, ET1, gp91phox und ICAM1 war nach zwolfwochiger I3C-Gabe bei TGR erhdht,
wiéhrend zwolfwochige 13C-Gabe bei F344 zu einer Abnahme des kardialen mRNA-Gehaltes
von ET1 und gp91phox fiihrte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein Hyperaldosteronsimus und eine bis zu 260-
fach erh6hte Plasma-Prorenin-Konzentration bei TGR in einem Modell der chronischen,
nicht-malignen arteriellen Hypertonie keine fibrotischen und inflammatorischen

Verdnderungen am linken Ventrikel erzeugen.
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