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1. Einleitung

1.1. Physiologie und Pathophysiologie des arteriellen
Blutdrucks

Der arterielle Blutdruck, meist als zentraler Blutdruck bezogen auf die groRen herznahen Gefal3e, ist
ein essentieller Bestandteil der kardiovaskuldren Funktion und auf Grund dessen ein
unverzichtbarer hamodynamischer Messparameter.

Man unterscheidet einen systolischen Blutdruck, definiert als maximaler Druckwert wahrend der
systolischen Auswurfphase des Herzens, von einem diastolischen Blutdruck, der als minimaler Wert
am Ende der Anspannungsphase des Herzens messbar ist.

Die Differenz der beiden Werte wird als Blutdruckamplitude bezeichnet. Der flr die
Organdurchblutung relevante arterielle Mitteldruck (,,mean arterial pressure” = MAP) kann nur
indirekt tber die Division der Integralflache der arteriellen Druckkurve durch die Pulsdauer exakt
bestimmt werden. Alternativ kann der zentrale Blutdruck tiber folgende Formel abgeschatzt werden:

MAP = diastol. Blutdruck + 1/3 x (systol. Blutdruck — diastol. Blutdruck)

Unter Berlcksichtigung des zentral-vendsen Drucks (ZVD) ergibt sich fur den Kreislauf die
treibende Druckdifferenz:
AP = MAP - ZVD

Diese kann nun auf das aus der Elektrotechnik bekannte Ohm'sche Gesetz ubetragen werden:
Ohm'sches Gesetz: Spannung U = Stromstarke | x Widerstand R

Nach Einsetzung von U = AP, | = HZV und R = TPR ergibt sich fur den Kreislauf:
Ap =HZV x TPR

bzw.: MAP-2ZVD = HZV x TPR

Umstellung nach MAP: MAP = HZV x TPR + ZVD



Der MAP ist somit naherungsweise das Produkt aus Herzzeitvolumen, gemessen als Produkt von
Schlagvolumen (SV) und Herzfrequenz (HF), sowie dem totalen peripheren GefalRwiderstand
(TPR). Durch den Aufbau des Druckgradienten zwischen arteriellem und venésem System ist der
arterielle Blutdruck die treibende Kraft der Hamozirkulation, die u.a. die ausreichende \Versorgung
der Organe mit sauerstoff- und nahrstoffreichem Blut und den Abtransport metabolischer Produkte
wie z.B. CO; sicherstellt.

Die als physiologisch definierten Blutdruckwerte variieren je nach Leitlinie der verschiedenen
Fachgesellschaften. GeméaR den aktuell geltenden Leitlinien ,,2013 ESH/ESC Guidelines for the
management of arterial hypertension* der ,,European Society of Hypertension* gelten Blutdriicke
von (ber 100/60mmHg (Systolischer Wert/Diastolischer Wert) und unter 140/90mmHg als
physiologisch. Unterhalb dieser Werte spricht man von einer arteriellen Hypotonie, die sich durch
zerebrale Minderperfusion mit Schwindel bis hin zu Bewusstseinsverlust manifestieren kann,
oberhalb von einer arteriellen Hypertonie.

Diese, im allgemeinen Sprachgebrauch auch als ,,Bluthochdruck® bezeichnet, ist ein gesicherter
Risikofaktor fur Herz-Kreislauf Erkrankungen und spielt somit fir die Haupttodesursachen
westlicher Industrienationen eine bedeutsame Rolle. Grund hierfur ist vor allem die enorme
Prévalenz der Hypertonie: In einer Studie von 2003 belegt Deutschland mit einer Hypertonie-
Prévalenz von 55,3% in der Altersgruppe 35. bis 65. Lebensjahr den 1. Platz vor Landern wie den
USA, Kanada oder Italien (Wolf-Maier et al. 2003). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Studien des
Robert-Koch-Instituts, die im Untersuchungszeitraum von 2008 bis 2011 bei etwa jedem dritten
deutschen Erwachsenen (Altersgruppe 18. Lebensjahr und &lter) eine Hypertonie diagnostizierten
(Neuhauser et al. 2013).

Die immense Relevanz im Klinischen Alltag begrindet sich in der Komplexitdt und
Vielschichtigkeit der durch Hypertonie verursachten pathologischen Prozesse. Erstmals 1948 durch
die Framingham-Studie beschrieben, ist der Bluthochdruck heutzutage neben erhdhten Plasma-
Cholesterin-Werten, Rauchen und Diabetes mellitus Teil der ,vier groflen Risikofaktoren® fir
Erkrankungen des menschlichen Herz-Kreislauf-Systems, die sich z.B. als Herzinfarkte,
Schlaganfélle und Nierenschédden manifestieren.

Die arterielle Hypertonie gilt als ,,Zivilisationserkrankung* unserer westlichen Gesellschaft. Stress,
Ubergewicht, vermehrter Alkoholkonsum und zu wenig Kkorperliche Bewegung sind
Begleiterscheinungen einer leistungsorientierten Gesellschaft, gleichzeitig aber auch Risikofaktoren
fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie.



Daruber hinaus stellt die in Industrie-Nationen erhdhte Lebenserwartung einen eigenstdndigen
Risikofaktor fir die arterielle Hypertonie dar (Wang et al. 2006).

Im Gegensatz zu den vielzahligen Risikofaktoren ist die Pathogenese der arteriellen Hypertonie bis
heute nicht vollstdndig verstanden. Grundsétzlich wird unterschieden zwischen einer priméren

(=essentiellen) und eine sekundéren Hypertonie:

Die sekunddre Hypertonie présentiert sich definitionsgemél? als Reaktion auf eine bestehende
Grunderkrankung. Meist manifestiert sich diese in den Nieren, z.B. als Folge -einer
Nierenarterienstenose oder einer Glomerulonephritis. Aber auch eine Aortenisthmusstenose,
endokrinologische Storungen wie z.B. ein Conn-Syndrom, ein Phdochromozytom oder ein Morbus
Cushing konnen urséchlich fur eine sekundéare Hypertonie sein (Onusko 2003). Die sekundare
Hypertonie bietet durch die Behandlung der ursdchlichen Grunderkrankung ein verhaltnismaRig
einfaches und erfolgversprechendes Therapieziel.

Die genaue Pathophysiologie der essentiellen Hypertonie, die mit bis zu 95% deutlich h&ufiger
auftretende Bluthochdruckerkrankung (Carretero and Oparil 2000), ist hingegen bis heute nicht
vollstandig aufgeklart. Hieraus ergibt sich eine bisher nur symptomorientierte und weniger kausale
Therapie.

Wahrscheinlich ist, dass nicht ein einzelner Pathomechanismus verantwortlich ist, sondern es der
Interaktion mehrerer Prozesse bedarf und die Manifestation einer Hypertonie somit auf einer
Ansammlung verschiedenster genetischer Prédispositionen, organischer L&sionen und exogener
Faktoren basiert. Einflussnahmen auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie wurden durch
verschiedene Organsysteme, genetische und embryonale Anlagen sowie die psychische Verfassung
des betroffenen Individuums beschrieben (Jonas et al. 1997).

Die Organsysteme, die bisher mit der Genese der essentiellen arteriellen Hypertonie in Verbindung
gebracht werden, sind v.a. die Nieren, das zentrale Nervensystem (=ZNS), das arterielle

Gefalisystem und verschiedene hormonelle Systeme.

Nieren

Das hypertensive Potenzial der Nieren ist seit langem bekannt und ihre Funktion in der
Langzeiteinstellung des Blutdrucks ist unbestritten (Cowley et al. 1996).

Retting et al. transplantierten 1993 Nieren hypertensiver Ratten in normotensive Tiere, die im
Verlauf einen Bluthochdruck entwickelten (Rettig et al. 1990). Ebenso konnten in einem spateren
Versuchsaufbau Nieren normotensiver Spender-Tiere den Blutdruck in spontan hypertensiven
Tieren senken (Patschan et al. 1997).



Nephrologische Einflussnahmen auf den Blutdruck kdnnen dabei u.a. durch verschiedene Hormone,
die Modulation des Wasser- und Elektrolythaushalts sowie den Sympathikus vermittelt werden.
Eine Studie, die durch die Kreuztransplantation von Nieren die Effekte eines Knockout des Nieren-
spezifischen Dopamin-5-Rezeptors auf den Blutdruck untersuchte, konnte die Bedeutung der Niere
fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie verdeutlichen. Die Autoren konnten eine vermehrte
Salzretention und eine erhéhte AT-1-Rezeptordiche in den Knockout-Tieren als mdgliche Ursachen
der erhéhten Blutdruckwerte aufzeigen (Asico et al. 2011).

Im Rahmen des kongenital erworbenen Liddle-Syndroms fihrt eine erhdhte Dichte Natrium-
resorbierender ENaK-Kandle zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie bereits im Kindesalter
(Kota et al. 2014).

Uber die Innerevierung der Tubuli, renaler GefaBe und juxtaglomerularen Apparates durch
sympathische Nervenfasern werden in erheblichem AusmaR die hormonelle Sekretion sowie der
Salz- und Wasserhaushalt durch die Aktivitdt des sympathischen Nervensystems beeinflusst
(DiBona 2000).

Zentrales Nervensystem

Die Beteiligung des ZNS wurde urspringlich in der Steuerung Kkurzfristiger Druckanpassungen
vermutet (Brody 1986). Jedoch konnten Studien zeigen, dass verschiedene chronisch hypertensiv
wirkende Substanzen auch eine Vielzahl zentral-nervaler Angriffspunkte haben. So belegten
Arbeiten die zentrale Wirkung einer kochsalzreichen Diat. Die nachgewiesene Erhéhung der Na*-
Konzentration im zerebralen Liquor flihrte Uber die zirkumventrikuldren Organe des Gehirns zu
einer messbaren Sympathikus-Aktivierung und damit verbunden zu einer systemischen
Vasokonstriktion (Blaustein et al. 2012). AuRerdem hatte die Ausschaltung spezifischer Hirnareale

ebenfalls hypertensive Druckentwicklungen zur Folge (Hendel and Collister 2005).

Geféalisystem
Die Bedeutung des arteriellen Gefal3systems fiir die arterielle Hypertonie ist durch Studien vielfach

belegt. Uber eine Zunahme des totalen peripheren Widerstandes (TPR) im Rahmen einer
Vasokonstriktion kommt es zu einem Anstieg des arteriellen Blutdrucks. Medikamente, wie z.B.
Calcium-Antagonisten, kénnen im Umkehrschluss tiber eine Vasodilatation zu einem Absinken des
arteriellen Blutdrucks beitragen. Die Haupterkrankung der Geféle, die Arteriosklerose, steht dabei

in einer Wechselwirkung mit der arteriellen Hypertonie.



Die zunehmende Verkalkung und die abnehmende Elastizitat der Gefallwéande im Rahmen der
Arteriosklerose begtinstigen eine Erhdhung des Blutdrucks, der wiederum durch Mikroverletzungen
und Turbulenzen im Blutfluss eine zunehmende Schadigung der GefalRwande verursacht (Li and
Chen 2005).

So konnte u.a. durch die Behandlung einer arteriellen Hypertonie mit einem Calcium-Antagonisten
ein verlangsamtes Fortschreiten der Arteriosklerose der Karotiden beobachtet werden (Zanchetti et
al. 2002).

Hormonelle Systeme: Angiotensin-Il im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die Regulation des Blutdrucks durch hormonelle Systeme spielt besonders in der Pathogenese der
sekundédren Hypertonie eine groRe Rolle. Jedoch konnte auch in der Pathophysiologie der
essenziellen Hypertonie der Einfluss verschiedener Hormone beobachtet werden.

\Von grol3er Bedeutung ist das Hormon Angiotensin-Il als eines der Effektormolekiile des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems. Ausgangspunkt seiner Synthese ist die Sekretion des Botenstoffs
Renin aus dem Juxtaglomeruléren Apparat der Niere als Reaktion auf verschiedenartige Stimuli,
wie z.B. eine Hypovoldmie, eine Sympathikus-Aktivierung, eine arterielle Hypotension oder

erniedrigte Natriumspiegel im Primérfiltrat der Nieren (s.Abbildung 1).

Im Blutkreislauf zirkulierendes Renin hydrolysiert Angiotensinogen, ein in der Leber synthetisiertes
Protein zu biologisch inaktivem Angiotensin-I (Johnson et al., 2013). Durch das vorwiegend im
Lungenepithel lokalisierte Angiotensin-Converting-Enzym (=ACE) erfolgt die abschlielende
Umwandlung mittels der Abspaltung des terminalen His-Leu-Dipetids in das biologisch aktive
Angiotensin-1l (=AT-11) (Rummer 2000).

Angiotensionogen

Natriummangel
Hypovolimie Renin ——p l

verminderte Nierenperfusion Vasokonstriktion

renale Perfusion

Angiotensin I —» AT-1-Rezeptor ——— tubuliire NaCl-Riickresorption
ACE cardlalef und vaskuliire Hypertrophie
Inotropie

Angiotensin I  — . .
embryonale Zelldifferenzierung

L3 AT-2-Rezeptor — Vasodilatation
(cardiale Hypertrophie)

Kaliumausscheidung

Aldosteron — » NaCl-Riickresorption
Volumenretention

Abbildung 1 : Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
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Trotz kurzer Halbwertszeit bindet Angiotensin-I1 an seine G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, u.a.
Typ 1 und Il. Typ | - Angiotensin I1-Rezeptoren (=AT1-Rez.) vermitteln im erwachsenen Menschen
sowie in der Maus den Grof3teil der Angiotensin-I1 induzierten Reaktionen.

Im GefaBmuskel fihrt die Bindung von AT-11 an die AT1-Rezeptoren tber die IP3-Signalkaskade
zu einer Offnung spannungsabhangiger Ca* - Kanile. Der Anstieg der intrazelluldren Calcium-
Konzentration aktiviert tiber die Bildung des Ca?-Calmodulin-Komplex die Myosin-Leichtketten-
Kinase. Die durch die Kinase vermittelte Phosphorylierung der leichten Myosin-Kette erlaubt die
Bindung des Mpyosinkopfes an Aktin und fihrt auf diese Weise zur Kontraktion der
Gefallmuskulatur und damit zu einer Vasokonstriktion mit Reduktion des Gefaldurchmessers.
Diese flihrt zu einem Anstieg des totalen peripheren Widerstandes und damit letztendlich zu einem
Anstieg des arteriellen Blutdrucks.

In den Nebennieren kommt es durch die Bindung von AT-11 an die AT1-Rezeptoren zur Freisetzung
von Aldosteron. Dieses Hormon, gebunden an einen intrazelluldren Mineralkortikoid-Rezeptor,
interagiert mit sogenannten ,,hormone response elements* bestimmter Gene der zelluldaren DNA. In
den Zellen des distalen Tubulus-Epithels kommt es durch die vermehrte Expression von Na'-
Kanélen (EnaC) und der basolateralen Na*-K*-ATPase zu einer vermehrten Riickresorption von
Natrium aus dem Primarfiltrat (Viengchareun et al. 2007). Neuere Studien konnten zudem
Aldosteron-Effekte auf nicht-epitheliales Gewebe nachweisen. So wurde u.a. ein unter Aldosteron-
Gabe verminderter NO-Spiegel, ein potenter Vasodilatator, in Muskelzellen der Aorta gemessen,
dessen Ursache eine verminderte Aktivitat der Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase war (Leopold
et al. 2007). Weitere Auswirkungen hat Aldosteron u.a. auf den Hypophysenhinterlappen, wo es die
Ausschiittung von Vasopressin beglnstigt, das eine Wasserretention in den Nieren verursacht
(Usberti et al. 1985).

In der Summe der oben genannten Effekte kommt es Uber eine erhghte Wasser- und Salz-Retention
sowie eine zentralvermittelte Stimulation des Durstgefiihls zu einer Zunahme des Plasmavolumens.
Dies hat, im Zusammenspiel mit der systemischen Vasokonstriktion der Widerstandsgeféal3e, einen
Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks zur Folge (Erdos and Skidgel 1990).

Inzwischen wurden auch stimulierende Effekte des Hormons auf z.B. Zell-Wachstum und
Entzlindungsreaktionen nachgewiesen, die tUber seine Funktion als vasokonstriktorisches Hormon
hinausgehen, wie z.B. die Hypertrophie-Induktion von arteriellen Gefaimuskel-Zellen (Griffin et al.
1991).

Der Typ-2 Rezeptor verliert nach dem Embryonalphase zunehmend an Bedeutung (Touyz and Berry
2002). Studien jedoch auf eine eventuelle Beteiligung des Rezeptors in der Pathogenese der
Herzhypertrophie hinweisen.



Die Ausschaltung des AT2-Rezeptors hatte ein fast vollstandiges Ausbleiben der kardialen
Hypertrophie unter AT-11-Gabe zur Folge. Als mogliche Ursache wurde von den Autoren eine
verminderte Aktivitat der p70S6K-Kinase und eine dadurch reduzierte Kollagen-Synthese diskutiert
(Ichihara et al. 2001). Das Ausschalten der AT1-Rezeptoren konnten dagegen das Ausmal der
kardialen Hypertrophie nicht beeinflussen (Crowley et al. 2006).

Die beschriebenen Effekte, besonders des AT-2-Rezeptors, fiihren unter physiologischen
Bedingungen zu einem ausgeglichenen Wasser- und Elektrolyt-Stoffwechsel sowie zu einer
funktionellen Blutdruckregulation des Kérpers.

Eine Uberstimulation des Systems kann jedoch iiber die gleichen Mechanismen zu einer
Entgleisung besonders des Blutdrucks fuhren und ist, zumindest anteilig, in einem Grof3teil der
Félle fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie verantwortlich. Dementsprechend ist die
klinische Relevanz des RAAS in der Behandlung der arteriellen Hypertonie unbestritten.
Medikamentdse Eingriffe in das System durch Aldosteron- und Renin-Antagonisten sowie ACE-
Hemmer und AT-1-Rezeptor-Blocker sind langst Teil standardisierter Therapieplane und ihre
blutdrucksenkende Wirkung ist in Studien vielfach belegt (Turnbull et al. 2003).

Zudem konnte das hypertensive Potenzial des Systems in einer Vielzahl von experimentellen
Studien nachgewiesen werden, so dass der Einsatz von Angiotensin-1l zur experimentellen
Induktion eines Hypertonie-Modells in Tieren inzwischen gangige Praxis ist.

Pathologische Auswirkungen der Angiotensin-11-Gabe wurden dabei in praktisch allen beteiligten
Organsystemen in Form von typischen, hochdruckbedingten Endorganschaden nachgewiesen.
Urséchlich hierfir sind einerseits das systemisch aktivierte AT-11, andererseits konnte die Existenz
lokal arbeitender Renin-Angiotensin-Systeme, z.B. in Herz, Niere und Gehirn, belegt werden. Diese
kdnnen unabhangig von, oder in Wechselwirkung mit dem systemischen Renin-Angiotensin-System
zusétzlich Einfluss auf Endorganschaden sowie die organspezische Blutdruckregulation nehmen
(Paul et al. 2006).

Typische Endorganschaden finden sich dabei u.a. am Herzen in Form von kardialer Hypertrophie
sowie einer fortschreitenden Herzinsuffizienz, die wie beschrieben zumindest anteilig tiber AT1-
Rezeptoren vermittelt wird. In den Nieren sind die AT-11 vermittelten Gewebeschéadigungen v.a.
durch die begleitende Hypertonie verursacht. Zusatzliche blutdruckunabhéngige Schadigungen
werden aktuell diskutiert und kénnten u.a. durch eine Gewebeischamie verursacht werden (Long et
al. 2004).

In den GeféRen konnte sowohl in Mausmodellen als auch in humanen Studien eine Reduktion
arteriosklerotischer Prozesse durch eine Blockade verschiedener Anteile des RAAS-Systems

beobachtet werden.



Als mogliche Ursache dieses Effekts konnte eine durch AT-11-Gabe vermehrte Immigration von
zirkulierenden Monozyten in die Gefalwand und bestehende Plaques nachgewiesen werden. Deren
Einwanderung gilt mit als initialer Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose (Weiss et al.
2001).

Neben dem Renin-Angiotensin-Aldosteron System gibt es eine Vielzahl weiterer Hormone, die
einen Einfluss auf die Blutdruckregulation nehmen:

Das Dopamin-System wirkt v.a. an den Nieren und kann uber verschiedene Rezeptoren u.a. die
Salzreabsorption regulieren. In mehreren Tiermodellen konnte (ber Knockouts verschiedener
Dopaminrezeptoren auf diese Weise eine arterielle Hypertonie provoziert werden (Banday and
Lokhandwala 2008). Ebenso konnte eine Insulin-Resistenz als unabhéngiger Risikofaktor einer
essenziellen Hypertonie nachgewiesen werden. Neuere Studien spekulierten uber eine durch
kompensatorisch erhdhte Insulin-Spiegel vermittelte vermehrte Salzreabsorption als Ursache des
ermittelten Zusammenhangs (Soleimani 2015).

Zusétzlich zu den beschriebenen Systemen verdichten sich seit einigen Jahren die Hinweise, dass
auch das Immunsystem in der Hypertonie-Entstehung beteiligt sein kdnnte.

1.2. Das Immunsystem

Der Begriff Immunsystem leitet sich vom lateinischen “immunis — frei, unberdhrt, rein von etw.*
(Zeno 2014) ab und erste Berichte tber immunologische Prozesse reichen bis ins Jahr 430 v.Chr.
zuriick, als in Athen ausschlieBlich von der , Attischen Seuche* bereits Genesene zur Behandlung
von Infizierten herangezogen wurden.

Als Begriinder der Immunologie gilt Edward Jenner, ein englischer Landarzt, der 1798 publizierte,
dass mit Kuhpocken infizierte Menschen nicht oder nur in schwachem Male von der damaligen
Pockenepidemie betroffen waren (Remmel 2010).

Es dauerte allerdings bis ins spate 19. Jahrhundert bevor Robert Koch den Beweis fur die
Verursachung von Infektionen durch Mikroorganismen erbrachte.

Definiert wird die Immunologie als die Lehre von den Grundlagen der kdrperlichen Abwehr von
Krankheitserregern. Das Immunsystem erlaubt dem Menschen, geschiitzt durch seine kdrpereigene
Abwehr, sich von Keimen umgeben durch diese Welt zu bewegen (Murphy 2014).

Bedenkt man die Menge und Vielfalt an Mikroorganismen mit denen sich der menschliche
Organismus Tag fur Tag auseinander setzen muss, so ist die immense Bedeutung des Immunsystems

schon am gesunden Menschen offensichtlich.



Die tatsachliche Notwendigkeit eines permanenten Schutzes vor Bakterien, Viren, Pilzen und
anderen Erregern zeigt sich allerdings erst bei Schwéche oder gar Fehlen einer funktionierenden
Immunabwehr. Patienten, die unter einer Immundefizienz z.B. durch genetische Defekte oder durch
Chemotherapie leiden, werden haufig nicht Opfer ihrer eigentlichen Grunderkrankung sondern
versterben an gefiirchteten Sekundarinfektionen (Link and Bokemeyer 2006).

Nicht nur von auBen wirkende Einfliisse machen ein funktionierendes Immunsystem unverzichtbar.
Ebenso wichtig ist ein ausgewogenes Verhéltnis von Toleranz und aktivem \orgehen gegen
korpereigene Zellen sowie im Korper geduldete Fremd-Organismen wie z.B. die Bakterien der
Darmflora. Fehlfunktionen in diesem Bereich kdnnen urséchlich fiir Autoimmunerkrankungen oder
Tumore sein.

Es verwundert daher nicht, dass das Verstandnis sowie mdgliche Einflussmanahmen auf das
menschliche Immunsystem eine enorme Bedeutung flir die moderne Medizin haben.

Legitimierte in friheren Zeiten schon der Erfolg einer Behandlung ihre Anwendung, so ist in Zeiten
von Organtransplantation und Immunsuppression inzwischen das Interesse am \erstandnis der

immunologischen Mechanismen mehr und mehr in den Vordergrund gertickt.

Klassischerweise unterscheidet man die durch das Immunsystem vermittelte Reaktion auf einen
Krankheitserreger in eine adaptive, spezifische und eine angeborene, unspezifische Immunantwort.
Des Weiteren lassen sich diese beiden synergetisch arbeitenden Systeme jeweils in eine humorale
und eine zelluldare Komponente unterteilen (Steinwald 2009).

Charakteristisch  fir das angeborene Immunsystem ist seine standige und sofortige
Reaktionsbereitschaft auf Fremdorganismen.

Wichtige Vertreter des Systems sind Makrophagen und Monozyten, Natlrliche Killerzellen,
Granulozyten und das Komplementsystem, aber auch antimikrobielle Enzymsysteme oder
mechanische Barrieren wie die Epidermis und die Schleimhdute (Ganten 1999), die zusammen eine
erste Verteidigungslinie gegen Mikroorganismen bilden. Auch die Myeloperoxidase (s.1.3.) wird
diesem System zugerechnet.

Eine fehlende Spezifitat in seinem Ansprechen auf pathogene Erreger fiihrt, verbunden mit einer
fehlenden Lernfahigkeit des Systems, immer wieder zur Nichterkennung einzelner Erreger.
Trotzdem geht man davon aus, dass das angeborene Immunsystem fur sich alleine schon einen
GroRteil der potenziellen Infektionen abwehren kann (Janeway and Walport 2001a).

Das erworbene Immunsystem zeichnet sich durch seine hohe Anpassungsfahigkeit aus. Diese durch
T- und B-Lymphozyten sowie Dendritische Zellen vermittelte Immunantwort ist in der Lage

spezifisch auf eindringende Erreger zu reagieren und ist somit besonders effektiv.



Es gilt als das entwicklungsgeschichtlich jlingere System und kann in eine humorale und eine
zellulare Antwort unterschieden werden.

Die humorale Antwort wird hauptsachlich durch die von B-Lymphozyten gebildeten spezifischen
Antikorper vermittelt.

Die zelluldre Immunantwort wird mit den T-Lymphozyten gleichgesetzt. Auf die Prédsentation
fragmentierter Antigene durch andere Immunzellen angewiesen, stehen sie in engem funktionellem

Kontakt mit anderen Komponenten des Immunsystems (Nitschke 2006).

T-Lymphozyten und ihre Bedeutung fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Frihzeitig das Knochenmark verlassend, wandern die noch unreifen T-Lymphozyten in den Thymus
ein. Dort besiedeln sie zundchst die kortikalen Bereiche. Zu diesem Zeitpunkt exprimieren die
Zellen noch keinen der sogenannten T-Zell-Oberflachenmarker auf ihrer Oberflache und werden als
CD4 CD8 TCR' -Zellen (= Doppel-Negativ Zellen, bezogen auf ihre CD4 und CD8-Rezeptoren)
bezeichnet.

Im anschlieBenden Reifeprozess bildet sich zunédchst der T-Zell-Rezeptor, gebunden an CD3, auf
der Zelloberflache aus. Dieser erfahrt im Rahmen seiner Ausbildung durch somatische
Rekombination eine ausgeprégte Spezialisierung, so dass die Gesamtheit der heranreifenden Zellen
eine jeweils spezifische Reaktionsbereitschaft auf eine Vielzahl verschiedenster Antigene aufweist.
Die im Anschluss ebenfalls exprimierten CD4 - und CD8 -Rezeptoren Uberfiihren die Zellen in das
CD4*CD8" -Stadium und sind Voraussetzung fur die anschlieBende Positivselektion.
Thymusspezifische, Antigen présentierende Zellen interagieren tber MHC-1 und MHC-1I -
Molekiile mit dem T-Zell-Rezeptor der T-Lymphozyten. Bei ausbleibender Interaktion kommt es zur
Apoptose der betroffenen Zelle. Die Bindung des T-Zell-Rezeptors an ein MHC-I Molekdl fiihrt zur
alleinigen Auspragung des CD4-Rezeptors, wéhrend bei Bindung an ein MHC-11 Molekil nur noch
der CD8-Rezeptor exprimiert wird. Durch diese Reduktion auf einen der beiden Rezeptoren
erreichen die Zellen das Stadium der ,,Einfach-Positiv*-Zelle (CD4" oder CD8") und kdnnen nun
der Negativ-Selektion unterzogen werden.

In den Thymus eingewanderte Dendritische Zellen présentieren den T-Lymphozyten kérpereigene
Antigene.

Reaktionen mit diesen wirden in einem spateren Stadium zu moéglichen Autoimmunreaktionen
fuhren, so dass die Bindung des T-Zell-Rezeptors an ein solches Peptid die Zelle in die Apoptose
fuhrt. Zellen, die auch diesen Reifungsschritt erfolgreich passieren, verlassen als reife T-
Lymphozyten den Thymus und beginnen ihre Zirkulation im menschlichen Organismus (Neumann
2008).
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Eine Gbliche Unterteilung der T-Lymphozyten erfolgt nach den von ihnen exprimierten Rezeptoren
CD4 oder CD8, deren \erhdltnis im Blut, bei individuell-genetische Unterschieden, im
europdischen Raum etwa ein CD4*/CD8"-Ratio von 2,1 aufweist (Howard et al. 1996). In der Maus
liegt das Verhaltnis mit 2-4 etwas hoher (Myrick et al. 2002).

CD4+ T-Lymphozyten

Diese Subpopulation der T-Lymphozyten, auch als T-Helferzellen (= TH) bezeichnet, dient
vornehmlich der Aktivierung anderer Zellen des Immunsystems.

Fir ihren abschlieBenden Reifeprozess essentiell ist die Prasentation von prozessierten Antigenen
durch Antigen-prasentierende Zellen (APZ) wie z.B. Makrophagen, natlrliche Killlerzellen,
dendritische Zellen oder B-Lymphozyten auf ihren MHC II-Molekiilen. Dartiber hinaus nehmen
zusatzlich von den Antigen-présentierende Zellen sezernierte Hormone oder exprimierte co-
stimulierende Molekdle Einfluss auf die Entwicklungsrichtung.

Ausgehend von naiven THO-Zellen entwickeln sich die T-Lymphozyten zu TH1- oder TH2-
Helferzellen.

Die Bildung von TH-1 Helferzellen wird dabei v.a. durch IL-12 und IFN-y gefordert. TH1-Zellen
aktivieren dann bei Bedarf {iber Interleukin-2 und Interferon- y bevorzugt Makrophagen.

TH-2 Helferzellen bendtigen fir ihre Reifung dagegen IL-2 und IL-4 sowie die Bindung zwischen
dem Co-Substrat B7 und dem entsprechenden Rezeptor auf ihrer Zelloberflache. Aktivierte TH2-
Zellen greifen in den Reifezyklus der B-Zelle zur Antikdrper-produzierenden Plasmazelle ein und
nutzen hierzu Zytokine wie IL-5 und IL-13. Das ebenfalls sezernierte IL-4 hemmt gleichzeitig die
Immunantwort von Makrophagen.

Diese gegenlaufigen Prozesse verdeutlichen die immense Bedeutung fiir den Verlauf einer Infektion
in Abh&ngigkeit von der jeweils dominierenden T-Zell-Subpopulation.

So konnte beispielhaft gezeigt werden, dass C57BI/6J M&use mit einer genetisch vorgebenen TH1-
Antwort, nicht aber M&use mit einer betonten TH2-Antwort eine Infektion mit Leishmania major
uberleben (Reiner and Locksley 1995).

Eine weitere CD4" jedoch nicht zu den T-Helferzellen zahlende Population wird als Gruppe der
regulatorischen T-Lymphozyten (= Tregs) oder Foxp3'CD4"CD25" Zellen bezeichnet. Nur etwa
10% der CD4" Zellen gehoren dieser Gruppe an, jedoch ist ihre spezifische Rolle fur das
immunologische Gleichgewicht wvon grofler Bedeutung. Durch die Vermittlung einer
Gegenregulierung begonnener immunologischer Aktivitdt schitzen sie den Organismus vor
uberméliigen Immunreaktionen. Kontrovers diskutiert wird zudem ihre Beteiligung in der

Entwicklung und Progression von Tumoren.
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Durch die beobachtete Akkumulation in Tumorgewebe zunédchst fur die Supprimierung von
Abwehrmechanismen verantwortlich gemacht, zeigten neuere Studien in bestimmten Tumoren auch
Tumor-regressive Effekte (Whiteside 2012).

Eine ebenfalls aulerhalb der TH1/TH2-Kategorisierung gefiihrte CD4" T-Lymphozyten-Subgruppe
sind die TH17-Zellen. lhre Differenzierung wird durch die Sezernierung von IL-6, IL-21, IL-23 und
TGF- aus Antigen-prasentierenden Zellen stimuliert. Die von den TH17-Zellen hauptséchlich
produzierten Zytokine IL-17, IL-6 und IL-21 sind durch ihre proinflammatorischen Eigenschaften
von besonderer Bedeutung in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie z.B. der Multiplen
Sklerose (Jadidi-Niaragh et al. 2011) und Psoriasis (Elloso et al. 2012).

CD8+ T-Lymphozyten

Auch als cytotoxische T-Lymphozyten bezeichnet, interagieren reife CD8" T-Lymphozyten im
Gegensatz zu CD4" Zellen mit antigenbeladenen MHC-I-Molekiillen auf benachbarten
Zelloberflachen. Da fast alle kernhaltigen Zellen Antigene tber MHC-I présentieren kénnen, ist es
auf diese Weise mdglich effektiv gegen zellinterne Erreger vorzugehen. lhre cytotoxische Wirkung
vermitteln die CD8-Zellen einerseits Uber die Sezernierung von Perforinen und Granzymen,
andererseits auch Uber eine exogene Apoptose-Initiierung in der infizierten Zielzelle (Andersen et
al. 2006).

T-Lymphozyten und Arteriosklerose

Die Entdeckung der Arteriosklerose geht zurtick bis ins friihe 16. Jahrhundert. Als einer der ersten
beschrieb Leonardo da Vinci (1452-1519), dass die Verdickung von Arterien den Blutfluss der
Alteren behindere. Der deutsche Pathologe Rudolf Virchow formulierte Ende des 18. Jahrhunderts
als Erster die Hypothese, dass eine chronisch-entzlindliche Veranderung der Intima Ausgangspunkt
fur die Entstehung von Arteriosklerose sei (Mayerl et al. 2006).

Die Erkenntnisse von Virchow sind bis heute gultig und bilden noch immer die Grundlage fir die
aktuelle Forschung.

Die genaue Pathogenese der Erkrankung, die sogenannte Atherogenese, ist jedoch bis heute nicht
vollstandig aufgeklart (Beer 2007).

Einig ist man sich, dass es initial durch eine Zunahme der Gefallpermeabilitdt zu einer
Einwanderung von LDL-Komplexen in den subendothelialen Raum kommt, die dort von
infiltrierenden Makrophagen phagozytiert werden. Die anschlieBende Umwandlung der
Makrophagen in sogenannte ,,Schaumzellen* fihrt in Verbindung mit weiteren pathologischen
Prozessen zu Bildung und Wachstum eines artheromattsen Plaques (Furjanic 2008; Lee 2012).
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Neben der Beteiligung von Monozyten/Makrophagen konnte auch eine vermehrte Aktivitat von T-
Lymphozyten in der Plaque-Genese gezeigt werden. So konnten bereits ein vermehrtes Wachstum
und eine Destabilisierung von Plaques durch CD8* T-Lymphozyten gezeigt werden (Kyaw et al.
2013). Demgegeniiber steht eine Reduktion der Plaque-Progression unter Treg-Wirkung (Haraba et
al. 2011).

Auch wenn die vollstdandige Klérung der involvierten immunologischen Mechanismen noch
aussteht, fiihrte die Entdeckung der inflammtorischen Atiologie dieser bedeutenden Herz-
Kreislauferkankung zu der Suche nach inflammatorischen Komponenten in einer Vielzahl anderer

Krankheitséthiologien, u.a. auch der arteriellen Hypertonie (Harrison et al. 2010).

T-Lymphozyten und die arterielle Hypertonie

Schon seit einigen Jahren berichten verschiedene Forschergruppen immer wieder tber mdgliche
Verbindungen zwischen dem Aktivitdtsgrad des adaptiven Immunsystems und der Inzidenz von
artieller Hypertonie (Bataillard et al. 1986; Muller et al. 2002).

Seit langem als Mitspieler in der Genese verschiedener Endorganschadigungen bekannt, brachten
Studien, die vermehrte immunologische Aktivitét in hypertensiv-geschédigten Nieren und GefaRen
nachweisen konnten, erste Hinweise auf eine mogliche Beteiligung immunologischer Prozesse in
der Genese der arteriellen Hypertonie (Verlohren et al. 2009).

Dabei ist v.a. die systemische Prdsenz des Immunsystems von potenziell groRer Relevanz. Es wird
spekuliert, ob nicht die im gesamten Korper zirkulierenden Immunzellen das fehlende Glied zur
Erklarung der komplexen Interaktion der verschiedenen blutdruckregulierenden Organsysteme sein
konnten (Harrison and Guzik 2011).

Bis heute ist es allerdings schwierig zwischen einer priméren Immunaktivitat als Verursacher der
Hypertonie und einer sekunddren immunologischen Reaktion auf hypertensive Belastungen zu
differenzieren (Quiroz 2012).

2007 gelang dem Forscherteam um Guzik und Harrison ein entscheidender Schritt in der genaueren
Identifizierung der zu Grunde liegenden Mechanismen dieser Beobachtungen.

In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ohne B- und T-Lymphozyten ein deutlich
verringerter Blutdruckanstieg unter Angiotensin 1l — Gabe messbar ist. Ein selektiver T-
Lymphozyten-Transfer, nicht aber B-Lymphozyten-Transfer, fiihrte zu einem Ausbleiben dieses
Effekts.
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Dieser Umstand, verbunden mit einer vermehrten Detektion von v.a. CD4" T-Lymphozyten in
periadventitialem Fettgewebe der Tiere, lieR die Autoren eine zentrale Rolle der T-Lymphozyten in
der Modulation des Hypertonie diskutieren und tber ein mogliches neues Ziel pharmakologischer
Hypertonie-Intervention spekulieren (,,In this regard, the T cell likely plays a central role in
modulation of hypertension and provides a new therapeutic target for treatment of this common
disease.”; Guzik et al. 2007).

Anschlussarbeiten, teilweise der selben Arbeitsgruppe, spekulierten Gber verschiedene Hypothesen
auf welche Weise die T-Lymphozyten den beschriebenen Einfluss auf den Blutdruck vermitteln
konnten. Dabei konzentrierte man sich besonders auf verschiedene durch T-Lymphozyten
vermittelte Interleukine. Eine Blockade des u.a. durch T-Lymphozyten produzierten Tumornekrose-
Faktors alpha (TNF-a) konnte in mehreren Studien sowohl Blutdruckanstieg (Guzik et al. 2007) als
auch hypertensive Endorganschadigung unter AT-11-Gabe verhindern (Elmarakby et al. 2008).

In einem weiteren AT-II-Modell war die hypertensive Reaktion der Tiere durch das Fehlen von
Interleukin 17, einem v.a. durch den T-Lymphozyten Sub-Typ Thl7 produzierten Signalstoff,
deutlich reduziert. Zudem konnte in vaskuléren Untersuchungen der AT-11 behandelten Tiere eine
unter 1L-17-Mangel deutlich reduzierte leukozytére Infiltration in die Gefalle gezeigt werden. Auf
Grund dieser Beobachtung vermuteten die Autoren, dass T-Lymphozyten sowohl direkt als auch
Uber eine sekundare Akquirierung weiterer proinflammatorischer Zellen Einfluss auf die
Blutdruckantwort nehmen kdnnen (Madhur et al. 2010). Auch die Ausschaltung mittels eines
Antikorpers des durch verschiedene Immunzellen (u.a. T-Lymphozyten, Makrophagen, Mastzellen)
produzierten IL-6 konnte einen durch AT-1I vermittelten Blutdruckanstieg verhindern (Coles et al.
2007).

In Bezug auf hypertensive Endorganschaden wurden auch mogliche kardioprotektive Effekte der T-
Lymphozyten deutlich. Der Transfer von ausschliellich regulatorischen T-Lymphozyten (= Tregs)
fihrte zu einer reduzierten kardialen Hypertrophie nach Angiotensin-11 Infusion. Zu einer
abgeschwachten Blutdruckantwort kam es jedoch nicht (Kvakan et al. 2009). Andere Autoren
préasentierten eine dhnlich konzipierte Arbeit, die nach Treg-Transfer den Blutdruckanstieg merklich
reduzieren konnte, so dass unter Einbeziehung der Ergebnisse von Guzik&Harrison eine mogliche
»ying/yang relationship“ zwischen Treg-Zellen und CD4/CD8 T-Lymphozyten vermutet wurde
(Barhoumi et al. 2011a).

Die aktuelle Studienlage zusammenfassend kann die Mitbeteiligung von T-Lymphozyten in der
Pathogenese zumindest der spezifischen AT-11-Hypertonie als hoch wahrscheinlich angesehen
werden. Die genaue Betrachtung von Subpopulationen verspricht weitere Erkenntnisse in naher
Zukunft.
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Es zeigen sich vielschichtige Prozesse, so dass sich das aktuell entstehende Interaktions-Modell
sehr komplex darstellt. Die vorliegende Arbeit soll helfen, weitere Prozesswege aufzudecken und
somit zum Verstandnis dieses vielversprechenden und neuen pathogenetischen Ansatzes beitragen.

1.3. Die Myeloperoxidase

1.3.1. Synthese und Funktion

Die Myeloperoxidase (= MPQO) gehort zur Superfamilie der H&m-Peroxidasen. Hauptséchlich
konzentriert sich das Enzym in neutrophilen Granulozyten, einer Subzellpopulation des
Immunsystems. Insgesamt macht das Enzym zwischen 2% und 5% der gesamtem Masse dieser
Zellen aus (Klebanoff 2005).

Des weiteren kommt die MPO in geringen Konzentrationen auch in Monozyten, Mikroglia-Zellen
des ZNS, den Kupffer-Zellen der Leber und in den Pyramiden-Neuronen des Hippocampus vor.

Die Relevanz der MPO in Monozyten wird jedoch durch den Verlust des Enzyms bei der
Differenzierung der Monozyten in Makrophagen eingeschrénkt (Deimann 1984).

Das kodierende Gen der MPO liegt zusammen mit denen der Eosinophilperoxidase und der
Lactoperoxidase, weiteren Enyzmen der Ham-Peroxidase-Familie, auf dem langen Arm des
Chromsom 17. Auf Grund des &hnlichen strukturellen Aufbaus der drei Gene wird ein gemeinsames
Urgen vermutet.

Die Transkription unterliegt einer Vielzahl an Regulationsmechanismen, so wurden neben mehreren
Cis- Elementen und Transkriptionsfaktoren auch verschiedene genetische Polymorphismen in Form
sogenannter ,,SNP's“ (=“single nucleotide Polymorphisms®) identifiziert, deren \orliegen
erhebliche Auswirkungen auf Ausmall und Funktion der synthetisierten MPO haben konnen.
Aktuelle Studien publizierten bereits erste mogliche Verbindungen zwischen diesen SNP's und
phénotypischen Korrelaten in Risiko und Auspragung spezifischer Krankheiten wie Alzheimer oder
Multipler Sklerose ((van der Veen et al 2009).

Das urspriingliche Translations-Produkt erféhrt im Endoplasmatischen Retikulum (=ER) der Zellen
eine Reihe posttranslationaler Modifikationen und wird so in die ApoproMPO umgewandelt.

Noch im ER wird das eisenenthaltende H&m-Molekul als prosthetische Gruppe integriert (Hansson
et al 2006). Die enzymatisch bereits aktive proMPO wird in eine schwere und eine leichte Kette
gespalten (Nauseef et al 1992). Die Zusammenlagerung zweier Leicht-Schwer-Kettenpaare stellt

den abschlieBenden Syntheseschritt dar (Andrews and Krinsky 1981).
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Die schlussendliche Primérstruktur des Enzyms ist ein 144kD Dimer, dessen schwere Ketten
miteinander Uber eine Di-Sulfidbriicke kommunizieren. In die beiden schweren Ketten ist jeweils

die prosthetische HAm-Gruppe integriert.

Die Sekundarstruktur ist durch Helices gekennzeichnet, wobei alpha-Helices mit einem Anteil von
etwa 50% an der gesamten Polypeptid-Struktur deutlich Gberwiegen (Fenna et al. 1995).
Das reife Enzym wird in die Primar-Granula der Neutrophilen Granulozyten transportiert. Dort

erfolgt die Bindung an eine negativ geladene Matrix, bestehend aus sulfatierten Proteoglycanen.

\Vor Uber 70 Jahren entdeckt, war lange Zeit die einzige der MPO zuzuordnende Aufgabe die
Beteiligung am antimikrobiellen System der Neutrophilen Granulozyten: In ihren azurophilen
Granula gespeichert, filhrt ein intrazelluldrer Calcium-Anstieg zur Uberfihrung der MPO in
internalisierte Phagosomen, bzw. zur Sekretion des Enzyms in den extrazellularen Raum. Auf diese
Weise erhdlt die MPO Kontakt zu ihrem wichtigsten Substrat, dem Wasserstoffperoxid (H.O,)
(Klebanoff 2005). H,0, ist Produkt des sogenannten ,,respiratory burst“, einer Reaktion neutrophiler
Granulozyten bei der mit Hilfe des Enzyms NADPH-Oxidase Sauerstoffradikale nach extrazellular
oder in intrazellulare Kompartimente abgegeben werden. Diese reagieren im Anschluss spontan
oder unter Katalyse durch die Superoxid-Dismutase zu H,O..

Im Fall der neutrophilen Granulozyten kommt es anschlieBend durch die Reaktion von H,O, mit
MPO in den Granula zur Bildung des Compound I, dem primdren katalytischen Komplex der MPO
(van der Veen 2009). Hierzu reagiert das H,O, mit dem zentralen Eisen-Molekiil der MPO unter
Bildung einer Doppelbriicke. Dieser energiereiche Zustand stellt den Ausgangspunkt fir zwei
verschiedene Anschlussreaktionswege dar.

Einerseits kann es im Rahmen des ,,Halogenation cycle* (Arnhold 2004) nun durch Interaktion mit
Halogenen wie Chlor oder Brom zu einer direkten 2-Elektronen-Reduktion kommen: Die Oxidation
der Halogene fuhrt zur Bildung von Hypohalogenigen Sauren (HOX, X=ClI, Br, SCN), wobei unter
physiologischen pH-Verhéltnissen auf Grund der hohen Chlorid-Prasenz die Synthese von HOCI
Uberwiegt. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass etwa 45% des eingesetzten H,O, zu HOCI
reagieren. (van Dalen et al. 1997).

Ob es wirklich zur Bildung von freiem HOCI kommt ist noch umstritten, alternativ wird die
Bildung eines Compound | — Chlorid — Intermediats diskutiert. Dieses konnte dann weiterftihrend
freie . Amino-Gruppen von Polysacchariden der extrazellularen Matrix wie Heparansulfate

chlorieren.
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Ein anderer postulierter Ansatz geht von dem sofortigen spontanen Ubergang in oxidatives Cl,-Gas
aus (Hazen et al. 1996).

In jedem Fall wird der Bildung von HOCI in der Forschung eine zentrale Rolle zugesprochen. So
wurden in einer Vielzahl von Arbeiten bereits Interaktionen mit Proteinen, DNA und Lipiden
aufgezeigt (Prokopowicz et al. 2012).

Des weiteren stellt der Nachweis von 3-Chlorotyrosin, einem stabilen Reaktionsprodukt von HOCI
mit der Aminosdure Tyrosin, aktuell einen zuverldssigen und vielfach genutzten Nachweis
stattgefundendener MPO-Aktivitat dar (Hazen and Heinecke 1997).

Weitere Reaktionsprodukte des HOCI, wie z.B. die Chloramine, zeichnen sich zudem im Gegensatz
zu dem ,short-lived“ HOCI durch eine ausgesprochen lange Halbwertszeit aus und kdnnen auf
diese Weise die pro-oxidative Wirkung der MPO-Aktivitat zeitlich deutlich verlangern (Hawkins et
al. 2003).

Ein alternativer Reaktionsweg des Compound I ist der Peroxidase-Zyklus. Er basiert auf zwei
aufeinander folgenden 1-Elektron-Reduktionen des Compound | unter Bildung eines Compound-1I-
Zwischenprodukts, der dem Compound | strukturell &hnelt, jedoch nicht mit Halogenen reagieren
kann. Dadurch verschiebt sich der Grof3teil der Reaktionspartner hin zu organischen Substraten wie
Tyrosin, Ascorbaten und Steroid-Hormonen unter Bildung verschiedener organischer Radikale.
Aber auch anorganische Stoffe wie Nitrite oder Sauerstoff- und NO-Radikale kdnnen oxidiert
werden (Arnhold 2004).

In beiden Zyklen flihren die Reaktionswege zur Riickbildung der MPO in seine native Form und
damit zu einer wiederhergestellten Reaktionsbereitschaft.

In der Literatur wird zusétzlich der Compound-I1I-Zustand des MPO beschrieben, dem eine
allgemeine Relevanz bisher auf Grund seiner hohen Instabilitdt allerdings abgesprochen wird
(Klebanoff 2005).

Uber lange Zeit blieben die beschriebenen Generierungswege von ROS und Anschlussprodukten
auf ihre lokale Bedeutung flr das antimikrobielle System beschrénkt.

Jedoch zeigen Untersuchungen, dass eine Dysfunktion des MPO-H,O,-Systems nur marginale
Auswirkungen auf die Funktionsfahigkeit der Granulozyten hat. MPO-defiziente Versuchstiere
haben eine kaum reduzierte Anfalligkeit gegenuber bakteriellen Infektionen (Aratani et al. 1999),

obwohl in vitro die MPO wirksam gegen Bakterien einsetzbar ist (Klebanoff 2005).
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Beim Menschen ist die totale bzw. subtotale MPO-Defizienz mit ca. 1/2727 recht hdufig und
denoch gibt es bislang keine signifikanten Aussagen zu phéanotypischen Auswirkungen humaner
MPO-Defizienz (Kutter 1998).

Einige kleinere Fall-Kontroll-Studien berichten liber Assoziationen mit verschiedenen entziindlich-
degenerativen Erkrankungen (Kutter 1998) sowie von einzelnen schwerwiegenden Verlaufen bei
bestehender MPO-Defizienz, insgesamt bleibt die klinische Relevanz eines MPO-Mangels jedoch
deutlich hinter den zu erwartenden Konsequenzen zuriick (van der Veen 2009).

1.3.2. Die Bedeutung der MPO fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Auf Grund der beschriebenen, verhéltnisméRig geringen Bedeutung der MPO fiir die Abwehr von
Mikroorganismen versuchen Forscher weitere, sowohl lokale als auch systemische Bedeutungen der
MPO aufRerhalb des mikrobiziden Systems zu finden.

Auf lokaler Ebene kann im Rahmen inflammatorischer Prozesse MPO Aktivitat als einer der ersten
Prozesse nachgewiesen werden (Nauseef 2007), so u.a. auch in artherosklerotischen Léasionen.

Die Arbeit von Daugherty et al. 1994 postulierte eine Beteiligung der MPO in der Modifikation von
LDL in seine oxidierte artherosklerose-férdernde Form. Grundlage fir diese Annahme war der
Nachweis einer Vielzahl von Reaktionsprodukten der MPO-H,O,-Interaktion in den
artherosklerotischen Ldsionen: Erhdhte Spiegel von Nitrotyrosin sowohl in ladierten Aorten als
auch in LDL-Molekiilen menschlicher Atherome lieRen auf MPO-abhangige Reaktionen schlieRen
(Nicholls and Hazen 2009; Leeuwenburgh et al. 1997). Insbesonders der Nachweis von 3-
Chlorotyrosin bedeutete den spezifischen Beleg der MPO-Aktivitat (Harrison and Schultz 1976).
Eine mogliche Mitbeteiligung der MPO konnte dariiber hinaus in der Pathophysiologie des
Vorhofflimmerns herausgearbeitet werden: In einem Angiotensin-11-Mausmodell flihrte ein
genetischer MPO Knockout zu einer signifikant reduzierten Anfalligkeit fir Vorhofflimmern unter
elektrischer Stimulation; unter einer kontinuierlichen MPO-Infusion mittels osmotischer
Minipumpe in den MPO-KO Tieren war dieser Unterschied zwischen den Genotypen nicht mehr
beobachtbar (Rudolph et al. 2010).

\Von zukunftig potenziell groRer Bedeutung erscheinen neue Studien, die eine Zusammenhang
zwischen dem MPO-Plasmaspiegel und der Schwere des klinischen Verlaufs verschiedenener
Erkrankungen aufzeigen konnten. So konnte ein signifikanter Zusammenhang eines erhéhte MPO-
Plasmaspiegels und einem vermehrten Auftreten eines akuten Koronoarsyndrom bei Patienten mit

initial stabiler koronarer Herzkrankheit gezeigt werden (Tang et al. 2011).
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Die Bestimmung von MPO-Plasmaspiegeln bei Patienten mit neu aufgetretenem Brustschmerz
erlaubte, in Kombination mit den etablierten diagnostischen MalRnahmen, eine deutliche Anhebung
der Sensitivitat der Diagnostik in Bezug auf schwere kardiovaskuldre Syndrome in den der initialen
Untersuchung folgenden 6 Monaten (Nicholls et al. 2011).

Auf der anderen Seite konnten weitere Studien mit der MPO auch mdgliche protektive
Eigenschaften aufzeigen: Eine Arbeit von 2001 konnte den destruktiven Einfluss der MPO auf die
GefaBwand nicht bestatigen und verzeichnete sogar ein 50% erhéhtes Ausmaf an GefaRschadigung
in MPO-defizienten Mausen unter einer Cholesterol-Lipid-Diét.

Des Weiteren konnte die gleiche Arbeit eine vermehrte Prasenz der MPO in den
artherosklerotischen Ldsionen nicht bestdtigen. Die Autoren spekulierten daher u.a. Uber eine
mogliche oxidative Inaktivierung proinflammatorischer Stoffe durch das MPO-System (Brennan et
al. 2001).

Zu &dhnlichen Uberlegungen filhrte eine andere Arbeit, die auch dem durch MPO generierte HOCI
eine Reaktionsbereitschaft mit verschiedenen Mitspielern inflammatorischer Prozesse nachweisen
konnte und in diesem Zusammenhang einen ,,negative feedback loop* durch die HOCI-Generierung
postulierte (King et al. 1997).

Die Auswirkungen der MPO auf GefaRebene flihrte zu der Frage nach systemischen Effekten: Da
entziindliche Verénderungen des GefaRsystems auf langfristiger Basis die Elastizitdt und
Anpassungsbereitschaft besonders des arteriellen Systems beeinflussen kdnnen, spekulierte man
2010 erstmals auch Uber hypertensive Effekte der MPO (Van der Zwan et al. 2010a). Die Studie
konnte zwar auf Grund zu Kleiner Fallzahl und fehlender Randomisierung keine definitiven
Kausalitaten aufdecken, zeigte aber erstmals die mogliche Assoziation zwischen MPO und
Bluthochdruck auf. Die selben Autoren zeigten wenig spéter in einem ,,Letter to the Editor” die
Moglichkeit auf, dass der beobachtete Blutdruckabfall einer anderen Arbeitsgruppe nach
Melatoninsubstitution moglicherweise auch mit der MPO-inhibitorischen Eigenschaft des
Melatonins in Zusammenhang stehen konnte (van der Zwan et al. 2010b).

Zuséatzlich zu der rein entzindlichen Schadigung der Gefalwénde als Ursache einer arteriellen
Hypertonie hinaus wird auch die verminderte Bioverfugbarkeit von endothelialem
Stickstoffmonoxid, einem potenten Vasodilatator, durch MPO diskutiert. Diese hatte einen erhdhten
GefaBmuskeltonus zu Folge und wiirde somit Gber eine Erh6hung des peripheren Widerstandes zu
einer hypertonen Druckentwicklung beitragen (Eiserich et al. 2002). Dieser Hypothese
entsprechend konnte sowohl in Mausmodellen als auch in vitro der katalytischer Abbau von
Stickstoffmonoxid durch MPO und seine Reaktionsprodukte nachgewiesen werden (Eiserich et al.
2002).
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Zudem konnte eine weitere Studie kausale Zusammenhdange zwischen verschiedenen MPO
Genotypen und Pravalenzen arterieller Hypertonie nachweisen (Liu et al. 2013).
Neben den beschriebenen, zahlreichen indirekten Hinweisen fehlt bisher jedoch der direkte

Nachweis eines Zusammenhangs zwischen MPO und arterieller Hypertonie.

1.4. Myeloperoxidase und T-Lymphozyten

Als weitere mogliche systemische Wirkung der MPO konnte Marcinkiewicz 1991 erstmals die in
vitro Stimulierung der IL-2 Sekretion von T-Lymphozyten und Makrophagen durch die
Anwesenheit von Chloraminen, einem Endprodukt von MPO-Reaktionen, darstellen
(Marcinkiewicz et al. 1991).

In einer Blutuntersuchung von Patienten mit systemischen Vaskulitiden, einer u.a. T-Lymphozyten
vermittelten Erkrankungsgruppe, konnte in vitro eine vermehrte Proliferation von T-Lymphozyten
durch MPO aufgezeigt werden (Griffith et al. 1996).

Eine direkte Stimulation von T-Lymphozyten durch Tucaresol, einem synthetischen Generikum
eines Reaktionsprodukts von HOCI, konnte ebenso gezeigt werden wie eine Aktivierung von T-
Lymphozyten durch oxidierte LDL-Partikel. Da die Oxidierung von LDL-Partikel, ein durch HOCI
und andere MPO-Reaktionsprodukte beschriebener Reaktionsweg ist, wére somit eine indirekte
Stimulation von T-Lymphozyten durch die MPO mdglich (Alderman et al. 2002; Rhodes 2002).
Zusammenfassend ist eine Interaktion zwischen der MPO und T-Lymphozyten als wahrscheinlich
zu erachten. Eine sich hieraus ergebende Bedeutung fir die Pathogenese der arteriellen Hypertonie
ist bisher jedoch nicht verfolgt worden.

In dieser Arbeit soll daher untersucht werden, ob die MPO und T-Lymphozyten miteinander in
Interaktion stehen und auf diese Weise jeder fiir sich oder in Interaktion miteinander Einfluss auf
die Blutdruckregulation unter physiologischen Bedingungen nehmen. Im weiteren Verlauf soll
gezeigt werden, ob die MPO und T-Lymphozyten einen Einfluss auf die Entstehung der
Angiotensin-I1 vermittelten Hypertonie haben.

Ein vorstellbares Szenario ist z.B. eine Aktivierung Neutrophiler Granulozyten durch die AT-II-
Stimulation, die eine vermehrten Sekretion von MPO zur Folge hat (Ji et al. 2008). Der erhdhte
MPO-Plasmaspiegel kann tiber MPO-Reaktionsprodukte wie u.a. HOCI zu einer Stimulation von T-
Lymphozyten fuhren (s.0.), die mittels einer systemischen Entzlindungsreaktion z.B. in den
arteriellen GefaBwénden eine verstarkte hypertensive Reaktion verursachen kénnen.
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Diese kann einerseits durch von T-Lymphozyten sezernierte inflammatorisch-wirksame Zytokine
und andererseits durch die zusétzlich durch T-Lymphozyten beglnstigte Einwanderung weiterer
Entztindungszellen in die GefaBwénde vollzogen werden (Madhur et al. 2010).

Zusétzlich wirkt AT-11 auch auf AT-1-Rezeptoren auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten. Die
durch die Bindung gesteigerte Zellproliferation (Nataraj et al. 1999) sowie vermehrte Einwanderung
(Silva-Filho et al. 2011) der T-Lymphozyten in die GefaBwande kdnnte eine zusatzliche Verstarkung
der inflammatorischen Reaktion innerhalb der GefalRe und damit der Entwicklung einer arteriellen

Hypertonie bedingen.

2. Zlelsetzung der Dissertation

In der Hoffnung auf neue, kausale Therapieoptionen der arteriellen Hypertonie ist das Interesse an
Auswirkungen immunologischer Prozesse auf die Blutdruckregulation stark gewachsen.

Die vorliegende Studie fokussiert sich auf potenziell daran beteiligte Komponenten des
Immunsystems: die Myeoloperoxidase, ein vorlaufig in neutrophilen Granulozyten vorkommendes
Enzym, und die T-Lymphozyten, zentraler Bestandteil der zellularen Immunabwehr.

Es wird die Frage verfolgt, inwieweit der Blutdruck unter Ruhebedingungen sowie die Entwicklung
einer AT-11 vermittelten Hypertonie durch die T-Lymphozyten und die MPO beeinflusst werden.

Die MPO soll als mdglicher Interaktionspartner der T-Lymphozyten untersucht werden. Diese
konnte Gber ihre oxidativen Stoffwechselprodukte Teil des jingst publizierten Einflusses von T-
Lymphozyten auf die AT-11-vermittelte Hypertension in Mé&usen sein.

Zu diesem Zweck werden 4 Mauslinien auf der Basis eines gemeinsamen Rag-Knockout
Hintergrundes verglichen. Dieser fihrt in den entsprechenden Tieren zu einem Fehlen funktioneller
T- und B-Lymphozyten.

Rag-Knockout M&use werden weitergehend mit einer MPO-Knockout Linie verkreuzt. Die daraus
resultierenden Genotypen werden dann teilweise einem T-Lymphozyten-Transfer aus gesunden
Spendertieren unterzogen, so dass sich insgesamt 4 Versuchsgruppen ergeben (s.Tabelle 15).
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Rag Knockout T-Lymphozyten Transfer
MPO Wildtyp MPO' T~ MPO' T”

MPO Knockout |MPO T~ MPO T

Tab.1: Zusammensetzung der 4 Versuchsgruppen. Die T-Lymphozyten transfundierten Méduse (=T+)
haben ebenfalls einen Rag Knockout-Genotyp.

Auf diese Weise konnen die Effekte der MPO-Defizienz, der B-/T-Lymphozyten-Defizienz als auch
mogliche Interaktionen zwischen T-Lymphozyten und der MPO untersucht werden.

Als zentrale Untersuchungsmethode wurden telemetrische Messungen der h&modynamischen
Parameter Blutdruck und Herzfrequenz durchgefiihrt.

Durch die Quantifizierung hamodynamisch bedingter Endorgan-Schéden im Herz-Kreislauf-
System, u.a. an Herz und Aorta, sollen weitere, moglicherweise klinisch relevante Auswirkungen
der Hypertonie in Abhangigkeit vom Immunstatus gepriift werden.

Durch die Zusammenschau der Ergebnisse soll die vorliegende Arbeit zum weiteren Verstandnis der
in der Blutdruckregulation beteiligten Prozesse, besonders im Rahmen der arteriellen Hypertonie,
beitragen und auf diese Weise Ansatze fur zukiinftige Therapie-Konzepte aufzeigen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Bezeichnung Hersteller

Analyse-Software

Dataquest Version 4.0 / A.R.T. Systems

Durchlauferhitzer fir OP-Platz

Haake

Eppi Reaktionsgefalie

Eppendorf

Feinwaage

Sartorius excellence

Gas-Absorber

Fluovac / FMI GMBH + Veteranry

Fluosorber / The Harvard Apparatus

Grafische Auswertungs-Software

GraphPad Prism® Version 5.0

Kéfige

Typ 2 L/ Tecniplast

Kafig-Filterdeckel

Reusable Filter Covers / Tecniplast

MACS-Trennsaulen

Separation Columns 25LS / MACS

MACS-Filter

Preserperation Filters / MACS

Maushaltungsschrank

Scantainer / Scanburas

Micro-Osmotic Pumps (AT-11-Gabe)

Model 1002 / Alzet (0.25 pl/h, 14 d)

Mini-Zentrifuge

Biofuge pico / Heraeus

Narkoseeinheit

Isofluran+ Vet.Med.Vapor / FMI GMBH

Neubauer-Zahlkammer

Thoma

Shaker

MSI Minishaker / IKA

Spritzen

Braun

Telemetrie Empfanger

Physio Tel Receiver RPC1 / DSI

Telemetrie Sender

TA11Pa-C10/ DSI

T-Zell-Sorter Quadro / MACS + Multi-Stand / MACS
Waage Mettler Toledo
Werkbank Heraeus Instruments

Zellfilter (PorengrofRe 40um und 70um)

40um/70um Cell Strainer / Falcon®

Zentrifuge

Centrifuge 5804 R / Eppendorf

Tabelle 2. : Laborgeréte & Software
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Bezeichnung

Bezeichnung / Hersteller

Angiotensin Il AT Il human / Sigma
Concavalin A (from Jack bean) Sigma
EDTA GIBCO

Enrofloxacin 2,50%

Baytril / Bayer

Formaldehydlésung 4,00%

Histofix / Roti

Glukose-Losung G5 Braun
HBSS Hanks Salt Solution 1fach / Biochrom AG
Isofluran 100% Forene / Abbott

Ketamin 10mg/ml

Actavis Deutschland

Natrium-Chlroid-L6ésung 0,9%

Braun

Pan T-Zell-Isolations-Kit

Kit Il mouse / MACS

1x PBS

Fluka / Biochemika

RPMI

RPMI 1640 + L-Glutamine / GIBCO

Trypanblau 0,4%

Sigma

Xylazine 2,00%

Rompun / Bayer

Tabelle 3 : Reagenzien & Antikorper-Sets
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3.2. Methoden

3.2.1. Mauslinien & Haltung

Etablierung der Mauslinien

Als ,,Knockout-Mause* werden Tiere bezeichnet, die durch Deaktivierung von spezifischen Genen
(=Gen Knockout) bestimmte Erbinformationen verlieren oder neu aufweisen.

Hierzu werden embryonale Stammzellen aus Mauslinien gewonnen und durch das Einbringen von
DNA-Vektoren genetisch manipuliert.

Der DNA Vektor enthélt eine modifizierte Form des Zielgens und ersetzt es bei der in diesem
Projekt verwendeten Mauslinie mittels homologer Rekombination im Genom.

Um die erwinschte selektive Immunsuppression zu erhalten wurde im vorliegenden Fall durch die
als ,targeted gene disruption* bezeichnete Technik das ,,Recombination activation gen-1“ (= Rag-1)
ausgeschaltet (Mombaerts et al. 1992). Die entstehende als ,,Ragltm1Mom* bezeichnete Mutation
fuhrt zur Exprimierung ausschlieBlich unreifer B- und T-Lymphozyten, die auf Grund einer
Mutation im Antigen-Rezeptor nicht funktions- und Uberlebensfahig sind (Mombaerts et al. 1992).
Zur Selektion von erfolgreich integrierten Zellen wurde in den Vektor ein sogenanner pgK-neo
Marker integriert. Er enthélt eine Neomycin-Resistenz, die durch das Phosphoglycerat-Kinase-Gen
des Mausgenoms aktiviert wird. Durch eine positive Selektion unter Neomycin-Therapie berleben
nur Zellen, die den Vektor erfolgreich integriert haben (Wassarman and Soriano 2010).

Die zweite in diesem Projekt verwendete Mauslinie zeigt einen ,,Knockout” des Enzyms
Myeloperoxidase. Das Einbringen des entsprechenden Gen-Vektors in das Genom der murinen
Stammzellen erfolgt nach einem &hnlichen Verfahren. An den Vektor wurde zusatzlich zur
Neomycin-Resistenz die Thymidinkinase des Herpes-simplex-Virus (HSV-tk) gekoppelt. Diese
wird bei korrekter Integration des Vektors zerstort und bietet auf diese Weise der abschlielenden
Ganciclovir-Therapie kein Angriffsziel mehr, so dass nur die entsprechend erfolgreich modifizierten
Zellen tberleben (Schmidt-Haupt 2011).

In beiden Fallen wurden die so selektierten Zellen in Blastocysten transferiert und einer murinen
Leihmutter intrauterin implantiert. Die resultierende Maus-Chimare, die aus injizierten Zellen und
Empfanger-Zellen hervorgegangen ist, wurde danach beim Vorliegen der Mutation in den
Keimzellen weiter verpaart. Um sicher zu stellen, dass die gekreuzten Mé&use sich ausschlie3lich im
gewinschten Gen unterscheiden ist eine anschlieende Ruckkreuzung in den Hintergrund der
Wildtyp-Mauslinie (C57BL/6J ) Gber mindestens 10 Generationen erfolgt.
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Bezeichnung Herkunft
Wildtyp C57BL/6J

Jackson Laboratory (Stock number: 000664)
MPO-Knockout B6.129X1-Mpotm1Lus/J

Jackson Laboratory (Stock number: 004265)
Rag-Knockout B6.129S7-RagltmiMom/J

Jackson Laboratory (Stock number: 002216)
MPO / Rag -Verpaarung \ersuchstierhaltung UK-Eppendorf

Tab.4: verwendete Mauslinien

Maushaltung
Die Tiere waren bei Versuchsbeginn10-16 Wochen alt und wurden eine Woche vor Versuchsbeginn

aus der Aufzucht der zentralen Versuchstierhaltung des Universitats-Klinikums Eppendorf in die
Rdaume des Instituts der Physiologie Uberfiihrt, um eine vollstdndige Erholung der Mause von
eventuellem Stress durch Transport-Belastung und Umgebungsverénderung zu garantieren.

Die Unterbringung erfolgte stets bei standardisierten Haltungsbedingungen (Kontrolle wvon
Raumtemperatur, Lichtregime und Luftfeuchtigkeit). Futter (Pellet-Trockenfutter der Firma
LasVendi ROD 16-R) und Wasser (autoklaviertes Leitungswasser) standen den Tieren stets ad
libitum zur Verfugung.

Untergebracht waren die Tiere in Typ 2 long-Kéfigen (Firma Tecniplast), die mit Filterdeckeln
(Reusable Filter Covers, Firma Tecniplast), Einstreu (Weichholzgranulat) und ,,cage enrichment*
(Zellstoffblattern und Kunststoffhaus) ausgestattet waren.

Um einen aussagekraftigen und stérungsfreien Versuchsablauf tGber die Dauer des Experiments zu
gewdhren, erfuhren alle verwendeten Tiere eine ihrem defizitdren Immunstatus entsprechende
Haltung. Die K&fige wurden mit Filterdeckel in einer ,Ventilated Cabinet“ (Scantainer)
untergebracht, die durch Filterung der den Scantainer durchstromenden Luft den Schutz der Tiere
vor Kontamination und Infektion bietet. Jegliche an den Mausen vollzogene Eingriffe (Operationen,
Kafigwechsel, Wiegen, etc.) wurde unter einer Produktschutz-Werkbank (Firma Hereus
Instruments) durchgefuhrt. Die genutzten Gerdte und das OP-Besteck wurden vor Gebrauch
desinfiziert beziehungsweise autoklaviert, ebenso wie Kafige, Futter und Wasser der Mdause.

Die beschriebenen MalRnahmen flihrten dazu, dass es bei keinem der \ersuchstiere zu einer
erkennbaren Beeintrachtigung durch Infektionen kam.
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Samtliche Versuchstiere zeigten durchgehend normales Ess- und Trinkverhalten, einen regelrechten
Tag-Nacht-Rhythmus sowie eine unauffallige Agilitéat.

Um eine moglichst stressfreie Umgebung zu schaffen, erfolgten die Messungen bis zur AT-11-Gabe
an den Wochenenden (48h: Freitag 19:00 Uhr — Sonntag 19:00 Uhr). Fir den anschlieRenden,
durchgangigen, 14-tdgigen AT-ll1-Messzeitraum wurden Storungen der Tiere auf ein Minimum
reduziert.

Taglich erfolgte eine Mausvisite zur Kontrolle des Gesundheitsstatus der Tiere. Dabei wurden
zusétzlich zu den gemessenen  Kreislaufparametern augenscheinliche Aspekte  wie
Atmungsfrequenz, Fell- und Erndhrungszustand sowie Mobilitdt und Verhalten beurteilt. Dartber
hinaus wurden alle Versuchstiere wochentlich unter sterilen Bedingungen gewogen und die
Ergebnisse protokolliert. Alle dargestellten Korpergewichte sind Nettogewichte, d.h. das Gewicht
des Telemetriesenders (1,4g) und der osmotischen Pumpe (0,29) wurden ggf. vom
Bruttokdrpergewicht subtrahiert.

Lediglich zwei Tiere erfuhren einen vorzeitigen Versuchs-Abbruch durch Funktionsausfall der
Telemetriesender. Eine Dysfunktion der Telemetriesender fuhrte zudem zum Ausschluss weniger
Blutdruckdaten aus der Auswertung (s.Tabelle 3.6.).

Genehmigung
Die Genehmigung fir Haltung und Interventionen erfolgte gemdaR 88 Tierschutzgesetz durch die

Hamburger Behorde fir Gesundheit und Verbraucherschutz am 16.03.2011 fur eine Dauer von 3
Jahren. Genehmigungsnummer: 14/11

Verantwortlicher Leiter des Tierversuchs ist Prof. Dr. med. Heimo Ehmke (Direktor des Institutes
fur zelluldre und integrative Physiologie, Universitatsklinikum Eppendorf).

Stellvertretende Leiterin und exekutive Wissenschaftlerin ist Dr. med. Anika Seniuk
(Wissenschaftlerin im Institut fur Zelluldre und Integrative Physiologie, Universitatsklinikum
Eppendorf).

Far mich lag eine Genehmigung von oben genannter Behdrde fiir Pflege und Versorgung der Tiere,

sowie Organentnahmen an den toten Tieren vor.
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3.2.2. Versuchs-Ablauf und Endpunkte
Es wurden 4 priméren Versuchsgruppen gebildet, die alle einen Rag-Knockout als genetische

Grundlage hatten:

Rag-Genotyp MPO-Genotyp T-Lymphozyten n
Rag-Knockout MPO-Knockout: MPO Sham-Gruppe: T~ 6
Rag-Knockout | MpPO-Wildtyp: MPO* Sham-Gruppe: T~ !
Rag-Knockout MPO-Knockout; MPO Transfer erfolgt: T* 6
Rag-Knockout | MpO-wildtyp: MPO* Transfer erfolgt: T~ 6
Tabelle 5 : untersuchte Versuchsgruppen
Samtliche Versuchstiere durchliefen das gleiche Schema:

1. Initiale Genotypisierung unmittelbar nach Geburt

2. Genotypisierung nach Versuchseinschluss zur Verifizierung

3. Telemetriesender-Implantation

4. mindestens 10-tdgige Rekonvaleszenz- und Habituations-Zeit

5. 48h Telemetrie-Basismessungen ,,pra-Transfer*, gefolgt von 4 weiteren 48h

Basismessungen ,,post-Transfer” nach T-Lymphozyten bzw. Sham-Transfer

6. Implantation der AT-11-Pumpen

7. durchgéngige, 14tagige Telemetrie-Messung unter AT-11-Infusion

8. Organentnahme und erneute Genotypisierung
Um eine Vergleichsmoglichkeit mit AT-1I  unbehandelten Tieren bei Analyse

der

Endorganschadigung zu erhalten, wurden zusétzlich Gruppen analog mit T-Lymphozyten/Sham-

Injektion behandelt und ihnen im Anschluss mit 0,9% Kochsalz-Lésung geftllte osmotische

Pumpen implantiert (s.4.6.). Telemetrische Messungen erfolgten in diesen Gruppen nicht.
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3.2.3. Genotypisierung

Die Genotypisierung dient dem gezielten Nachweis genetischer Verdnderungen. Die in dieser
Dissertation hierzu verwendete Methode ist die Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain
Reaction; PCR) mit anschlieBender Agarosegelelektrophorese.

Im Rahmen einer PCR werden durch die multiple Amplifikation (35 Zyklen) einer hochspezifischen
DNA-Sequenz vielfache Kopien dieses DNA-Abschnitts erstellt und somit der Genotyp qualitativ
bestimmbar.

Zunéchst wird hierzu den Tieren eine Schwanz- oder Ohrbiopsie entnommen. Anschlieend wird
die Probe in einem Thermomixer durch eine Lyse-Losung (DirectPCR Lysis Reagent Tail, Firma:
Viagen Biotech) erst bei 65° fir 2 Stunden und dann bei 95° fir 10 Minuten verdaut. 2 ml des so
gewonnen Gewebelysats werden anschlieBend mit 20pL des folgendem Standardansatzes versetzt:

Substrat \Volumen
PCR Puffer 20uL
(Firma: Invitrogen)

Dinukleotidtriphosphate 4uL
(Firma: Invitrogen)

Primer fur Rag- / MPO-Gen Je 4pL
(Firma: Eurofins MWG Operon)

Tag-Polymerase 2uL
(Firma: Invitrogen)

Magnesiumchlorid 6L
(Firma: Invitrogen)

Wasser (autoklaviert) 136uL

Tabelle 6: Eingesetzter Standardansatz fiir 10 Proben

Zuséatzlich zum Probenlysat wurde bei jeder PCR eine Negativ-Kontrolle (Standardansatz ohne
Probe) und eine Positiv-Kontrolle (DNA-Probe einer Wildtypmaus) eingesetzt um methodische
Fehler detektieren zu kdnnen.

Durchgefuhrt wurde die PCR in einem Thermo Cycler der Firma GeneAmp und bestand aus einem
sich wiederholenden Zyklus von drei Schritten. Zunédchst wird die Probe fir 30 Minuten auf 93°C
erhitzt. Ziel der Temperatursteigerung ist die Denaturierung und damit die Offnung der DNA-
Doppelstrange fur die Polymerasen. Die anschlieBende 30 minitige Abkihlung des Substrats auf
58°C ermoglicht den Primern die Bindung an die DNA und wird als Hybridisierung bezeichnet.
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Durch die Bindung der Primer beginnen nun die Polymerasen weitere Nukleotide an die beiden
entstehenden, ihrer DNA-Vorlage jeweils komplementidren DNA-Strange zu héngen.
Eine nochmalige 45-minutige Erh6hung der Temperatur auf 72°C stellt die fur die Polymerasen

optimale Arbeitsbedingung her.

Die standige Wiederholung dieser drei Schritte fiihrt zu einer exponentiell zunehmenden
Amplifikation der durch die beiden Primer definierten DNA-Sequenz, so dass nach insgesamt 35
Zyklen aus einem einzigen DNA-Doppelstrang weit mehr als eine Million identischer DNA-
Molekiile entstehen. Die Proben werden im Anschluss zur Vorbereitung fur die Gelelektrophorese
auf 4°C gekihlt (Maller 2001).
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Abbildung 2 : schematische Darstellung des 3-schrittigen Zyklus einer PCR (Scheffel 2014)

Fur die abschlieBende Agarosegelelektrophorese wird 1,2%ige Agarose mit TBE-Puffer und
6u1/100ml Ethidiumbromid in horizontale Trennkammern gegossen. Die DNA-Fragmente werden
in die so geschaffenen Gel-Taschen gegeben und unter eine Spannung von 110V tber 45min gesetzt
(Spannungsquelle: EPS 600, Firma Pharmacia). Aufnahmen der Gele mittels Kamera unter UV-

Licht (Wellenldnge 254nm) dienen der Ergebnisdokumentation.
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3.2.4. Implantation der Telemetriesender

Fir die in diesem Projekt verwendeten immundefizienten Tiere fand die gesamte OP unter einer
Produktschutz-Werkbank in einem sterilen Arbeitsumfeld statt. Die Mduse waren ber die gesamte
Dauer des Eingriffs auf einer 37°C-Warmeplatte gelagert.

Implantiert wurde der TA11Pa-C10 - Sendertyp von DSI mit einem Gewicht von 1,4 g und einem
Volumen von 1,1 ccm.

Zur Festlegung des Nullwertes wurden am Tag vor der OP Messungen der Sender in isotoner NaCl-
L6sung in ihren sterilen Verpackungen durchgefiihrt. Sender mit Abweichungen vom Nullwert von
mehr als 4mmHg wurden verworfen.

Grundsétzlich werden die Mé&use gewichtsadaptiert zundchst mit einer Ketamin / Xylazin - Injektion
i.p. narkotisiert (Dosierung: 0,12mg Ketamin und 0,0016mg Xylazin/g Korpergewicht
(Bodyweight: BW); entspricht: 0,01ml/g BW des folgenden Ansatz: 12mg Ketamin© + 0,16 mg
Rompun®© ad 1 ml NaCl).

Zudem erhalten die Tieres Enrofloxacin (Baytril©, 5mg/kg BW ad 1ml NaCl s.c.) zur
perioperativen antibiotischen Abdeckung und eine Schmerzprophylaxe mit Carprofen (Rimadyl©, 5
mg/kg BW s.c.).

Die narkotisierten, spontan atmenden Mause werden in Riickenlage auf eine Korkunterlage fixiert
und der Halsbereich durch die Unterlage einer Wundkompresse zur besseren Darstellung des OP-
Feldes leicht tberstreckt.

Nun werden die Tiere frontal im Bereich des Halses rasiert und die enthaarte Flache mit Jod-Ldsung
(Betaisodona®©) desinfiziert.

Vor dem Hautschnitt wird eine ausreichende Narkosetiefe durch das Fehlen des
Zwischenzehreflexes tberpruft.

Nach ca. 1cm langer Inzision im desinfizierten Bereich und Préparation des subkutanen Gewebes
wird mittels einer stumpfen Schere eine subkutane Tasche in die linke Flanke zur spateren Sender-
Platzierung préaperiert.

AnschlieRend wird die linke Arteria carotis communis durch Praparation bis zur Bifurkation in die
Arteria carotis externa und interna dargestellt und auf Hohe der Bifurkation durch einen Knoten
unwiderruflich verschlossen. Eine intermittierende Zugelung weiter proximal dient der
Unterbindung der lokalen Blutzufuhr wéhrend des Eingriffs.

Nun wird entlang einer Kanule als Fiihrungshilfe der Katheter des Senders ca. 1,2cm ab Bifurkation
in den abgebundenen Bereich der Arterie nach proximal eingefiihrt und unter Lésen der Zigelung
mit der Spitze bis in die Aorta vorgeschoben.
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Die korrekte Lage sowie die Funktionsfahigkeit des Senders wird durch eine kurze Messung noch
am narkotisierten Tier verifiziert.

Nach Befestigung des Katheters durch mehrere Ligaturen und anschlieBende zusatzliche Fixierung
der Knoten mit Histoacrylgewebekleber (Fa. Braun) wird die Sendeeinheit in die zuvor vorbereitete
subkutane Tasche in der linken Flanke platziert.

Der Hautschnitt wird mit Einzelknopfnahten im Abstand von 1-2mm (Mersilene 5-0, Ethicon©)
verschlossen und die Naht mit Jod desinfiziert. Bis zum vollstdndigen Abklingen der Narkose
werden die Kéafige der Tiere halbseitig auf Wéarmeplatten platziert, um den Mausen eine standige,
aber freiwillige externe Warmezufuhr zu ermdéglichen. Zusétzlich zu der normalen Futter- und
Wasserversorgung werden den Tieren in den ersten 24h postoperativ kleine Schalen mit 5%-
Glukose L6ésung sowie in der Glukoseldsung eingeweichte Futter-Pellets angeboten.

Die Erholungsphase betrégt bei allen Tieren etwa 2-4 Tage. Vereinzelt neigen die Tiere in den ersten
Tagen dazu, sich die Faden der Naht aufzubeilRen, so dass diese Defekte unter Isofluran-Narkose
uberndht werden miussen. Nach erfolgter Wundheilung zeigen aber auch diese M&use eine

vollstandige Toleranz gegentber den implantierten Messsendern.

operierte Tiere|Falscher Genotyp in|Sender im Verlauf | In Auswertung
gesamt Kontrolle defekt eingegangen
mpo T |11 1 4 6
MpoT T~ |13 2 4 7
MPO T |6 0 0 6
MPO'T™ |6 0 0 6

Tabelle 7: Erfolg der durchgefuhrten Telemetrie-Operationen in den vier Versuchsgruppen
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fhn \
Abbildung 3 (links) : Punktion der Arteria carotis; im schwarzen Kreis ist die Spitze des
einzufihrenden Katheters erkennbar (eigene Abbildung)

Abbildung 4 (rechts) : Schemenhafte Zeichnung der Lage und Positionierung des eingebrachten
Telemetrie-Senders (Huetteman 2009)

3.2.5. Telemetrische Messung

Ein- und Ausschalten der Sender ist mit Hilfe eines Magneten durch die Kéfigwand hindurch
maglich, so dass die Tiere davon unbeeinflusst bleiben.

Der eingeschaltete Sender Ubermittelt die in Echtzeit gewonnenen Daten an die unter dem Kéfig
positionierte Receiver-Platte, ber die eine Weiterleitung an den Computer erfolgt. Die
aufgezeichneten Parameter kdnnen durch eine Analyse-Software (Dataquest A.R.T. System Version
4.0) ausgewertet werden.

Die Basismessungen beginnen jeweils am Freitag um 19:00 Uhr und erfolgen tber einem 48h-
Zeitraum, wahrend die Messungen unter AT-11 durchgehend fur den Zeitraum der 14-tdgigen AT-11-
Gabe erfolgten. In beiden Féllen werden die Werte jeweils alle 5 Minuten kontinuierlich fir einen
Zeitraum von 60 Sekunden ermittelt (s. Abbildung 6).

Es wurden die Parameter Aktivitat, Herzfrequenz, mittlerer arterieller Blutdruck, systolischer und
diastolischer Blutdruck ausgewertet.

Die Herzfrequenz wird indirekt Uber das ,Peak-to-Peak” Intervall des Kurvenverlaufs des
Blutdrucks berechnet.

Als MessgrofRe der Aktivitat wird die von der Empfénger-Platte gemessene Signalstarke genutzt und
die Anzahl der registrierten Anderungen der Signalstarke innerhalb eines Messzeitraums als
Aktivitats-Mald ausgewertet.
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Die so ermittelten Aktivitats-Werte sind abhéngig von Distanz und Geschwindigkeit der Bewegung
und koénnen daher nur als relative Messung interpretiert werden, lassen also z.B. keinen direkten
Schluss auf die zuriickgelegte Strecke der Tiere zu.

Systolischer und diastolischer Blutdruck werden tber den Verlauf der Steigung der Blutdruck-
Kurve errechnet, indem der maximale bzw. minimale Wert vor einer endgultigen Vorzeichen-
Umkehr der Steigung als systolischer bzw. diastolischer Wert dieses Herzzyklus gewertet wird.

Der mittlere arterielle Blutdruck wird durch die Integral Berechnung der ,,Peak-to-Peak*-Flache der

Blutdruckkurve mit anschlielender Mittelwertbildung bestimmt.

3.2.6. Telemetrische Auswertung

Im Anschluss an die Messungen erfolgt die Analyse der Ursprungs-Werte durch die arithmetische
Mittelung auf 5min- und 1h-Werte mittels der Analyse-Software und Excel.

Aus diesen wird ein Tag- (=07:00 Uhr — 18:00 Uhr) und ein Nachtwert (=18:00 Uhr — 07:00 Uhr)
fur die Verlaufsdarstellungen gebildet. Fur die Basis- und Ruhemessungen werden die auf diese
Weise an den Wochenenden ermittelten Werte von 2 Tagen auf einen virtuellen 24h-Tag gemittelt.
Wahrend der AT-11-Gabe werden dagegen einzelne Tag- und Nacht-Werte genutzt.

Daruber hinaus werden stiindliche, auf einen virtuellen Tag gemittelte Werte fur die zirkadianen
Darstellungen genutzt.

180.0 4111312012 10:47:06 AW

160.0 -

12001 % |m L.l s /\ /\

:‘“120.0-}4\\\‘ K \i \\i \Jn N

=
£ 100.04

80.0+

M0 M4 M2 M3 M4 M5 M6 17 118 19 120

Seconds

Abbildung 5: Exemplarischer Ausschnitt aus einer Messung. Rot: MAP; Gelb: Systole; Griin:
Diastole (1 Sekunde)
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Abbildung 6: exemplarischer Ausschnitt aus einer Messung (1 Minute)

3.2.7. T-Lymphozyten Separation

Zur Gewinnung von Spender-T-Lymphozyten werden Wildtyp-Spenderméuse (C57BI/6J) durch
zervikale Dislokation unter tiefer Isofluran-Anésthesie getotet.

Das Abdomen wird ertffnet, die Milz unter Trennung vom umliegenden Gewebe entnommen und in
eisgekuhltes HBSS uberfihrt.

Alle weiteren Schritte erfolgen unter moglichst sterilen Bedingungen. Die Milz wird durch einen 70
pm Zellfilter mit einem Spritzen-Stempel manuell zerkleinert. Die Suspension wird in 15ml HBSS
aufgenommen, bei 300g und 4°C fir 10min zentrifugiert und das so gewonnene Zellpellet in 1,5ml
Erythrozyten-Lysis Puffer (s.Tabelle 10) resuspendiert. Nach 5min Inkubation erfolgt der Stopp des
Lyse-Prozesses durch die Hinzugabe von 20ml HBSS, gefolgt von einer dreifachen Aufreinigung
der Suspension durch jeweilige Zentrifugation mit anschlieRender Resuspension in MACS Puffer.
AbschlieRend filtert man durch einen 40 pum Zellfilter.

Zur Bestimmung von Zellzahl und Anteil lebender Zellen werden 10 ul der Zell-Suspension mittels
Trypanblau gefarbt und anschlieBend mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer unter dem Mikroskop

ausgewertet.
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Die fur den Transfer bendtigten T-Lymphozyten werden durch weitere Aufreinigung und
anschlieBende T-Zell-Anreicherung unter Verwendung des MACS-Systems aus der Milz-Zell-
Suspension gewonnen:

Das ,,Magnetic-activated cell sorting“ ermdglicht die Gewinnung einer spezifischen Zellpopulation
aus einer zuvor immuno-magnetisch behandelten Zellsuspension.

Grundlage des Verfahrens ist die Markierung von Zellen mit monoklonalen Antikérpern und die
anschlielende Kopplung der gebundenen Antikorper an Eisenoxid-Partikel, sogenannte
»Microbeads*.

Das Reaktionsgemisch wird ber eine Trennséule pippetiert, deren Filter magnetisiert wurde. Durch
die Anziehungskraft des so erzeugten Magnetfeldes verbleiben die immuno-magnetisch behafteten
Zellen im Filter. Die nicht markierten Zellen passieren dagegen die S&ule und werden auf diese
Weise von den markierten Zellen getrennt.

Um eine potentielle Aktivierung der Zielzellen durch die Bindung von Antikdrpern zu vermeiden,
wird im Falle der T-Lymphozyten-Selektion das Verfahren der sogenannten negativen Selektion
bevorzugt: Hierbei werden T-Lymphozyten als einzige Zellart nicht markiert und kdnnen so
unbeschadet die Sdule passieren. Alle anderen Zellen der Milz-Zell-Suspension verbleiben in der
MACS-Saule.

Durchfiihrung:
Alle Arbeitsschritte bis zur Auftragung der Suspension auf die Trennsdule werden auf Eis bei etwa

4°C vorgenommen:

Der angesetzte MACS-Puffer (s.Tabelle 9) wird mittels einer Unterdruck-Filtration (Druckfilter
Sartolab® P20) unter einer Produktschutz-Werkbank sterilisiert.

Zunachst erfolgt mittels Zentrifugation und anschlieRender Resuspension die Uberfiihrung der
gewonnen Zelllésung in MACS-Puffer. Anschlieend werden die Zellzahl bestimmt, die Antikdrper
in Form des Isolation Kit und, nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten, die MicroBeads
beigefigt.

Nach abermaliger, 15-minitiger Inkubation werden ungebundene Antikdrper und MicroBeads
durch eine Zentrifugation entfernt. Das resuspendierte Pellet wird auf die vorgespulte magnetische
Trennsdaule mit aufgesetztem Preseparation-Filter pipettiert. Das abschlielende Spulen mit MACS-
Puffer garantiert eine hohe Anreicherung von T-Lymphozyten in der den Filter durchlaufenden

Losung.
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Verwendete Sets Dosierung

Pan-T-Cell Isolation Kit 11 10pl pro 1077 Zellen
(Firma MACS Art.Nr.: #130-095-130)
Anti-Biotin MicroBeads 20ul pro 1077 Zellen

(Firma MACS Art.Nr.: #130-090-485)

Tabelle 8: Antikdrper-Sets

99,6% 1xPBS (Firma Fluka)
0,4% EDTA 0,5M (Firma Gibco)
5 g/l BSA (Firma Sigma-Aldrich)

Tab.9: Zusammensetzung des MACS-Puffer

82,9 g/l NH,CI (Firma Sigma Aldrich)

10 g/l KHCO; (Firma Merck)

0,34 g/l EDTA (Firma Gibco)

pH-Einstellung auf 7,4 mittels 1M HCI / 1M NaOH

Tabelle 10: Zusammensetzung der Erythrozyten-Lyse-Suspension

Abbildung 7: MACS-Trennséule mit aufgesetztem Preseparation-Filter
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3.2.8. FACS-Analyse

Die auch als Durchflusszytometrie bezeichnete FACS-Untersuchung (=Fluorescence-activated cell
sorting) ist ein Verfahren zur Analyse von Zellsuspensionen. Hierbei werden die Zellen einzeln und
mit hoher Geschwindigkeit von Laserstrahlen getroffen, was spezifische, von Detektoren
ausgewertete optische Emissionen durch die verschiedenen Zellen hervorruft.

Ausgangspunkt des Durchflusszytometers ist die Durchflusszelle. In diese wird die Zellsuspension
aus der Probe aufgenommen und in einem schmalen Flussigkeitsfilm (=Hullflissigkeit, eng. ,,sheath
fluid*) geldst durch das Gerat gefihrt.

Die einzelnen Zellen werden jetzt durch eine Lichtquelle, meist Laser verschiedener Wellenlangen,
beschossen.

Sammellinsen biindeln die im engen Winkel (=FSC, 1-20°) sowie im 90°-Winkel (=SSC) zur
Ausrichtung des Lasers eingehende Streuung und leiten sie zu Detektoren, meist Signal-
verstarkenden Photomultipliern, wo sie digitalisiert werden.

Zur Auswertung des durch Fluroreszenz erzeugten Signals sind zudem ein Farbfiltersystem sowie
weitere, fur bestimmte Wellenlédngen spezifische Detektoren nétig (Rontgen 2005).
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Abbildung 8: schematisches Prinzip eines Durchflusszytometers (Réntgen 2005)

Die spezifische Reflektion der Lichtstrahlen gibt Aufschluss tber Eigenschaften der Zelle wie Art
und GroRe.

Die Streuung wird, in Bezug auf die urspriingliche Richtung des Laserstrahls, in Vorwaértsstreulicht
(FSC= Forward Scatter) und Seitwartsstreulicht (SSC= Sidewards Scatter) unterteilt.
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Waéhrend der FSC hauptséchlich vom Volumen der Zelle abhangt, basiert die Menge des SSC auf
verschiedenen Eigenschaften wie der Granularitat, der Vesikel-Anzahl und der GroRe des Zellkerns.
Eine Erweiterung der Durchflusszytometrie stellt der Gebrauch von Fluoreszenzfarbstoffen dar.
Diese kdnnen durch eine Laserbestrahlung zur Emission von Licht angeregt werden.

Durch eine Kopplung der Farbstoffe an monoklonale Antikdrper, die spezifisch an definierten
Oberflachenstrukturen der Zellen binden, gelingt es, Subpopulationen &hnlicher Groflie, Struktur
und Oberflacheneigenschaften zu identifizieren.

Die Untersuchung wurde von uns einerseits zur Bestimmung der Reinheit der transfundierten T-
Zellpopulationen zu Versuchsbeginn genutzt, andererseits sollte der Erfolg der durchgefiihrten T-
Lymphozyten-Transfers am Versuchsende verifiziert werden.

Zu diesem Zweck wurde die Zellsuspension mit einer Losung aus verschiedenen Antikdrpern
behandelt.

Ziel-Rezeptor genutzter Antikérper Vorkommen

CDh4 APC Thymozyten, T-Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen

CD 19 FITC B-Zellen

CD3 AF700 Thymozyten, T-Lymphozyten

CD 62L V450 naive T-Lymphozyten

CD44 Pe aktivierte T-Lymphozyten

CD 45 PerCP alle hamatopoetischen Zellen

Gr-1(=Ly6G) APC Granulozyten

Tabelle 11.: Ziel-Rezeptoren der eingesetzten Antikdrper und Spezifitat

Vorbereitung der Zellen fir FACS-Analyse:

Zur Abbindung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte eine Behandlung mit 5ul Mé&useserum,
bevor die Antikérper-Losung hinzugegeben wird. Nach einer Inkubationszeit von 20min kann die
Zellsuspension nach abschlieRender Zentrifugation und Resuspendierung der Durchflusszytometrie
zugefuhrt werden.

Validierung T-Zell-Aufreinigung

Nach Etablierung der Aufreinigungsmethode konnte fir die jeweiligen T-Lymphozyten-Transfers
eine stets relativ reine T-Zell-Population in der FACS-Untersuchung bestétigt werden. Die
erhobenen T-Zell-Anteile an der Gesamt-Zell-Masse lagen zwischen 74% und 98%.
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Dabei sollte darauf hingewiesen werden, dass die erhobenen FACS-Messwerte geméal unseren
Erfahrungen Schwankungen unterliegen, die trotz sorgféltiger Aufreinigung und FACS-

\orbereitung die erhobenen Messwerte tendenziell verschlechtern.

Abbildung 9: Beispielhafte T-Zell-Aufreinigung: Das eingezeichnete Raster unterteilt die
Populationen in CD3 positive/negative bzw. CD4 positive/negative Zellen. Der Anteil CD3" Zellen
ist in dieser Auswertung nahezu 100%. Im markierten Quadranten sind T-Lymphozyten lokalisiert
(CD4" und CD3"), die in dieser Aufreinigung mit ca. 91% einen hohen Anteil an der CD3" -

Gesamtzellmenge haben.

3.2.9. T-Lymphozyten-Transfer

Nach Aufreinigung der T-Lymphozyten und anschlielender Reinheitskontrolle mittels FACS-
Untersuchung werden die T-Lymphozyten in der Neubauer-Z&éhlkammer quantifiziert und in einer
Konzentration von 107 Zellen / 100ul gelost in 0,9% NaCl-Losung in eine 1ml-Spritze aufgezogen.
Zur Forderung der vendsen Durchblutung wird der Schwanz der Mé&use unter sterilen Bedingungen
fur 1-2min in ein 45° warmes Wasserbad getaucht (s.Abbildung 10).

AnschlieBend wird die Maus in einer speziellen Halterung (s.Abbildung 11) fixiert und die
Schwanzvene mit einem kleinen, vendsen Zugang (Gauge-GroRe: 22 ,.blau”, Innendurchmesser:
0,6mm, Firma Braun) punktiert. Da es bei dieser Punktion auch bei intravasaler Lage nicht
zwingend zu einem Blutrickfluss kommt, wird vor der Zell-Applikation eine Probe-Injektion von

wenigen Mikroliter vorgewarmte 0,9% NaCl-L6osung durchgefihrt.
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Kommt es zu keinem Anschwellen durch paravasale Injektion, werden im Anschluss 10" T-
Lymphozyten, geldst in 100l 0,9% NaCl-Losung, appliziert und abschlieend nochmals wenige
Mikroliter 0,9% NaCl-Ldsung nachgespiilt, um die im Totraum der Kanile verbliebenen Zellen zu
mobilisieren und ein Verbleiben der Zellen im Gefalisystem zu sichern.

Die Punktionsstelle wird fur wenige Sekunden manuell abgedriickt und die Tiere nach kurzer

Uberwachungsphase in die Kafige zuriick tiberfiihrt.

Abb.10(links): Erwérmung der Schwanz-Vene in 45°C-Wasser
Abb.11(rechts): Fixierung der Maus zur Darstellung der Vene

3.2.10. AT-11-Pumpen

Zur Induktion einer arteriellen Hypertonie wurde den Tieren eine kontinuierlich Angiotensin-II
freisetzende osmotische Mini-Pumpe (Firma Alzet, Typ 1002) implantiert. Durch die permanente
gleichmaRige Abgabe des Hormons in einer Dosierung von 1,5 ng/min/g Korpergewicht erzeugen
diese Pumpen einen dauerhaft erhéhten Angiotensin-11-Spiegel im Kreislaufsystem der Maus und
fuhren so zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie.

Durchfiihrung:

Zunachst missen die Pumpen gewichtsadaptiert mit Angiotensin-11 befullt werden. Einfluss in die
Berechnung der erforderlichen Menge nehmen dabei sowohl das Gewicht der Mduse als auch die
Pump-Geschwindigkeit der jeweiligen Charge der Minipumpen.

Hierzu wurden Durchschnittsgewichte der jeweils operierten Mausgruppen bestimmt. Die
verwendeten Pumpen haben eine Abgabe-Geschwindigkeit von 0,24 bis 0,25 pl/min bei einem

Fallungsvolumen von 100ul.
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Das tatsachlich in die Pumpe eingebrachte Volumen wird abschlieBend auf einer Feinwaage
uberprift, um Luftblasen gegebenfalls zu detektieren und eine Unterdosierung zu verhindern.

Die beflllten Pumpen werden dann unter sterilen Bedingungen in einer Produktschutz-Werkbank
implantiert.

Die Maus wird zundchst einer ausreichenden Anésthesie mittels Isofluran-Luft-Gasgemisch
unterzogen. Die Narkosegas-Konzentration richtet sich dabei nach regelméRiger Kontrolle von
Atemfrequenz und Schmerzreiz-Reaktion und liegt ca. zwischen 2 bis 4% Isofluran.

Im Anschluss erfolgt eine Rasur und lokale Jod-Desinfektion der Nuchal-Region, gefolgt von einem
ca. 5mm langen Hautschnitt. Im so ergffneten Subkutanraum wird mittels einer stumpfen Schere
eine Tasche an der rechten Seite praperiert, in die mit nach kaudal zeigender Offnung die Pumpe
platziert wird.

AnschlieBend wird der Hautschnitt in Einzelknopfnaht vernaht und erneut mit Jod desinfiziert.

Agent  Osmotic  Semipermeable  Impermeabile Flow
Layer Membrane Reservoir  Moderator

Abb.12: Maus-Infusions-Pumpe der Firma Alzet (links) und schmematischer Aufbau (rechts)
(Alzet© 2014)

3.2.11. Messung der aortalen Relaxationsfahigkeit

Eine anerkannte Methode zur Bestimmung der Relaxationsfahigkeit arterieller GefaRe ist die
Myographie. Hierzu missen die zu untersuchenden Gefale, in diesem Projekt Aorten, zunéchst
unversehrt aus den Versuchstieren entnommen werden. Nach Entnahme des Herzens wird die Aorta
thoracica entlang der Wirbelsaule unter Vermeidung von Zug oder mechanischem Druck freigelegt
und schlie3lich Gber dem Durchtritt durch das Zwerchfell abgesetzt. Das Praperat wird dann sofort
in eine gekihlte PBS-L6sung aufgenommen.

\or der eigentlichen Untersuchung muss das GefaR von umgebendem Binde- und Fettgewebe unter
Mikroskopsicht befreit werden.
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Vier Millimeter dicke Ringe des Praparats werden uber Triangel-formige Dréhte auf den
Kraftmesser aufgebracht und in das mit Krebs-Solution (s.Tabelle 12) gefiillte Organbad uberfihrt.
Durch Fixation auf der einen Seite und Koppelung an den Kraftmesser auf der anderen Seite liefert
der Versuchsaufbau kontinuierlich Informationen tber die aktuelle Kontraktionskraft des Gefali-
Rings.

Um die Bedingungen fir die Dauer des Experiments (3-4 Stunden) der Situation im Korper
anzugleichen, wird das Organbad von nun an kontinuierlich mit Carbogengas (95% O2 und 5%

CO2) bei einer Temperatur von 37°C begast.

Nach langsamer manueller Vorspannung der GeféaRe auf einen Zielwert von 1,1 Gramm erfolgt eine
zweimalige Anflutung einer 2M Kcl-Ldsung mit anschlieRender Entleerung. Der Anstieg der
extrazelluldaren Kaliumkonzentration fiihrte zur Membran-Depolarisation in den Gefaimuskelzellen.
Der daraus resultierende spannungsabhangige Calcium-Einstrom fuhrt zu einer maximalen
Kontraktion der GefaBmuskulatur und liefert auf diese Weise den Beweis der Vitalitat des
untersuchten Gefal3praperates. Wenn kein Spannungsanstieg feststellbar ist, ist das GefaR nicht vital
und zu verwerfen.

Ist die Vitalitat des Gefales erhalten, kann dessen Kontraktionsminimum und -maximum bestimmt
werden. Hierzu wird im Anschluss an die KCI-Spilung das Organbad mit der Krebs-Losung gespult
und der angezeigte Kraftwert als 0% definiert.

Durch Prostaglandin-F2-alpha (Sigma Aldrich: CAS-Nr.: 38562-01-5) wird eine maximale,
endothel-unabhangige Kontraktion verursacht und dieser Wert als 100% Kraftwert definiert. Durch
die Bindung von PGF2alpha an den Prostaglandin-Rezeptor der GefaBmuskulatur kommt es zu
einer Aktivierung der Phosholipase C mit einem daraus resultierenden Anstieg der Umwandlung
von Phosphatidylinositol zu Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). IP3 fiihrt dann tiber eine Offnung
von Calcium-Kanélen zu einer Kontraktion der Muskelzelle (Ansari et al. 2003; Lum Min et al.
1995).

Fir jeden Aortenring wird nun im maximalen Kontraktionszustand eine Dosis-Wirkungskurve fiir
Acetylcholin (ACh) und Nitroglyzerin (NTG) erhoben. Alle 2 Minuten wird die Konzentration von
ACh bzw. NTG erhoht, bis die Relaxation ein Maximum erreicht.

Die Messungen fiir ACh und NTG finden nacheinander statt. Zur Sicherung einer identischen
Ausgangslage wird das Organbad zwischen den beiden Messungen zweimal mit Krebs-Losung
gespult und dann erneut eine maximale Kontraktion durch Prostaglandin-F2-alpha erzeugt.
Acetylcholin stimuliert u.a. das Endothel ber eine Aktivierung intrazellulérer Synthasen zu einem
Anstieg der NO-Konzentration (NO).
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NO, in diesem Zusammenhang auch als ,,Endothelium-derived relaxing factor” (EDRF) bezeichnet,
fuhrt Uber eine Aktivierung der intrazellularen Guanylat-Zyklase zu einer Vasodilatation Uber die
Relaxation der GefaBmuskulatur.

Zu beachten ist, dass Acetylcholin jedoch andererseits auch eine gegensétzliche, direkt-kontraktile
Wirkung auf die Gefallmuskelzellen ausiiben kann, die bei geschadigtem Endothel Uberwiegt
(Ignarro et al. 1987; Ludmer et al. 1986).

Im zweiten Durchgang wird durch die anschlieRende, direkte Applikation von NTG, einem NO-
Donator, die endothel-unabhéngige Relaxation der GeféalRe beurteilt.

Die Kontraktionskraft der Aorten-Ringe wird Uber die gesamte Zeit mittels der Chart 4.0 Software
aufgezeichnet und nach Abschluss des Experimentes in Excel ausgewertet.

Grundsatzlich wurden von jedem Versuchstier zwei Aorten-Ringe analysiert und deren Kraftwerte
abschliefend gemittelt. Dies geschah zum Ausschluss von Fehlmessungen, die u.a. durch eine
Verletzung der GeféaRstruktur trotz vorsichtiger Praparation auftreten kdnnen.

Stoff Hersteller Massenkonzentration (g/l)
NaCl J.T. Baker 5,78

KCI Merck 0,35

NaHCO; Merck 2,625

CaCl, Merck 0,367

MgS04 Merck 0,296

KH,PO4 Merck 0,175

7D-Glukose Merck 2,5

Indometacin Sigma Aldrich 1192

1M HCI Merck Einstellung auf pH 7,35

Tabelle 12: Zusammensetzung der Krebs-Losung
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Abb.13: Fixierung der Aortenringe in die Triangel-Dréhte

3.2.12. Aorten-Histologie

Als Ergénzung der funktionellen Untersuchung der Aorten-Relaxationsfahigkeit erfolgt eine
histologische Untersuchung der GefaRe. Die fur die Relaxationsmessungen nicht verwendeten
Aorten-Anteile werden, fixiert in Formalin (Roti© Histofix 4%), von der UKE Mousepathology
Facility in Paraffin aufgenommen und auf 3um dicke Préparate zugeschnitten. Diese werden
anschlieBend einer Elastika-van-Gieson-Farbung unterzogen und kdnnen histologisch untersucht
werden. Hierzu werden digitale Aufnahmen der mikroskopischen Untersuchung erstellt und diese
anschlieBend mittels der ,,ImageJ” Software ausgewertet. Besonderes Interesse gilt dabei der
muskuldaren Tunica media der Aorten. Begrenzt wird diese in Richtung Endothel durch die
Membrana elastica interna und in Richtung Adventitia durch die Mebrana elastica externa. Die
Flachenbestimmung der Tunica media erfolgte durch Subtraktion des durch die Membrana elastica
interna begrenzten Gefallumens von der durch die Membrana elastica externa umrandete
Gesamtflache. AulRerdem kann durch die Mittelung von 10 Messungen des Abstands zwischen
Mebrana elastica interna und externa auch die Dicke der Tunica media bestimmt (s.Abbildung 14).
Beide GrofRen wurden zur besseren Vergleichbarkeit ins Verhaltnis zum Korpergewicht des
jeweiligen Versuchstieres gesetzt.
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Abbildung 14: Methodik der histologischen Auswertung der Aorten-Ringe. Schwarz umrandet sind
die Membrana elastica interna und externa. Zusatzlich werden an den 10 schwarzen Strichen

Dickemessungen vorgenommen.

3.2.13. Herzgewichte

Zur Quantifikation einer kardialen Hypertrophie hat sich die sogenannte Heart-Weight/Body-
Weight-Ratio (= HW/BW-Ratio) bewahrt. Dabei wird das Gewicht der murinen Herz-Ventrikel ins
Verhaltnis zum Koérpergewicht der Maus gesetzt.

Zur Bestimmung des Korpergewichts wird die Maus am Tag des Versuchsendes unmittelbar vor der
Organentnahme gewogen. Nach erfolgter cervikaler Dislokation und Thoraxerdffnung wird das
Herz entnommen. Unter dem Mikroskop werden dann beide Vorhtfe und eventuelle GeféRreste
abprdapariert um ausschlieRlich das Ventrikelgewicht auf einer Feinwaage bestimmt.

Das Herzgewicht wird dann als absoluter Wert und in Form des HW/BW-Ratio ausgewertet.

3.2.14. In vitro — Stimulierung von T-Lymphozyten

Zur Aufdeckung spezifischer Interaktionen zwischen der MPO und T-Lymphozyten wurden
zusétzlich  Zellkultur-Experimente durchgefiihrt. Aufgereinigte T-Lymphozyten werden dabei
hinsichtlich ihrer Aktivitat untersucht. Die T-Lymphozyten werden in ein Zellkultur-Medium
eingebracht (s.u.), sowohl mit MPO als auch AT-Il versetzt und ihr Interleukin-2-Gehalt als

Aktivitatsparameter mittels eines ,,Enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) ermittelt.
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Inkubation der T-Lymphozyten in 96well Platten

Ausgangspunkt ist die Gewinnung von reinen, murinen T-Lymphozyten aus gesunden Wildtyp-
Spendermdusen (s. 3.2.6.). Diese werden in einer Konzentration wvon 4x10%100ul in
MikroreaktionsgefaRe (,,Eppendorfer ReaktionsgefalRe®) gefullt. Im Anschluss werden humane oder
murine MPO sowie AT-11 in verschiedenen Konzentrationen beigefiigt. Zusatzlich werden reine T-
Lymphozyten-Ansatze, Negativkontrollen mit reiner Medium-L&sung sowie Positiv-Kontrollen mit
Concanavalin A, einem potententen T-Lymphozyten-Aktivator, angesetzt.

Vom jeweiligen Ansatz werden nun jeweils 150ul mit jeweils 4x10° T-Lymphozyten in die CD3-
beschichteten Wells (T-Cell Activation Plate, Corning®: #354725) pipettiert und fir 24h bei 37°C
inkubiert. Nach einer einmaligen Zentrifugation werden 150ul des Uberstandes abpipettiert und in
flussigem Stickstoff bis zur ELISA-Untersuchung konserviert. Vor der ELISA-Untersuchung
werden alle Proben erneut zentrifugiert um eventuelle Zellreste als Storfaktor in der ELISA-
Untersuchung zu vermeiden.

Die ELISA-Ergebnisse der jeweils als Doppelbestimmung angesetzten Proben werden gemittelt.

Beispiel-Ansétze Eppendorfer-Zylinder
Leer-Ansatz 310ul Medium
200l T-Lymphozyten-Suspension (=8x10° Zellen)

ConA-Ansatz _
+ 9,3ul Con-A-Lbdsung (Ansatz-Konzentration 0,033 pg/pl)

+ 100,7ul Medium

200pl T-Lymphozyten-Suspension (=8x10° Zellen)
+ 110p! Medium

200p1 T-Lymphozyten-Suspension (=8x10° Zellen)

(Zieldosis 1pg/ml)

reine T-Lymphozyten

+ murine MPO

) ) + 6,2l murine MPO-LGsung (Ansatz-Konzentration 1pg/ml)
(Zieldosis: 20pg/ml)

+ 103,8ul Medium
200l T-Lymphozyten-Suspension (=8x10° Zellen)

+ humane MPO

) ) + 6,2l humaner MPO-L08sung (Ansatz-Konzentration 1pg/ml)
(Zieldosis: 20pg/ml)

+ 103,8ul Medium
200l T-Lymphozyten-Suspension (=8x10° Zellen)

+ AT-II

) ) + 6,2ul AT-11 Losung (Ansatz-Konzentration 1pg/ml)
(Zieldosis: 20pg/ml)

+ 103,8ul Medium

Tabelle 13: Beispielbeflllung der Eppendorfer Zylinder fur einen Versuchsablauf
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Verwendete Komponenten Hersteller

Concanvalin A (Stocklésung: 0,033 pg/pl) Sigma®© #C6904

Medium 90ml RPMI (Gibco®©) + 10ml FCS (Gibco®©)
MPO human (Stocklosung: 1pg/ul) R&D Systems© #3174-MP-250

MPO murin (Stockldsung: 1pg/pl) R&D Systems© #3667-MP-250

AT-11 human (Stockldsung: 1mg/ml) Sigma®© #A9525

Tabelle 14: eingesetzte Komponenten

IL-2 ELISA-Untersuchung

Die anschlieBende ELISA-Untersuchung ist ein Antikorper-basiertes Nachweisverfahren, das

sowohl qualitativ als auch quantitativ angewendet werden kann. Man unterscheidet direkte,
indirekte und sogenannte Capture-Testansatzen.

In der vorliegende Arbeit wurde ein Capture-Ansatz (=Sandwich-ELISA) eingesetzt (IL-2 ELISA
Firma Thermo; Art.Nr.. #Emil2). Dabei binden bereits im Well fixierte Antikérper spezifische
Antigene der untersuchten Probe. Nach dem Auswaschen ungebundener Probenpartikel wird ein
zweiter AntikOrper zugegeben, der ein anderes Epitop des Antigens als Zielstruktur hat. Es entsteht
ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex. Nach abermaligem Auswaschen ermdglicht ein an
den zweiten Antikorper gekoppeltes Enzym durch einen Farbumschlag eines zugegebenen,
chromogenen Substrats eine Quantifizierung mittels Photometer. Der Vorteil des Sandwich-ELISA

liegt vor allen Dingen in der Reduktion von Streusignalen (Wollenberger et al. 2012).

Substrate

s;ﬁ.:) q

Capture
antibady

Capture Assay
“Sandwich”

Abb.15: Schematische Darstellung des ,,Sandwich*“-ELISA. Ag = Antigen, E = gekoppeltes Enzym
(Thermo scientific 2014)
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Durchfiihrung:
Zunachst werden insgesamt 4 Standard-Proben durch eine Verdinnungsreihe der urspringlichen

850ug/ul  Standard-Losung hergestellt. Die zu untersuchenden Proben werden jeweils mit
Pufferlosung in einem 1 zu 5 und einem 1 zu 10 Verdiinnungsansatz, gemeinsam mit den Standard-
und Leerproben auf die Antikdrper-vorbeschichteten Wells gegeben (50ul der Proben je Well). Die
Verdiinnung der Proben ist notwendig, um am Ende der Auswertung IL-2-Konzentrationen
innerhalb der angelegten Standard-Verdinnungsreihe (0 bis 850ug/ul) zu erhalten.

Nach einer 2-stindigen Inkubation werden die Wells entleert und mehrmals mit Pufferlsung
(Tween 20 Detergent Solution) gespult, um die nicht-gebundenen Partikel zu entfernen. Es erfolgt
dann die Zugabe des zweiten, mit Meerrettichperoxidase(HRP) gekoppelten Antikdrpers (100ul
Conjugate Concentrate/Well) sowie eine erneute Inkubation fir 1 Stunde mit anschlieender
Spulung. Nach Zugabe des HRP-Substrat (100l TMB Substrat/Well) kommt es nach einer
30minatigen Inkubation im Dunkeln konzentrationsabhéngig zu einem blauen Farbumschlag in den
IL2-haltigen Wells, der durch die Hinzugabe einer Stopp-L&ésung (100ul Stop Solution/Well)
unterbunden wird. Abschlieend wird die 112-Konzentration in einem Photometer durch die
Messung der Absorption bei den Wellenldéngen 550nm und 450nm quantifiziert.

Im Verhdltnis der Ergebnisse mit den Werten der Standard-Kurve kann so die IL-2-Konzentration

der Proben bestimmt werden.
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3.2.15. Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels der GraphPad Prism Software ermittelt.
Zu Grunde liegend waren hierzu verschiedene statistische Testverfahren, abhéngig von der
vorliegenden Fragestellung.

Zur Untersuchung von Kurven-Verldufen, z.B. des Blutdrucks, der Herzfrequenz oder der Aktivitat,
wurde eine Two-Way ANOVA-Testung angewendet. Die Beurteilung der vorliegenden Balken-
Diagramme erfolgte mittels One-Way-ANOVA und anschlieBendem Newmann-Keuls-Test.

In allen Fallen wurde die Nullhypothese, d.h. die Gleichheit der verglichenen Versuchsgruppen, bei
einem Signifikanz-Niveau kleiner 0,05 verworfen. Zusatzlich wurden drei Schwellen der

Irrtumswahrscheinlichkeit genutzt:

p <0,05 =1 Stern,, *“
p<0,01 =2 Sterne ,, **
p < 0,001 = 3 Sterne ,, *** “

In der statistischen Analyse der Aorten-Untersuchung beziehen sich die angegebenen Prozent-
Angaben auf die zuvor bestimmte maximale Kontraktion unter PGF2a-Stimulation.

Zur weiteren statistischen Auswertung wurde mittels ,,curve fit“, einer Non-linearen Regressions-
Analyse, der Logarithmus der mittleren effektiven Dosis (logEC50), die Steigung (slope) sowie die
maximale Relaxation (Max) berechnet.

Der logeC50 gibt Auskunft tGber die Konzentration, die zur Erreichung der beobachteten halb-
maximalen Relaxation notwendig gewesen ware.

Die Steigung beschreibt den Anstieg der ermittelten Relaxationswerte in Reaktion auf die
verschiedenen ACh/NTG-Konzentrationen zu. Die angegebenen Steigungswerte ergeben sich aus
dem Verhaltnis der ermittelten, non-linearen Regressionskurven zu der Standard Dosis-Bindungs-
Kurve (GraphPad Software 2015).

Zur Sicherung der statistischen Qualitat der Arbeit erfolgte eine statistische Beratung durch das
Institut fur Medizinische Biometrie und Epidemiologie des UKE.
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4. Ergebnisse

4.1. Telemetrie-OP Erfolg

Uber den Versuchszeitraum wurde insgesamt 36 Mausen ein Telemetrie-Sender implantiert . Davon
konnten 25 in die abschlielende Auswertung einbezogen werden. 8 Tiere mussten auf Grund eines
Defekts der Telemetrie-Sender im Verlauf der Zeit ausgeschlossen werden. 3 weitere mussten auf

Grund eines initial falsch bestimmten Genotyps aus dem Versuch enthommen werden.

\Versuchsgruppen Gesamt Ausschluss Daten einbezogen
MPO* T~ 11 5 6
MPO*'T* 13 6 7
MPO T~ 6 0 6
MPO'T* 0 6

Tab.15: Ubersicht der im Versuchsablauf verwendeten Tiere

4.2. Telemetrie-Daten

4.2.1. T-Lymphozyten-Transfer

Die am 5. Tag nach Versuchsbeginn durchgefiihrte Schwanzvenen-Punktion zur Applikation von T-
Lymphozyten/Sham-Punktion wurde von den Tieren gut toleriert. Es kam weder zu Nachblutungen
an der Einstichstelle, noch zeigten die M&use ein geandertes Fress- oder Aktivitats-Verhalten. Der
Eingriff fuhrte zu keiner Anderung der dargestellten Parameter: mittlerer, arterieller Blutdruck
(MAP), Herzfrequenz (HF) und Aktivitét (A).
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Mittlerer arterieller Blutdruck: Tag

200+

1504

MAP (mmHg)

50

O MPO T (n=6) @MPO T (n=6) OJvor Transfer
@ MPO'T™ (n=7) @ MPO'T" (n=6) S nach Transfer

Abbildung 16: Vergleich der Nacht-Messungen des mittleren, arteriellen Blutdrucks vor (=,,pré-
Transfer* Basismessung, 1 gemittelte Wochenendmessung) und nach (=,,post-Transfer*
Basismessungen, 4 gemittelte Wochenendmessungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-
Punktion. [arithmetische Mittelwerte + SEM]. Tag: 07:00-19:00Uhr.

Mittlerer arterieller Blutdruck: Nacht
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a
o
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@ MPO'T™ (n=7) @ MPO'T" (n=6) B3 nach Transfer

Abbildung 17: Vergleich der Tag-Messungen des mittleren, arteriellen Blutdrucks vor (=,pra-
Transfer* Basismessung, 1 gemittelte Wochenendmessung) und nach (=, post-Transfer*
Basismessungen, 4 gemittelte Wochenendmessungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-
Punktion [arithmetische Mittelwerte + SEM]. Nacht: 19:00-07:00Uhr.
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Herzfrequenz-Messung: Tag
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Abb.18: Vergleich der Tag-Messungen der Herzfrequenz vor (=,,pré-Transfer” Basismessung, 1
gemittelte Wochenendmessung) und nach (=,,post-Transfer” Basismessungen, 4 gemittelte
Wochenend-messungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Punktion [arithmetische
Mittelwerte £ SEM]. Tag: 07:00-19:00Uhr.

Herzfrequenz-Messung: Nacht
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Abbildung 19: Vergleich der Nacht-Messungen der Herzfrequenz vor (=,,pré- Transfer*
Basismessung, 1 gemittelte Wochenendmessung) und nach (=,,post-Transfer” Basismessungen, 4
gemittelte Wochenend-messungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Punktion
[arithmetische Mittelwerte £ SEM]. Nacht: 19:00-07:00Uhr.
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Aktivitats-Messung: Tag
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Abbildung 20: Vergleich der Tag-Messungen der Aktivitat vor (=,,pré-Transfer” Basismessung, 1
gemittelte Wochenend-messung) und nach (=,,post-Transfer* Basismessungen, 4 gemittelte
Wochenendmessungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Punktion [arithmetische
Mittelwerte £ SEM]. Tag: 07:00-19:00Uhr.

Aktivitats-Messung: Nacht
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Abbildung 21: Vergleich der Nacht-Messungen der Aktivitat vor (=,,pra-Transfer* Basismessung, 1
gemittelte Wochenend-messung) und nach (=,,post-Transfer* Basismessungen, 4 gemittelte
Wochenendmessungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Punktion [arithmetische
Mittelwerte £ SEM]. Nacht: 19:00-07:00Uhr.
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Mittlerer arterieller Blutdruck
Gruppen Tag (mmHg) Nacht (mmHg) Differenz P-Wert

vor Transfer |nach Transfer |vor Transfer |nach Transfer Tag Nacht | Tag | Nacht
MPO' T |9701+15 |949+14 111,725 106 +1,3 2,2% |5,1% |>0,05|>0,05
MPO'T 9431+19 |9429+14 1089+21 |104+23 0,02% |4,5% |>0,05|>0,05
MPO'T *94,27+2,2 |94,44+36 103+23 101,3+3,0 |-0,2% |1,7% |>0,05|>0,05
MPO'T*|9265+15 9523+04 1055+2,1 |106,8+15 |-2,8% |-1,2%|>0,05|>0,05

Tabelle 16: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Absolute Tag/Nacht-Werte der Messung vor (=,,pra-

Transfer* Basismessung, 1 gemittelte Wochenendmessung) und nach (=,post-Transfer
Basismessungen, 4 gemittelte Wochenendmessungen) vollzogenem T-Lymphozyten-Transfer/Sham-
Punktion [arithmetische Mittelwerte £ SEM] und deren mittlere, prozentuale Differenz in Bezug auf

den ,,vor Transfer*“-Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

Herzfrequenz
Gruppen Tag (Schlage/min) Nacht (Schlage/min) Differenz P-Wert

vor Transfer |nach Transfer |vor Transfer |nach Transfer Tag Nacht | Tag | Nacht
MPO' T |472,4+9,0 |452+114 | 538+11,3 514 +8,1 4,3% |4,4% |>0,05|>0,05
MPO*T - |479 £ 8,7 462 +7,9 549+ 14,2 |509+9,0 3,5% |7,2% |>0,05|>0,05
MPO'T */491+16,1 |475%+155 529+ 119 |524+54 3,2% |0,9% |>0,05|>0,05
MPO'T* 457 +13,3 |468 +10,6 529+ 13,0 542+113 -2,5% |-2,4% >0,05 |>0,05

Tabelle 17: Herzfrequenz: Absolute Tag/Nacht-Werte der Messung vor (=,pré-Transfer
Basismessung, 1 gemittelte Wochenendmessung) und nach (=,post-Transfer“Basismessungen, 4
gemittelte ~ Wochenendmessungen)  vollzogenem  T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Punktion
[arithmetische Mittelwerte + SEM] und deren mittlere, prozentuale Differenz in Bezug auf den ,,vor

Transfer*-Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.
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Aktivitét
Gruppen Tag (Ereignisse/min) Nacht (Ereignisse/min) Differenz P-Wert

vor Transfer |nach Transfer |vor Transfer |nach Transfer| Tag |Nacht |Tag |Nacht
MPO'T- 425+06 |4,27+0/4 1424+28 [10,2+1,0 -0,5% | +28% | >0,05|>0,05
MPO*T 4,03+09 |462+11 1457+2,0 |14,15+2,0 |-15% |+2,9% >0,05|>0,05
MPO*T*4,07+0,3 [3,84+0,6 9,61+0,9 8,16+£0,6 +5,7% | +15% | >0,05|>0,05
MPO'T* 39+0,3 4,3+£05 13,75+0,7 |1298+1,2 |-10% |+5,6% |>0,05|>0,05

Tabelle 18: Aktivitat: Absolute Tag/Nacht-Werte der Messung vor (=,,pra-Transfer* Basismessung,

1 gemittelte Wochenendmessung) und nach (=,post-Transfer“Basismessungen, 4 gemittelte

Wochenendmessungen) vollzogenem  T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Punktion

[arithmetische

Mittelwerte + SEM] und deren mittlere, prozentuale Differenz in Bezug auf den ,,vor Transfer-

Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.
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4.2.2. Basismessungen

Da durch den T-Lymphozyten/Sham-Transfer die telemetrischen Parameter unbeeinflusst blieben,
konnten die vor dem Transfer ermittelten Daten mit den Messungen bis zur AT-11-Gabe

zusammengefasst werden.
Dementsprechend wurden (ber insgesamt 5 Messungen (1 Messung vor Transfer und 4 Messungen

nach Transfer) jeweils fur einen 48h-Zeitraum telemetrische Daten der Mause gewonnen und zu

einer Basis-Messperiode zusammengefasst.

Blutdruck
Die verschiedenen \ersuchsgruppen zeigen unter Ruhebedingungen einen stabilen mittleren
arteriellen Blutdruck. Zur Nacht steigen die Blutdruckwerte in allen Gruppen gegeniiber dem Tag

deutlich an.

Mittlerer, arterieller Blutdruck: Tag
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Abbildung 21: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Zeitlicher Verlauf der Tag-Werte [arithmetische
Mittelwerte/d £ SEM]. Der T-Lymphozyten-Transfer bzw. die Sham-Punktion sind als ,, T-Transfer*

gekennzeichnet.
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Mittlerer, arterieller Blutdruck: Nacht
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Abbildung 22: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Zeitlicher Verlauf der Nacht-Werte [arithmetische
Mittelwerte/d £ SEM]. Der T-Lymphozyten-Transfer bzw. die Sham-Punktion sind als ,, T-Transfer*

gekennzeichnet.

Mittlerer, arterieller Blutdruck: Tag/Nacht
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Abbildung 23: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Tag/Nacht-Vergleich durch Mittelwert-Bildung aller
5 Basismessungen [arithmetische Mittelwerte + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und
Newmann-Keuls-Post-Test. *Die ndchtlichen MAP-Werte aller Gruppen sind im Tag-Nacht-
Vergleich signifikant erhdht. #Die MPO™ T * Gruppe zeigt in der Nacht gegeniiber den anderen 3
Gruppen bei Nacht signifikant erniedrigte MAP-Werte.
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Zirkadianer Verlauf: MAP/Aktivitat
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Abbildung 24: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Tag/Nacht-Vergleich durch zirkadiane Mittelung des
letzten 48h Messintervalls vor AT-11-Gabe [arithmetische Mittelwerte + SEM]. Statistische Testung:

One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

MAP Tag (mmHg) | MAP Nacht(mmHg) | Mittlere Differenz | P-Wert
MPO' T 97,31+ 0,88 110,2+ 1,16 +13% *
MPO*T - 96,95+ 1,90 108,2 + 0,96 +12% *
MPO*T* 94,56 + 0,24 101,6 + 0,40 +7% *
MPO'T* 97,72+ 1,75 107,4 £ 0,61 +10% *

Tabelle 19: Mittlerer arterieller Blutdruck: Absolute Tag/Nacht-Werte aller gewonnenen Basiswerte
(=Ruhemessung + 4 Basismessungen nach Transfer) [arithmetische Mittelwerte + SEM] und deren
mittlere, prozentuale Differenz in Bezug auf den Tag-Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova

und Newmann-Keuls-Post-Test.

Die Versuchsgruppe MPO™ T * zeigt in der Nacht signifikant erniedrigte MAP-Werte gegentiber den
anderen 3 Gruppen bei Nacht. Die Analyse der arithmetischen Mittelwerte der Tag- und
Nachtmessungen verdeutlicht den signifikanten Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks in allen
Versuchsgruppen zur Nacht hin (s.Tabelle 19).

Zusammenfassend unterliegt der mittlere arteriellen Blutdruck der M&use aller Gruppen, wie in
Abbildung 24 zu erkennen, analog ihrer kdrperlichen Aktivitat einem Tag-Nacht-Rhythmus.
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Nachts (zwischen 19:00 und 7:00 Uhr) zeigt sich ein deutlich htherer mittlerer arterieller Blutdruck
als tagstiber (7:00 bis 19:00 Uhr). Die tagliche Ruhephase geht mit einem Absinken des mittlerer
arteriellen Blutdrucks in allen Gruppen einher. Es zeigt sich analog zur Differenz in der
arithmetischen Mittelung ein reduzierter Anstieg der MAP-Werte mit Beginn der Nacht der MPO*
T Gruppe. Dieser Verlauf ist analog zu der ebenfalls verminderten Aktivitat der Gruppe zu diesem
Zeitpunkt.

Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass eine mogliche Interaktion zwischen der
lokomotorischer Aktivitdt und dem mittleren arteriellen Blutdrucks bestehen kdnnte. Dies wurde in
Form einer aktivitatsbereinigten Auswertung des Blutdrucks untersucht: Hierzu wurden die
ermittelten 5-Minuten Werte dem mittleren, arteriellen Blutdruck der einzelnen \ersuchstiere
hinsichtlich ihrer Aktivitat zum selben Zeitpunkt in die beiden Cluster ,,Aktivitat = 0 counts/min*
(=inaktiv) und ,Aktivitdt > 0 counts/min“ (=aktiv) unterteilt. AnschlieBend wurde fir jedes
Versuchstier ein Blutdruck-Mittelwert flr jedes der beiden Cluster gebildet. Die Mittelwerte der

einzelnen Tiere wurden in die 4 Versuchsgruppen geblndelt.

Aktivitats-normierte Blutdruck-Messungen Tag
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Abbildung 25: Mittlerer arterieller Blutdruck Tag: Verteilung der Werte auf die 2 Aktivitats-Cluster
Hinaktiv und ,aktiv‘ zur aktivitditsunabhangigen Normierung der Blutdruck-Messwerte
[arithmetische Mittelwerte + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-
Post-Test. *Die Blutdruck-Werte aller Gruppen sind im Cluster der hohen Aktivitat im Vergleich
zum Cluster der fehlenden Aktivitét signifikant erhght.
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Aktivitats-normierte Blutdruck-Messungen Nacht
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Abbildung 26: Mittlerer arterieller Blutdruck Nacht: Verteilung der Werte auf die 2 Aktivitats-
Cluster ,inaktiv* und ,aktiv* zur aktivitdtsunabhangigen Normierung der Blutdruck-Messwerte
[arithmetische Mittelwerte + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-
Post-Test. *Die Blutdruck-Werte aller Gruppen sind im Cluster der hohen Aktivitat im Vergleich
zum Cluster der fehlenden Aktivitét signifikant erhght.

Es zeigt sich im Vergleich der Werte bei Aktivitat gegeniiber den Werten bei Inaktivitat in allen 4
Gruppen ein signifikanter Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks und somit eine positive
Korrelation zwischen den Aktivitdts- und Blutdruck-Werten. Demgegeniiber zeigen sich in dieser
Form der Auswertung keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den 4 Versuchsgruppen, so dass
die Ursache fir die zuvor festgehaltene Blutdruck-Differenz zwischen der MPO*™ T * Gruppe

gegeniiber den anderen Gruppen im unterschiedlichen Aktivitats-Verhalten der Mause zu finden ist.

Herzfrequenz
Die Herzfrequenz zeigt vor Beginn der AT-1I-Stimulation gruppeninterne Stabilitdt. Wie beim

Blutdruck unterscheiden sich die Herzfrequenzen im Tag-Nacht-Vergleich signifikant in allen 4
Gruppen (s. Abbildung 29 und Tabelle 20).
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Herzfrequenz: Tag
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Abbildung 27: Herzfrequenz: Zeitlicher Verlauf der Tag Werte [arithmetische Mittelwerte £ SEM].

Der T-Lymphozyten-Transfer bzw. die Sham-Punktion sind als ,, T-Transfer* gekennzeichnet.

Herzfrequenz: Nacht
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Abbildung 28: Herzfrequenz: Zeitlicher Verlauf der Nachtwerte [arithmetische Mittelwerte + SEM].

Der T-Lymphozyten-Transfer bzw. die Sham-Punktion sind als ,, T-Transfer* gekennzeichnet.
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Herzfrequenz-Messung: Tag/Nacht
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Abbildung 29: Herzfrequenz: Tag/Nacht-Vergleich durch Mittelwert-Bildung aller 5
Basismessungen [arithmetische Mittelwerte =+ SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und
Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Herzfrequenzen aller Gruppen sind im Tag-Nacht-Vergleich in der

Nacht signifikant gegenuiber dem Tag erhoht.

Zirkadianer Verlauf: Herzfrequenz/Aktivitat
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Abbildung 30: Herzfrequenz: Tag/Nacht-Vergleich durch zirkadiane Mittelung des letzten 48h
Messintervalls vor AT-11-Gabe [arithmetische Mittelwerte = SEM]. Statistische Testung: One-Way-

Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.
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Herzfrequenz

Versuchsgruppen | Tag (Schldage/min) | Nacht (Schldge/min) | Mittlere Differenz | P-Wert
MPO T 463,3+ 3,9 503,1+8,2 +9% kel
MPO*T - 4721+ 34 526,6 £ 5,7 +12% kel
MPO'T* 486,8 + 3,0 526,5+2,8 +8% kel
MPO'T* 478,174 540,6 £2,9 +13% kel

Tabelle 20: Herzfrequenz: Absolute Tag/Nacht-Werte aller Basis-Werte (=Ruhemessung + 4
Basismessungen nach Transfer) [arithmetische Mittelwerte + SEM] und deren mittlere, prozentuale
Differenz in Bezug auf den Tag-Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-
Post-Test..

Die Entwicklung der Herzfrequenz im Verlauf eines ,,virtuellen* Tages (arithmetische Mittelung der
letzten Ruhe-Messung auf 24 stiindliche Werte) lasst deutlich gesteigerte Frequenzen in der Zeit
zwischen 07.00 und 19.00 erkennen. Die Gruppen untereinander vergleichend sind keine
Unterschiede im Verlauf erkennbar (s.Abbildung 29). Im Vergleich der arithmetischen Mittelwerte
sind die Herzfrequenzen der MPO" T * Gruppe in der Nacht signifikant gegenuber der MPO" T -
Gruppe erhoht.

Entsprechend der weiteren Analyse des mittleren arteriellen Blutdrucks wurden die Daten fir die
Herzfrequenzen aktivitatsnormiert ausgewertet (genaues Vorgehen s.4.2.2. ,,Blutdruck®).

Dort zeigen sich im Vergleich zwischen den beiden Clustern unter hoher Aktivitat signifikant
erhdhte Herzfrequenzen gegeniiber geringer Aktivitat in allen Versuchsgruppen. Innerhalb der
beiden Cluster gibt es jedoch im Vergleich der Gruppen untereinander keine Unterschiede (Vgl.
Abbildungen 31 und 32).

Dementsprechend ist, analog zur Analyse des Blutdrucks, der schwach signifikante Unterschied der

Herzfrequenzen der MPO™ T* und MPO™ T ~ Gruppe in der Betrachtung der arithmetischen

Mittelwerte im unterschiedlichen Aktivitats-Verhalten der Mause zu finden.
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Aktivitats-normierte Herzfrequenz-Messungen Tag
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Abbildung 31: HF: Tag-Verteilung der Werte auf die 2 Aktivitats-Cluster ,,inaktiv* und ,,aktiv* zur
aktivitatsunabh&ngigen Normierung der Herzfrequenz [arithmetische Mittelwerte + SEM].
Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Herzfrequenz-Werte
aller Gruppen sind im Cluster der hohen Aktivitat im Vergleich zum Cluster der fehlenden Aktivitét
signifikant erhoht.
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Abbildung 32: HF: Nacht-Verteilung der Werte auf die 2 Aktivitats-Cluster ,,inaktiv* und ,,aktiv*
zur aktivitatsunabhdngigen Normierung der Herzfrequenz [arithmetische Mittelwerte + SEM].
Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Herzfrequenz-Werte
aller Gruppen sind im Cluster der hohen Aktivitat im Vergleich zum Cluster der fehlenden Aktivitat

signifikant erhoht.
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Aktivitat
Die verschiedenen Versuchsgruppen zeigen in den 5 Basismessungen am Tag nahezu identische,
niedrige Aktivitatsniveaus. In der Nacht kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Aktivitat in

allen 4 Gruppen verbunden mit einer Zunahme der Streuung.

Aktivitats-Messung: Tag
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Abbildung 33: Aktivitat: Zeitlicher Verlauf der Tag-Werte [arithmetische Mittelwerte/d £ SEM].
Der T-Lymphozyten-Transfer bzw. die Sham-Punktion sind als ,, T-Transfer* gekennzeichnet.
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Abbildung 34: Aktivitat: Zeitlicher Verlauf der Nacht-Werte [arithmetische Mittelwerte/d = SEM].

Der T-Lymphozyten-Transfer bzw. die Sham-Punktion sind als ,, T-Transfer* gekennzeichnet.
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Aktivitats-Messung: Tag/Nacht
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Abbildung 35: Aktivitat: Tag/Nacht-Vergleich durch Mittelwert-Bildung aller 5 Basismessungen
[arithmetische Mittelwerte £+ SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-
Post-Test. *Alle Gruppen zeigen im Tag-Nacht Vergleich signifikant erhfhte Aktivitatsniveaus in
der Nacht. #Die Aktivitat der MPO™ T * Gruppe ist in der Nacht gegenuiber den anderen Gruppen bei
Nacht signifikant erniedrigt.

Zirkadianer Verlauf: Aktivitat
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Abbildung 36: Aktivitdt: Tag/Nacht-Vergleich durch zirkadiane Mittelung des letzten 48h
Messintervalls vor AT-11-Gabe [arithmetische Mittelwerte = SEM]. Statistische Testung: One-Way-
Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

67



Aktivitét

Gruppen Tag (Ereignisse/min) Nacht (Ereignisse/min) % - Differenz | P-Wert
MPO' T~ 3,93+0,13 11,44 £ 0,75 +191% foleiel
MPO*T - 411 +0,18 12,29 + 0,51 +199% kel
MPO'T * 3,88 £ 0,07 8,08 £ 0,46 +108% foleiel
MPO'T* 4,01+0,13 11,65+ 0,71 +190% foleiel

Tabelle 21: Aktivitat: Absolute Tag/Nacht-Werte aller 5 Basismessungen [arithmetische Mittelwerte
+ SEM] und deren mittlere, prozentuale Differenz in Bezug auf den Tag-Wert. Statistische Testung:

One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test..

Dem Kurvenverlauf aus Abbildungen 33 und 34 entsprechend zeigen sich bei der Betrachtung der
arithmetischen  Mittelwerte (Abbildung 36, Tabelle 21) ein signifikanter Anstieg der
lokomotorischen Aktivitat zur Nacht in allen Gruppen. Zwischen den einzelnen Gruppen zeigen
sich am Tag keine Unterschiede beziiglich der Aktivitdtsniveaus. In der Nacht ist die Aktivitat der

MPO*T * Gruppe gegeniber allen anderen Gruppen signifikant erniedrigt.
Insgesamt zeigt sich ein ausgepragter Tag-Nacht-Rhythmus aller \Versuchsgruppen. Liegt die

Aktivitdt der Mause in ihre Ruhephase zwischen 07.00 und 19.00 Uhr nur leicht (ber 0
Ereignissen/min, so steigt sie mit Beginn der nachtaktiven Phase schlagartig an.
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4.2.3. Angiotensin-11-Behandlung

4 Wochen nach T-Lymphozyten-Transfer/Sham-Behandlung erhielten die Tiere Angiotensin-II
subkutan. Uber 14 Tage sollte so der Verlauf einer arterielle Hypertonie mittels telemetrischer

Messungen von Blutdruck, Herzfrequenz und Aktivitat dokumentiert werden.

Blutdruck

Die blutdrucksteigernde Wirkung des AT-11 fuhrt in allen Versuchsgruppen sowohl am Tag als auch
in der Nacht zu einem generellen Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks.

Am Tag kann gruppenvergleichend eine signifikante Erniedrigung des Blutdrucks der Gruppe
MPO* T * gegenuber den anderen drei Gruppen festgestellt werden (p<0,01). Darliber hinaus zeigt
sich der Blutdruck der Gruppe MPO™ T ~ im Vergleich mit dem Blutdruck den anderen Gruppen
marginal signifikant erhght (p<0,05).

In der Nacht sind ebenfalls samtliche MAP-Werte aller Gruppen gegeniiber den Basis-MAP-Werten
signifikant erhoht.
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Abbildung 37: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Zeitlicher Verlauf am Tag. ,,Basis“ entspricht der
letzten Basismessung vor Beginn der 14tagigen AT-11 Gabe [arithmetische Mittelwerte/d + SEM].
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Mittlerer, arterieller Blutdruck AT-11: Nacht
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Abbildung 38: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Zeitlicher Verlauf in der Nacht. ,,Basis“ entspricht

der letzten Basismessung vor Beginn der 14tagigen AT-II Gabe [arithmetische Mittelwerte/d +

SEM].
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Abbildung 39: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Vergleich der 5 Basis-Messungen gegen die letzten 3
Tage der AT-11-Gabe [arithmetische Mittelwerte/h + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova
und Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Blutdruck-Werte aller Gruppen sind im Vergleich zwischen
Basis- und AT-11-Gabe unter AT-11-Gabe signifikant erhéht. # Die Blutdruck-Werte der MPO* T *
Gruppe sind gegeniiber den anderen 3 Gruppen signifikant erniedrigt. # Die Blutdruck-Werte der
MPO* T Gruppe sind gegeniiber den anderen 3 Gruppen am Tag signifikant erhoht.
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Basis/AT-11: Nacht

2007

g

MAP (mmHg)
8

g

O MPO T (n=6) @MPO T  (n=6) O Basis
@ MPO*T™ (n=7) @ MPO'T" (n=6) B3 AT

Abbildung 40: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Vergleich der 5 Basis-Messungengegen die letzten 3
Tage der AT-11-Gabe in der Nacht [arithmetische Mittelwerte/h + SEM]. Statistische Testung: One-
Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Blutdruck-Werte aller Gruppen sind im Vergleich
zwischen Basis- und AT-11-Behandlung unter AT-11-Behandlung signifikant erhéht. # Die Blutdruck-
Werte der MPO™ T * Gruppe sind sowohl am Tag als auch in der Nacht gegentiber den anderen 3

Gruppen signifikant erniedrigt.

Zirkadianer Verlauf mittlerer, arterieller Blutdruck: Basis / AT-11
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Abbildung 41: Mittlerer arterieller Blutdruck: Vergleich des zirkadianen Blutdruck-Verlaufes des

letzten Tages der AT-11 Gabe mit dem zirkadianen Verlauf der letzten Basismessung [arithmetische

Mittelwerte £ SEM].
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Mittlerer arterieller Blutdruck

Tag-Werte Basis (mmHg) AT-1l (mmHg) mittlere Differenz | P-Wert
MPO' T 97,31+ 0,88 1415 + 0,59 + 45% *
MPO* T - 96,76 £ 1,7 148,7 + 0,52 + 54% *
MPO*T* 94,56 + 0,24 134,1+£0,35 +42% *
MPO' T* 97,72+ 1,7 1416 +0,8 + 45% *
Nacht-Werte

MPO' T 110,2 £ 1,158 154,5 + 0,5341 +40% *
MPO*T - 105+4,12 155,3 + 1,852 +48% *
MPO*T * 101,6 £ 0,4010 140,1 + 0,8090 +38% *
MPO' T* 107,4 £ 0,6171 149,1 + 0,4944 +39% *

Tabelle 22: Mittlerer arterieller Blutdruck: Mittelung aller 5 Basismessungen und der letzten 3 Tage
unter AT-11 [arithmetische Mittelwerte £ SEM] und deren mittlere, prozentuale Differenz in Bezug
auf den Basis-Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

Auch in der Darstellung des Tagesverlaufs ist die deutliche Anhebung des mittleren arteriellen
Blutdrucks unter AT-11-Gabe zu beobachten. Klar erkennbar bleibt die Tag-Nacht-Abhangigkeit der

Werte (s.Abbildung 41).

Um auszuschlieRen, dass die beschriebenen Unterschiede aktivitatsabhéngig sind, wurde eine

aktivitatsnormierte Auswertung der AT-11-Messungen durchgefuhrt.
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Aktivitatsnormierte MAP-Auswertung: Taqg
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Abbildung 42: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Verteilung der Tag-Werte auf die Aktivitéats-Cluster
»inaktiv* und ,,aktiv® zur aktivitatsunabhdngigen Normierung der MAP-Messwerte [arithmetische
Mittelwerte + SEM] Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. * Die
MAP-Werte aller Gruppen sind im Cluster der hohen Aktivitdt im \ergleich mit dem Cluster
fehlender Aktivitat signifikant erhoht.
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Abbildung 43: Mittlerer, arterieller Blutdruck: Verteilung der Nacht-Werte auf die Aktivitéts-Cluster
»inaktiv* und ,,aktiv® zur aktivitatsunabhdngigen Normierung der MAP-Messwerte [arithmetische

Mittelwerte + SEM] Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. * Die
MAP-Werte aller Gruppen sind im Cluster der hohen Aktivitdt im \ergleich mit dem Cluster

fehlender Aktivitat signifikant erhoht.
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In der Analyse der aktivitatsnormierten Auswertung (genaues Vorgehen s.4.2.2. ,,Blutdruck®) zeigt
sich fur alle 4 Gruppen ein signifikanter Anstieg des Blutdrucks bei Aktivitat sowohl am Tag als
auch in der Nacht. Zwischen den Gruppen liegen innerhalb des jeweiligen Clusters keine

Unterschiede im mittleren, arteriellen Blutdruck vor.

Systolischer und diastolischer Blutdruck

Zur differenzierten Auswertung des Blutdruckanstiegs unter AT-11 wurden der systolische und
diastolische Blutdruck ausgewertet. Da sich z.B. Gefaliveranderungen tber die Beeinflussung des
totalen, peripheren Widerstandes oder \erdnderungen in der Kardialen Funktion in
unterschiedlichem Ausmal} auf den systolischen und diastolischen Blutdruck auswirken kdnnen,
war diese Auswertung von zusatzlichem Interesse.

Hierbei zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Blutdruck-Werte aller Versuchsgruppen unter AT-11-
Gabe im Vergleich zu den Basismessungen sowohl im systolischen als auch im diastolischen Druck
(P fur alle Gruppen <0,05). Gut zu erkennen ist der bereits beschriebene Anstieg der ndchtlichen
Werte des systolischen und diastolischen Blutdrucks im Vergleich zu den Werten am Tag sowohl

wahrend der Basismessungen als auch unter AT-11-Behandlung.

Systolischer Blutdruck Tag: Basis / AT-11
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Abbildung 44: Systolischer Blutdruck: Vergleich des Mittelwertes der 5 Basismessungen gegentiber
dem Mittelwert der Messungen unter AT-ll-Behandlung (=letzte 3d AT-11-Gabe) am Tag
[arithmetische Mittelwerte + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-
Post-Test. Alle Unterschiede innerhalb einer Gruppe zwischen Tag- und Nacht-Werten sowie
zwischen Basis- und AT-11-Werten sind signifikant (p<0,05).
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Systolischer Blutdruck Nacht: Basis / AT-11
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Abbildung 45: Systolischer Blutdruck: Vergleich des Mittelwertes der 5 Basismessungen gegentiber
dem Mittelwert der Messungen unter AT-11-Behandlung (=letzte 3d AT-Il-Gabe) in der Nacht
[arithmetische Mittelwerte + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-
Post-Test. Alle Unterschiede innerhalb einer Gruppe zwischen Tag- und Nacht-Werten sowie
zwischen Basis- und AT-11-Werten sind signifikant (p<0,05).

Diastolischer Blutdruck Tag: Basis / AT-11
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Abbildung 46: Diastolischer Blutdruck: Vergleich der 5 Basismessungen gegentber den Messungen
unter AT-11-Behandlung (=letzte 3d AT-l11-Gabe) am Tag [arithmetische Mittelwerte £ SEM].
Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. Alle Unterschiede innerhalb
einer Gruppe zwischen Basis- und AT-11-Werten sind signifikant (p<0,05).
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Diastolischer Blutdruck Nacht: Basis / AT-11
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Abbildung 47: Diastolischer Blutdruck: Vergleich der 5 Basismessungen gegentber den Messungen
unter AT-11-Behandlung (=letzte 3d AT-11-Gabe) in der Nacht [arithmetische Mittelwerte £ SEM].
Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. Alle Unterschiede innerhalb

einer Gruppe zwischen Basis- und AT-11-Werten sind signifikant (p<0,05).
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Abbildung 48: Blutdruckanstieg-Auswertung: Jeweils systolische und diastolische Druckdifferenz,
berechnet aus der Differenz der Werte der AT-11-Messung (=letzte 3d AT-11 Gabe) minus der Werte
der Basismessungen am Tag. Statistische Testung: keine Signifikanz zwischen den verschiedenen

Gruppen beziehungsweise zwischen Systole und Diastole [arithmetische Mittelwerte £ SEM].
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Abbildung 49: Blutdruckanstieg-Auswertung: Jeweils systolische und diastolische Druckdifferenz,
berechnet aus der Differenz der Werte der AT-11-Messung (=letzte 3d AT-11 Gabe) minus der Werte
der Basismessungen in der Nacht. Statistische Testung: keine Signifikanz zwischen den

verschiedenen Gruppen beziehungsweise zwischen Systole und Diastole [arithmetische Mittelwerte
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Tag-Werte | Syst.Blutdruck |Syst.Blutdruck |systol. Blutdruck-Differenz: | Prozentualer
Basis (mmHg) |AT-1l (mmHg) | AT-1l — Basis (mmHQ) Anstieg (%)
MPO' T- 112,80 162,64 45,32 40,18
MPO*T - 108,29 164,08 48,98 45,23
MPO*T * 110,38 158,71 43,62 39,52
MPO T* 108,62 153,54 39,62 36,48
Nacht-Werte
MPO T~ [125,81 179,05 31,47 25,01
MPO*T - 119,75 174,0 31,3 26,14
MPO'T * 121,26 167,21 36,52 30,12
MPO'T* 115,86 160,74 34,05 29,39

Tabelle 23: Systolischer Blutdruckanstieg unter AT-11: Differenz der Blutdruckwerte zwischen den
letzten 3 Tage unter AT-1I und den 5 Basismessungen [arithmetische Mittelwerte + SEM] fiir

Systole und Diastole. Die mittlere Differenz ist in Prozent vom diastolischen Blutdruckwert

angegeben.
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Tag- diast.Blutdruck | diast.Blutdruck |diast. Blutdruck-Differenz: |Prozentualer
Werte Basis (mmHg AT-11 (mmHg) | AT-11 — Basis (mmHg) Anstieg (%)
MPO'T- 81,22 122,07 +45,32 55,80
MPO*T - 82,48 132,61 +48,98 59,38
MPO'T * 82,2 125,8 +43,62 53,07
MPO'T* |80,69 113,19 +39,62 49,10
Nacht-Werte

MPO'T " |94,54 133,38 +31,47 33,29
MPO* T - | 94,37 139.93 +31,3 33,17
MPO*T *| 87,23 121,37 +36,52 41,87
MPO'T *|93,94 128,6 +34,05 36,25

Tabelle 24: Diastolischer Blutdruckanstieg unter AT-11: Differenz der Blutdruckwerte zwischen den
letzten 3 Tage unter AT-1I und den 5 Basismessungen [arithmetische Mittelwerte + SEM] fiir

Systole und Diastole. Die mittlere Differenz ist in Prozent vom diastolischen Blutdruckwert

angegeben.

Im Vergleich der Anstiege des systolischen und diastolischen Blutdrucks mit Beginn der AT-I1-
Behandlung zeigt sich in der Differenz-Auswertung (Abbildungen 48 und 49) keine signifikanten
Unterschiede. Die Gruppen untereinander vergleichend présentieren sich weder in den Absolut-

Werten noch in der Differenz-Auswertung signifikante Unterschiede.
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Herzfrequenz
Im Vergleich zum Blutdruck unterliegt die Herzfrequenz schon unter physiologischen Bedingungen

einer permanenten Adaptation an die aktuelle hdmodynamische Situation des Korpers, was die

tendenziell gréRRere Streuung der ermittelten Werte erklart.
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Abbildung 50: Herzfrequenz:  Zeitlicher Verlauf am Tag. ,,Basis* entspricht der letzten
Basismessung vor Beginn der 14tégigen AT-11 Gabe [arithmetische Mittelwerte/d + SEM].
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Abbildung 51: Herzfrequenz:  Zeitlicher Verlauf bei Nacht. ,Basis* entspricht der letzten
Basismessung vor Beginn der 14tégigen AT-11 Gabe [arithmetische Mittelwerte/d + SEM].
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Herzfrequenz-Messung Basis/AT-11: Tag
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Abbildung 52: Herzfrequenz: Vergleich aller 5 Basismessungen gegeniiber den letzten 3 Tagen der
AT-11-Gabe am Tag [arithmetische Mittelwerte/h = SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova
und Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Herzfrequenzen der markierten Gruppen sind im \ergleich
zwischen den Basismessungen und der AT-11-Behandlung unter AT-11-Gabe signifikant erhoht.
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Abbildung 53: Herzfrequenz: Vergleich aller 5 Basismessungen gegeniiber den letzten 3 Tagen der
AT-11-Gabe in der Nacht [arithmetische Mittelwerte/h + SEM]. Statistische Testung: One-Way-
Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Herzfrequenzen der markierten Gruppen sind im
Vergleich zwischen den Basismessungen und der AT-11-Behandlung unter AT-11-Gabe signifikant
erhoht. #MPQO" T ™ Gruppe zeigt gegeniiber den anderen Gruppen unter AT-11-Gabe in der Nacht

signifikant erniedrigte Herzfrequenzen.
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Zirkadianer Verlauf Herzfrequenz: Basis / AT-11
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Abbildung 54: Vergleich des zirkadianen Verlaufs der Herzfrequenz der letzten Basismessung

(oben) mit dem Verlauf des letzten Tages unter AT-11-Gabe (unten) [arithmetische Mittelwerte +
SEM]
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Zirkadianer Verlauf Herzfrequenz AT-11: Herzfrequenz / Aktivitat
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Abbildung 55: Vergleich des zirkadianen Verlaufes der Herzfrequenz am letzten Tage der AT-II

Gabe (oben) mit der zirkadianen Aktivitat des gleichen Tages (unten) [arithmetische Mittelwerte
SEM].
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Herzfrequenz

Tag-Werte Basis (Schlage/min) | AT-11 (Schldge/min) | Mittlere Differenz | P-Wert
MPO' T - 463,9 + 3,6 520,4+5,9 +12% *
MPO* T~ 472,3 £ 3,7 505,7 + 4,6 +7% *
MPO'T * 486,8 + 3,0 507 £ 3,0 +4% *
MPO' T* 478,1+£75 519,9+6,8 +8% *
Nacht-Werte

MPO' T 524,7+4,1 567,716 +8% *
MPO*T - 526,6 +5,7 564,1+3,1 +7% *
MPO*T * 526,5+2,8 536,4+ 1,2 +2% > 0,05
MPO' T~ 540,6 +2,9 558,2+ 8,5 +3% *

Tabelle 25: Herzfrequenz : Vergleich der Mittelung aller 5 Basismessungen gegenuber den letzten 3
Tagen unter AT-11 [arithmetische Mittelwerte £ SEM] und deren mittlere Differenz in Prozent in

Bezug auf den Basiswert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

Unter AT-11- Behandlung zeigen sich gruppeninterne Schwankungen der Herzfrequenz, die sich in
allen 4 Populationen in vergleichbarem Ausmal} manifestieren.

Des weiteren kann in allen Gruppen ein initialer né&chtlicher Abfall der Herzfrequenz nach
Applikation der Pumpen festgestellt werden, der innerhalb von 2-3 Tage voll reversibel ist.

Der zirkadiane Verlauf der Herzfrequenz zeigt sich von der AT-1I-Behandlung génzlich
unbeeinflusst.

Im Vergleich der arithmetischen Mittelwerte der letzten drei Tage unter AT-11-Behandlung
gegeniiber den Basismessungen kommt es in allen 4 \Versuchsgruppen zu einem signifikanten
Anstieg der Herzfrequenz am Tag. Die am Tag erhdhten Werte fur die Herzfrequenz in den
Basismessungen der MPO'T* Gruppe wurde bereits oben beschrieben (s. 4.2.2. ,,Herzfrequenz*®). In
der Nacht kommt es ebenfalls zu einem Anstieg der Herzfrequenz, der der in allen Gruppen auf3er in
der MPO'T* Gruppe ebenfalls Signifikanz-Niveau erreicht. Die absoluten Herzfrequenzwerte der
MPO*T" Gruppe sind nun &hnlich den Blutdruckwerten ebenfalls signifikant gegentiber den anderen
drei Gruppen erniedrigt (p<0,05, Statistische Testung mit One-Way-Anova und anschlieendem
Newmann-Keuls-Test). Dies macht auch in der Interpretation der Herzfrequenzwerte eine

aktivitatsnormierte Auswertung notwendig.
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Abbildung 56: Herzfrequenz: Tag-Verteilung der Werte auf die 2 Aktivitats-Cluster ,,inaktiv* und
»aktive zur aktivitdtsunabhangigen Normierung der Herzfrequenz-Messwerte [arithmetische
Mittelwerte £ SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. * Die

Herzfrequenzen aller Gruppen sind im Cluster der erhéhten Aktivitdt gegentiber dem Cluster der
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Abbildung 57: Herzfrequenz: Nacht-Verteilung der Werte auf die 2 Aktivitats-Cluster ,,inaktiv* und
»aktive zur aktivitdtsunabhangigen Normierung der Herzfrequenz-Messwerte [arithmetische
Mittelwerte £ SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test. * Die

Herzfrequenzen aller Gruppen sind im Cluster der erhéhten Aktivitdt gegentiber dem Cluster der

fehlenden Aktivtat signifikant erhoht.
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Die Auswertung der Herzfrequenz-Werte durch die Aktivitats-Normierung (genaues Vorgehen s.
4.2.2. ,Blutdruck®) ergibt am Tag als auch in der Nacht einen signifikanten Anstieg der
Herzfrequenzen aller Versuchsgruppen im Cluster der erhdhten Aktivitat gegentiber dem Cluster
der fehlenden Aktivitat. Innerhalb den Gruppen zeigen sich in dieser Auswertung keine

signifikanten Unterschiede.

Aktivitat

Die Tages-Aktivitat fallt unter AT-11-Gabe innerhalb aller Gruppen im Vergleich zu den Messungen
vor AT-lI-Gabe signifikant ab, ohne dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede
auftreten.

Im Verlauf kommt es unmittelbar nach Beginn der Therapie zu einem Einbruch der néchtlichen
Aktivitat in allen 4 Versuchsgruppen. Ein anschlieBender Wiederanstieg der nachtlichen Aktivitaten
reicht bis zum Ende der Versuchsreihe nur annahernd an die Ausgangswerte heran (s. Abbildung 58
und 59). Dieser Beobachtung folgend wurden flr den Vergleich der Mittelwerte unter AT-I1 nur die

letzten 3 Tage der AT-11-Behandlung herangezogen.
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Abbildung 58: Aktivitat: Zeitlicher Verlauf am Tag (l. ,,Basis* entspricht der letzten Basismessung
vor Beginn der 14tagigen AT-11 Gabe [arithmetische Mittelwerte/d £ SEM].
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Aktivitat AT-11: Nacht
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Abbildung 59: Aktivitat: Zeitlicher Verlauf in der Nacht. ,Basis* entspricht der letzten
Basismessung vor Beginn der 14tégigen AT-11 Gabe [arithmetische Mittelwerte/d + SEM].
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@ MPO'T ™ (n=7) @ MPO'T" (n=6) B AT
Abbildung 60: Aktivitat Tag: Vergleich der 5 Basismessungen gegeniiber den letzten 3 Tagen der
AT-11-Gabe [arithmetische Mittelwerte/h + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und
Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Aktivitdtswerte der Gruppen unter AT-1l sind im Vergleich

zwischen Basis und AT-11-Behandlung signifikant erniedrigt.
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Aktivitat Basis / AT-11: Nacht

*

104

*
—
#
il
#
-

Aktivitat (counts/min)

@ MPO T (n=6) E@MPO T® (n=6) [ Basis
@ MPO*T ™ (n=7) @B MPC'T* (n=6) B ATl

Abbildung 61: Aktivitdt Nacht: Vergleich der 5 Basismessungen gegenuber den letzten 3 Tagen der
AT-11-Gabe [arithmetische Mittelwerte/h + SEM]. Statistische Testung: One-Way-Anova und
Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Aktivitdtswerte der Gruppen unter AT-1I sind im Vergleich
zwischen Basis und AT-II1-Behandlung signifikant erniedrigt. #Unter Basisbedingungen ist das
Aktivitatsniveau der MPO™ T * Gruppe gegenuber den Aktivitatsniveaus der anderen 3 Gruppen in
der Nacht signifikant erniedrigt. # Unter AT-11-Gabe ist das Aktivitétsniveau der MPO™ T ™ Gruppe
gegeniber MPOT ~in der Nacht signifikant erniedrigt.
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Zirkadianer Verlauf Aktivitat: Basis

Aktivitat (counts/min)

20:00 01:.00 06:.00 12:.00 18:.00
Uhrzeit
@ MPO T (n=6) @MPO T (n=6)
@ MPO*T (n=7) @ MPO'T" (n=6)

Zirkadianer Verlauf Aktivitat: AT-11

204

Aktivitat (counts/min)

N,

20:00 01:00 06:00 12: 18:00
Uhrzeit

@ MPO T (n=6) @ MPO T* (n=6)
@ MPO* T (n=7) @B MPO'T (n=6)

Abbildung 62: Aktivitét: Vergleich des zirkadianen Verlaufs der letzten Ruhemessung (oben) gegen

den zirkadianen Verlauf der letzten Messung unter AT-11 (unten)

88



Aktivitat

Tag - Werte Basis (Ereignisse/min) | AT-I1 (Ereignisse/min) | Mittlere Differenz | P-Wert
MPO' T~ 4,13+0,10 3,06 £ 0,07 -22% *
MPO*T - 4,11 +0,18 2,79+£0,13 -32% *
MPO*T* 3,88 £ 0,07 3,26 £ 0,27 -11% *
MPO'T* 4,01+£0,13 3,09 + 0,20 -23% *
Nacht - Werte

MPO' T~ 11,44 + 0,75 9,98 + 0,33 -13% >0,05
MPO*T " 12,29 £ 0,51 8,63 + 0,25 -30% *
MPO*T * 8,08 + 0,46 5,96 + 0,65 -26% >0,05
MPO' T* 11,65+0,71 7,13+0,82 -39% *

Tabelle 26: Aktivitat: Vergleich der Mittelung der 5 Basismessungen gegeniiber den letzten 3 Tagen
unter AT-II [arithmetische Mittelwerte + SEM] deren mittlere, prozentuale Differenz in Bezug auf
den Basis-Wert. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

Der \ergleich der arithmetischen Mittelwerte der letzten drei Nacht-Messungen unter AT-II-
Behandlung im \ergleich zu den Basismessungen zeigt eine signifikante Abnahme der

Aktivitatsniveaus aller 4 Gruppen mit einer generellen Zunahme der Streuung in allen Gruppen .

Im Vergleich zwischen den Gruppen waren die Aktivitatswerte der MPO™ T * Gruppe unter AT-11-
Gabe, entsprechend den Basis-Messungen, signifikant erniedrigt, jedoch unter AT-1I nur im
Vergleich mit der Gruppe MPO'T .

Bei Betrachten der erniedrigten Aktivitdten muss jedoch die ansteigende Tendenz aller
Versuchsgruppen im Zeitverlauf der AT-11-Behandlung beachtet werden. Durch einen verlangerten
Messzeitraum unter AT-11-Gabe héatte somit moglicherweise noch der Ausgleich des

Aktivitatsunterschiedes zu den Basismessungen beobachtet werden kénnen.

4.3. Milzzellen-Analyse mittels Durchflusszytometrie

Am Ende jedes Versuchsdurchgangs sollte die Untersuchung der Milzzellen aus den Versuchstieren
eine differenzierte Aufschlisselung der zelluldren immunologischen Zusammensetzung in den
Versuchstieren moglich machen. Dabei war die Uberpriifung eines erfolgreichen T-Lymphozyten-

Transfers von primédrem Interesse.
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Da alle Versuchstiere einen genetischen Rag Knockout Hintergrund zeigen, besitzen sie keine
funktionellen T- und B-Lymphozyten und sollten daher keine CDA4-Aktivitat in der FACS-
Auswertung zeigen, da diese Rezeptoren lediglich auf reifen T-Lymphozyten zu finden sind.
Einigen der Tieren wurden im Versuchsverlauf T-Lymphozyten transferiert, so dass diese sich im
FACS durch eine CD4-Aktivitat von den Sham-transferierten Tieren abgrenzen sollten.

In unseren Analysen an Milzzellen zeigte sich jedoch in sdmtlichen \Versuchstieren ein konstantes,
unspezifisches CDA4-Aktivitats-,,Rauschen* (s.Abbildung 63). Trotz Variation der eingesetzten
Antikdrper sowie auch in Untersuchungen an unbehandelten Rag-Knockout Mausen konnte dieses
unspezifische Zellrauschen nicht eleminiert werden. Dementsprechend muss die Milz als
untersuchtes Organ fir das eingesetzte Verfahren in dieser Studie als nicht geeignet erachtet
werden.

Eine weitere Analyse des Phdnomens konnte in anderen Versuchen einer parallel laufenden Studie
die Untersuchung des Bluts als geeignetes Medium fir die FACS-Analyse aufzeigen. Hier lieRen
sich die transferierten T-Lymphozyten spezifisch im Blut der betroffenen Tiere nachweisen,
wohingegen sich in Sham-transferierten Tieren keine CD4-positiven Zellen zeigten.

Sham“-Transfer . T-Lymphozyten‘-Transfer

CD4 CD4

CD3 CD3

Abbildung 63: Beispielhafte Verteilung der CD3-positiven Signale innerhalb einer T-Zell
transfundierten (links) und einer Sham-transfundierten (rechts) Maus mittels FACS Analyse.

Der eingerahmte Bereich definiert eine Signalintensitit innerhalb derer man von einer CDA4-
Aktivitat der Zellen ausgehen kann. Eine Detektion der transfundierten T-Lymphozyten ist anhand
des dargestellten Signals nicht méglich.
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4.4. Genotypisierung

Zur Verifizierung des korrekten genetischen Hintergrundes der Versuchstiere wurden in dieser
Arbeit Genotypisierungen bei der Geburt, vor der T-Zell-Applikation und zum Versuchsende aus
Ohr- oder Schwanzgewebe der Tiere angestrebt.

Fehler in der Zichtung und Verpaarung der verschiedenen Knockout-Linien, sowie eventuelle
Vertauschungen im weiteren Verlauf der Experimente, sollten auf diese Weise ausgeschlossen
werden.

Kurz nach der Geburt fand anhand einer ersten Genotypisierung die Auswahl der Tiere mit
geeignetem Genotyp fiir die Studie statt. Zwei \Versuchstiere, die aus der Zuchtbarriere falsch
zugeordnet wurden und einen ungeeigneten Genotyp aufwiesen, konnten im spéteren Verlauf durch

eine weitere Genotypisierung aufgedeckt und aus der Studie ausgeschlossen werden (Tiere 4 und 7).

Einige Mause, die in den ersten beiden Genotypisierungen als MPO-Knockout in die Versuchsreihe
gestartet waren, zeigten bei Versuchsende eine neue, schwache MPO-positive Bande als Ausdruck

eines nachweisbaren MPO-Gens.

Die primdre Vermutung, das Phdnomen beruhe auf methodischen Fehlern, wurde durch eine
Wiederholung der Genotypisierung der betroffenen Mé&use unter Verwendung von Nierengewebe
widerlegt, denn auch hier zeigten sich die beschriebenen neuen MPO-Wildtyp Banden.

In der weiteren Analyse des Phdnomens zeigte sich, dass samtliche betroffenen Tiere der gleichen
Versuchsuntergruppe angehorten. Geboren als MPO-Knockout hatten alle Tiere eine T-
Lymphozyten-Injektion aus Wildtyp-Tieren erhalten. Diese Beobachtungen legten die Vermutung
nahe, dass die Ursache der neuen MPO-Bande durch die DNA der transferierten T-Lymphozyten
aus Spender-MPO-Wildtyp-Méausen (Typ C57BI/6J) hervorgerufen wurde. Das beschriebene
Phanomen konnte bei allen der insgesamt 6 ausgewerteten Tiere der MPO™ T * Gruppe gezeigt
werden und trat in keiner der anderen Versuchsgruppe auf.

Es gilt zu erwdhnen, dass durch die Genotypisierung der Nachweis des MPO-Gens und nicht der
MPO als Protein erfolgt. Da T-Lymphozyten Myeloperoxidase selbst nicht sezernieren, blieb der
funktionelle MPO-Knockout auch in den transferierten Tieren erhalten.
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Abb.64: Exemplarische Gegenuberstellung der Genotypisierung einer MPO-Knockout-Maus vor
(links) und nach (rechts) erfolgtem T-Zell-Transfer. Nach Transfer zeigt sich innerhalb des
schwarzen Kreises ein 2. Balken auf Hohe der MPO-Positiv Kontrolle (K+) (Abbildung zur

Verdeutlichung zugeschnitten).

4.5. Aorten-Untersuchung

Nach Versuchsende wurden die Aorten der 4 Gruppen auf ihre Relaxationsfahigkeit untersucht, um
die durch die AT-l11-Gabe auftretenden Endorganschéden in Form einer aortalen Dysfunktion zu
detektieren und diesbezigliche Unterschiede innerhalb der Versuchsgruppen zu bestimmen.

Um die AT-1l behandelten Tiere mit unbehandelten Tieren vergleichen zu kdnnen wurden 4
zusétzliche Gruppen (alle Rag-Knockout; teilweise MPO Knockout) mit einer T-
Lymphozyten/Sham-Injektion behandelt und ihnen im Anschluss statt der im Hauptversuch
verwendeten AT-11-Pumpen als Sham-Versuch 0,9% NaCl befiillte Pumpen implantiert. Insgesamt
wurden so 8 verschiedene Versuchsgruppen beziglich ihrer aortalen Relaxationsféahigkeit

verglichen (s.Tabelle 26).

Sham (NaCl 0,9%) |AT-11-Gabe
MPO'T" MPO T"
MPO* T~ MPO' T
MPO*T* MPO*T *
MPO'T* MPO'T*

Tab.26: Die 8 \Versuchsgruppen der Aorten-Untersuchung

Es wurde die endothelabhdngige (Ach-Gabe) und endothelunabhdangige (NTG-Gabe)
Relaxationsfahigkeit der Aorten untersucht. Zur Bestimmung des Relaxations-Minimums wurden

die Aorten zundchst in Pufferlosung vollstandig relaxiert.
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Anschlieend erfolgte mittels der Applikation des konstriktorisch wirkenden PGF2a die Ermittlung
des maximalen Kraftwertes bei vollstdndiger Kontraktion.

Durch die folgende Zugabe von zundchst ACh und in einem zweiter Versuchsdurchlauf, nach
erneuter maximaler Kontristiktion durch PGF2a, von NTG in steigenden Konzentrationen wurden
die Gefalle zunehmend relaxiert.

Die angegebenen Relaxationswerte beziehen sich auf den prozentualen Anteil der Relaxation
ausgehend von den durch maximale Kontraktion erzeugten Kraftwerten.

Fir die Abbildungen 4.10.1. wurden alle Punkte an eine Hill-Kurve angenéhert. Der R2-
Koeffizient, ein Faktor fur die Qualitat der N&dherung beider Kurven lag dabei zwischen 80 und 98,
mit Ausnahme der MPO™ T~ Gruppe (s.u.).

Sowohl in der endothelabhéngigen (Ach) als auch endothelunabhangigen (NTG) Reaktion zeigt
sich eine kontinuierliche, sigmoidale Zunahme der Relaxation in allen Gruppen bei steigender
ACh/NTG - Konzentration.

Relaxationsverlauf ACh-Stimulation: Sham

Relaxation (% )

100
10-° 10-8 10-7 10-6 10-5
[Ach] Mol/L
O MPO T~ (n=6) O MPO T (n=6)
@ VPO T (n=6) @B MPO T (n=6)

Abb.65: Ubersichtsabbildung: Relaxation der Aorten aus unbehandelten Aorten auf steigende ACh-
(=endothel-abh&ngige Reaktion) Konzentrationen.

93



Relaxationsverlauf ACh-Stimulation: AT-1I

Relaxation (% )

804

100
10-° 10-8 10-7 10-6 10-5
[Ach] Mol/L
D= MPO T (n=10) @ MPO T* (n=9)
@ MPO*T (n=11) B MPO' T® (n=9)

Abb.66: Ubersichtsabbildung: Relaxation der Aorten aus AT-1l-behandelten Aorten auf steigende
ACh- (=endothel-abhangige Reaktion) Konzentrationen. *Die eingezeichnete Signifikanz bezieht
sich auf die ermittelen Maximal-Werte der Relaxation: Die Relaxierbarkeit der AT-11 behandelten

MPO" T~ Gruppe ist gegenuber den anderen 3 AT-l1-behandelten Gruppen signifikant vermindert
(s.Abbildung 69).

Relaxationsverlauf NTG-Stimulation: Sham

Relaxation (%)

80
10-° 10-8 10-7 10-6 10-5
[NTG] Mol/L
o MPO T (n=6) @ MPO T (n=6)
@ MPO T (n=6) @B MPO T (n=6)

Abb.67: Ubersichtsabbildung: Relaxation der Aorten aus unbehandelten Aorten auf steigende NTG-
(=endothel-unabhé&ngige Reaktion) Konzentrationen.
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Relaxationsverlauf NTG-Stimulation: AT-11

20+

404

Relaxation (%)

60+
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Trs
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10-8 10-7 10-6 10-5
[NTG] Mol/L

O MPO T- (n=10) @ MPO T+ (n=9)
@@ MPO* T (n=11) BB MPO" T' (n=9)

Abb.68: Ubersichtsabbildung: Relaxation der Aorten aus AT-ll-behandelten Aorten auf steigende

NTG- (=endothel-unabhéangige Reaktion) Konzentrationen. Die eingezeichnete Testung bezieht sich
auf die ermittelen Maximal-Werte der Relaxation: Die Relaxierbarkeit der AT-1l behandelten MPO

T~ Gruppe ist gegeniiber den anderen 3 AT-I1-behandelten Gruppen unter NTG-Stimulation nicht
signifikant erniedrigt (s.Abbildung 70).

Max.Relaxation: ACh-Stimulation

O Sham
= AT-I
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1 1 — —
g 804 - _
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O MPOT (Sham n=6, AT-ll n=10)
@ MPO*T (Sham n=6, AT-ll n=11)
© MPOT* (Sham n=6, AT-Il n=9)
@ MPO*T*(Sham n=6, AT-Il n=9)

Abb.69: Maximale Relaxationsantwort der Aorten aus Sham- und AT-lI-behandelten Aorten auf

ACNh(links)- und NTG(rechts). Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-

Test.
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Die Relaxierbarkeit aller AT-11 behandelten Aorten ist im Vergleich zu den unbehandelten Aorten
signifikant erniedrigt (p<0,05). # Die Relaxierbarkeit der AT-11 behandelten MPO™ T = Gruppe ist
gegeniber den anderen 3 AT-11-behandelten Gruppen signifikant erniedrigt.

Max.Relaxations: NTG-Stimulation

801
S
< 604
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£
S 40
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o) 204
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O3 Sham

8 ATHI
* *

O MPOT (Sham n=6, AT-Il n=10)
@ MPO'T (Sham n=6, AT-lIl n=11)
O MPO T (Sham n=6, AT-Il n=9)
@ MPOT™(Sham n=6, AT-Il n=9)

Abb.70: Maximale Relaxationsantwort der Aorten aus Sham- und AT-1I-behandelten Aorten auf
ACh(links)- und NTG(rechts). Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-
Test. Die Relaxierbarkeit aller AT-11 behandelten Aorten ist im Vergleich zu den unbehandelten
Aorten signifikant erniedrigt (p<0,05). # Die Relaxierbarkeit der AT-11 behandelten MPO T~ Gruppe
ist gegenuber den anderen 3 AT-11-behandelten Gruppen signifikant erniedrigt.
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Log-EC50: ACh-Stimulation

-6.8- O] Sham
B AT-I

-7.04

-7.24

-7.44

-7.61

log EC5q Mol/L (Ach)

-7.84

-8.0

@ MPO T~ (Sham n=6, AT-ll n=10)

@ MPO*T (Sham n=6, AT-ll n=11)

O MPOT" (Sham n=6, AT-Il n=9)

@ MPO*T*(Sham n=6, AT-Il n=9)
Abb.71: Log ECS50-Werte der Dosis-Wirkungs-Kurven von Aorten aus Sham- und AT-II-
behandelten Aorten unter Ach-Relaxation. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-
Keuls-Post-Test. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen.

Log-EC50: NTG-Stimulation

-6.81 0O Sham
B ATl

-7.01
-7.24
-7.44

-7.61

log ECgq Mol/L (NTG)

-7.81

-8.0-
@ MPO T (Sham n=6, AT-ll n=10)
@ MPO*T" (Sham n=6, AT-Il n=11)
O MPO T* (Sham n=6, AT-Il n=9)
@ VPO*T*(Sham n=6, AT-ll n=9)
Abb.72: Log EC50-Werte der Dosis-Wirkungs-Kurven von Aorten aus Sham- und AT-I1I-
behandelten Aorten unter NTG-Relaxation. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-
Keuls-Post-Test. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen

Gruppen.
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Slope: ACh-Stimulation

2.0n ) Sham

83 ATl
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Abb.73: Slope-Werte der Dosis-Wirkungs-Kurve von Sham- und AT-l1-behandelten Aorten unter
Ach-Relaxation. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen.

Slope: NTG-Stimulation
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@ MPO*T™ (Sham n=6, AT-ll n=11)
O MPOT™ (Sham n=6, AT-Il n=9)
@ MPO*T*(Sham n=6, AT-ll n=9)

Abb.74: Slope-Werte der Dosis-Wirkungs-Kurve von Sham- und AT-I1-behandelten Aorten unter
NTG-Relaxation. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen.

Die Auswertung der aus den Hill Kurven gewonnenen Parameter zeigt eine erniedrigte maximale
Relaxationsfahigkeit aller Aorten aus mit AT-11 behandelten Tieren im Vergleich zu den Geféal3en aus
unbehandelten Tieren. Dies wird sowohl aus den Ubersichtsabbildungen als auch in Bezug auf die
maximale Relaxationsantwort der Naherungskurve ersichtlich und gilt sowohl unter ACh- als auch
unter NTG-Stimulation der Aorten. (p fur alle Gruppen <0,05).
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Innerhalb der AT-I1 behandelten Gruppen zeigt sich unter ACh-Stimulation in der Betrachtung der
maximalen Relaxationswerte eine signifikant erniedrigte Relaxation der Aortenringe der Gruppe
MPO - T gegeniber den Aorten der anderen AT-11-behandelten Gruppen (p<0,05).
Die Betrachtung der NTG-vermittelten Relaxation ergibt keine gruppenvergleichenden
Unterschiede, wenngleich auch hier die Aorten der Gruppe MPO - T~ die geringste maximale
Relaxation aufweisen.
In der Analyse der Slope-Werte sowie der mittleren, effektiven Konzentration (LogeC50) der Hill-
Kurven sind keine Unterschiede zwischen den 8 verschiedenen Versuchsgruppen sichtbar (alle
statistischen Testungen mit One-Way-Anova und anschlieendem Newmann-Keuls-Test).
Die beschriebene signifikante Differenz der MPO ~ T~ Gruppe zu den anderen Gruppen veranlasste
uns zu einer genaueren Analyse der einzelnen Werte jedes Tieres (s.Abbildung 75). Wéahrend eine
Teilgruppe der Tiere (n= 4 ) unter ACh-Stimulation eine, mit den anderen Gruppen vergleichbare
maximale Relaxationsféahigkeit der Aorten zeigt (51% bis 61%), ist die Relaxationsfahigkeit der
Aorten der anderen Teilgruppe (n=4) deutlich eingeschrankt (11% bis 27%).
Unter NTG-Relaxation zeigten zwei Tiere eine deutlich bessere Relaxation als unter ACh-
Relaxation, die flr die gesamte Kohorte eine Anhebung des arithmetischen Mittelwertes zur Folge
hat und sich somit kein signifikanter Unterschied im Vergleich mit den anderen 3 AT-11 behandelten
Gruppen unter NTG-Relaxation einstellt. Die beschriebene Teilung innerhalb dieser Gruppe bleibt
aber deutlich erkennbar.
Diese verbesserte NTG-Relaxation I&sst vermuten, dass der GeféRschaden der betroffenen Aorten
sich auf das Endothel konzentriert, das das angebotene ACh-Signal nicht zur Relaxation nutzen
kann.

MPO T Gruppe: ACh-Stimulation
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Relaxation (%)

100 ' r ' .
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MPO T Gruppe: NTG-Stimulation
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Abbildung 75: Einzelmessungen der ACh- und NTG-Relaxation in der Versuchsgruppe MPO' T .

4.6. Aorten-Histologie

Als weitere Untersuchung der GefaRveranderungen wurden Stichproben der Aorten aller 4
Versuchsgruppen einer histologischen Auswertung unterzogen. Zur Untersuchung der Auswirkung
der AT-1I-Behandlung wurden zusétzliche histologische Schnitte von unbehandelten C57BI6
Wildtyp-Mausen sowie Rag Knockout-Tieren durchgefuhrt.

Zum Ausgleich gewichtsbedingter Unterschiede wurde ein Quotient aus der Flache
beziehungsweise der Dicke der Aorten und dem Gewicht der jeweiligen Maus erstellt
[Flache(pm?)/Gewicht(g), bzw. Dicke(um)/Gewicht(g)].

Weder in der Analyse der Media-Flachen noch der Media-Dicken der untersuchten Aorten zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den vier AT-11 behandelten Versuchsgruppen. Die mit AT-II
behandelten Aorten sind jedoch, mit Ausnahme der Gruppe MPO'T*, bezlglich ihrer Media-Flache
und -Dicke gegenuber den Aorten der unbehandelten Gruppen signifikant erhdht. Die Aorten-Dicke
der MPOT" Gruppe ist zwar tendenziell ebenfalls im Vergleich zu den Aorten der unbehandelten
Gruppen erhoht, erreicht aber keine Signifikanz. Die Untersuchung erscheint grundsétzlich als

weitere Nachweis-Maoglichkeit AT-11 vermittelter GefaBwandverénderungen geeignet.

100



Media-Flache
10000-
8000+

T
60004 T

4000+

20004

Media-Flache/KG

AT-II

@ MPO T~ (n=6) @ MPO T* (n=6)
@ MPO*T (n=7) @B MPO'T* (n=6)
@ Rag-KO (n=2) @B C57BL/6J (n=2)

Abbildung 76: Media-Flache der Aorten der vier Versuchsgruppen im Vergleich zu Rag-Knockout-
Mausen und C57BI/6J-Wildmdusen, die keine AT-11-Behandlung erhielten. Es erfolgte eine
Normierung auf das Ko&rpergewicht der Tiere. Statistische Testung: One-Way-Anova und
Newmann-Keuls-Post-Test. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der
dargestellten Gruppen.
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Abbildung 77: Media-Dicke der Aorten der vier Versuchsgruppen im Vergleich zu Rag-Knockout-
Mausen und C57BI/6J-Wildmdusen, die keine AT-11-Behandlung erhielten. Es erfolgte eine
Normierung auf das Koérpergewicht der Tiere. Statistische Testung: One-Way-Anova und
Newmann-Keuls-Post-Test. *Die Dicke der markierten drei Gruppen ist gegen die Aorten-Flache
der Rag-KO- und BI16-Gruppe signifikant erhoht.
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4.7. Kérpergewichte

Im Anschluss an die Telemetrie-Operation kommt es in allen Versuchsgruppen zu einem
vergleichbaren, nicht signifikanten Gewichtsverlust (Statistische Testung: One-Way-Anova und

Newmann-Keuls-Post-Test; Daten nicht gezeigt).
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Abb.78: Kdrpergewichte der 4 Versuchsgruppen zu Versuchsstart (oben) und zu Versuchsende
(unten). Statistische Testung mittels One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test: Keine

signifikanten Unterschiede.
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Bis zum Ende des Versuchsverlaufs bleiben die Gewichte der Tiere gegeniiber dem Ausgangswert
leicht erniedrigt, ohne jedoch weiter zu sinken.
Im abschlieBenden Vergleich zwischen den Gewichten der 4 Versuchsgruppen vor und nach 14

Tagen AT-11-Gabe zeigen sich keine signifikanten Gewichtsverdnderungen (s.Abbildung 78).

4.8. Herzgewichte

Die Untersuchung der absoluten Herzgewichte zum Ende der AT-11- oder Sham-Behandlung zeigt
keine signifikanten Unterschiede innerhalb der AT-I1-behandelten Versuchsgruppen und auch nicht
im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollgruppen.

Unter Bericksichtigung des jeweiligen Kdrpergewichts im Herzgewicht-Korpergewicht-Verhaltnis
(HW/BW-Ratio) ist eine signifikant erhdhte HW/BW-Ratio der AT-1I behandelten Tiere im
Vergleich mit den unbehandelten Gruppen erkennbar (p<0,05).

Wildtyp Tiere (C57BL/6J), deren Immunsystem voll ausgepragt ist, haben im Vergleich zu den 4
AT-11 behandelten Versuchsgruppen ein dartber hinaus signifikant erhdhtes HW/BW-Ratio.

Herzgewichte
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Abb.79: Absolute Herzgewichte [arithmetische Mittelwerte + SEM]. Dargestellt sind die 4 AT-11
behandelten Versuchsgruppen, AT-11 behandelte/unbehandelte C57BL/6J Tiere sowie die mit 0,9%
NaCl behandelte Sham-Gruppen. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-
Test. Keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 80: Quotient aus Herzgewicht und Korpergewicht [arithmetische Mittelwerte £ SEM].
Dargestellt sind die 4 AT-11 behandelten Versuchsgruppen, AT-11 behandelte/unbehandelte C57BL/6J
Tiere sowie die mit 0,9% NaCl behandelten Sham-Gruppen. *Die HW/BW Ratio aller AT-II
behandelten Gruppen ist im \ergleich zu den unbehandelten Gruppen signifikant erhght. #Die
HW/BW-Ratio der AT-11 behandelten C57BL/6J Gruppe ist gegen den HW/BW-Ratios aller anderen
Gruppen signifikant erhdht. Statistische Testung: One-Way-Anova und Newmann-Keuls-Post-Test.

Der zusétzliche Vergleich der 4 mit AT-11 behandelten, priméaren Versuchsgruppen mit Tieren, die
bei ansonsten gleichem Genotyp anstatt einer AT-11-Behandlung mit 0,9% NaCl-Lésung behandelt
wurden, zeigt eine signifikante Erhéhung des HW/BW-Ratio in allen AT-11 behandelten Gruppen,
unabhangig vom vorliegenden Genotyp.

Dabei gilt es jedoch zu beachten, dass die beschriebenen Kontrollgruppen keine Telemetrie-
Operation erhielten und daher tendenziell ein leicht erhohtes Kdrpergewicht aufwiesen, was die

Vergleichbarkeit der Gruppen erschweren konnten.

4.9. In vitro — Stimulation von T-Lymphozyten

Die in vitro Untersuchungen sollten direkte Interaktionen zwischen den potenziell
blutdruckrelevanten Faktoren MPO, T-Lymphozyten und AT-IlI nachweisen. Hierzu wurden T-
Lymphozyten aus gesunden Wildtyp-Mausen gewonnen und mit Concanavalin A, einem potenten T-
Lymphozyten Stimulator, sowie verschiedenen Konzentrationen von MPO und AT-11 versetzt.

Im Anschluss wurde als Marker des Ausmal3 der T-Lymphozyten-Stimulation die Konzentration von

IL-2 im Uberstand der ReaktionsgefiRe mittels eines ELISA bestimmit.
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Die zunédchst gemall Literaturrecherchen flir uns als geeignet erachtete Inkubation von T-
Lymphozyten in CD3-beschichteten Wells fiihrte bereits ohne zusétzliche Stimulation der T-
Lymphozyten zu stark ansteigenden IL-2 Werten. Diese lagen bei unbehandelten T-Lymphozyten
sogar noch tber den Werten der Positiv-Kontrollen durch das Concanavalin A und waren daher fir
eine Untersuchung verschiedener Stimulanzien auf die T-Lymphozyten Aktivierung nicht
verwertbar (Daten nicht gezeigt).

Daher wurden die T-Lymphozyten im weiteren Verlauf in unbeschichteten 96-Well-Platten
inkubiert. Hier zeigte sich ein gutes Ansprechen der T-Lymphozyten auf Concanavalin A unter der
die T-Lymphozyten eine maximale Stimulation als Positivkontrolle erzielten.

Sowohl durch AT-1I allein als auch durch verschiedene Dosierungen der MPO konnte eine, im
Vergleich zum unstimulierten T-Lymphozyten-Ansatz, erhohte IL2-Konzentration gemessen
werden, wobei die IL-2 Antwort auf eine alleinige AT-11 Gabe relativ gering ausfiel. In Bezug auf
die MPO zeigte sich eine dosisabhéngige Zunahme der ermittelten IL-2-Werte.

Eine Kombination der beiden Faktoren MPO und AT-Il zeigte einen Uberadditiven Effekt im

\ergleich zur jeweiligen einzelnen Gabe der beiden Stimulanzien.
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Abbildung 81: 11-2 Konzentrations-Bestimmung durch in vitro-Stimulation von T-Lymphozyten mit
anschlieBendem ELISA [arithmetische Mittelwerte £ SEM]
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5. Diskussion

5.1. Mauslinien-Generierung und T-Lymphozyten-Transfer

Als Fragestellung der vorliegenden Arbeit galt die Untersuchung, ob das angeborenen und
erworbene Immunsystem Auswirkungen auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie durch
eine AT-11-Behandlung haben.

Zu diesem Zweck wurden Mauslinien generiert, die durch unterschiedliche Veranderungen in ihrem
Immunsystem Vergleiche zwischen den verschiedenen Komponenten des Immunsystems
ermoglichten.

Eine immundefiziente Mauslinie wurde neu am Institut etabliert, die sogenannte ,,Rag-Knockout*-
Maus, die sich durch das Fehlen funktioneller T- und B-Lymphozyten auszeichnet.

Zudem konnte auf die bereits im Institut in friheren Experimenten eingesetzte ,,MPO — Knockout*-
Linie zugegriffen werden.

Die Verpaarung dieser beiden Mauslinien schuf die genetischen Voraussetzungen der Arbeit. Der
genetische Hintergrund (C57BI1/6J) der Tiere wurde durch konsequent durchgefiihrte, inzlchtige
Verpaarung sicher gestellt. Durch mehrfache Genotypisierungen wurden die genetischen

\Verénderungen der Versuchstiere gesichert.

In Arbeiten anderer Institute (Guzik et al. 2007) konnte durch einen T-Lymphozyten-Transfer aus
gesunden Spendermausen ein deutlicher Blutdruckanstieg unter AT-II-Behandlung in Rag
Knockout-Tieren beobachtet werden, die ohne Transfer eine nur minimale Blutdruckantwort auf die
AT-11-Gabe zeigten.

Zur genaueren Untersuchung dieses sogenannten »Rescue-Phdnomens* der
Bluthochdruckentwicklung wurde auch in dieser Arbeit ein Teil der M&use einem T-Lymphozyten-
Transfer unterzogen.

Die zu diesem Zweck aus C57BI/6J-Wildtyp Mausen, d.h. dem gleichen genetischen Hintergrund
aller Versuchsgruppen, aufgereinigten T-Lymphozyten wurden vor dem Transfer einer
flusscytometrischen Untersuchung (FACS) unterzogen, die in samtlichen Fallen einen hohen T-
Lymphozyten Anteil der Losung (74-98%) nachwies. Andere Arbeiten, die ebenfalls einen T-Zell-
Transfer vollzogen, gaben vergleichbare T-Lymphozyten-Anteile in der Zellsuspension an (Guzik et
al. 2007).
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Die gewonnen T-Lymphozyten wurden den Mausen Uber einen Zugang in der Schwanzvene
injiziert. Eine erste Moglichkeit der Verifizierung eines korrekten Transfers bestand schon wahrend
der Applikation. Nach der erfolgten Punktion der Vene wurde zunachst ein Anspllen des vendsen
Zugangs mit NaCl versucht. Bei paravasaler Lage des Katheters konnte dies nicht gelingen und
fuhrte zu einer Anschwellung des umgebenden Gewebes. Auf diese Weise konnte eine paravendse
Applikation der T-Zell-Suspension verhindert werden. Um sicher zu stellen, dass auch bis zum
Versuchsende eine T-Zell-Population in den entsprechenden Mausen persistierte sollte eine finale
FACS-Untersuchung von Milzzellen den Nachweis einer vitalen T-Lymphozyen-Population
erbringen. Die im Ergebnis-Teil thematisierten Schwierigkeiten in der Interpretation der gewonnen
Daten verhinderten eine einheitliche Bewertung der verschiedenen Versuchsdurchgénge. Die
beobachtete Inkohdrenz I&sst vermuten, dass die Milz als untersuchtes Organ fur den
Versuchszweck nicht ideal gewéhlt ist. Diesbezigliche Recherchen hinsichtlich eventueller
Kreuzreaktionen der verwendeten Antikdrper mit anderen Zellreihen innerhalb der Milz fihrten zu
der Hypothese, dass die hohe allgemeine Affinitdt Dendritischer Zellen zu immunologischen
Antikorpern, u.a. CD4-Rezeptoren, in der Milz fur Storsignale verantwortlich sein konnte. Da die
Existenz und Funktionalitdt von Dendritischen Zellen im vorliegenden Rag-1 Knockout-Modell
bisher weder als eingeschrankt noch modifiziert beschrieben wurde, kdnnte daher auf diese Weise
eine mogliche Verblendung der FACS-Untersuchung stattgefunden haben. (Mombaerts et al. 1992;
Shortman and Liu 2002)

Noch wahrscheinlicher scheint uns die Hypothese von Falk et al. 1996, die eine mdgliche Existenz
unreifer, immunologischer Vorléuferzellen und deren Akkumulation in der Milz von Rag-KO-
Méausen als Erklarungsansatz der beobachteten Aktivitats-Muster diskutiert (Falk et al. 1996).

Die in spateren Studien an einem ahnlichen Mausmodell durchgefiihrten FACS-Untersuchung des
Bluts von Versuchstieren konnte die gewinschte, spezifische Detektion transferierter T-
Lymphozyten erzielen, so dass diese Methodik fiir weitere Versuche deutlich zweckdienlicher
erscheint.

Die Genotypisierung diente neben der Verifizierung des Genotyps und der Vermeidung von
Vertauschungen auch der Qualitatssicherung durchgefuhrter T-Lymphozyten-Transfers.

Eine Literaturrecherche auf vergleichbare Phdnomene erbrachte, dass bereits 2003 der Nachweis
transferierter Immunzellen mittels PCR in verschiedenen Organen der Empfangerméuse erzielt
werden konnte (Moeller et al. 2003). Des weiteren gelang die Entwicklung einer quantitativen PCR-
Methodik zur Bestimmung der transferierten Menge genetisch manipulierter CD8+ Zellen in Leber
und Milz der Empféanger-Mause (Wright et al. 2005).
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Der genetische Nachweis systemisch eingebrachter T-Lymphozyten aus peripherem Gewebe, wie in
dieser Arbeit geschehen, wurde bisher jedoch noch nicht beschrieben. Weitere Studien des Instituts,
die ebenfalls transferierte T-Lymphozyten in Empfanger-Mausen aufsuchten, zeigten kohérente
Ergebnisse.

Die Ursache fur die mogliche Detektion des Zell-Transfers im Ohr-Gewebe der Tiere muss die
Folge einer systemischen Verteilung der Zellen im Koérper der Méause sein. Ahnlich dem
menschlichen Ohr, besteht auch das Gewebe des Maus-AulRenohrs aus gut vaskularisiertem
Knorpel, dessen Versorgung durch Diffusion gesichert wird (Treuting et al. 2012) . Auf welche
Weise die T-Lymphozyten sich im Auricula-Gewebe lokalisieren, lasst sich ruckwirkend nicht
bestimmen. Grundsatzlich erscheint, in Anbetracht der verhaltnismélig langen Zeit zwischen
Transfer und Untersuchung, ein durch Zellvermehrung erzieltes Uberdauern der T-Lymphozyten
und somit deren genetische MPO-WT-Signal im Blut wahrscheinlich. Die auf diese Weise erzielte
Nachweisbarkeit einer T-Lymphozyten-Présenz bis zu 6 Wochen nach Transfer bekraftigen die
Methodik des T-Lymphozyten-Transfers als systemisch wirksame Beeinflussung des
immunologischen Status der Versuchstiere.

Von Interesse und potenziell grofRer Praktikabilitdt waren weitere Untersuchungen und
Ausweitungen der entdeckten Nachweis-Methode. Ware die Entwicklung einer quantitativ
aussagekraftigen PCR hinsichtlich der Menge an T-Lymphozyten mdglich, so konnte die
aufwandige und Kkostspielige Methode der FACS-Analyse durch die deutlich einfachere
Genotypisierung zumindest erganzt werden.

Jedoch fehlt im aktuellen Versuchs-Aufbau die Moglichkeit, T-Lymphozyten in Empféanger-Mé&usen
mit einem MPO-Wildtyp Genotyp nachzuweisen, da die MPO-Gen enthaltende DNA der
transferierten T-Lymphozyten in der Genotypisierung durch die eigene MPO-positive Bande der
Maus tberlagert wird. Es stellt sich zudem die Frage, wieso nur im MPO-Gen und nicht im Rag-1-
Gen ein Nachweis der DNA aus Spender-Lymphozyten gelingt. Fir den Moment ist die
Durchflusscytometrie zu Recht wissenschaftlicher Standard zum Nachweis eines erfolgreichen
adoptiven Zell-Transfers. Unabhangig davon ist in dieser Arbeit, obgleich die Milz sich als
ungeeignetes Zielorgan des gewiinschten T-Lymphozyten-Nachweis erwiesen hat, durch die
anderen eingesetzten Verfahren von einem erfolgreichen T-Lymphozyten-Transfer auszugehen.
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5.2. Mauslinien-Haltung

Die im Versuchsaufbau verwendeten Mauslinien haben durch das Fehlen funktioneller B- und T-
Lymphozyten eine Einschrankung ihrer immunologischen Kompetenz, was sie theoretisch fur
Infektionen prédestiniert. Tatsdchlich wird in der Literatur der grundsétzlich fast identische
Phanotyp von Rag Knockout-Mausen und  SCID-Mdusen  (,,Severely  combined
immunodeficiency*), einer hdufig zu schwerwiegenden Infektionen fuihrende, genetische Mutation,
beschrieben (Mombaerts et al. 1992). Auf der anderen Seite finden sich nur vereinzelte Hinweise
auf eine relevante Infektneigung des Rag Knockouts, wie z.B. ein deutlich aggravierter Verlauf
einer Brucella melitensin-Infektion in Rag Knockout-Tieren (lIzadjoo et al. 2000).

Die Haltung der Tiere musste an diese besondere Situation angepasst werden. Durch die
Unterbringung der Tiere in einem entsprechenden vor Keimen schiitzenden Kafigsystem, die Gabe
von autoklaviertem Futter und Wasser sowie die konsequente Behandlung unter sterilen
Bedingungen sollte eine moglichst keimfreie Umgebung geschaffen werden.

Die Tiere gaben in ihrem Verhalten, Aussehen und ihren erhobenen Messwerten (Blutdruck,
Herzfrequenz und Aktivitat) keinerlei Hinweise auf ein infektioses Geschehen wéhrend der
\ersuchszeit. Auch die postoperativen Phasen nach Telemetriesender- und AT-11-Pumpen
-Implantation gestalteten sich in einer mit Wildtyp-Mé&usen vergleichbaren Weise.

Nichtsdestotrotz kann die Einflussnahme einer ,stillen® Infektion auf die erhaltenen Messwerte
nicht ausgeschlossen werden. Eine Infektion kénnte dabei sowohl eine hyperdyname als auch eine
hypodyname Kreislaufreaktion der Tiere als Folge haben, so konnte u.a. bereits die Entwicklung
einer arteriellen Hypertonie als Folge einer Cytomegalie-Virus Infektion in Mausmodellen gezeigt
werden (Cheng et al. 2009). Zusammenfassend kann die Haltungsweise in seiner hier vorliegenden
Form als optimal bewertet werden, es ergaben sich keine Hinweise auf infektbedingte Effekte in

den erhobenen Messwerten.
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5.3. Die Telemetrie-Operation

Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit waren die Untersuchungen der Herz-Kreislauf-Parameter, die
Unterschiede in der Entwicklung einer AT-ll-bedingten Hypertonie in den verschiedenen
Versuchsgruppen detektieren sollten.

Der aktuelle Goldstandard zur Blutdruckbestimmung in der Maus ist die Radiotelemtrie; ein
Verfahren, dass 2000 von der Firma DSI entwickelt wurde und seitdem durch seine effiziente und
exakte Messweise immer groliere Anwendung findet (Mills et al. 2000).

Anhand der gewonnenen Ergebnisse zeigte sich dabei kein Anhalt, dass die Mé&use durch die
Sender-Implantation in ihrer natirlichen Verhaltensweisen beeinflusst wurden. Nach einer
postoperativen Erholungsphase zeigten alle Tiere stabile Werte in Blutdruck, Herzfrequenz und
Aktivitat sowie im Fress- und Hygieneverhalten. Die gewonnenen Messwerte sind in ihrer Qualitét
zudem vergleichbar mit bereits im Institut untersuchten Wildtyp-Mausen (Daten hier nicht gezeigt),
so dass das Verfahren auch im Rag-1-Knockout-Modell als gut geeignet zu erachten ist.

Es ergaben sich keine Hinweise auf eine durch die notwendige Ligatur der linken A.carotis
Beeinflussung der Gehirn-Durchblutung, einem ebenfalls an der Blutdruckregulation beteiligem
Organ.

In anderen Studien konnten durch histologische Untersuchungen kein Nachweis ischdmischer
Areale im Hirnstamm als Zeichen eingeschrénkter Hirnperfusion im Anschluss an eine Telemetrie-
Operation beobachtet werden (Kaidi et al. 2007).

Acht Tiere mussten auf Grund einer Fehlfunktion der Telemetrie-Messung vom Versuch
ausgeschlossen werden. Die generierten Werte lagen in diesen Féllen entweder bereits wéhrend der
Basismessungen deutlich auferhalb des als physiologisch zu erachtenden Rahmens,
beziehungsweise war die Analyse der Druckkurven aufgrund der unzureichenden Datenqualitét
nicht auswertbar. Ursachlich konnten eine Katheterdislokation oder eine Besiedlung der
Katheterspitze mit thrombogener oder bakterieller Vegetation gewesen sein. Bei der Untersuchung
der betroffenen Tiere lieRen sich jedoch beide Hypothesen nicht abschlieBend bestatigen oder

widerlegen.
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5.4. Das AT-11-Modell fur die arterielle Hypertonie

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung immunologischer Einfliisse auf die arterielle
Hypertonie. Voraussetzung hierfur war die Wahl eines geeigneten murinen Hypertonie-Modells. Die
Methodik der subkutanen AT-11-Gabe tiber osmotische Minipumpen erschien eine geeignete Wahl
zu sein. Auf Grund der gut durchfihrbaren und durch eine Vielzahl von Studien etablierten
Methodik konnte auf eine immense Datenlage in Bezug auf die Effekte der AT-11-Gabe auf die
verschiedenen Komponenten des kardiovaskuldren Systems zurlickgegriffen werden. Dartber
hinaus weisen aktuelle Studien auf eine Beteiligung von AT-1I in der Vermittlung verschiedener
immunologischer Effekte hin. T-Lymphozyten werden in ihrer Aktivitat durch AT-I1 beeinflusst und
zu einer vermehrten Einwanderung aus der Blutbahn in Gewebe stimuliert (Silva-Filho et al. 2011).
Dieser stimulierende Einfluss von AT-11 auf T-Lymphozyten konnte auch im Rahmen dieser Arbeit
durch in vitro Exprimente bestatigt werden, die eine vermehrte IL-2 Sekretion als Ausdruck
gesteigerter Aktivitat von T-Lymphozyten unter AT-11-Gabe beobachten konnten.

Dementsprechend wurde ein grol3er Teil der aktuellen Studienlage zur Beeinflussung der arteriellen
Hypertonie durch T-Lymphozyten im AT-11-Modell untersucht.

Ebenso wurden die Daten, die einen Einfluss der MPO auf die Entstehung einer arteriellen
Hypertonie vermuten lassen, im AT-I1-Modell ermittelt: Rudolph et al. zeigten 2010 eine durch
MPO-Knockout reduzierte Blutdruck-Antwort auf eine AT-11-Behandlung.

Im Verlauf der 14-tdgigen Verabreichung von AT-1I konnte in allen \ersuchstieren ein zu
erwartender Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks verzeichnet werden. Die dabei in allen
Versuchsgruppen erreichten Anstiege auf ca. 140% des Ausgangswertes entsprechen anderen AT-11-
Versuchsreihen gleicher Dauer und Dosis (Friedrichs 2011).

Eine weitere deutliche Auswirkung der AT-I1-Gabe spiegelt sich auf vaskuldrer Ebene wieder: Die
Untersuchung der Aorten der Versuchstiere beziiglich ihrer Relaxationsféahigkeit zeigt eine
durchweg signifikante Reduktion in allen AT-lI-behandelten Gruppen im Vergleich zu Sham-
behandelten M&usen. Die dabei gemessene Abnahme der maximalen Relaxationsfahigkeit um ca.
30% unter ACh-Stimulation und um ca. 20% unter NTG-Stimulation steht im Einklang mit
Ergebnissen anderer \Versuchsreihen, die unter AT-Il-Behandlungen ahnlicher Dosis und Dauer
vergleichbare Werte zeigten (Sydow et al. 2012).

Auch die Auswertung der Heart-Weight/Body-Weight Ratio zeigte als Effekt der AT-I11-Gabe ein
signifikant erhdhtes Herzgewicht der AT-11 behandelten Tiere.
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Dabei lagen die Werte ohne AT-II Behandlung im Rahmen der in der Literatur zu erwartenden
Werte von Wildtyp-Mdausen, wahrend die Werte AT-11 behandelter Tiere in dieser Studie etwas
hinter denen von AT-Il behandelten Wildtyp-Mé&usen zuriick blieben. Die HW/BW-Ratio unserer
eigenen AT-Il behandelten C57BI6-Wildtyp-Tiere entsprachen wiederum den aus der Literatur zu
erwartenden Werten (Collins et al. 2004).

Zusammenfassend schuf das gewahlte AT-11-Modell eine aussagekréftige Ausgangslage fir die
Beurteilung der immunologischen Einfllsse auf den arteriellen Blutdruck. Es zeigten sich auch in
den hier verwendeten Mauslinien deutliche Effekte auf den Blutdruck sowie in den zu

untersuchenden Organsystemen.

5.5. Versuchsgruppen im Vergleich

5.5.1. MAP

Die vor der AT-11-Gabe nahezu identischen Blutdriicke zwischen den verschiedenen Gruppen lassen
darauf schlie3en, dass unter physiologischen Bedingungen die Regulation des Blutdrucks nur wenig
durch immunologische Systeme beeinflusst wird und gegebenenfalls erst unter Stresssituationen die
immunologische Modulation an Relevanz gewinnt. Zu &hnlichen Schliissen kamen bereits andere
Arbeiten, die ebenfalls keinen Einfluss von T-Lymphozyten (Marvar et al. 2012) beziehungsweise
MPO (Rudolph et al. 2010; Friedrichs 2011) auf die basalen Blutdruckwerte verzeichneten.

In allen vier Versuchsgruppen konnte ein signifikanter Anstieg des Blutdrucks als Reaktion auf die
AT-11-Stimulation beobachtet werden. Der Anstieg zeigte sich dabei im vergleichbaren Ausmal in
Systole und Diastole. Beim Vergleich innerhalb einer Gruppe zeigen sich zwischen systolischen
und diastolischem Anstieg keine Unterschiede. Beide Blutruckwerte scheinen somit gleichermali3en
fur den Anstieg des MAP verantwortlich zu sein.

Zusétzlich zeigte sich eine signifikante Erniedrigung des mittleren arteriellen Blutdrucks der
MPO'T" Gruppe sowie eine marginale Erhéhung der MPO'T Gruppe gegenuber den jeweils
anderen Gruppen. Zur weiteren Untersuchung dieser Blutdruckdifferenzen erfolgte die
aktivtatsnormierte Auswertung der Daten, die klaren sollte inwieweit unterschiedliche Aktivitéts-
Grade der Tiere eine direkte Erklarung fiir diese Unterschiede in den Blutdruckwerten sein kdnnten.
Diese Form der Auswertung fand bereits in anderen Publikationen in vergleichbarer Weise
Anwendung (McGuire et al. 2008).
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Die initial beobachteten Blutdruckunterschiede waren hier nicht mehr nachweisbar, so dass wohl
die unterschiedliche Aktivitatsniveaus flir die Blutdruckunterschiede verantwortlich waren.

In jedem Fall fiihrte das Fehlen von T-Lymphozyten durch den genetischen Rag-KO, anders als in
den Arbeiten von Guzik et al., nicht generell zu einem nahezu Ausbleiben der hypertensiven
Reaktion auf AT-II. Der vergleichbare Verlauf des Blutdrucks, unabhangig von der Présenz von T-
Lymphozyten, wirft die Frage nach der Ursache flir dieses, den Vorarbeiten nicht entsprechende
Ergebnis auf.

Bei Vergleich der experimentellen Aufbauten der vorliegenden Arbeit mit der Arbeit von Guzik et
al. findet sich bei sonst nahezu identischen Bedingungen eine unterschiedliche verwendete AT-I1-
Konzentration. Wéhrend in der Arbeit von ,,Guzik et al.* 0,49 ng/min/kg AT-11 verwendet wurden,
war die Konzentration in dieser Arbeit auf 1,5 ng/min/kg festgelegt worden. Die Konzentration war
der an diesem Institut in zahlreichen AT-11-Modellen bewahrten Konzentration angeglichen worden
um Vergleichsmaoglichkeiten zu friheren Arbeiten zu schaffen.

Gleichwohl gilt es zu bedenken, dass der Dosierung der taglichen AT-11-Dosis eine entscheidende
Bedeutung zukommen kann: Ergebnisse verschiedenster Forschungsansétze weisen darauf hin, dass
AT-ll-induzierte Effekte in groBem Male von der eingesetzten Dosis abhéngig sind. So konnten
z.B. in einem niedrig dosierten AT-11-Modell GefalR-Veranderungen ohne gleichzeitige Anhebung
des arteriellen Blutdrucks nachgewiesen werden (Su et al. 1998).

Ruckwirkend betrachtet konnten die differierenden Konzentrationen daher eine mégliche Ursache
fur die unterschiedlichen Ergebnisse sein; die deutlich hthere AT-11 Konzentration in dieser Arbeit
hat maglicherweise zu einer Uberdeckung von feinen Unterschieden z.B. auf GefaRebene gefiihrt,
so dass eine Beeinflussung durch T-Lymphozyten ohne phénotypische Auswirkung blieb.
Andererseits wurde die hohere Konzentration gewahlt um einen aussagekraftigen Anstieg des
Blutdrucks zu erzeugen. Eine vergleichende Versuchsreihe mit reduzierter AT-11-Konzentration
waére von groRem Interesse und wurde aus diesem Grund bereits initiiert.

In dieser hier vorliegenden Arbeit wurde den Empfiangerméusen eine Zellzahl von 1x10" T-
Lymphozyten injiziert, wahrend in der entsprechenden Arbeit von Guzik et al. eine verabreichte
Zellzahl von 2x10’ Zellen angegeben wurde. Unseren Erfahrungen folgend, erschien uns diese
Menge in der Planung der Experimente als unpraktikabel. Die durch uns genutzte MACS-Zell-
Aufreinigung konnte im Idealfall aus 1-2 Spender-Mdusen, die fiir einen Empfénger notwendigen
10 Millionen Zellen gewinnen, so dass die Anpassung an die Angaben von Guzik et al. eine

Verdopplung der bendtigten Spender-Tiere bedeutet hatte.
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Zudem konnten in anderen Studien (Turner et al. 2012; Zhou et al. 2006) mit der von uns gewahlten
Menge bereits die jeweils gewinschten T-Lymphozyten-vermittelten Prozesse nachgewiesen
werden. Die geringere Anzahl transfundierter T-Lymphozyten muss trotzdem als mdgliche Ursache
der unterschiedlichen Ergebnissen beider Arbeiten in Erwédgung gezogen werden. Eine daraus
resultierende geringere durch die T-Lymphozyten vermittelte Immunantwort kénnte mogliche
Unterschiede in der Blutdruckentwicklung verdeckt haben. Dies hétte jedoch den Ergebnissen von
Guzik et al. folgend zu einem deutlich reduzierten Blutdruckanstieg in allen 4 Versuchsgruppen
fihren mussen, der jedoch in der vorliegenden Arbeit in allen Gruppen deutlich vorhanden war.

Auf der anderen Seite gilt es aber auch zu bedenken, dass die Belastung des Organismus mit einer
so grofien Masse an Immunzellen auch unerwiinschte Nebenreaktionen zur Folge haben kdnnte. Die
moglicherweise vermehrt stattfindende Apoptose transfundierter T-Lymphozyten kénnte, vermittelt
durch auch in Rag-Tieren vorhandene, angeborene Immunzellen wie z.B. Makrophagen
(Mombaerts et al. 1992), zu einer entzlindlichen Verénderung des GefaRssystems fiihren und auf
diese Weise die von Guzik et al. beobachteten Blutdruckunterschiede erklaren.

In der Publikation von Guzik et al. wurden, neben den invasiv erhobenen Telemetrie-Messungen,
zudem auch Blutdruckmessungen mittels der Schwanzmanschette vollzogen. Aus der vorliegenden
Publikation ist nicht klar ersichtlich zu welchen Anteilen sich die publizierten Ergebnisse aus den
beiden Messmethoden zusammensetzen. Die Ergebnisse der Tail-Cuff-Methode gilt es kritisch zu
betrachten, da sie durch ihre erhthte Anfalligkeit fur interindividuelle Streuung, u.a. durch Stress
und unzureichende Gewohnung der Tiere an die Prozedur, der Telemetrie-Messung in Genauigkeit
und Reproduzierbarkeit deutlich unterlegen ist (Daugherty et al. 2000).

Grundsatzlich erscheint eine Involvierung von T-Lymphozyten in die Atiologie der arteriellen
Hypertonie nicht unwahrscheinlich, auch wenn in dieser Studie kein derartiger Nachweis méglich
war. Der phanotypische Nachweis des hypertensiologischen Potenzials von T-Lymphozyten durch
Guzik et al (Guzik et al. 2007), sowie die spezifische blutdrucksenkende Wirkung von T.,-Zellen
(Barhoumi et al. 2011), oft als funktionelle Gegenspieler der CD4- und CD8-T-Lymphozyten
erachtet, stellen die bisher nachdrucklichsten Ergebnisse flir diese Hypothese dar.

Aulerdem konnten weitere Arbeiten auf molekularer Ebene eine Vielzahl von maoglichen
Interaktionsmoglichkeiten speziell von T-Lymphozyten auf die Blutgefae unter AT-11-Gabe
nachweisen. So wurde bereits eine Atherosklerose-fordernde Cytokin-Sekretion sowie eine Plaque-
destabilisierende Wirkung von verschiedenen T-Lymphozyten Subtypen berichtet. (Haraba et al.
2011; Mazzolai et al. 2004)

Des Weiteren konnten bereits erste humane Studien entsprechende Korrelate in hypertensiven
Patienten finden:
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Es konnte ein erhdhter Anteil an CD8"-T-Lymphoyten in Patienten mit arterieller Hypertonie
nachgewiesen werden (Youn et al. 2013).

Untersuchungen von HIV-positiven Patienten mit einer T-Lymphozyten-Anzahl im Blut unter
200/pl, die einer hochaktiven retroviralen Therapie (HAART) unterzogen wurden, zeigten eine
deutlich reduzierte Hypertonie-Pravalenz zu Therapiebeginn, die mit anhaltender Medikamenten-
Gabe bis auf die Pravalenz der Gesamt-Bevolkerung anstieg. Es gilt jedoch zu beachten, dass diese
Ergebnisse in keinster Weise spezifisch fur einen Einfluss durch T-Lymphozyten sind, jedoch stehen
sie in Einklang mit den bereits genannten aktuellen Beobachtungen (Seaberg et al. 2005).

Auf der anderen Seite reduzierten transferierte T-Lymphozyten die Blutdruckantwort auf eine AT-11-
induzierte Hypertonie in mannlichen Versuchstieren, wahrend weibliche Tiere keinerlei Reaktion
auf einen Zell-Transfer zeigten. Als Ursache flir diese Beobachtung wurde eine in weiblichen Tieren
durch hormonelle Einflisse reduzierte Aktivierung von T-Lymphozyten durch AT-11 diskutiert
(Pollow et al. 2014).

In der Zusammenschau der jlingsten Studien publizierten Harrison et al. die Hypothese einer durch
AT-11 oder andere hypertensive Stimuli geférderten Einwanderung von T-Lymphozyten und anderen
Immunzellen in die Nieren und den periadventitiellen Raum arterieller Geféle. Dort sollen,
ausgelost durch die Sekretion von Zytokinen wie TNF-alpha, inflammatorische Prozesse die
Entwicklung einer arteriellen Hypertonie, u.a. durch die vermehrte Vasokonstriktion in Folge
reduzierter NO-Spiegel, begtinstigen (Harrison and Guzik 2011). Leider liel} sich diese Hypothese
in dieser Arbeit nicht bestatigen.

Die Betrachtung der Myeloperoxidase als zusatzlicher potenzieller Einflussfaktor basierte auf
eigenen Ergebnissen der Arbeitsgruppe. Als Nebenbefund in einer Arbeit zur Atiologie des
Vorhofflimmerns fand sich verglichen mit Wildtyp-Ma&usen eine verminderte Blutdruckantwort auf
eine AT-11-Behandlung in Versuchstieren mit einem MPO-Gen-Knockout.

Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden Dissertation unter Rag-KO-Bedingungen nicht
reproduziert werden. Die Versuchsgruppen mit einem genetischen MPO-Defekt zeigten
vergleichbare Reaktionen auf die AT-11 Therapie wie die MPO-Wildtypen.

Ein Grund dafur konnte sein, dass durch die Verwendung des Rag-Knockout-Modells keine
ausschlieBliche Betrachtung der MPO-Genotypen bestand: Die Ausschaltung des Rag-Gens stellt
einen erheblichen Eingriff in das Immunsystem der M&use dar (Mombaerts et al. 1992). Da zudem
der T-Lymphozyten-Transfer erst im Alter von >12 Wochen erfolgte, fehlten in der Wachstumsphase
der Tieren die T-Lymphozyten als wichtiger Bestandteil in der Entwicklung des Immunsystems
(Janeway and Walport 2001b).
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So lassen die vorliegenden Ergebnisse wichtige Schlisse, aber letztlich keine abschlieRende
Beurteilung zu. Die moglicherweise notwendige Prasenz eines voll ausgepragten Immunsystems fiir
die Unterschiede im MPO-Phanotyp mussten durch Versuchsgruppen ohne Rag-KO in vollem

Umfang reproduziert werden, um einen abschliefenden Vergleich zu erlauben.

Eine Beteiligung der MPO in der Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie erscheint, unabhéngig
von den Ergebnissen dieser Dissertation, wahrscheinlich. Neben den Ergebnissen von Baldus et al.
spekulierten bereits andere Arbeiten Uber das hypertensive Potenzial der MPO. So wurde bereits
eine Uber die Reduktion endothelialer Stickstoffmonoxid-Spiegel vermittelte Vasokonstriktion
durch die MPO-AKktivitét beschrieben (Eiserich et al. 2002). Des weiteren wurde die MPO mit einer
direkten Schadigung von GeféalRen durch die vermehrte Einwanderung neutrophiler Granulozyten in
Verbindung gebracht. Diese enthalten hohe Anteile an MPO und kodnnten (ber die Sezernierung
ihrer reaktionsfreudigen Stoffwechselprodukte oxidativen Stress an GefaBwénden verursachen, der
wiederum einen Blutdruckanstieg erzeugt (Van der Zwan et al. 2010).

Die der vorliegende Dissertation zu Grunde liegende Hypothese lag in einer moglichen Interaktion
von T-Lymphozyten und MPO-getriggerten Prozessen. So wurde bereits die Moglichkeit einer
vermehrten MPO-Exprimierung auf der Oberflache neutrophiler Granulozyten durch TNFalpha, ein
u.a. von T-Lymphozyten sezerniertes Zytokin, diskutiert (Hsieh et al. 2007).

Ebenso konnte eine Stimulation der Aktivitdt von T-Lymphozyten durch reaktive Sauerstoff-
Produkte (Reactive Oxygen Species ROS) nachgewiesen werden. Das in der entsprechenden Arbeit
als entscheidend hervorgehobene oxidativwirkende Agens H;O, ist das Hauptreaktionsprodukt der
MPO. (Kaminski et al. 2010)

Die verschiedenen Studienergebnisse zusammenfassend war (ber eine Interaktion von T-
Lymphozyten und MPO spekuliert worden, die auf diese Weise sowohl die Ergebnisse zum Einfluss
der MPO auf die arterielle Hypertonie von Rudolph et al. als auch die aktuellen Studien zur Rolle
der T-Lymphozyten in der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie, u.a. von Guzik et al., erklaren
wirde. Diese Hypothese konnte in der vorliegenden Arbeit in vivo nicht bestatigt werden. Die
fehlenden Unterschiede des Blutdruckanstiegs unter AT-11 erlauben keine Aussage (ber eine
Interaktion zwischen T-Lymphozyten und MPO.

Jedoch war die IL-2 Konzentration stimulierter T-Lymphozyten in durchgefiihrten ,,in vitro*
Experimenten am groéBten, wenn sowohl MPO als auch AT-11 prasent waren. Dieser Effekt konnte
auf einer Co-Stimulation durch die beiden Substrate oder aber auf zwei verschiedenen, voneinander

unabh&ngigen Aktivierungsprozessen der T-Lymphozyten beruhen.
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Im ersten Fall ware dies ein starkes Indiz dafur, dass auch ,,in vivo* das Zusammenspiel von MPO
und T-Lymphozyten von Bedeutung in der Entwicklung der AT-1lI vermittelten, arteriellen
Hypertonie sein konnte.

Weitere Studien zur Aufdeckung der durch die T-Lymphozyten vermittelten Prozesse sollten
weiterhin die Beteiligung der MPO als systemisch-aktives, inflammatorisches Enzym in der
Pathogenese der arteriellen Hypertonie in Betracht ziehen.

5.5.2. Aktivitat & Herzfrequenz

Die Herzfrequenzen der Tiere in Ruhe betrachtend konnten stabile Werte in allen 4
Versuchsgruppen erhoben werden, die bei 460 bis 480bpm am Tag und 520 bis 560bpm in der
Nacht lagen. Diese gemessenen Werte entsprechen sowohl den allgemeinen Erfahrungen des
Instituts als auch publizierten Daten in verschiedenen C57BI1/6J-Maus-Modellen (Whitesall et al.
2004).

Unter basalen Bedingungen scheint dabei keine Beeinflussung durch T-Lymphozyten oder die MPO
statt zu finden. Die in den absoluten Werten noch messbare signifikante Erh6hung der Herzfrequenz
am Tag bei der MPO™T" Gruppe gegenuber den anderen Gruppen hatte nach Normierung auf ihre
Aktivitatsniveaus keinen Bestand. Andere Arbeiten kamen ebenfalls zu der Erkenntnis, dass sowohl
T-Lymphozyten (Guzik et al. 2007) als auch die MPO (Rudolph et al. 2010) keinen Einfluss auf die
Herzfrequenz unter Ruhebedingungen haben.

Der Einbruch der Herzfrequenzen unmittelbar nach Beginn der AT-11-Behandlung stellt, in
Anbetracht der im selben Zeitraum verminderten lokomotorischen Aktivitdt, wahrscheinlich eine
Reaktion der Tiere auf die OP mit anschlielender Erholungsphase dar. Ebenfalls moglich kdnnte es
sich um eine durch z.B. Pressorezeptoren vermittelte Gegenreaktion auf den steigenden Blutdruck
handeln; Literaturrecherchen ergaben jedoch keine Hinweise fiir einen solchen Zusammenhang.

In jedem Fall wird der Herzfrequenz-Abfall bei entsprechenden Versuchsverlaufen regelhaft
beobachtet und ist in seinem AusmaR mit friiheren AT-11-Experimenten des Institutes vergleichbar.
Im Verlauf der AT-II-Behandlung kam es langfristig zu einem signifikanten Anstieg der
Herzfrequenz in drei der vier Gruppen, obwohl auch die MPO*T* Gruppe in der Tendenz eine
ansteigende Frequenz zeigte.

Diese Beobachtung passt zu Studien, die eine tachykarde Wirkung von AT-1I am AV-Knoten des
Herzens nachweisen konnten (Saito et al. 1987).
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Die Gruppen untereinander vergleichend wurden in der Analyse der absoluten Herzfrequenzwerte
unter ATII-Gabe ein vermehrter, marginal signifikanter Anstieg der Herzfrequenz in den drei
Gruppen gegenlber der Herzfrequenz der MPO'T" Gruppe verzeichnet, der jedoch in der
Aktivitats-bereinigten Analyse keinen Bestand hatte.

Zudem ermdglichten die tendenziell bereits erhdhten Ruhewerte der MPO*T* Gruppe eventuell nur
eine geringere Steigerungsmoglichkeit durch AT-11-Gabe.

Insgesamt konnte kein Einfluss von T-Lymphozyten oder der MPO auf die Herzfrequenz von
Versuchstieren unter AT-11-Behandlung nachgewiesen werden. Auch in anderen Arbeiten waren
keine Unterschiede in der Herzfrequenz unter AT-11-Gabe festgestellt worden (Rag-WT und Rag-
KO: Pollow et al. 2014; MPO WT und MPO KO: Rudolph et al. 2010).

Far die Interpretation der Aktivitats-Werte gilt es zu bedenken, dass die gemessenen Werte in
keinem direkten Verhdltnis zum Bewegungsausmal} der Maus stehen miissen. So kann eine Maus
theoretisch mit minimalen, aber stetigen Bewegungen &hnliche Messwerte wie eine sich standig im
Kafig bewegende Maus erzielen. Die Kreislaufstimulation, in dieser Studie durch Herzfrequenz und
Blutdruck gemessen, kann daher nicht direkt aus der absoluten Hohe der Aktivitats-Messungen
abgeleitet werden. In der Betrachtung der gemessen Aktivtaten ist daher besonders der zirkadiane
Verlauf von Bedeutung. Dessen klarer Verlauf, sowohl in den Basismessungen als auch unter AT-11-
Gabe, kann als Anhalt fur erhaltene Vitalitdt sowie einen physiologisch erhaltenen Tag-Nacht-
Rhythmus der Versuchstiere gewertet werden.

Die Bedeutung der signifikant erniedrigten, ndchtlichen Aktivitdt der MPO'T" Gruppe bereits
wéhrend der Basismessungen wie auch unter AT-1I Gabe ist nicht klar einzuordnen. Die
entsprechenden Tiere waren im Versuchsverlauf nicht auffallig; Anzeichen fir eine korperliche
Einschrankung durch eine Infektion oder eine anhaltende Verletzung im Anschluss an die
Interventionen waren nicht erkennbar. Fur den Fall, dass der Aktivtats-Unterschied auf einer
tatséchlich reduzierten Bewegung der Tiere beruht, konnten eventuell hierdurch verursachte
Auswirkungen auf den Blutdruck und die Herzfrequenz durch die Aktivitats-normierte Auswertung
verhindert werden. Literatur-Recherchen zu verédndertem Aktivitats-\Verhalten zeigen, dass Rag-KO
Mause zu einer gesteigerten lokomotorischen Aktivitdt neigen (Cushman et al. 2003). Diese
Tendenz konnte im vorliegenden Mausmodell durch die transfundierten T-Lymphozyten unterdrickt
worden sein und somit die erniedrigten Werte der MPO*T* Gruppe erklaren. Zudem zeigt auch die
Gruppe MPO'T*, wenn auch in nicht signifikantem AusmaB, eine leichte Abnahme der néchtlichen
Aktivitats-Werte. Des weiteren muss auch die Mdoglichkeit eines Zufallsbefunds in Betracht

gezogen werden.
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5.5.3. Untersuchung der Relaxationsfahigkeit an Aorten

In der Untersuchung der Aorten der Versuchstiere auf ihre Relaxationsfahigkeit zeigte sich in allen
Gruppen unter AT-11-Gabe eine signifikant reduzierte endothelabh&ngige und endothelunabhéngige
Relaxation. Dies kann einerseits durch die nach AT-11-Gabe induzierte arterielle Hypertonie mit
konsekutiver Druckbelastung der Gefallwande (Rajagopalan et al. 1996), andererseits durch die
unabhéngig vom Blutdruck stattfindende proliferativen Einfliisse von AT-11 auf die Muskel-Zellen
der Gefal3e (Su et al. 1998) erklart werden. Im Ausmal? der Schadigung liegen die Daten hierbei im
Einklang mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls Einschrankungen der
Relaxationsfahigkeit im Bereich von 30% unter AT-11-Gabe gleicher Dauer und Dosis
dokumentierten (Sydow et al. 2012)

Im Vergleich der Gruppen muss die signifikant verschlechterte Relaxationsbereitschaft von Aorten
der MPO'T Gruppe gegeniiber den anderen Gruppen unter AT-11 diskutiert werden.

Diese fand sich sowohl unter Ach- (=endothelabhdngig) als auch unter NTG-
(=endothelunabhéngig) Stimulation. Die interne Aufteilung der Gruppe in zwei Teilgruppen mit
unterschiedlicher Reaktion lasst verschiedene Uberlegungen zu.

Zunachst einmal muss die Mdglichkeit eines methodischen Fehlers diskutiert werden. Durch eine
Schédigung der Aorten-Ringe wahrend der Praparation kann es zu einer deutlichen Verminderung
der Relaxations-Werte kommen. Dagegen spricht das ausgepragte und ausschliel3liche Auftreten des
Ph&nomens in nur einer der vier Versuchsgruppen, die alle der gleichen Préperationstechnik und
anschlieBender Versuchsdurchfiihrung unterzogen wurden.

Als weiterer Erklarungsansatz muss der Immunstatus der Gruppe betrachtet werden. Durch das
Fehlen von T-Lymphozyten sollten durch die AT-11-Behandlung induzierte, inflammtorische
Prozesse am Gefalisystem eher reduziert werden. Gleiches sollte fur ein Fehlen der MPO gelten, fiir
deren Reaktionspartner, wie z.B. HOCI, bereits schadigende Effekte an Gefdlen nachgewiesen
werden konnten (Witting et al. 2005).

\ersuche, die den Einfluss der NOX-Familie, eine Gruppe von NADPH-Oxidasen, auf Gefaliebene
untersuchten, konnten zeigen, dass diese durch AT-I1 stimuliert werden (Wolf and Wenzel 2004:
»Ang Il increases through upregulation of p22phox, a subunit of the membrane-bound NAD(P)H-
oxidase, the intracellular concentration of reactive oxygen species.”). Ebenfalls konnte bereits eine
AT-1l abhéngige Stimulation der MPO in vitro nachgewiesen werden (Ji et al. 2008). Vorstellbar
ware in Anbetracht dieser Erkenntnisse eine durch das Fehlen der MPO zunehmende Stimulation
der NOX-Familie durch AT-I1 und damit verbunden eine verminderte Relaxierbarkeit der Gefalie,

die bereits in anderen Arbeiten beschrieben wurde (Sorescu et al. 2002).
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Zuletzt muss ein exogener Einfluss auf die Versuchstiere mit der besonders ausgepragten Abnahme
der Relaxationsféhigkeit, z.b. durch eine Infektion, in Betracht gezogen werden.

Das in der MPO- T - Gruppe zusétzliche Fehlen der MPO kann als weitere Einschrankung der
immunologischen Kompetenz, zusatzlich zu dem in allen \ersuchstieren vorgelegenen Rag-
Knockout erachtet werden. Klinische Anzeichen fur eine Infektion der Tiere in Bezug auf
hamodynamische Parameter oder beobachtetes Verhalten gab es jedoch nicht.

Insgesamt scheint zu einer abschlieBenden Beurteilung, besonders auf Grund der so nicht zu
erwartend hohen gruppeninternen Streuung, eine Erhdhung der Fallzahl nétig.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann eine Abhangigkeit der Relaxationsfahigkeit von der Prasenz von T-
Lymphozyten oder der MPO nicht eindeutig gezeigt werden, wobei fir beide eine Einflussnahme
moglich erscheint. Einige Studien spekulierten bereits Uber eine durch Zytokine der T-Lymphozyten
vermittelte Entziindung und damit Schadigung von Gefallwanden (Madhur et al. 2010), wahrend
andere Arbeiten auch Uber inflammatorisch-inhibitorisch wirksame Komponenten einer T-
Lymphozyten-Aktivitat berichteten (Rajagopalan et al. 1996). Das gezielte Ausschalten der T-Box,
ein im Jahr 2000 entdeckter Transkriptions-Faktor von TH1 T-Lymphozyten, konnte in einem AT-11-
Mausmodell zwar nicht den Blutdruck-Anstieg reduzieren, jedoch zeigte sich eine Abschwéachung
der vaskuldren Schadigung sowie eine reduzierte Produktion von ROS. Damit konnte erstmalig die
generelle Funktion von T-Lymphozyten in der Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie auf
GeféaRebene weiter differenziert werden (Hausding et al. 2012).

Die MPO konnte vor allem tiber die Generierung von reaktionsfreudigen Produkten, wie HOCI, die
Gefallwande schadigen.

Der fehlende Nachweis in den vorliegenden Ergebnissen kann verschiedene Griinde haben. So
konnte eventuell die 2-wochige AT-11-Gabe zeitlich nicht ausgereicht haben um detektierbare
Unterschiede an den GeféRen zwischen den Versuchsgruppen zu erzeugen. Zudem unterliegt die
Untersuchung methodisch bedingten Messschwankungen, so dass kleinere Unterschiede auf Grund
der Streuung bei dieser geringen Mauszahl verloren gehen kénnen.

Ebenso moglich ist, dass auf Grund der relativ hohen verabreichten AT-11-Dosis die beobachteten
Aortenschéden in hohem Malie durch AT-Il selbst verursacht wurden und der eventuell nur
modulierende Effekt von MPO und T-Lymphozyten nicht zur Darstellung kam.

Zusammenfassend erscheint die Untersuchung der Relaxierbarkeit der Aorten als geeignet,
zusétzlich zu den h&modynamischen Messungen, quantitative Aussagen (ber die Schwere
hypertensiver Schadigung im AT-11-Mausmodell zu tatigen, jedoch sollte in weiteren Studien durch
eine grolere Fallzahl die Herausarbeitung eventueller Unterschiede erleichtert werden.
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5.6. Herzgewichte und Korpergewichte

In der Untersuchung der Korpergewichte der Tiere zeigte sich zundchst ein gleichmaRiger, geringer
Gewichtsverlust in allen Gruppen durch die Telemetrie-Operation. Dieser ist in der Literatur
beschrieben, wird als unproblematisch fiir den weiteren Versuchsdurchgang erachtet und entsprach
in seinem Ausmal} den allgemeinen Erfahrungen des Institutes mit der Telemetrie-Operation von
gesunden C57BI/6J-Mausen (Bakker et al. 2014).

Im weiteren Verlauf der Studie waren die Korpergewichte aller Versuchstiere stabil, was als

weiteres Indiz flr einen guten Gesundheitszustand der Tiere erachtet werden kann.

Die Auswertung der Herzgewichte zeigte eine signifikante Erhdhung der Herzgewichte in allen AT-
Il behandelten Versuchstieren. Zwischen den 4 AT-11 behandelten Versuchsgruppen kam es dabei zu
keinen Unterschieden.

Im Vergleich zu AT-1I behandelten C57BL/6J-Wildtyp-Tieren waren die Herzgewichte der 4
Versuchsgruppen jedoch signifikant erniedrigt. Urséchlich hierfir kénnte das in den Wildtyp-
Mausen vergleichsweise ausgepragtere Immunsystem sein, dass, im Vergleich zu dem Rag-KO-
Hintergund der 4 Versuchsgruppen, eine Herzhypertrophie zusétzlich begiinstigen kdnnte.

Da auch die Herzhypertrophie der T-Lymphozyten transfundierten Tieren geringer war als die der
Wildtyp-Mause muss davon ausgegangen werden, dass andere Anteile des Immunsystems in diesen
Prozess involviert zu sein scheinen.

Andere Studien zeigten durch T-Lymphozyten begunstige kardiale Schadigungen zudem vor allem
im Rahmen einer gesteigerten Fibrose und Dilatation und nicht in einer muskularen Hypertrophie
(Laroumanie et al. 2014), so dass die von uns durchgefuhrten Herzgewicht-Bestimmungen die
durch T-Lymphozyten vermittelte kardialen Defekte eventuell nicht in vollem Umfang detektierten.
Untersuchungen von histologischen Praparaten der Versuchstiere kénnten hierzu in weiterfihrenden

Studien Erkenntnisse liefern.
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5.7. In vitro — Stimulierung von T-Lymphozyten

Wie schon im Ergebnisteil thematisiert konnte eine Inkubation auf CD3-Rezeptor-Wells auf Grund
einer maximale Stimulation der T-Lymphozyten schon unter basalen Bedingungen keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsansatzen zeigen. Dies ist so bisher in der
Literatur nicht diskutiert worden, jedoch wurde die Aktivierung von T-Lymphozyten in bestimmten
CD3-WelI-Sets als sehr ausgeprégt vermerkt (Verwilghen et al. 1991).

Die als Reaktion auf diese Beobachtung durchgefiihrten Inkubationen in unbeschichteten 96-Well-
Platten zeigten hingegen verwertbare Ergebnisse. Diese Methodik ist in der Literatur bisher so nicht
beschrieben, allerdings zeigten sich im Verlauf reproduzierbare, den Hypothesen entsprechende
Ergebnisse.

So konnte gezeigt werden, dass MPO die IL2-Sekretion der T-Lymphozyten von C57BI/6J-M&usen
steigert und die Anwesenheit der AT-1l diesen Effekt noch verstarkt. AT-11 alleine hatte dagegen
kaum Einfluss auf die gemessene 1L-2 Konzentration. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit
nicht vertffentlichten Daten der Arbeitsgemeinschaft, die in einem &hnlichen Versuchsaufbau die
Stimulation von humanen T-Lymphozyten durch MPO zeigen konnten.

Die Ergebnisse bekraftigen die Hypothese, dass T-Lymphozyten einem direkten Einfluss durch AT-
Il unterliegen und somit zumindest teilweise fir die durch AT-I11-Gabe vermittelten Effekte
verantwortlich sein konnten. Dabei scheint der auf der Oberflache von T-Lymphozyten
nachweisbare Angiotensin-I-Rezeptor fir die Reaktion der Zellen auf die AT-11-Gabe verantwortlich
zu sein (,,virtually all the effects of angiotensin 11 to modulate T-cell proliferation are mediated by
AT1 receptors” Nataraj et al. 1999). In einer in-vitro Studie reduzierte die Gabe von Losartan,
einem AT-1-Rezeptor-Blocker, den ber den Marker CD69 bestimmten Aktivitats-Grad von CD4*
und CD8" T-Lymphozyten, obwohl die gleiche Studie keinen Aktivitats-Gewinn der T-Lymphozyten
unter AT-11-Gabe gemessen hatte (Silva-Filho et al. 2011).

Dariiber hinaus kann die durch MPO-Gabe nochmals Uberadditiv gesteigerte Aktivitat der T-
Lymphozyten als Hinweis darauf gewertet werden, dass auch zwischen diesen beiden Stimuli eine
direkte Verbindung besteht, die in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie von Bedeutung sein
konnte.

Grundsétzlich erscheint fur die behandelte Thematik der in vitro-Ansatz als zusétzliche
Untersuchungsmaglichkeit fiir Interaktionen zwischen MPO, T-Lymphozyten und AT-II sinnvoll
und erweitert die Aussagekraft der in vivo Beobachtungen um die Nachweis-Mdoglichkeit direkter
Effekte zwischen den beteiligten Faktoren.
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5.8. Einschrankung der Ubertragbarkeit

Das MPO-System der Maus unterscheidet sich in einigen Punkten von dem des Menschen und so
sind Ruckschliisse von Tier auf Mensch nicht ohne weiteres mdglich. Der prozentuale Anteil
Neutrophiler Granulozyten an zirkulierenden Leukozyten in Mdusen ist deutlich niedriger als im
Menschen (Kolaczkowska and Kubes 2013: ,,In humans, 50-70% of circulating leukocytes are
neutrophils, whereas only 10-25% are in mice*). Zudem ist auch die gemessene MPO-
Konzentration innerhalb der Granulozyten in Mé&usen geringer als im Menschen (Malle et al. 2003:
»about 10% to 20% of human levels*). Bezlglich der Aktivitat der MPO gibt es in der Literatur, v.a.
auf Grund unterschiedlicher methodischer Ansétze, derart stark variierende Aussagen, dass eine
sichere Aussage beziiglich eventueller Unterschiede aktuell nicht moglich erscheint (Pulli et al.
2013). Des Weiteren zeigt der molekulare Aufbau des MPO-Gens der Maus im Vergleich zum
Menschen einige Unterschiede, deren Bedeutung jedoch bisher nicht ermittelt werden konnten
(Rutgers et al. 2003).

T-Lymphozyten zeigen in ihrer Entwicklung und Funktion ebenfalls eine Vielzahl von Unterschiede
zwischen Mausen und Menschen. Besonders im Reifungsprozess sind die beteiligten Hormone und
Rezeptoren nur teilweise vergleichbar. Hinsichtlich der Funktion der reifen T-Lymphozyten ist
sicherlich der markanteste Unterschied das Fehlen von MHCII-Rezeptor Expression auf murine
Zellen (Mestas and Hughes 2004). Des weiteren ist die CD4/CD8-Ratio in gesunden C57BI/6J-
Tieren etwas héher als beim Menschen (Myrick et al. 2002).

Insgesamt wurde bereits eine enorme Vielzahl divergenter Eigenschaften von Maus und Mensch
beschrieben, deren klinische Bedeutung zu grofRen Teilen noch nicht verstanden ist. Aus diesem
Grund ist allgemeine Vorsicht bei Ubertragen muriner Erkenntnisse auf die Anwendung im

Menschen geboten.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die arterielle Hypertonie ist sowohl in Bezug auf ihre Prévalenz als auch auf ihre Mortalitét eine
der bedeutendsten Erkrankungen unserer Zeit. Arbeiten der letzten Jahre konnten zeigen, dass
verschiedene Anteile des menschlichen Immunsystems Einfluss auf die klinische Manifestation
einer Hypertonie nehmen.

Diese Dissertation sollte weitere Erkenntnisse Uber die beteiligten Systeme sowie ihre Interaktionen
untereinander beisteuern und konzentrierte sich dabei einerseits auf die T-Lymphozyten, fur die in
jungsten Arbeiten ein direkter Zusammenhang mit der Entwicklung der arteriellen Hypertonie
aufgezeigt wurde, sowie andererseits auf die MPO, ein proinflammatorisches Enzym neutrophiler
Granulozyten, dessen systemische Relevanz aktuell ebenfalls wachsende Aufmerksamkeit erfahrt.
Die zu Grunde liegende Hypothese ging von einer mdglichen Interaktion zwischen den T-
Lymphozyten und der MPO im Rahmen einer AT-11 vermittelten Hypertonie aus, die sich durch eine
Abschwéchung des Blutdruckanstiegs beim Fehlen von T-Lymphozyten, MPO oder beiden zeigen
konnte.

Zu diesem Zweck wurden genetisch verdnderte M&use mit und ohne MPO anteilig einem T-
Lymphozyten-Transfer unterzogen. Im Anschluss erfolgten radio-telemetrische Blutdruck-
Messungen unter Ruhe und unter AT-11-Gabe.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit keine eindeutige Beteiligung der T-
Lymphozyten oder der MPO in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie gezeigt werden:

In den Telemetriemessungen konnten weder durch die T-Lymphozyten noch durch die MPO eine
phéanotypisch-relevante Beeinflussung der Blutdruckentwicklung gezeigt werden.

In der Untersuchung der hypertensiven GefélRschadigung waren ebenfalls keine signfikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nachweisbar.

Unter Betrachtung der aktuell wachsenden Datenlage erscheint die Involvierung spezifischer
Anteile des Immunsystems in der Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie nichtsdestotrotz
wahrscheinlich. Die in dieser Arbeit generierten Daten verdeutlichen, dass dabei jedoch nicht von
einem stringenten Zusammenhang ausgegangen werden sollte, sondern dass die jlngsten, in
definierte Mausmodellen gewonnenen Erkenntnisse nicht ohne weiteres generalisierbar sind.

Die immunologische Beteiligung scheint einen vielschichtig modulierenden Charakter zu haben,
dessen weitere Erforschung von groRer Bedeutung flr die Entwicklung neuer Therapie-Ansatze der
arteriellen Hypertonie sein kénnte. Bis jedoch die aktuell noch undurchsichtige Datenlage klinisch

umsetzbare Therapieoptionen hervorbringen wird, ist noch weitreichende Forschung nétig.
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Abstract

Arterial hypertension is one of the most important diseases of our time in regard to both prevalence
and mortality. Recent studies showed a link between the immune system and the onset of
hypertension disease. The aim of this thesis was to provide additional findings about the involved

immunological components and their interactions with each other.

Thus on the one hand it focused on the T cells, which are according to recent studies directly
correlated with the development of arterial hypertension. On the other hand it focused on the
myeloperoxidase (MPO), a pro inflammatory enzyme from neutrophilic granulocytes that is
currently of particular interest due to the discovery of its role in system inflammatory processes.

The underlying hypothesis proposed a potential interaction between T cells and myeloperoxidase in
the development of arterial hypertension, in this case triggered by AT-1l. Thus a reduction of
hypertension should be shown through the absence of either T cells or MPO, or both. To investigate
these interactions, genetically modified mice with or without MPO were injected with T cells.
Subsequently, telemetric measurements of blood pressure were performed in a normal state as well

as when arterial hypertension was induced by injecting Angiotensin-II.

In summary, the present work showed no significant contribution neither of T cells, nor of MPO in
the pathogenesis of arterial hypertension, since the telemetric measurements did not show any
important phenotypical influence on the development of blood pressure. Similarly, histological
analyses of the vessels for hypertensive damage did not show any significant difference between the

experimental groups.

However, considering the growing scientific knowledge, an involvement of the human immune
system in the pathophysiology of arterial hypertension seems to be likely. The results of this work
emphasize that the current findings generated in specific mouse models are not to be generalized
and that the interactions between arterial hypertension and the immune system seem to be multi-
facetted. In light of the numerous possibilities of a new target in the treatment of arterial

hypertension, further investigation is crucial to promote the understanding in this research field.
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