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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Inzidenz fur maligne Entartungen in hypertensiven Patienten

Nach Erhebungen der Weltgesundheitsorganisation leidet jeder flinfte
Erwachsene weltweit an tberhohtem Blutdruck [1]. Arterielle Hypertonie gilt als
wichtigster Einzelfaktor fur die weltweite Krankheitslast und wird jahrlich fur 9,4
Millionen Tote verantwortlich gemacht [2]. Bluthochdruck fihrt primar zu
Herzkreislauferkrankungen, Nierenschaden, Herzinfarkten und Schlaganfallen.
1975 wurde von Dyer et al. ein Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und
einer  gesteigerten  Krebsmortalitdt  postuliert [3]. In  zahlreichen
epidemiologischen Studien konnte in der Folge ein gesteigertes Krebsrisiko in
hypertensiven Patienten gezeigt werden [4-6]. In einer Metaanalyse mehrerer
Longitudinal- und Fall-Kontroll-Studien zeigte sich dabei der starkste Effekt auf
die Inzidenz von Nierenzellkarzinomen [7]. Bluthochruck fuhrte zu einer
Verdoppelung der Nierenkrebshaufigkeit [7-9]. Bei besonders lange

bestehendem Hypertonus kam es zu einer Vervierfachung des Risikos [9].

Der genaue Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und der Entstehung von
Krebs ist noch nicht verstanden. Es wurden verschiedene Mechanismen
diskutiert. Teilweise wird Uberlegt, ob der Hypertonus eine Folge der
Tumorerkrankung ist [10], zumal Lee [11] zeigen konnte, dass sich die
Blutdruckwerte nach der Entfernung bestimmter Tumore normalisierten.
Allerdings handelte es sich dabei um case-reports von 3 Fallen mit Renin-
produzierenden Nierentumoren, bei welchen es nach erfolgter Tumorentfernung
zur Normalisierung der Renin-Plasmaspiegel und des Hypertonus kam.
Beobachtungen, welche zeigen, dass mit Dauer der Hypertonieerkrankung das
Krebsrisiko stieg [9], sprechen fir einen pathogenen Effekt der Hypertonie auf
die Tumorentwicklung und damit fir eine entgegengesetzte Kausalitatskette.
Auch fand sich bei Hypertonikern eine gesteigerte Inzidenz fiir Tumore auf3erhalb
des kardiovaskularen Regelkreislaufs, wie z.B. kolorektale Tumore [12], maligne
Melanome [13], oder Endometriumkarzinome [6, 14], welche primar keinen

Einfluss auf eine Hypertonieentwicklung haben und gegen die These sprechen,
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dass die Hypertonie als Folge der beobachteten Malignome auftritt. Die Rolle
antihypertensiver Medikamente fiur die Tumorentstehung wird kontrovers
diskutiert. In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass ein
Zusammenhang zwischen antihypertensiver Therapie und der Entstehung von
Nierenzellkarzinomen besteht [15]. Insbesondere Diuretika wurden als
Bindeglied zwischen Hypertonie und erhéhtem Krebsrisiko angefiihrt [16]. Der
Effekt konnte aber bei unterschiedlichen Antihypertonika gezeigt werden, wobei
kein signifikanter Unterschied zwischen den Medikamenten bestand [17]. In
anderen Studien wiederum konnte fur keine Substanzklasse ein erhohtes
Krebsrisiko gezeigt werden [18, 19], bzw. zeigte sich ein gesteigertes Risiko nur
bei gleichzeitig vorliegendem Hypertonus, [19, 20]. Im Gegensatz dazu fand sich
in Patienten mit besonders schlecht eingestelltem Hypertonus die gréf3te
Risikosteigerung fur Nierenzellkarzinome [9]. Des Weiteren zeigten Hypertoniker,
welche noch nie eine medikamentdse Therapie bekommen haben, auch ein
erhohtes Risiko fur Nierenzellkarzinome [19]. Die Ursache fur erhdhte Krebsraten
in Patienten mit Bluthochdruck scheint daher nicht in der antihypertensiven
Therapie, sondern vielmehr in der Hypertonie selbst oder in dem

miteingebundenen hormonellen Regelkreis zu liegen.

Es konnte beobachtet werden, dass es im Rahmen einer Hypertonie zu einer
Stérung des Gleichgewichts zwischen Zellwachstum und kontrolliertem Zelltod
(Apoptose) kommt [21]. Auf biochemischer Ebene finden sich hohe Level von
Inositoltriphosphat (IP3) und intrazellularem Calcium, sowohl in der Pathogenese
der Hypertonie, als auch bei frihen Stadien der Malignitatsentwicklung [22].
Calcium- und IP3-Level kdénnen durch Onkogene und Mitogene beeinflusst
werden, Hypertrophie und Zellteilung anregen und zur Onkogenese flhren.
Hormone, welche im Rahmen von arterieller Hypertonie eine wichtige Rolle
spielen, wie z.B. Angiotensin I, Katecholamine, Vasopressin, Insulin, Mineral-
und Glukokortikoide, haben haufig einen mitogenen Effekt [22]. Es gibt
zunehmende Hinweise, dass dem eng mit der Hypertonieentwicklung
verknupften Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eine entscheidende
Rolle in diesem Zusammenhang zukommt [23]. Es konnte gezeigt werden, dass

die Expression bestimmter Gene des RAAS und eine gesteigerte
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Natriumaufnahme mit einem erhéhten Risiko fur Nierenzellkarzinome einhergeht
[24]. FUr Aldosteron konnte auch gezeigt werden, dass es durch die Aktivierung

von Onkogenen Einfluss auf das Tumorwachstum nimmt [25].

Weitere mogliche Mitverursacher der gesteigerten Krebsinzidenz kénnten
Risikofaktoren, welche eng mit arterieller Hypertonie verknupft sind, wie z.B.
hohes Alter, Rauchen, Alkoholkonsum und Ubergewicht, sein [7]. Doch auch bei
dem Vergleich von Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus mit einer nach
Komorbiditaten wie z.B. Alter, Hypertonus, Gewicht und Nikotinabusus
gematchten Kontrollgruppe, lieR sich ein gesteigertes Vorkommen von
Malignomen in Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus nachweisen,
wobei dies insbesondere das Vorkommen von Nierenzellkarzinomen betraf [26].
Aldosteron scheint daher ein eigenstandiger Effekt auf die Malignomentstehung

zuzukommen.

1.2 Klassischer (genomischer) Aldosteronsignalweg

Aldosteron wurde erstmals 1953 von Simpson et al. beschrieben [27]. Es handelt
sich um ein Steroidhormon welches in der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde gebildet wird und Uberwiegend mineralkortikoide
Eigenschaften besitzt. Teilweise konnte auch in anderem Gewebe die Produktion
von Aldosteron nachgewiesen werden, mit bislang ungeklarter lokaler Funktion
[28]. Die Ausschittung von Aldosteron wird durch Adrenocorticotropin (ACTH),
Angiotensin Il und  Elektrolytverschiebungen (Natriummangel oder
Kaliumiberschuss) angeregt. Aldosteron ist neben Angiotensin 1l der
Hauptaktivator im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Seine Funktion ist die
Kontrolle des extrazellularen Flissigkeits- und Elektrolythaushalts. Aldosteron
sorgt fur eine Natrium- bzw. Wasserresorption und eine Kaliumexkretion.
Vermittelt werden diese Ablaufe Uber den Mineralokortikoidrezeptor (MR). Der
MR fungiert als Transkriptionsfaktor. Im inaktiven Zustand liegt er gebunden an
einen Proteinkomplex im Zytosol vor [29]. Nach Bindung von Aldosteron
transloziert er in den Zellkern, bindet an die DNA in der Promotorregion
bestimmter Gene und veranlasst deren Transkription [30]. In den Epithelzellen
der distalen Tubuli und Sammelrohre fihrt Aldosteron zur Expression eines

epithelialen Natriumkanals (ENaC), welcher fur die Aufnahme von Natrium aus
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dem Lumen sorgt, sowie eines kaliumselektiven lonenkanals (ROMK), durch
welchen Kalium in das Lumen sezerniert wird, und einer Na*/K*-ATPase, welche
auf basaler Seite der Zelle fur eine aktive Aufnahme von Na* in das Interstitium
bzw. in die Kapillare sorgt. Dieser sogenannte genomische Signalweg fuhrt Gber
Transkription und Translation zur Steigerung der Zielproteine und ist dadurch mit
einer Verzogerung von mindestens 30 min [31] bzw. fur die vollstandige Synthese

aller Untereinheiten des ENaC von 6 h verbunden [32] (Vergleiche Abb. 1).

Kapillare/Interstitium
Na*/K*-

ATPase
Zytoplasma

@ \

®

genomischer
Signalweg

ENaC
I MKI Tubuluslumen \_/<

Abb. 1: Klassischer genomischer Aldosteronsignalweg.

Nach Aufnahme in die Zelle bindet Aldosteron (Ald) an den Mineralkortikoidrezeptor (MR). Dieser
Komplex transloziert in den Zellkern, bindet in der Promotorregion bestimmter Gene und veranlasst
deren Transkription. Das fihrt zur Synthese des epithelialen Natriumkanals (ENaC), des
kaliumselektiven lonenkanals ROMK und der Na*/K*-ATPase. Es kommt zur vermehrten Na*-
Resorption aus dem Lumen in den Korperkreislauf und zur gesteigerten Kaliumausscheidung. Die
Effekte des genomischen Signalwegs treten mit zeitlicher Latenz von ca. 6h auf. Nach Queisser
und Schupp [33].

1.3 Nicht-genomischer Aldosteronsignalweg
Neben den genomischen-Effekten konnen auch Aldosteronwirkungen

beobachtet werden, welche bereits nach wenigen Sekunden bis Minuten
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eintreten [34]. Diese sind von einer Inhibition der Transkription oder Translation
unabhangig und zahlen damit zu nicht-genomischen Wirkungen [35]. Schnelle
nicht-genomische Signalwege finden sich bei vielen Steroidhormonen. Sie sind
oft noch nicht genau verstanden und Gegenstand aktueller Forschung [36, 37].
Im Falle von Aldosteron konnen durch eine Inhibition des MR die nicht-
genomischen Effekte teilweise verhindert werden, so dass diese, zumindest
partiell, durch den MR vermittelt werden. Es konnte gezeigt werden, dass es trotz
einer Blockade des MR mit Spironolacton nach Aldosteronbehandlung zu einem
raschen intrazellularen Ca?*-Anstieg kommt [38]. Teilweise wird wegen des
Fortbestehens bestimmter nicht-genomischer Aldosteroneffekte ein dritter, MR-
unabhangiger, Aldosteronsignalweg angenommen [35]. Auch eine
Formationsdnderung des MR, durch welche er noch Aldosteron, aber kein
Spironolacton mehr bindet, wird vermutet [36]. Unabhéngig von dieser
Diskussion kommt es im Rahmen der Vermittlung nicht-genomischer Effekte zu
einer Aktivierung von Botenstoffen (second Messenger) [33]. Zu beobachten ist
dabei unter anderem ein Anstieg des intrazellularen Ca?*, eine Aktivierung der
Phospholipase C (PLC), eine Freisetzung von IP3 und Diacylglycerin (DAG), eine
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) oder ein Anstieg von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) [39-41]. Des Weiteren werden z.B. die Mitogen-
aktivierten-Protein-Kinasen (MAPK) ERK 1/2, die Tyrosinkinase c-Src oder der
Wachstumshormonrezeptor EGFR aktiviert [38, 42]. Zwischen den genomischen
und nicht-genomischen Signalwegen von Aldosteron wird gegenseitige
Beeinflussung vermutet z.B. durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
[35, 43] (Vergleiche Abb. 2). Die genauen Regelkreislaufe und
Wechselwirkungen sind jedoch noch nicht aufgeklart.
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Abb. 2: Erweiterter Aldosteronsignalweg.

Neben dem genomischen Signalweg fihrt Aldosteron auch zu nicht-genomischen Wirkungen wie
z.B. einem Anstieg des intrazellularen Calciums, einer Aktivierung von PLC, IP3, DAG, PKC,
EGFR, c-SRc, ERK 1/2 oder cAMP. Unter anderem kann dies zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und damit zur Synthese bestimmter Enzyme flihren, was wieder eine
genomische Wirkung darstellen wurden, so dass eine gewisse Wechselwirkung zwischen diesen
Signalwegen besteht. Der genaue Mechanismus der nicht-genomischen Aldosteronwirkungen ist
noch Gegenstand aktueller Forschung [36]. Teilweise wird dabei ein weiterer, MR-unabhéangiger
Signalweg diskutiert [35]. Modifiziert nach Grossmann und Gekle [35].

1.4 Kardiovaskulare und renale Schadigung durch Aldosteron

Erhéhte Aldosteronlevel finden sich deutlich haufiger im Serum hypertensiver
Patienten, als bislang angenommen [44, 45]. Bei randomisierten
Kontrolluntersuchungen zeigten bis zu 32,4 % der untersuchten hypertonen
Patienten erhohte Aldosteronspiegel im Plasma [46]. Auch in Patienten mit
Herzinsuffizienz fanden sich deutlich hohere Aldosteronlevel als bei gesunden
Altersgenossen [47]. In der Studie RALES (Randomized Aldactone Evaluation
Study) konnte gezeigt werden, dass Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz
erheblich von einer Anti-Aldosterontherapie mit Spironolacton profitieren. Neben
einer Therapie mit  Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmern  (ACEi),
Schleifendiuretikum und Digoxin erhielten die Patienten Spironolacton. Dadurch
konnte die Mortalitat um 30% gesenkt werden [48]. In der Studie EPHESUS
(Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival
Study) zeigte sich bei Patienten mit linksventrikularer Dysfunktion nach akutem
Myokardinfarkt durch Zugabe von Eplerenon eine Reduktion der
kardiovaskularen Mortalitdt oder Hospitalisierung um 13 % [49]. In Tierversuchen

konnte gezeigt werden, dass Aldosteron zu Fibrose in Niere, Herz und
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Gefallwanden fuhrt, wobei die Endorganschaden durch eine Blockade des MR
vermeidbar waren [50]. In Patienten korrelieren hohe Aldosteronlevel negativ mit
der renalen Filtrationsrate [51]. Eine Blockade des Aldosteronsignalweges mittels
MR-Inhibitoren fuhrte in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz,
unabhangig von einer Senkung des Blutdrucks, zu einer Verbesserung der
Proteinurie [52, 53]. In den genannten Studien und Publikationen wurde die Anti-
Aldosterontherapie in der Regel additiv zu einem bereits etablierten
Therapiekonzept gegeben. Die protektiven Effekte traten auf, obwohl Blutdruck
und Volumenstatus bereits durch z.B. ACEi oder Diuretika kontrolliert waren. Die
Effekte konnen folglich nicht durch eine Hemmung von klassischen
Aldosteronwirkungen (Natrium- und Volumenretention) erklart werden, vielmehr
muss die Antwort im erweiterten Aldosteronsignalweg liegen. Neben der
Synthese von Aldosteron in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde konnte
gezeigt werden, dass dieses auch lokal, z.B. im Herzen, in GefaBwanden und
der Niere, produziert wird [54] und beispielsweise in herzinsuffizienten Patienten
zu Myokardfibrosen fuhren kann [55]. Fortschreitende Organfibrose kann auch
Ausgangspunkt maligner Entartungen sein [56]. Patienten mit erhdhten
Aldosteronleveln und Herzinsuffizienz zeigten erhdhte Plasmamarker flr
oxidativen Stress [57]. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Aldosteron
insbesondere in GefalRwéanden, im Herzen und den Nieren zur Entstehung von
oxidativem Stress fuhrt [33]. Diesem gesteigerten oxidativen Stress scheint eine
entscheidende Rolle in der Entstehung von Aldosteron-vermittelten

Organschaden zuzukommen. [33, 58].

1.5 Oxidativer Stress

Schon vor tber 60 Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen freien Radikalen
und einem schadigenden Einfluss auf den Organismus proklamiert [59]. In der
Folge konnte 1968 nachgewiesen werden, dass freie Radikale in Form von
Superoxiden auch im normalen Zellablauf als Nebenprodukt bestimmter
Regelungskreislaufe anfallen [60]. Im Folgejahr wurde die Superoxiddismutase
(SOD) und deren protektive Funktion — die Umsetzung anfallender Superoxide —

beschrieben [61]. Seitdem wurden die molekularbiologischen Vorgédnge der
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Entstehung, des Abbaus und des Einflusses freier Radikale immer weiter
erforscht und entschlisselt. Es dauerte nicht lange, bis ein Zusammenhang
zwischen freien Radikalen und organischen Pathologien gezeigt werden konnte
[62, 63] und der Einfluss freier Radikale in das Zentrum medizinischer Forschung
rickte. Besonders bei der Karzinomentstehung wird ein Zusammenhang mit
ROS beschrieben. Dies wird sowohl in deren schadigendem Einfluss auf das
Erbgut als auch durch epigenetische Veradnderungen, wie z.B. durch die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, gesehen [64, 65]. Doch wird auch
zunehmend bei anderen Krankheitsbildern ein Zusammenhang mit erhdéhten
ROS-Leveln oder erhohter Empfindlichkeit gegentber oxidativem Stress
gesehen. Beispielhaft seien hier Herzinsuffizienz [66], Diabetes mellitus [67],
Niereninsuffizienz [68], Parkinson [69], aber auch psychiatrische Krankheiten wie

Depression [70] und Schizophrenie [71] genannt.

1.5.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies

Die weitaus grofdte Gruppe freier Radikale im menschlichen und tierischen
Organismus ist die Gruppe der Sauerstoffradikale. Diese gehéren zu den
reaktiven Sauerstoffspezies. Sie entstehen kontinuierlich zum einen endogen als
Nebenprodukte des aeroben Stoffwechsels oder durch Enzymaktivitaten, aber
auch exogene Einflisse wie ionisierende Strahlen, Zigarettenrauch,
Medikamente oder Ozon fuhren zur Bildung von ROS [72]. ROS kommen in der
Zelle eigene biochemische Funktionen zu. Sie spielen beispielsweise eine
wichtige Rolle in Zellkommunikation, Regulierung von Wachstum, Apoptose und
Entzindungsgeschehen [73], aber sie sind auch auf systemischer Ebene an der
Reglung komplexer Prozesse, wie z.B. der Blutdruckregulierung, dem
Immunsystem und kognitiven Prozessen beteiligt [74]. Fir den Unterschied
zwischen nitzlicher oder schadlicher Wirkung von ROS ist ein ausbalanciertes
Gleichgewicht zwischen ROS-Produktion und antioxidativen Mechanismen
entscheidend. Kommt es z.B. durch vermehrtes Anfallen von ROS zu einem
Ungleichgewicht dieser Homoostase wird das als oxidativer Stress bezeichnet.
Es kommt zu DNA- und RNA-Schaden, Oxidation von Fettsduren und

Aminosauren, wodurch Lipide, Proteine und Enzyme in ihrer Struktur verandert
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und in ihrer Funktion gestért werden [75]. Funktionieren die
Kontrollmechanismen der Zelle bzw. des Zellverbandes, kommt es, sofern die
Schaden nicht behoben werden kdnnen, zur Apoptose der Zelle. Es kann aber
auch zum Fortbestehen und zur Entartung der Zelle kommen, was einen

maoglichen Startpunkt der Tumorentstehung darstellen kénnte.

Die Gruppe der ROS lasst sich unterteilen in freie Radikale wie z.B. Superoxid
(O2), Peroxinitrit (ONOO), Hydroxylradikale (OH") und nicht-Radikale wie Ozon
(O3), Wasserstoffperoxid (H202) oder hypochlorige Saure (HCIO) [75]. Allen
gemein ist ihre starke chemische Reaktionsfreudigkeit durch ungepaarte
Valenzelektroden oder instabile Bindungen [74]. Sie sind in der Lage, sowohl
durch Abgabe als auch Aufnahme eines Elektrons eine Oxidation bzw. Reduktion
ihres Reaktionspartners durchzufuhren [72]. In aller Regel beginnt die Bildung
von ROS mit der Elektronentbertragung auf Sauerstoff und der Bildung von Oz
Oz ist kurzlebig und reagiert schnell weiter. Superoxid kann mit Stickstoffmonoxid
(NO), welches durch die NO-Synthase gebildet wird [76], zum sehr reaktiven
Peroxinitrit (ONOQO") reagieren. Peroxinitrit ist ein starkes Oxidans, welches
sowohl Uber Apoptose als auch Nekrose den Zelltod einleiten kann [77]. Des
Weiteren werden Superoxide durch die Superoxiddismutase (SOD) (oder auch
spontan) in H202 umgewandelt. H202 ist weniger reaktiv, dafur langlebiger und in
der Lage Membranen zu Uberqueren. Aus H202 kdnnen wiederum hypochlorige
Saure (HCIO), Singulett-Sauerstoff (*O2) oder das Hydroxylradikal (OH)
entstehen (Vergleiche Abb. 6). Der grof3te Anteil der Superoxide wird durch
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidasen gebildet [78].

1.5.2 NADPH-Oxidasen (Nox)

Die NADPH-Oxidasen (Nox) sind membranstandige Multi-Enzymkomplexe,
deren Funktion der Transfer von Elektronen Uber biologische Membranen ist,
wobei die Elektronenibertragung auf Sauerstoff erfolgt und das Endprodukt
Superoxid oder Wasserstoffperoxid ist. Nox-Enzyme finden sich ubiquitar im
menschlichen Organismus [79]. Die Familie der Nox besteht aus mehreren

Isoformen, welche gewebespezifisch gebildet werden. Nox2, mit seiner
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Untereinheit gp91phox, gilt dabei als erstbeschriebenes und am besten
verstandenes Mitglied der Nox-Familie. Es wurde im Zusammenhang mit dem
,oxidative burst® in Neutrophilen und Makrophagen beschrieben [80], ist aber in
zahlreichen Gewebearten zu finden und stellt den ,Prototyp“ der Nox-Enzyme
dar [79]. Es besteht aus einem membrangebundenen und einem sich im Zytosol
befindenden Anteil. Die Untereinheiten gp91phox (Nox2) und gp22phox sind
membranstandig und bilden zusammen ein heterodimeres Flavoprotein
(Cytochrom bsss), welches den Elektronentransfer katalysiert [81]. Die
Untereinheiten gp47phox, gp67phox (Aktivator) und gp40phox befinden sich im
Zytosol und haben vor allem regulative Funktion. Nach Phosphorylierung von
gp47phox lagern sich diese dem membrangebundenen gp22phox an. Ebenso
lagert sich die GTPase Rac an die Untereinheit Nox2 an und interagiert mit ihr
[82] und der Aktivatoruntereinheit gp67phox [83]. Der Enzymkomplex ist nun
aktiv und beginnt Elektronen von NADPH aus dem Zytosol auf Sauerstoff jenseits

der Membran zu tbertragen. (Abb. 3)

Y (gp91phox)

phox

NADPH+

Abb. 3: Aktivierung von NADPH-Oxidase (Nox2).

Der Komplex aus Nox2 (gp9lphox) und gp22phox ist membranstandig und bildet ein
heterodimeres Flavoenzym Cytochrom b558 aus. Im Ruhezustand liegen die Untereinheiten
gp40phox, gp47phox und gp67phox frei im Zytosol vor. Zur Aktivierung wird gp47phox
phosphoryliert. Die regulatorischen Untereinheiten binden an gp22phox. Die GTPase Rac wird
durch Bindung von GTP aktiviert und bindet an den Komplex. Der Komplex ist nun aktiviert, als
Elektronendonor dient NADPH. Die Elektronen werden auf der Gegenseite der Membran auf
Sauerstoff Ubertragen. Modifiziert nach Bedard und Krause [79].
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Derzeit sind 7 Nox-Formen bekannt (Nox1-5, Duoxl, Duox2); alle sind
Transmembranproteine, sie dienen dem Elektronentransport und ihr
Hauptprodukt sind ROS. Sie bestehen in der Regel aus einer katalytischen
membranstandigen Einheit und aus einer oder mehreren regulatorischen
Untereinheiten [84]. Nox-Homologe finden sich in nahezu jedem Gewebe, wobei
Nox1 vor allem im Kolonepithel, Nox2 in Phagozyten, Herz, Neuronen und Niere,
Nox3 im Innenohr, Nox4 in den Tubuluszellen der Niere, Nox5 in lymphatischem
Gewebe und Duox1 und Duox2 in der Schilddriise vorkommen [85]. Nox5, Duox1
und Duox2 haben die Besonderheit, dass sie durch die Ca?*-Konzentration
gesteuert werden [74]. Im renalen und kardiovaskularen Gewebe konnten Nox1,
2, 4 und 5 nachgewiesen werden [86]. Nox4 hat eine Sonderstellung. Man geht
davon aus, dass Nox4 Uber eine Basisaktivitdt verfugt und nicht durch
regulatorische Untereinheiten aus dem Zytosol an- oder ausgeschaltet, sondern
Uber die Gen-Expression reguliert wird [87, 88]. Nox4 ist dabei weiterhin auf die
Anwesenheit von gp22phox angewiesen. Der Einfluss von kleinen G-Proteinen
(Rac) auf die Aktivitat ist noch unklar [79, 88]. Eine weitere Besonderheit von
Nox4 ist, dass fast ausschlief3lich H202 als Produkt nachgewiesen werden kann.
Unklar ist, ob es das Endprodukt von Nox4 ist, oder eine sehr schnelle
Umwandlung von Oz durch SOD erfolgt [74]. (Abb. 4)

0, 0, bzw. H,0,
Konstitutive Aktivitat > gp22
phox
NADPH NADPH+

Abb. 4: Aktivitat von Nox4.

Nox4 ist membranstandig und verfiugt Uber eine konstitutive Grundaktivitat. Nox4 ist auf die
Anwesenheit von gp22phox angewiesen, jedoch sind keine weiteren regulativen Untereinheiten
aus dem Zytosol nétig Als Produkt wird vor allem H202 nachgewiesen, ob dies an einer raschen
Umwandlung von Superoxid liegt ist unklar. Ebenso ist der Einfluss vom G-Protein Rac noch nicht
geklart. Modifiziert nach Holterman et al.[89].
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Eine Aktivierung von NADPH-Oxidasen durch Aldosteron gilt als gesichert [33].
Dabei konnte gezeigt werden, dass Aldosteron beispielsweise zu einer
gesteigerten Expression von Nox2 und Nox4 in der Niere fuhrt [90], die
Aktivierung aber auch tGber Rac vermittelt werden kann [91].

1.5.3 NO-Synthasen (NOS)

Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) kommen in den meisten Eukaryonten vor
und sind Enzyme, welche die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin
katalysieren. Beim Menschen gibt es folgende drei Isoformen: endotheliale NOS
(eNOS), induzierbare NOS (iNOS) und neuronale NOS (nNOS) [76]. Alle drei
Isoformen sind in der Niere vertreten [92]. Sie unterliegen einer komplizierten
Regulierung. eNOS und nNOS werden konstitutiv exprimiert und ihre Aktivitat
tber Ca?* und den Cofaktor Calmodulin reguliert [93]. Die Synthese von iNOS
wird durch Umgebungsreize oder Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-kB induziert
[94]. INOS fuhrt dann zur raschen Bildung grol3er Mengen NO [93]. NO ist ein
gasformiges, sehr kurzlebiges Radikal, welches Uber Zellmembranen
diffundieren kann und im Korper verschiedene Aufgaben wahrnimmt, wie
Signaltransduktion, Regulierung des Gefal3tonus oder unspezifische
Immunabwehr [92]. In groBen Mengen und in der Anwesenheit von
Sauerstoffradikalen bildet NO mit Superoxid (O2) das toxische und sehr
reaktionsfreudige Peroxinitrit (ONOO). Peroxinitrit fihrt zur Oxidation von
Lipiden, Proteinen und DNA, sowie, z.B. durch Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB, zu Entziindungsreaktionen [77]. Die Verfugbarkeit
von Substrat und Cofaktor stellen wichtige Regulierungsmdglichkeiten der NOS
dar [95].

1.6 Die antioxidative Abwehr

Im aeroben Metabolismus sind die Zellen standig einer potentiellen Gefahr durch
anfallende freie Radikale ausgesetzt, das hat zur Entwicklung eines gut
organisierten antioxidativen Schutzsystems gefuhrt [96]. Dabei kann zwischen
enzymatischen und nicht-enzymatischen Mechanismen unterschieden werden.

Die wichtigsten Vertreter der nicht-enzymatischen Antioxidantien sind
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Ascorbinsédure (Vitamin C), a-Tocopherol (Vitamin E), Glutathion (GSH),
Thioredoxin (Trx) Carotinoide und Flavonoide [97]. Sie fungieren meist als
Radikalfanger und reagieren mit den freien Radikalen, wodurch sie selbst
verandert und "verbraucht" werden. Sie missen dann nachproduziert oder durch
andere Antioxidantien reaktiviert werden [97]. Zu den Hauptvertretern der
enzymatischen antioxidativen Abwehr gehdren die Superoxiddismutase (SOD),
Glutathionperoxidase (GPx), Katalase (CAT), Glutathionreduktase (GR),
Glutamatcysteinligase (GCL), Glutathionsynthetase (GSS), NAD(P)H:quinon-
Dehydrogenase-1 (NQO1), Glutathion-S-Transferase (GST), Hamoxygenase-1
(HO-1), Thioredoxinreduktase (TrxR) und weitere Phase-Il Enzyme [98, 99]. Die
Expression der entsprechenden Gene wird durch den Transkriptionsfaktor
Nuclear-factor-erythroid-2-related-factor-2 ~ (Nrf2)  gesteuert [99].  Der
Transkriptionsfaktor Nrf2 wird deshalb als zentraler Regulator der antioxidativen

Abwehr angesehen [100].

1.6.1 Der Transkriptionsfaktor Nrf2

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 istim Gegensatz zu seinem Namensgeber Nuclear-
factor-erythroid-2 (NF-E2) [101] nicht auf hamatopoetische Zellen beschrankt,
sondern wird vielmehr ubiquitar in den verschiedensten Geweben exprimiert
[102]. Nrf2 gehort zur Familie der ,basic leucine zipper“-Proteine (bZIP). An
seinem C-Terminus findet sich eine Domane mit basischen Aminoséauren
(vorwiegend Leucin), welche bei der Bindung an die DNA und Dimerisierung mit
weiteren Proteinen eine entscheidende Rolle spielt [102]. Im Ruhezustand wird
Nrf2 durch eine Bindung an das Kelch-like ECH-associated Protein 1 (Keapl)
inaktiviert und im Zytosol gehalten [103]. Keapl hat dabei weitere
Bindungsstellen, welche zum einen Uber eine Bindung an das Zytoskelett fur eine
Verankerung des gesamten Komplexes im Zytosol sorgen [104]. Zum anderen
wird durch die Bindung eines E3 Ligase-Komplexes (Cul3-Rocl) an Keapl flr
die Ubiquitinierung von Nrf2 gesorgt und damit dessen proteasomaler Abbau
reguliert [105]. Es findet so ein kontinuierlicher Abbauprozess von Nrf2 statt, mit
einer Halbwertszeit von weniger als 20 Minuten [105]. Bei der Anwesenheit von

oxidativem Stress oder freien Radikalen kommt es zur Anderung von
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Cysteinresten an Keap1, die Ubiquitinierung von Nrf2 durch Cul3 wird gehemmt,
der Abbau von Nrf2 gestoppt, dieses akkumuliert und transloziert in den Zellkern
[106]. Eine weitere Mdoglichkeit zur Aktivierung von Nrf2 ist Uber die
Proteinkinase C, die Nrf2 an Serin 40 phosphorylieren kann, wodurch es auch zu
einer Losung von Nrf2 von Keapl kommt [107]. Nach Translokation in den
Zellkern bildet Nrf2 Heterodimere mit mehreren kleinen Maf-Kinasen, bindet in
den regulatorischen Bereichen zahlreicher zytoprotektiver Gene (ARE -
antioxidant response element) und initiilert die Synthese antioxidativer Enzyme

sowie von Phase-2-Entgiftungsenzymen [108, 109] (Abb. 5)

Ubiquitinierung

Aktivierung

Maf-Kinase

ARE

[ > Antioxidative Enzyme/
Phase-2-Entgiftungsenzyme

Abb. 5: Regulierung des Transkriptionsfaktor Nrf2.

Im Ruhezustand ist Nrf2 im Zytosol an Keapl gebunden und dadurch inaktiv. Der ebenfalls an
Keapl gebundene E3-Ligase Komplex (Cul3) sorgt fur Ubiquitinierung und kontinuierlichen Abbau
von Nrf2. Keapl ist dabei am Zytoskelett gebunden und verankert den Komplex im Zytosol. Durch
Einwirkung von ROS oder Proteinkinase C (PKC) wird der Abbau von Nrf2 gestoppt, es kommt zur
Freisetzung von Nrf2. Nrf2 akkumuliert und transloziert in den Kern, wo es mit Maf-Kinasen
Heterodimere bildet, an ARE-Bereiche (Antioxidant response element) bindet und so fur die
Bildung zytoprotektiver Enzymen sorgt. Modifiziert nach Motohashi und Yamamoto [110].

1.6.2 Glutathion- und Thioredoxin-Redoxsystem

Das Glutathionsystem stellt eines der wichtigsten Redoxsysteme der Zelle dar
[97]. GSH wird in zwei Schritten mittels Glutamatcysteinligase (GCL) und
Glutathionsynthetase (GSS) gebildet. Der erste Schritt ist dabei der
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geschwindigkeitsbestimmende. GCL ist ein heterodimeres Protein, welches aus
einer katalytischen Untereinheit (GCLC) und einer modifizierenden Untereinheit
(GCLM) besteht [111]. GSH dient in Redoxvorgéngen als Elektronenspender. Es
wird zu  Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert, welches durch die
Glutathionreduktase (GR) unter Verwendung von NADPH wieder in seine
reduzierte Form GSH umgewandelt werden kann [112]. GSH wird als Cofaktor
vieler antioxidativer Enzyme bendtigt, so auch bei der Umwandlung von H202 in
Wasser durch die Glutathionperoxidase (GPx) (Vergleiche Abb. 6). GSH kann
selbst auch als Radikalfanger fungieren oder zur Reaktivierung anderer
Antioxidantien wie z.B. Vitamin C und Vitamin E genutzt werden [97]. Thioredoxin
(Trx) bildet mit der Thioredoxinreduktase (TrxR) und NADPH ein weiteres
wichtiges Redoxsystem, welches &hnliche Funktionen hat und insbesondere zu
der Reduktion oxidierter Proteine beitragt [113]. Die Funktion der
Superoxiddismutase (SOD) ist die Umwandlung von Superoxiden zu H20:2
(Vergleiche Abb. 6).

ONOO" HOCI —,—» 10,
H,0,
. NO T
2e (NOS)
o ol Fex  Fer
20, ——> 20, NI H,0, [ =2 » OH
(Nox) (soD) Freies Hdm

"“\(Fenton-Reaktion)

’ GSH NAD(P
Katalase GIUtathlon-\
/ peroxidase
GSSG NAD(P)H
Glutathionreduktase

94
H20+ 02 2H20

Iy

'3

Abb. 6: Entstehung von ROS und enzymatische Umwandlung.

Superoxidradikale (O27) werden hauptsachlich durch NADPH-Oxidasen (Nox) gebildet. O2" kann
mit Stickstoffmonoxid (NO), welches durch NO-Synthasen gebildet wird, zum sehr reaktiven
Peroxinitrit (ONOO") reagieren. Die Umwandlung von Oz zu Wasserstoffperoxid (H202) erfolgt
spontan oder durch die Superoxiddismutase (SOD). Aus H202 kénnen wiederum hypochlorige
Saure (HCIO), Singulett-Sauerstoff (102) oder tber freies Ham Hydroxylradikale (OH") entstehen.
H202 kann durch die Katalase oder die Glutathionperoxidase, unter Glutathionverbrauch, zu
Wasser (H20) und Sauerstoff (O2) umgesetzt und unschadlich gemacht werden. GSH wird dabei
zu GSSG oxidiert. Durch die Glutathionreduktase wird Glutathion unter Verbrauch von NADPH
wieder in seine reduzierte Form Uberfuhrt. Modifiziert nach Brieger et al. [74].
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1.6.3 Ha&m/HO-1-System

Ein weiteres wichtiges antioxidatives Enzym ist die Hamoxygenase-1 (HO-1). Die
Expression von HO-1 wird ebenfalls durch Nrf2 reguliert und durch oxidativen
Stress induziert. HO-1 schiitzt die Zelle vor den Folgen von freiem Ham und hat
mehrere antioxidative Eigenschaften. Das Vorliegen von freiem Ham in der Zelle
kann uber die Fenton-Reaktion H202 zu OH" wandeln (Vergleiche Abb. 6) und
zur Vermittlung des zellularen Untergangs durch Apoptose beitragen [114]. HO-
1 kann freies Ham zu Fe?*, Kohlenstoffmonoxid (CO) und Biliverdin umwandeln.
Biliverdin wird durch die Biliverdin-Reduktase rasch zu Bilirubin umgewandelt.
Fe2* wird als Ferritin in der Zelle gespeichert. CO, Ferritin und Bilirubin sind
Antioxidantien und haben einen zytoprotektiven Effekt [115]. Fur HO-1 konnte
auch eine Hemmung der NADPH-Oxidasen gezeigt werden, welcher vermutlich

durch Bilirubin vermittelt wird [116] (Vergleiche Abb. 7).

H,0, ICQH' zytotoxisch

- 5 NADPH +0,

Qo

LA X3 NADP- + H,0
Biliverdin Fe?+
Biliverdin
Reduktase

¢ v v

Bilirubin cO Ferritin

v

Zytoprotektion

Abb. 7: Das H&m/Ho-1-System

Freies Ham in der Zelle kann Uber die Fenton-Reaktion H202 zu zytotoxischem OH- wandeln. HO-
1 wandelt freies Ham unter NADPH-Verbrauch zu Fe?*, Kohlenstoffmonoxid (CO) und Biliverdin
um. Biliverdin wird tUber die Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin umgewandelt. Das aus dem Ham
geloste Fe?* wird als Ferritin gespeichert. Alle drei Endprodukte wirken zytoprotektiv. Fur HO-1
konnte auch eine Hemmung der Nox gezeigt werden. Modifiziert nach Gozzelino et al. [114]
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1.7 Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Der Transkriptionsfaktor ,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells” (NF-kB) nimmt eine Schlusselrolle im Ablauf vieler zellularer Prozesse,
wie z.B. Entziindungsreaktionen, Proliferation und Apoptose, ein. Stimuli, welche
zur Aktivierung von NF-kB flhren, sind: Zytokine, ionisierende Strahlung,
bakterielle Bestandteile, oxidativer Stress oder andere potentiell schadliche
Einflusse [33, 117]. Fur mehr und mehr Karzinomarten kbnnen Zusammenhénge
zwischen chronischen Entzindungen und der Karzinogenese gezeigt werden
[118, 119]. Die Krebszellen werden dabei durch den Entziindungsprozess
moduliert und Gbernehmen Eigenschaften von inflammatorischen Zellen, wie die
Ausbildung von Rezeptoren zur Migration und Invasion bzw. eine unkontrollierte
Proliferation [120]. NF-kB scheint bei der Ausbildung dieser F&ahigkeiten eine
entscheidende Rolle zu spielen und wird als Schlisselprotein im Bereich der
Onkogenese gesehen [121, 122]. Die Modulation der NF-kB-Aktivierung gilt als
ein neuer Ansatzpunkt in der Krebstherapie [123]. Es konnte gezeigt werden,
dass Aldosteron zu einer Aktivierung von NF-kB fihrt [33]. Der Mechanismus ist
noch nicht genau verstanden. Im Nierengewebe konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass die Aktivierung von NF-kB durch Aldosteron tGber den MR verlauft,
sowie von einem Anstieg von Ca?* und einer gesteigerten Produktion von ROS
abhangig ist [124]. Dem Transkriptionsfaktor NF-kB kommt eine wichtige Rolle in
der Vermittlung von unerwiinschten Aldosteronwirkungen, wie der Ausbildung
von Entzindungen und Fibrose, zu und er flhrt zur Expression pro-oxidativer

Enzyme wie Nox und NOS, wodurch oxidativer Stress weiter verstarkt wird [33].
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2 Zielsetzung der Arbeit

Es gelang unserer Arbeitsgruppe in vorangegangenen Arbeiten zu zeigen, dass
Aldosteron in vitro und in vivo zur Bildung von oxidativem Stress und
DNA-Schéadigung fuhrt. Auch ein Einfluss auf die Transkriptionsfaktoren Nrf2 und
NF-kB sowie deren Zielstrukturen konnte im Zellversuch gezeigt werden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, an die bereits gewonnenen Erkenntnisse
anknupfend, die Aldosteron-vermittelte oxidative Nierenschadigung naher zu
analysieren sowie die auf Zellebene gezeigte Beeinflussung der antioxidativen
Schutzmechanismen im lebenden Organismus nachzuweisen und die beteiligten
Regelkreislaufe zu beleuchten. Dazu wurde ein Interventionsversuch
durchgefiihrt. Die Versuchstiere bekamen neben einer Behandlung mit
Aldosteron gruppenabhangige Interventionen fur 28 Tage mit folgenden
Substanzen:

Spironolacton wirkt als kompetitiver Antagonist am Mineralkortikoidrezeptor.
Das Ziel war es zu bestéatigen, dass die beobachteten Wirkungen tber den MR
vermittelt wurden und ob eine Blockade des MR einen effektiven Schutz bietet.

Apocynin ist ein Hemmstoff der NADPH-Oxidase. Nach oraler Aufnahme muss
er durch Peroxidasen aktiviert werden und verhindert dann den Aufbau des
Multienzymkomplexes der NADPH-Oxidase aus den Untereinheiten [125]. Durch
den Einsatz von Apocynin sollte die Bildung von oxidativem Stress verhindert

werden.

L-NAME (L-Nitroargininmethylester) ist ein direkter Hemmstoff der NO-
Synthasen. Durch L-NAME sollte eine gesteigerte Synthese von NO verhindert
werden. NO kann mit Superoxiden zu Peroxinitrit reagieren und zu einer

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fuhren.

PDTC (Pyrrolidindithiocarbamate) hemmt die Aktivierung und Translokation von
NF-kB.

Sulforaphan ist ein natlirlich vorkommender Nrf2-Aktivator. Es kommt

insbesondere in Kreuzblitengewachsen wie Kohl und Broccoli vor. Sulforaphan
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fuhrt vermutlich Uber eine Modulation von Keap1 zur Freisetzung und Aktivierung
von Nrf2. Es werden auch Beeinflussungen anderer Transkriptionsfaktoren

beobachtet, wie z.B. eine Hemmung des NF-kB Signalweges [126]
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; | CNrf2 >
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Antioxidative Enzyme
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SOD, TRX

Entziindung/Fibrose/
Apoptose/Proliferation

Abb. 8: Schematische Darstellung der dem Versuchsaufbaus zugrundeliegenden (vermuteten)
Sighalwege samt Ansatzpunkten der Inhibitoren und des Aktivators.

Aldosteron fuhrt iber den MR zu einer Aktivierung von NOS und Nox, welche zumindest teilweise
Uber die Freisetzung von intrazellularem Calcium vermittelt wird. Es kommt zur Entstehung von
oxidativen und nitrosativen Stress. Dieser fuhrt zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
KB. Ebenfalls kann der Anstieg von intrazellularem Calcium zu einer Aktivierung von NF-kB fuhren,
wobei der Mechanismus noch weitgehend unklar ist (vergleiche [127]). NF-kB disloziert in den
Zellkern und veranlasst dort die Synthese pro-oxidativer Enzyme wie NOS und Nox bzw. initiiert
Entzindung, Fibrose, Apoptose und Proliferation. Der steigende oxidative Stress kann zu
Genomschaden fuhren. Einen mdoglichen Schutz bietet die Aktivierung des Nrf2-Signalweges.
Steigende ROS-Level kdnnen zu einer Aktivierung von Nrf2 fihren. Ebenfalls fuhrt Sulforaphan zu
einer Aktivierung des Nrf2-Signalweges. Nrf2 disloziert in den Zellkern und veranlasst die
Synthese antioxidativer Enzyme wie z.B. GCLC, HO-1, SOD und TRX. Die Wirkorte der
verwendeten Inhibitoren waren wie folgt: Spironolacton wirkt als kompetitiver Antagonist am MR.
L-NAME bzw. Apocynin fihren zu einer Inhibition von NOS bzw. Nox und sollten so die Entstehung
von oxidativen Stress verhindern. Die Intervention mit PDTC hatte zum Ziel den NF-kB-Signalweg
zu blockieren. In Anlehnung an Schupp et al. [128] und Queisser et al. [33, 129, 130].

Fir den Nachweis und die Quantifizierung der Aldosteron-vermittelten
Nierenschadigung wurden histopathologische Schadigungsscores bestimmt und
immunhistochemisch DNA-Doppelstrangbriiche analysiert. Die Beeinflussung
der antioxidativen Abwehr wurde durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Nrf2 mittels immunhistochemischer Farbung und die Quantifizierung

antioxidativer Enzyme mittels Proteinbiochemie analysiert.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Versuchstiere
Verwendet wurden 61 mannliche Spraque Dawley Ratten (RjHan:SD) der Firma

Janvier (Janvier, Le Genest-St-Isle, France).

3.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien,
Reagenzien und Verbrauchsmaterialien von folgenden Firmen bezogen; Sigma
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) Biomol
(Hamburg, Germany), Waldeck GmbH& Co. KG (Minster, Germany) oder Merck
KGaA (Darmstadt, Deutschland). Dihydroethidium (DHE) wurde von EMD
Chemicals Inc. (San Diego, CA, USA), Spironolacton, L-Nitroargininmethylester
(L-NAME) und Aldosteron von Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA),
Apocynin von Calbiochem (San Diego, CA, USA) und Sulforaphan von Santa
Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany oder California, USA) bezogen.

3.1.3 Antikorper

Die Antikdrper gegen Nrf2 (C-20: sc-722), y-Gclc (sc-22755), mouse-IgG-HRP
(sc-2005), donkey anti-rabbit-lgG-B (sc-2089) wurden von Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, USA), Phospho-Histone H2A.X (Ser139,
20E3, #9718), rabbit-lgG HRP-linked, GAPDH (14C10, #2118) von Cell Signaling
Technology (Danvers, Massachusetts, USA), HO-1 (ab13243) von abcam
(Cambridge, UK), TrxR1 (N3C2, GTX108727) und SOD1 (GTX100554) von
GeneTex Inc. (Irvine, California, USA) bezogen.

3.1.4 Osmotische Pumpen
Verwendung fanden implantierbare osmotische Pumpen von Alzet (Alzet, Modell
2004; Durect Corporation, Cupertino, CA, USA).
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3.1.5 Blutdruckmessgerat

Die Blutdruckmessung erfolgt mittels der nicht-invasiven tail-cuff-Methode und
wurde mit dem Gerat BP-2000 Blood Pressure Analysis System Series |l der
Firma Visitech Systems (Apex, USA) durchgefihrt.

3.2 Methoden

3.2.1 Tierversuch

61 méannliche Sprague Dawley Ratten (RjHan:SD) (Janvier, Le Genest-St-Isle,
France) wurden im Alter von 8 Wochen zuféllig auf 8 Gruppen verteilt. Jede
Gruppe enthielt dabei 8 Versuchstiere, mit Ausnahme der Sulforaphan-Gruppe,
dieser wurden 5 Tiere zugeteilt. Nach einer 2-wdchigen Akklimatisation und einer
2-wochigen Phase in der die Tiere an die Blutdruckmessung gewdhnt wurden,
wurden die Tiere narkotisiert (Ketamin: 90 mg/kg KG und Xylazin 6 mg/kg KG
I.m. (medistar, Ascheberg, Germany)) und ihnen osmotische Minipumpen (Alzet,
model 2004; Durect Corporation, Cupertino, CA, USA) implantiert. Die Kontroll-
und Sulforaphangruppe erhielten Uber die Pumpe PBS, die anderen Gruppen
erhielten 0,75 pg/h * kg KG Aldosteron. Gruppe 3 erhielt zusatzlich Spironolacton
(75 mg/d * kg KG) im Futter (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Germany).
Gruppe 4 erhielt Apocynin (50 mg/d * kg KG) und Gruppe 5 L-NAME (25 mg/d *
kg KG) zusatzlich im Trinkwasser. Gruppe 6 wurde Pyrrolidindithiocarbamat
(PDTC, 100 mg/d * kg KG) dem Futter beigemischt. Gruppe 7 und Gruppe 8
erhielten im Trinkwasser noch Sulforaphan (15 mg/d * kg KG) (Siehe Tabelle 1).
Der Blutdruck wurde wochentlich mittels nichtinvasiver tail-cuff-Methode (Geréat
BP-2000 Series Il, Visitech Systems, Apex, USA) gemessen [131]. Nach 28
Tagen wurden die Tiere in tiefe Narkose versetzt (Ketamin: 120 mg/kg KG und
Xylazin 8 mg/kg KG i.m. (medistar, Ascheberg, Germany)), in Ruckenlage fixiert,
Bauchraum und Thorax eroffnet, das Gefal3system punktiert und zunachst
Deltadex 40 (10 % Dextran 40, 0,9 % NaCl (AlleMan Pharma GmbH, Rimbach,
Deutschland) + 1 % Procainhydrochlorid (Steigerwald, Darmstadt, Germany))
infundiert. Dextran und Procain dienen dabei zur Weitstellung der Gefal3e und
Hemmung der Thrombozytenaggregation. Im Anschluss wurden die Organe mit
eiskalter 0,9%iger Natriumchloridlosung (Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Deutschland) perfundiert und entnommen. Zur histologischen Aufarbeitung
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wurden Organanteile entwéassert und in Paraffin gebettet. Flr die Anfertigung von
Gefrierschnitten und proteinchemischen Verfahren erfolgte das Schockgefrieren

in flussigem Stickstoff und Lagerung bei -80°C.

Der Tierversuch wurde in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Europaischen
Gemeinschaft zur Handhabung von Versuchstieren und dem deutschen
Tierschutzgesetz von Dr. Nina Queisser und Thomas Budel (technische
Assistenz) durchgefuhrt. Der Tierversuch wurde durch die Regierung
Unterfranken (Wirzburg) genehmigt (Nummer 55.2-2531.01-75/12).

Tabelle 1 Ubersicht iiber den Tierversuch
Durchgefiihrt von Dr. Nina Queisser und Thomas Bidel (technische Assistenz).

Gruppe | Anzahl Osmotische Zusatz
Pumpe
1 8 PBS
Kontrolle
2 8 0,75 pg/h * kg KG
Ald Aldosteron
3 8 0,75 ug/h * kg KG Spironolacton
Spiro Aldosteron § (75 mg/d * kg KG) im Futter
4 8 0,75 pg/h * kg KG g Apocynin (50mg/d * kg KG)
Apo Aldosteron E im Trinkwasser
5 8 0,75 ug/lh *kg KG | € | L-NAME (25 mg/d * kg KG)
L-NAME Aldosteron %_g im Trinkwasser
6 8 0,75 pg/h * kg KG ; PDTC (100 mg/d * kg KG)
PDTC Aldosteron - im Futter
7 8 0,75 ug/h * kg KG Sulforaphan (15 mg/d * kg
Sulf+Ald Aldosteron KG) im Trinkwasser
8 5 PBS Sulforaphan (15 mg/d * kg
Sulf KG) im Trinkwasser
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3.2.2 Immunhistochemie

3.2.2.1 ABC-DAB Methode

Die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Methode dient dazu bestimmte Antigene
bzw. Epitope in einem histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Dabei bindet
ein primarer Antikorper spezifisch an das nachzuweisende Antigen. Ein
sekundarer Antikorper, welcher mit Biotin gekoppelt ist, bindet an den
Primarantikorper. Durch Zugabe eines Komplexes von Avidin, Biotin und
biotinkonjugierter Meerrettichperoxidase (HRP) wird das Biotin des
Sekundarantikdrpers und damit mittelbar das nachzuweisende Antigen mit dem
Enzym HRP verknipft. Mit Hilfe des Chromogens Diaminobenzidin (DAB) kann
dieser Komplex nun farblich sichtbar gemacht werden.

Die zu untersuchenden 2 um starken Paraffinschnitte wurden bei 60 °C fur 1 h
erwarmt, dann erfolgte die Entparaffinierung in folgenden Schritten: 3 x 4 Minuten
in Roti-Histol, 3 x 2 Minuten in 100% EtOH, 1 x 2 Minuten in 70% EtOH.
AnschlieRend wurden die Schnitte in PBS gewaschen. Durch die Fixierung
mittels Formalin und die Einbettung in Paraffin kbnnen Quervernetzungen und
Denaturierungen der Antigene entstehen. Diese waren dann nicht mehr durch
den Primarantikbrper detektierbar. Zur Antigendemaskierungen wurden die
Schnitte in Citratpuffer (10 mM, ph 6) fur 15 Minuten bei 95°C erhitzt. Und zum
Abkuhlen fur weitere 30 Minuten im Citratpuffer belassen, gefolgt von einer
Waschung mit PBS. Die weiteren Schritte erfolgten, wenn nicht anders
beschrieben bei Raumtemperatur in einer dunklen feuchten Kammer. Durch
elektrostatische oder a@hnliche Wechselwirkungen kann es zu unspezifischen
Bindungen des primaren Antikdrpers z.B. mit stark geladenen Proteinen oder
Bindegewebselementen kommen. Um Ladungstrager zu neutralisieren und
ungewollte Bindungen zu verhindern wurden die Schnitte fir 1 h in Blockierlésung
(5% Esel-Serum in PBS) blockiert. Hiernach erfolgte Waschung mit PBS. Um die
Umsetzung des Chromogens durch endogene Peroxidasen zu verhindern
wurden die Schnitte fur 15 Minuten mit 3% H20:2 inkubiert. Nach Waschung mit
PBS, folgte die Inkubation fur 15 Minuten mit 0,001% Avidin und 0,001% Biotin
um im Geweben vorhandenes Avidin abzusattigen. Danach wurden die Schnitte

in PBS gewaschen, der Primé&rantikdrper (Nrf2 (sc-722) (Santa Cruz, California,
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USA) bzw. Phospho-Histone H2A.X (Serl39, 20E3, #9718) (Cell Signaling
Technology, Massachusetts, USA)), verdinnt in Blockierlésung (1:200),
aufgetragen und die Schnitte bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Schnitte in PBS gewaschen, der mit Biotin gekoppelte
Sekundarantikdrper (donkey anti-rabbit-IgG-B (sc-2089) (Santa Cruz, California,
USA)) aufgetragen (Verdinnung 1:200 in PBS) und fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschung mit PBS wurden die Schnitte mit
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Reagenz (Vectastain Elite ABC HRP Kit,
Vector Laboratories, CA, USA) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss und nach erneuter Waschung in PBS wurde das Chromogen
Diaminobenzidin (DAB) (Vector Laboratories, CA, USA) aufgetragen. Dieses wird
durch die in der ABC-Reagenz enthaltenen Meerrettichperoxidase (HRP) zu
einem braunen Farbstoff umgewandelt. Nach einer Inkubation von 2 Minuten
wurde das DAB-Reagenz mit Leitungswasser abgewaschen. Im Anschluss
wurden die Schnitte mit Hamatoxillin fir 2 Minuten gefarbt und unter flie3endem
Leitungswasser fur 5 Minuten gewaschen. Es folgte die Entwasserung der
Schnitte (1 Minute 70% EtOH, 4 x 2 Minuten 100% EtOH, 1 Minute Roti-Histol, 2
x 3 Minuten Roti-Histol) und das Eindecken mittels Eukitt. Bilder der Farbung
wurden am Lichtmikroskop Leica DM750 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland) mit integrierter Kamera Leica ICC50 HD bei 200-facher
VergréRerung aufgenommen. (Siehe Abb. 9).

3.2.2.2 Quantifizierung

Pro Tier wurden von Kortex und Mark jeweils 8 Bilder ausgewertet. Die
Auswertung der Bilder erfolgte zum einen durch Auszahlung der DAB-positiven
Kerne und zum anderen wurde die Gesamtzahl der Kerne eines Bildes mit Hilfe
des Programms Cellprofiler 2.0 (www.cellprofiler.org) [132] bestimmt. Die positiv

gefarbten Kerne wurden dann in Relation zur Gesamtanzahl der Kerne gesetzt.
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DAB braune Farbung

Avidin-Biotin-
Peroxidase Komplex

Biotinylierter Sekundarantikdrper

primérer Antikérper

[ | [ | A_L Antigene

Abb. 9: ABC-DAB Methode zum immunhistochemischen Nachweis bestimmter Antigene.

Das nachzuweisende Antigen wird durch den Primarantikérper markiert. Der biotinylierte
sekundare Antikorper ist gegen das Fc-Fragment des Primé&rantikdrper gerichtet und bindet diesen.
Am Biotin des Sekundarantikdrper bindet Avidin welches weitere Bindungsstellen fur Biotin besitzt.
An diese bindet Biotin welches wiederum an die Meerrettichperoxidas (HRP) gebunden ist. HRP
setzt unter Anwesenheit von H202 DAB zu einem braunen Farbstoff um.

3.2.3 Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies (DHE-Farbung)

Aufgrund ihrer Instabilitét und Reaktionsfreudigkeit, ist der direkte Nachweis
Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) nicht moglich. Um das Vorhandensein von
ROS im Gewebe zu messen, wurde Dihydroethidium (DHE) verwendet. DHE ist
ein zellpermeabler Fluoreszenzfarbstoff, welcher in Anwesenheit von ROS
oxidiert und in Ethidium umgewandelt wird, welches in die DNA interkaliert und

einen Farbumschlag von blau nach rot erfahrt.

Fir die Farbung wurden am Gefriermikrotom Leica CM 3050 S 5 um dicke
Gefrierschnitte angefertigt und diese bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Die
Schnitte wurden zunachst bei Raumtemperatur einige Sekunden antauen
gelassen und dann mit 10 uM DHE-L6sung behandelt und fiir 20 Minuten in einer
dunklen Kammer inkubiert. Die Schnitte wurden dann am Mikroskop Nikon
Eclipse 55i (Nikon, Dusseldorf, Germany) bei 200-facher Vergréf3erung unter
Verwendung des Tritc-Filters mit der Kamera Intas MP5000 (Intas, Goéttingen,
Germany) aufgenommen. Die Auswertung der Fluoreszenzintensitat erfolgte
durch Analyse der Grauwerte mit dem Programm CellProfiler 2.0
(www.cellprofiler.org) [132]. Zur Auswertung wurden mindestens 7 Bilder pro Tier

herangezogen.
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3.2.4 Histopathologie des Nierengewebes

Die entnommenen Nieren wurden per Lichtmikroskop auf das Vorhandensein
histopathologischer Veréanderungen untersucht. Dazu wurden 2 pm dicke
Gewebeschnitte angefertigt. Diese wurden mittels Hamatoxylin-Eosin (HE)-,
Perjodessigsaure-Schiff (PAS)- und Siriusrot-Farbung angefarbt. Im Anschluss
wurden folgende 4 Schadigungsindizes bestimmt: Glomeruloskleroseindex
(GSI), Mesangiolyseindex (MSI), vaskularer Schadigungsindex (VSI) und
tubulointerstitieller Schadigungsindex (TSI).

3.2.4.1 Glomeruloskleroseindex (GSI) und Mesangiolyseindex (MSI)

Die Veranderung der Glomeruli und des mesangialen Gewebes wurde mit den
Scoringssystemen: Glomeruloskleroseindex (GSI) und Mesangiolyseindex (MSI)
erfasst. Dem Mesangium kommt eine Stutzfunktion fur die glomerulare Struktur
und den innerhalb des Glomerulus verlaufenden Kapillaren zu. Im Rahmen von
Nierenpathologien, kann es sowohl zur Gbermafligen Zunahme, als auch zur
Degeneration von mesangialem Gewebe kommen. Der Glomeruloskleroseindex
(GSI) ist ein morphologisches Scoringsystem zur quantitativen Bestimmung der
glomerularen Schadigung. Dabei wird die Proliferation und Ausdehnung der
Mesangiumzellen bestimmt. Der Mesangiolyseindex (MSI) erfasst die
Veranderung der Kapillaren, welche bei Verlust von mesangialem Stitzgewebe
dilatieren. Da beide Veranderungen in der Regel zeitgleich auftreten und in
einander Ubergehen kdnnen wurden die Scores parallel erfasst. Dazu wurden
Gewebeschnitte mit der PAS-Methode gefarbt und am Lichtmikroskop Leica
DM750 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) bei 400-facher
VergroRerung maanderférmig abgefahren. Die Glomeruli wurden analog der
Methode von el Nahas [133] beurteilt (Tabelle 2).
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Tabelle 2 Stadien glomerularer Schadigung nach el Nahas [133]

Stadium Histologische Veranderung Anteil
0 Normales Glomerulus Keine Veranderung der 0%
Kapillaren
1 Mesangiale Verdickung mit Erweiterung einzelner <25%
und ohne Proliferation von Kapillaren

Mesangiumzellen, keine

Kapillarbeteiligung

2 Mesangiale Proliferation mit Erweiterung von Kapillaren | 25-50%
partieller >25%
GefalRwandbeteiligung, Oder Kapillaraneurysma bis
segmentale Sklerose 50%
3 Grol3e Teile der Kapillaren mit Kapillaraneurysma 50-75%

Obliteration oder
Narbenformation, diffuse
Sklerose

4 Totale Obliteration der Kapillaraneurysma >75%
Kapillaren mit und ohne
Kapillarthrombose, globale
Sklerose mit Kapillarkollaps

Insgesamt wurden pro Tier 45 Glomeruli erfasst. Der GSI/MSI wurde dann
anhand nachfolgender Formel berechnet.
(nS0) + (nS1) + (nS2) + (nS3) + (nS4)

45

n = Anzahl der Glomeruli in dem Entsprechenden Stadium

S = Stadium 0 - 4

GSI/MSI =

3.2.4.2 Vaskularer Schadigungsindex (VSI)
Der vaskulare Schadigungsindex (VSI) wurde genutzt um die Verénderung der
intrarenalen Gefalle zu beschreiben und zu klassifizieren. Dazu wurden mit

Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbte Schnitte am Lichtmikroskop Leica DM750 bei
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200facher VergrolRerung betrachtet. Der Nierenrindenbereich wurde
maanderformig abgefahren und 20 GefalRe pro Tier beurteilt und anhand der
Stadien nach Veniant et al [134] eingeteilt (Tabelle 3). Der VSI wurde dann mit
nachfolgender Formel berechnet.

(nS0) + (nS1) + (nS2) + (nS3) + (nS4)
20

n = Anzahl der Glomeruli in dem Entsprechenden Stadium

S = Stadium 0 - 4

VSI =

Tabelle 3 Stadien vaskularer Schadigung nach Veniant [134]

Stadium Histologische Veranderung GefalBwandverdickung
0 Normale Gefalle 0%
1 Geringe GefalRwandverdickung <25%
2 Moderate GefaRwandverdickung 25-50%
3 Schwere GefaBwandverdickung >50%
4 Fibrinoide Nekrose der Gefalde

3.2.4.3 Tubulointerstitieller Schadigungsindex (TSI)

Der tubulointerstitielle Schadigungsindex (TSI) ermdglicht die Beurteilung des
Tubulussystems und des Interstitiums der Niere. Es handelt sich dabei um einen
kombinierten Score, welcher sich aus Bewertungen von Fibrose, interstitieller
Entziindung, tubuléarer Atrophie und Dilatation zusammensetzt. Die Beurteilung
der Fibrose wurde mittels Siriusrot-Farbung durchgefuhrt. Fir Entziindungen
wurde nach Leukozytenansammlungen in HE-Farbung gesucht. Mittels PAS-
Farbung wurde die Atrophie der Basalmembran und eine Dilatation der Tubuli
beurteilt. Bewertet wurden jeweils 30 Gesichtsfelder pro Tier und Farbung. Die
Schnitte wurden dabei am Lichtmikroskop Leica DM750 bei 200facher
Vergrolierung betrachtet und maanderférmig im Rindenbereich abgefahren. Die
Beurteilung erfolgte in Anlehnung an die Kriterien nach Veniant et al [134]. Der

TSI wurde dann gemal’ folgender Formel berechnet:
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Atrophie((nS0)+(nS1)+(ns2)+(nS3)) + Fibrose((nS0)+(nS1)+(ns2)+(ns3)) +
Entzindung((nS0)+(nS1)+(ns2)+(ns3)) + Dilatation((nS0)+(nS1)+(ns2)+(ns3))
120

TSI =

n = Anzahl der Glomeruli in dem Entsprechenden Stadium

S=Stadium0-3

Tabelle 4 Stadien tubulointerstitieller Schadigung nach Veniant[134]

Stadium Histologische Veranderung Anteil am
Gesichtsfeld

0 Normales Tubulussystem 0%

1 Zeichen einer interstitiellen Entzindung und | <25%

Fibrose, tubularer Atrophie

2 Zeichen einer interstitiellen Entzindung und | 25-50%

Fibrose, tubularer Atrophie und Dilatation

3 Zeichen einer interstitiellen Entzindung und | >50%

Fibrose, tubularer Atrophie und Dilatation

3.2.5 Proteinchemie: Westernblot

Mit der Westernblot-Methode kénnen spezielle Proteine eines Proteingemisches
nachgewiesen und Aussagen tber deren Menge getroffen werden. Dazu werden
die Proteine mittels Gel-Elektrophorese entlang ihrer Molekulmasse in einer
Tragermatrix (z.B. SDS-Page) aufgetrennt. Im Anschluss erfolgt der
Proteintransfer (Blotting) durch ein orthogonal zum Gel gerichtetes elektrisches
Feld auf eine Tragermembran (i.d.R. Polyvinylidendifluorid (PVDF) oder
Nitrocellulose). Das nachzuweisende Antigen wird dann durch Inkubation mit
dem speziell dagegen gerichteten Antikérper (= Primarantikdrper) markiert. Ein
zweiter Antikorper (= Sekundarantikérper), welcher mit einem Enzym verknupft
ist (z.B. HRP), bindet das Fc-Fragment des Priméarantikérpers und ist durch
Zugabe eines Reagenzes (z.B. Luminol) detektierbar.

Fur die Herstellung des Proteinextraktes wurden ca. 40 mg von in flissigem
Stickstoff gefrorenem Nierengewebe gemorsert und mit einem Mikropistill
pulverisiert. AnschlieRend wurden 500 pl RIPA-Puffer (50 mM Tris, 150mM NacCl,
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1mM EDTA, 0,025% Natriumdesoxycholat, 1% Nonidet, 1 mM NaF), welchem
pro ml noch 5 pg eines Protease-Inhibitor-Cocktails und 10 pg eines
Phosphataseinhibitors (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) zugeflugt
wurden, hinzugegeben und das Gemisch zehnmal durch eine 1 ml Spritze mit
einer 26 G Kanule gezogen. Im Anschluss wurde es bei 4°C und 8000g fir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Der Proteingehalt wurde dann mit
der Bradford-Methode [135] bestimmt. 50 pug des Proteingemisches wurden mit
5ul Roti-Load (8% SDS, 20% 2-Mercaptoethanol, 40 Glycerin, 0,015%
Bromphenolblau (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany)) versetzt, bei
95°C fur 5 min aufgekocht und im Anschluss direkt auf Eis gelagert. Durch die
Zufuhr von Hitze und SDS kommt es zum Aufbrechen von
Wasserstoffbriickenbindungen und zum Verlust der Sekundér- und
Tertiarstrukturen der Proteine. Durch Anlagerung von SDS werden vorhandene
Eigenladungen der Proteine Uberdeckt, was zu einer konstanten negativen
Ladung der Proteine beitragt. Das Thiol Mercaptoethanol fiihrt durch Reduktion
zur Spaltung von Disulfidbriicken (z.B. zwischen Cysteinresten) und damit zum
weiterem  Aufbrechen der Proteinstrukturen. Die so vorbereiteten
Proteingemische wurden dann mittels SDS-PAGE-Verfahren anhand ihrer
Molekilmasse aufgetrennt. Dazu wurden sie auf ein 12,5%iges Polyacrylamidgel
geladen, in eine Eletrophoresekammer mit Laufpuffer (25 mMTris, 192 mM
Glycin, 3 mM SDS) gegeben und ein elektrisches Feld angelegt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 4°C, zunachst mit 30-minutiger Einlaufphase bei 100
V und im Anschluss fir 1 h bei 200 V. Es folgte die Migration der negativ
geladenen  Proben durch das Gel in Richtung Anode. Die
Migrationsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zur Molekulgréf3e, so
dass die kleinsten Proteine, am Ende der Elektrophorese, den weitesten Weg
zurlckgelegt haben und sich am nachsten zur Anode wiederfinden. Um diesen
Prozess zu visualisieren und eine spatere Grol3enzuordnung der Proteine zu
ermoglichen, liefen farbige Molekulargewichts-Marker mit (Page Ruler, Thermo
Scientific, Rockford, USA). Im Anschluss wurden die Proteine im Nass-Blott
Verfahren auf eine PVDF-Trdgermembran (Roti-PVDF, 0,45 um, Roth,
Karlsruhe, Deutschland) Gbertragen. Die Membran wurde zun&chst fir 1 Minute
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in  Methanol inkubiert und anschlieRend, dem Gel aufliegend, in eine
Elektrophoresekammer gegeben. Die Kammer wurde mit Transferpuffer gefillt
(25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% MeOH) und ein orthogonal zu Gel und
Membran verlaufendes elektrisches Feld angelegt (100 V, 60 Minuten, 4°C).
Hierdurch erfolgte die Migration der Proteine in Richtung Membran, an welcher
sie durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen haften bleiben. Um einen
erfolgreichen Proteintransfer nachzuweisen, wurde die Membran mit Ponceau S
(Ponceau S 250 mg, H20 45 ml, MeOH 40 ml, Essigsaure 15 ml) angeféarbt und
im Anschluss mit Entfarberldsung (H20 82,5 ml, MeOH 7,5 ml, Essigsaure 10 ml)
wieder entfarbt und mit PBS gewaschen. Um unspezifische
Proteinbindungsstellen zu blockieren wurden die Membranen fir mindestens 2 h
bei Raumtemperatur in Blockierlosung (5 % Milchpulver oder 5 % BSA in TBS-T
(50mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20)) inkubiert. Danach wurde der
Priméarantikorper, im Blockiermedium entsprechend verdunnt und aufgetragen y-
GCSc (sc-22755), (Santa Cruz, California, USA); GAPDH (14C10, #2118)
1:4000 (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA); HO-1 (ab13243)
1:1000 (abcam, Cambridge, UK); TrxR1 (N3C2, GTX108727) 1:1000, SOD1
(GTX100554) 1:1000 (GeneTex Inc., California, USA)) und tber Nacht bei 4°C
einwirken gelassen. Am nachsten Tag wurden die Membranen in TBS-T 3-mal
fur 10 Minuten gewaschen und der entsprechende Sekundarantikorper
aufgetragen (anti-rabbit IgG HRP-linked 1:1000 — 1:7000 (in Blockierlésung),
#7074, (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA)) und fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte erneutes Waschen in TBS-T (3
X 10 min) und Inkubation der Membran mit Luminol (Supersignal West Dura,
Thermo Scientific, Rockford, USA) fur 5 min in einer lichtgeschutzten Kammer.
In Gegenwart von H202 wird Luminol durch die Meerrettichperoxidase in seine
oxidierte Form Uberflhrt und deren Lumineszens wurde mittels Rontgenfilm
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK)
erfasst. Die Auswertung und Quantifizierung der Banden erfolgte mit dem
Programm ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) [136].
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3.2.6 Statistik

Die Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) dargestellt. Pro
Gruppe wurde der Mittelwert von 5-8 Tieren gebildet. Zur statistischen
Auswertung wurde das Programm SPSS 21 (IBM, Somer, USA) bzw. Prism 7
(GraphPad, La Jolla, USA) verwendet. Mittels Shapiro-Wilk-Test wurden die
Daten auf Normalverteilung gepruft. Normalverteilte Werte wurden mit einer
Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem post-hoc Vergleich nach Scheffé
oder Turkey getestet. Daten ohne Normalverteilung wurden mittels Kruskal-
Wallis-Test und anschlieBendem post-hoc Test nach Dunn analysiert. Dabei
wurde sowohl gegen die Kontrolle als auch gegen die Aldosteron-Gruppe
getestet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant anerkannt. Far die
Auswertung der DHE-Farbung wurde ein ungepaarter t-Test zwischen den

Gruppen und der Kontrolle durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Blutdruckentwicklung

Zur Beurteilung des Blutdrucks, wurde in wéchentlichen Abstanden der Blutdruck
mittels nichtinvasiver tail-cuff-Methode gemessen [131]. Die Messungen wurden
bereits 2 Wochen vor Versuchsbeginn durchgefuhrt, um so die Tiere an die
Messmethode zu gewdhnen und bestehende Gruppenunterschiede
aufzudecken. Die Tiere zeigten in dieser Phase keine signifikanten Unterschiede.
Wahrend der Versuchszeit zeigte die Kontrolle einen geringen, doch
kontinuierlichen Blutdruckanstieg, vermutlich durch die Zugabe von 1 % NaCl im
Trinkwasser, welche alle Gruppen betraf. Die Aldosterongruppe zeigte ab der 2.
Versuchswoche (Woche 4) bis zum Ende des Versuchs einen signifikanten
Anstieg des Blutdrucks im Vergleich zur Kontrolle. Die Interventionen mit
Spironolacton und PDTC konnten diesen Anstieg weitgehend verhindern und
fuhrten letztlich zu signifikant niedrigeren Blutdruckwerten im Vergleich zur
Aldosterongruppe. Auch die Interventionen mit Apocynin und Sulforaphan
zeigten einen a&hnlich niedrigen Blutdruckanstieg und im Vergleich zur
Aldosterongruppe deutlich niedrigere Blutdruckwerte, konnten allerdings keine
Signifikanz erreichen. Die Behandlung mit L-NAME fiihrte sowohl im Vergleich
zur Kontrolle als auch zur Aldosterongruppe zu einer signifikanten Zunahme des
Blutdrucks. Damit zeigte diese Gruppe die hochsten Blutdruckwerte im Versuch.
Die alleinige Gabe von Sulforaphan zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine
signifikante Anderung des Blutdrucks.

Tabelle 5: Tabellarische Darstellung der Blutdruckwerte.

Der Blutdruck wurde wochentlich mittels nicht-invasiver tail-cuff-Methode gemessen [131]. Nach
2-woéchiger Gewodhnungsphase an die Messmethode begann der Versuch wie unter 3.2.1
beschrieben. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardfehler der gemessenen Blutdruckwerte.
Statistisch signifikante Abweichungen sind grau unterlegt. *** p < 0,001 vs. Kontrolle; ** p < 0,01
vs. Kontrolle; ° p < 0,05 vs. Ald. Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-
NAME, Sulf: Sulforaphan. Durchgefuhrt von Thomas Budel (technische Assistenz).

Gruppe Woche 1 | Woche 2 | Woche 3 | Woche 4 Woche 5 Woche 6
Kontrolle 139+35(139+24 |140+28 |142+24 147 £ 4,2 153+5,2

Aldosteron | 149+ 3,7 | 144+35 | 146+4,2 | 166 +5,9* 180 + 6,1* 180 + 7,3*
Spiro./Ald. | 141+3,1|141+24 |138+45 |152+3/4 150 + 2,0° 152 + 2,8°
Apo./Ald. 145+4,2 | 140+£3,2 | 137+x7,1 | 148+7,2 159 +5,2 155+6,4
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LN/AId. 147+1,3 | 145+28 |150+9,5 | 174 +£5,2* | 189 £ 8,8** | 209 + 12***/°
PDTC/AId. | 145+3,2 | 141+2,8 | 144+4,0 | 155+3,8 162 + 3,9 154 + 3,6°
Sulf./Ald. 144 +3,4 | 130+4,6 |135+2,8 | 154+4,9 161+ 4,6 161+ 3,1
Sulf. 136 +3,2 | 139+49 |135+4,2 |151+34 139+ 4,6 147+ 3,4
Versuchsende
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120
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Abb. 10: Graphische Darstellung der Blutdruckwerte.

Der Blutdruck wurde wochentlich mittels nicht-invasiver tail-cuff-Methode gemessen [131]. Nach
2-wéchiger Gewdhnung an die Messmethode begann der Versuch wie unter 3.2.1 beschrieben fur
einen Zeitraum von 28 Tagen. Gezeigt ist eine graphische Darstellung der Mittelwerte +
Standardfehler der gemessenen Blutdruckwerte. *** p < 0,001 vs. Kontrolle; ** p < 0,01 vs.
Kontrolle; ° p < 0,05 vs. Ald. Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-NAME,
Sulf: Sulforaphan.

4.2 Histopathologische Veranderungen der Niere
Zur
Versuchstiere wurden verschiedene Schadigungsindices bestimmt (3.2.4). GSI
und MSI

Mesangiums bzw. der Aufweitung von KapillargefaRen die glomerulére

Beurteilung histopathologischer Veranderungen an den Nieren der

beurteilten dabei anhand der Entwicklung des glomerularen
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Schadigung. Mit dem VSI wurden pathologische Veranderungen an intrarenalen
Gefalien quantifiziert. Mit der Erhebung des TSI wurde das Tubulussystem und
Interstitium beurteilt, wobei dieser Score eine Zusammenschau aus Erhebungen

zu Atrophie der Basalmembran, Fibrose, Entziindung und Tubulus-Dilatation ist.

4.2.1 GSI/MSI

Der GSI zeigte eine deutliche Steigerung der glomerularen Schadigung in der
Aldosterongruppe im Vergleich zur Kontrolle. Der Durchschnittswert war in der
Aldosterongruppe doppelt so hoch wie in der Kontrolle (Abb. 11). Die
Behandlungen mit Spironolacton und Sulforaphan konnten die durch Aldosteron
hervorgerufene glomerulare Sklerosierung nahezu vollstandig verhindern. Auch
die Interventionen mit Apocynin, L-NAME und PDTC flhrten zu einem Absinken
der Glomerulosklerose im Vergleich zur Aldosterongruppe, doch konnte fir
diesen Effekt keine statistische Signifikanz gezeigt werden. Die alleinige Gabe
von Sulforaphan fuhrte in den Versuchstieren zu den niedrigsten GSI-Werten,
wobei fur das Absinken des GSI im Vergleich zur Kontrollgruppe keine

statistische Signifikanz gezeigt werden konnte.

Erwartungsgemal zeigte der MSI ein ahnliches Verteilungsmuster wie der GSI
(Abb. 12). Die absoluten Werte lagen dabei etwa um die Halfte niedriger als beim
GSI. Die beobachteten glomerularen Schaden waren folglich mehr durch die
Glomerulosklerose bestimmt. Die Aldosterongruppe zeigte auch im MSI eine
Verdoppelung der Durchschnittswerte im Vergleich zur Kontrolle. Bei den
Interventionsgruppen konnte fur keine Gruppe eine signifikante Reduktion des
MSI gezeigt werden. Wie beim GSI zeigte L-NAME den schwachsten Effekt. Die
starkste protektive Wirkung zeigten Spironolacton und PDTC. Eine Behandlung
mit Sulforaphan alleine fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu keinem Absinken des

Mesangiolyseindex.
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Abb. 11: Semiquantitative Auswertung des
. Glomeruloskleroseindex (GSI).

- A: Paraffinschnitte wurden mittels PAS-
Farbung gefarbt und bei 400-facher
VergroRerung maanderformig abgefahren.
Pro Tier wurden 45 Glomeruli bewertet. Die
Auswertung erfolgte analog der Methode
nach al Nahas [133] mit Hilfe des Scores
unter 3.2.4.1. Gezeigt sind Mittelwert +
Standardfehler. * p < 0,05 vs. Kontrolle; ° p < 0,05 vs. Aldosteron. Ald: Aldosteron, Spiro:
Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-NAME, Sulf: Sulforaphan. B: Links histologischer
Normalbefund, rechts: Bild eines Glomerulus mit Glomerulosklerose.
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Abb. 12: Semiquantitative Auswertung des
Mesangiolyseindex (MSI).

A: Paraffinschnitte wurden mittels PAS-
Farbung gefarbt und bei 400-facher
VergroRerung méaanderformig abgefahren.
Pro Tier wurden 45 Glomeruli bewertet. Die
Auswertung erfolgte analog der Methode
nach al Nahas [133] mit Hilfe des Scores
unter 3.2.4.1. Gezeigt sind Mittelwert +
Standardfehler. Auswertung mit Hilfe des Scores unter 3.2.4.1. ** p < 0,01 vs. Kontrolle. Ald:
Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-NAME, Sulf: Sulforaphan. B: Links
histologischer Normalbefund, rechts: Bild eines Glomerulus mit Mesangiolyse.
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4.2.2 VSI

Aldosteron flihrte zu einer signifikanten Zunahme der intrarenalen
Gefallwanddicke (Abb. 13). Spironolacton war in der Lage diesen Effekt ganzlich
zu verhindern. Beim Vergleich der absoluten Werte zeigte die
Spironolactongruppe den geringsten Durchschnittswert mit einem leicht
geringeren VSI als die Kontrollgruppe. Die Interventionen mit Apocynin, L-NAME
und PDTC konnten ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der Aldosteron-
vermittelten GefaBwandschadigung beitragen. Auch die Intervention mit
Sulforaphan fuhrte zu einem Absinken der Wandschéaden, konnte allerdings
keine statistische Signifikanz erreichen. Die alleinige Gabe von Sulforaphan

zeigte im Vergleich zur Kontrolle keinen protektiven Effekt.
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0,8 T
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Vaskuldrer Schadigungsindex (VSI)

Kontrolle Ald. Spiro./Ald. Apo./Ald. LN/AId. PDTC/Ald. Sulf./Ald. Sulf.
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v 2 Abb. 13: Semiquantitative Auswertung des

A /‘i vaskuléaren Schadigungsindex (VSI).

o s W Qﬁ; —1 A: Paraffinschnitte wurden mittels HE-
' »\\'&J"g, /~—. Farbung gefarbt und bei 200-facher

S aAg /’M’ms VergroRerung maanderférmig abgefahren.

UL )\:')A,. =

B g Pro Tier wurden 20 GefaRe bewertet. Die

Normalbefund &m Gefanandverdlckung Auswertung erfolgte analog der Methode

nach Veniant [134] und mit Hilfe des Scores

unter 3.2.4.2. Gezeigt sind Mittelwert + Standardfehler. ** p < 0,01 vs. Kontrolle; ° p < 0,05 vs.

Ald.; °° p £ 0,01 vs. Ald. Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-NAME, Sulf:

Sulforaphan. B: Links histologischer Normalbefund, rechts: Bild einer pathologisch veranderten
GefaRwand.
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423 TSI

Bei der Bestimmung des tubulointerstitiellen Schadigungsindex (TSI) lagen die
Gruppen im zusammengefassten Score sehr eng zusammen und verblieben
weitgehend auf dem Niveau der Kontrolle (Abb. 14). Einzig die L-NAME-Gruppe
zeigte einen signifikanten Anstieg der tubularen Schadigung im Vergleich zur
Kontroll- und Aldosterongruppe. Die alleinige Gabe von Sulforaphan zeigte ein
leichtes Absinken im Vergleich zur Kontrollgruppe und damit einen protektiven
Effekt auf das Tubulussystem, jedoch konnte keine statistische Signifikanz
erreicht werden. Der TSI ist ein zusammengesetzter Score aus Werten zu
Entzindung, Fibrose, Atrophie und Dilatation (vergleiche 3.2.4.3). Die

Einzelwerte stellten sich wie folgt dar:

Fur die Entzindungswerte konnten zwischen den Gruppen keine statistisch
signifikanten Unterschiede gezeigt werden. Tendenziell fihrte Aldosteron zu
einem leichten Anstieg interstitieller Entziindung. Dieser Effekt konnte durch
Spironolacton, Apocynin und PDTC vollstandig verhindert werden. Der
Durchschnittswert dieser Gruppen lag noch unter dem der Kontrolle. Eine
Behandlung mit Sulforaphan war nicht in der Lage die Aldosteron-vermittelte
Entzindung zu verhindern. Den hochsten Wert zeigte die Gruppe welche L-
NAME und Aldosteron bekommen hatte.

Bei der Bestimmung der Fibrose wurden durchweg héhere Werte erzielt, so dass
der finale TSI von den Werten fur Fibrose beeinflusst wurde. Die Gruppen lagen
dabei sehr nahe zusammen. Einzig fur die Intervention mit L-NAME konnte eine
statistisch signifikante Zunahme der Fibrose gegeniber der Kontroll- und

Aldosterongruppe gezeigt werden.

Bei der tubularen Atrophie zeigte die Aldosterongruppe keine Zunahme. Die
Intervention mit L-NAME fuhrte zu einem deutlichen Anstieg, welcher zur
Aldosterongruppe signifikant war. Die alleinige Gabe von Sulforaphan fihrte zu
einem Absinken der Werte im Vergleich zur Kontrolle, konnte jedoch fir diesen

protektiven Effekt keine Signifikanz erreichen.

Die tubulare Dilatation war selten. Einzig die Intervention mit L-NAME zeigte

einen signifikanten Anstieg, sowohl zur Kontrolle als auch zur Aldosterongruppe.
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Abb. 14: Semiquantitative Auswertung des tubulointerstitiellen Schadigungsindex (TSI) und
gesonderte Darstellung der einzelnen Score-Bestandteile.

A: Darstellung des TSI. Der TSI wurde analog der Methode nach Veniant [134] und mit Hilfe des
Scores unter 3.2.4.3 bestimmt. Dabei wurden folgenden Farbungen auf Paraffinschnitten
verwendet: Siriusrot zur Bestimmung von Fibrose und Tubulusdilatation, HE zur Bestimmung von
Entzindung (Leukozytenansammlungen) und PAS fur die Beurteilung der Atrophie der
Basalmembran. B: Gesonderte Darstellung der einzelnen Score-Bestandteile, mit jeweils
reprasentativem histologischem Beispielbefund der Kontrolle und der L-NAME-Gruppe. Gezeigt
sind Mittelwerte + Standardfehler. * p < 0,05 vs. Kontrolle; ° p < 0,05 vs. Ald.; °° p < 0,01 vs. Ald.
K: Kontrolle, Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, L-N: L-NAME, S-A:
Sulforaphan-Aldosteron, Sulf: Sulforaphan.

39



Ergebnisse

4.3 Aldosteron fuhrt zur Bildung von ROS

Das Vorliegen von oxidativem Stress wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Dihydroethidium (DHE) auf Gefrierschnitten untersucht. DHE signalisiert dabei
die Anwesenheit von ROS durch eine rotliche Fluoreszenz, welche nach
Oxidation des Farbstoffs emittiert wird. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde mit
dem Programm CellProfiler 2.0 durch eine Messung der Grauintensitaten
ermittelt. In der Auswertung zeigte sich, dass Aldosteron zu einer Zunahme von
reaktiven Sauerstoffspezies fuhrte (Abb. 15). Durch die Interventionen konnte die
ROS-Menge gesenkt werden. Eine Ausnahme stellte hierbei die L-NAME-
Gruppe dar, in welcher es zu keiner Absenkung der ROS-Werte kam. Am
deutlichsten zeigte sich die Reduktion von ROS in den Gruppen mit einer
Intervention mit Spironolacton und mit PDTC. Fir keines der Ergebnisse konnte
mittels ANOVA statistische Signifikanz gezeigt werden. Um dennoch zu
Uberprufen, ob der offensichtliche Unterschied zwischen Kontrolle und
Aldosteron statistisch signifikant ist, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt,
der bestatigte, dass es einen signifikanten Anstieg des oxidativen Stresses in der

Aldosterongruppe gab.
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Durchschnittlicher Grauwert

Kontrolle Ald. Spiro./Ald. Apo./Ald. LN/Ald. PDTC/Ald. Sulf./Ald. Sulf.
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Abb. 15: Nachweis von ROS.

A: Die Visualisierung von ROS erfolgte auf
Gefrierschnitten mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Dihydroethidium (DHE). Die Schnitte wurde mit
10 pM DHE-L&sung fur 20 Minuten inkubiert und
anschlielend Bildausschnitte bei 200-facher
VergréRerung mit Tritc-Filter aufgenommen. Die
Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte durch
Messung der Grauwerte mit dem Programm Cellprofiler [132] und wurde auf die Kontrollgruppe normiert.
Pro Tier wurden min. 7 Bilder ausgewertet. Gezeigt sind Mittelwert + Standardfehler. (*) p < 0,05 vs. Kontrolle
im ungepaarten t-Test. B: Reprasentative Beispielbilder DHE-gefarbter Gefrierschnitte der Kontrolle (links)
und der Aldosterongruppe (rechts).

Kontrolle

—20um Aldosteron
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4.4 Die Aktivierung von Nrf2 durch Aldosteron und durch Sulforaphan

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 ist der Hauptregulator der antioxidativen Abwehr.
Er kann durch vermehrtes Anfallen von ROS, durch Modifikation von Keapl oder
uber die PKC aktiviert werden. Nach seiner Aktivierung lost sich Nrf2 von Keapl
und es erfolgt die Translokation in den Zellkern. Dort bindet er an die
Promotorregion antioxidativer Gene und veranlasst deren Expression. Mittels
immunhistochemischer Farbung wurde Nrf2 im Zellkern sichtbar gemacht und im

Anschluss quantifiziert (3.2.2)

Im Kortex fuhrte Aldosteron im Vergleich zur Kontrolle durchschnittlich zu einer
Verdreifachung der Nrf2-positiven Kerne (Abb. 16). Spironolacton war in der
Lage, diese Aktivierung vollstandig zu verhindern; der Durchschnittswert der
Spironolactongruppe war gleich dem der Kontrolle. Auch die Interventionen mit
Apocynin, L-NAME und PDTC fuhrten zu einer deutlichen Reduktion der Nrf2
Aktivierung. Die Einnahme von Sulforaphan fiuihrte sowohl mit als auch ohne
Aldosteron zu einer deutlichen Nrf2-Aktivierung und im Vergleich zur Kontrolle zu

bis zu vierfach erh6hten Durchschnittswerten.

Im Nierenmark zeigte sich ein &hnliches Verteilungsmuster, wobei die Anzahl
Nrf2-positiver Kerne insgesamt hoher ausfiel. Aldosteron fiihrte hier zu deren
Verdoppelung (Abb. 16). Spironolacton und Apocynin verhinderten die
zusatzliche  Aktivierung  vollstdndig, wobei  Apocynin mit  seinem
Durchschnittswert unter dem der Kontrolle lag. Auch die Interventionen mit L-
NAME und PDTC konnten die Aktivierung von Nrf2 verhindern. Die Einnahme
von Sulforaphan fihrte zur starksten Nrf2-Aktivierung. Die Gruppe, welche
Aldosteron zuzlglich Sulforaphan erhalten hatte, wies analog zur Verteilung im

Nierenkortex den hochsten Wert auf.
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Abb. 16 Immunhistochemischer Nachweis von Nrf2
im Nierenkortex und Nierenmark.

A: Nrf2 wurde im Zellkern mittels
immunhistochemischer Farbung nachgewiesen und
quantifiziert. Die positiv gefarbten Kerne wurden in
Relation zur Gesamtanzahl der Zellkerne gesetzt. Die
Bestimmung der Gesamtzahl erfolgte mit dem
Programm Cellprofiler 2.0 [132]. Pro Tier wurden von
Kortex und Mark jeweils 8 Bilder ausgewertet. Gezeigt
ist der Mittelwert + Standardfehler. *** p < 0,001 vs.
Kontrolle; ** p < 0,01 vs. Kontrolle; * p < 0,05 vs.
Kontrolle; °° p < 0,01 vs. Ald. Ald: Aldosteron, Spiro:
Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-NAME, Sulf:
Sulforaphan. B: Reprasentative Beispielbilder Nrf2-
gefarbter Schnitte der Kontrolle und Aldosterongruppe
(obere Reihe Nierenkortex, untere Reihe Nierenmark)

4.5 Beeinflussung der Expression antioxidativer Proteine

Wie unter 4.4 gezeigt werden konnte, fuhrten Aldosteron und Sulforaphan zu
einer verstarkten Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2. Um die
Auswirkungen der Nrf2-Aktivierung auf die antioxidative Abwehr zu messen

wurde die Expression verschiedener antioxidativer Schlisselenzyme mittels

Western-Blot nachgewiesen und mit dem Programm ImageJ [136] quantifiziert.
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4.5.1 Superoxiddismutase (SOD1)

Die Superoxiddismutase katalysiert die Umwandlung von Superoxiden zu H20:2
und ist damit ein Kernenzym im Abbau von ROS. Weder die Aldosteron- noch
die Interventionsgruppen zeigten einen statistisch signifikanten Anstieg (Abb.
17). Die alleinige Behandlung mit Sulforaphan fiihrte zu den héchsten Werten fur

SOD1, wobei auch hierfur keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden

konnte.
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Kontrolle Ald. Spiro./Ald. Apo./Ald. LN/Ald. PDTC/Ald. Sulf./Ald. Sulf.
Abb. 17: Expression von SOD1
A: Repréasentative Westernblots, zusammengesetzt aus verschiedenen Blots zur Expression von
SOD1 und dem Referenzprotein GAPDH. B: Gezeigt ist der Mittelwert + Standardfehler von 8
Versuchstieren (bzw. 5 Tieren in der Sulforaphangruppe). Die Quantifizierung erfolgte mit dem
Programm ImageJ [136] und durch Beziehen von SOD1 auf das Referenzprotein GAPDH. K:

Kontrolle, Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, LN: L-NAME, S-A: Sulforaphan-
Aldosteron, Sulf: Sulforaphan.

4.5.2 Auswirkungen auf das Glutathion- und Thioredoxinsystem

Das Glutathion- und das Thioredoxinsystem sind zwei der wichtigsten
Redoxsysteme der menschlichen Zelle. Zur Analyse des Glutathionsystems
wurde die katalytische Untereinheit (GCLC) der Glutamatcysteinligase
quantifiziert. Diese reguliert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der
Glutathionsynthese. Fir die Aldosterongruppe konnte keine vermehrte
Expression von GCLC gezeigt werden, auch die Interventionsgruppen zeigten
keine signifikante Abweichung. Die alleinige Gabe von Sulforaphan flhrte zu den
hochsten Durchschnittswerten, wobei auch hierfir keine statistische Signifikanz

erreicht wurde.

43



Ergebnisse

A arpr = —— a——— g —
15 B GeLe ﬁ-—----
,
K Ald Spiro  Apo L-N PDTC S-A Sulf
°
=]
©
€ 1
I
o
a
)
S 0,5
—
o
O
0

Kontrolle Ald. Spiro./Ald. Apo./Ald. LN/Ald. PDTC/Ald. Sulf./Ald. Sulf.

Abb. 18: Expression von GCLC.

A: Reprasentative Westernblots, zusammengesetzt aus verschiedenen Blots zur Expression von
GCLC und dem Referenzprotein GAPDH. B: Gezeigt ist der Mittelwert + Standardfehler von 8
Versuchstieren (bzw. 5 Tieren in der Sulforaphangruppe). Quantifizierung erfolgte mit dem
Programm ImageJ [136] und durch Beziehen von GCLC auf das Referenzprotein GAPDH. K:
Kontrolle, Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, L-N: L-NAME, S-A:
Sulforaphan/Aldosteron, Sulf: Sulforaphan.

Die Thioredoxinreduktase (TrxR1) bildet mit Thioredoxin und NADPH ein
wichtiges Redoxsystem [113]. Weder die Aldosterongruppe noch die
Interventionen zeigten einen signifikanten Anstieg von TrxR1 (Abb. 19). Die Gabe
von PDTC fihrte zu einem signifikanten Absinken der TrxR1-Expression im
Vergleich zu Aldosterongruppe. Die alleinige Gabe von Sulforaphan fiihrte zu
einem Anstieg der Werte fur TrxR1 im Vergleich zur Kontrolle, wobei dieser Effekt

statistisch nicht signifikant war.
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Abb. 19: Expression der Thioredoxinreduktase TrxR1.

A: Reprasentative Westernblots, zusammengesetzt aus verschiedenen Blots zur Expression von
TrxR1 und dem Referenzprotein GAPDH. B: Gezeigt ist der Mittelwert + Standardfehler von 8
Versuchstieren (bzw. 5 Tieren in der Sulforaphangruppe). Quantifizierung erfolgte mit dem
Programm ImageJ [136] und durch Beziehen von TrxR1 auf das Referenzprotein GAPDH. ° p <
0,05 vs. Ald. K: Kontrolle, Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, L-N: L-NAME, S-
A: Sulforaphan/Aldosteron, Sulf: Sulforaphan.
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4.5.3 Auswirkung auf die Expression von HO-1

HO-1 katalysiert den Abbau von freiem Ham zu Fe?*, CO und Biliverdin bzw.
Bilirubin. Freies Ham kann mittels Fenton-Reaktion zur Bildung von OH" aus
H20:2 fihren. Die Abbauprodukte des Hams haben hingegen eine antioxidative
und zytoprotektive Funktion (vergleiche 1.6.3). Fur Aldosteron konnte keine
Steigerung der Expression von HO-1 gezeigt werden (Abb. 20). L-NAME und
PDTC fuhrten zu einem signifikanten Anstieg von HO-1 im Vergleich zur
Aldosterongruppe. Bei der gemeinsamen Gabe von Sulforaphan und Aldosteron
blieb HO-1 auf dem Niveau der Kontrolle. Die alleinige Gabe von Sulforaphan
fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der HO-1 Expression und mithin zu den
hochsten Werten, es konnte jedoch gegeniber der Kontrollgruppe keine
Signifikanz fir diesen Anstieg gezeigt werden.
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Abb. 20: Expression von HO-1.

A: Reprasentative Westernblots, zusammengesetzt aus verschiedenen Blots zur Expression von
HO-1 und dem Referenzprotein GAPDH. B: Gezeigt ist der Mittelwert + Standardfehler von 8
Versuchstieren (bzw. 5 Tieren in der Sulforaphangruppe). Quantifizierung erfolgte mit dem
Programm ImageJ [136] und durch Beziehen von TrxR1 auf das Referenzprotein GAPDH. ° p <
0,05 vs. Ald. K: Kontrolle, Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo: Apocynin, L-N: L-NAME, S-
A: Sulforaphan/Aldosteron, Sulf: Sulforaphan.

4.6 Aldosteron-vermittelte Genomschadigung (y-H2AX)

Zum Nachweis von DNA-Schaden wurden Paraffinschnitte der Nieren mit einem
Antikorper gegen y-H2AX immunhistochemisch gefarbt (3.2.2). Das Histon H2AX
kommt in allen eukaryontischen Zellen vor. Es ist eine Sonderform des Histons
H2A. Dieses bildet mit anderen Histonen im Zellkern Oktamere, um welche die

DNA gewunden ist. Sie tragen zur Stabilisierung und Kondensation der DNA bei.
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Im Falle von DNA-Doppelstrangbrichen kommt es zur Phosphorylierung
benachbarter H2AX-Histone am Serin 139 [137]. Sie werden nun y-H2AX
genannt. Durch die Phosphorylierung wird eine nachfolgende Kaskade von DNA-
Reparaturmechanismen aktiviert [138]. Der Nachweis von y-H2AX findet als
sensitive Methode zur Quantifizierung von DNA-Schaden breite Anwendung
[139]. Mittels immunhistochemischer Farbung wurde y-H2AX im Zellkern sichtbar

gemacht und im Anschluss quantifiziert (3.2.2).

Im Nierenkortex fuhrte Aldosteron zu einem deutlichen Anstieg der DNA-
Schaden. Die Aldosterongruppe zeigte mehr als eine Verdoppelung der
geschadigten Kerne (Abb. 21). Alle Interventionen waren in der Lage die durch
Aldosteron verursachten DNA-Schéaden im Kortex zu reduzieren. Mit Ausnahme
der L-NAME-Gruppe waren diese protektiven Effekte auch statistisch signifikant.
Keine Intervention war in der Lage, die genotoxische Wirkung von Aldosteron
vollkommen zu verhindern. Den starksten Effekt hatten die Behandlungen mit
PDTC und Sulforaphan, dicht gefolgt von Spironolacton. Die alleinige Einnahme

von Sulforaphan zeigte im Vergleich zur Kontrolle keinen protektiven Effekt.

Im Nierenmark zeigte sich ein &hnliches Verteilungsmuster der DNA-Schéden
wie im Nierenkortex, wobei die Anzahl y-H2AX-positiver Zellkerne insgesamt
hoher lag. Auch hier fuhrte Aldosteron im Vergleich zur Kontrolle zu mehr als
einer Verdoppelung der geschadigten Kerne (Abb. 21). In allen
Interventionsgruppen konnte eine signifikante Reduktion der Aldosteron-
vermittelten Genomschadigung erzielt werden, wobei auch hier keine
Intervention in der Lage war die DNA-Schaden vollkommen zu verhindern.
Spironolacton zeigte im Nierenmark den starksten protektiven Effekt. Die
alleinige Behandlung mit Sulforaphan zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine
zusatzliche Reduktion von DNA-Schéaden.
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Abb. 21 Immunhistochemischer Nachweis von
y-H2AX auf Paraffinschnitten im Nierenmark
und im Nierenkortex.
A: DNA-Doppelstrangbriche wurden mittels
immunhistochemischer Farbung von y-H2AX im
Zellkern sichtbar gemacht und quantifiziert. Die
positiv gefarbten Kerne wurden in Relation zur
Gesamtanzahl der Zellkerne gesetzt. Die
Bestimmung der Gesamtzahl erfolgte mit dem
Programm Cellprofiler 2.0 [132]. Pro Tier wurden
von Kortex und Mark jeweils 8 Bilder ausgewertet.
& IR ~er 4 «¥u-u Gezeigt ist der Mittelwert + Standardfehler. *** p <
: ' \\ el (o SFUREERD L4155 0,001 vs. Kontrolle; ° p < 0,05 vs. Ald.; °° p < 0,01
N fania vs. Ald. Ald: Aldosteron, Spiro: Spironolacton, Apo:
Apocynin, LN: L-NAME, Sulf: Sulforaphan. B: Reprasentative Beispielbilder y-H2AX-gefarbter
Schnitte der Kontrolle und Aldosterongruppe (obere Reihe Nierenkortex, untere Reihe Nierenmark)
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5 Diskussion

Patienten mit erhdhten Aldosteronspiegel zeigen eine gesteigerte Inzidenz fur
Malignome, insbesondere zeigt sich bei diesen Patienten ein vermehrtes
Vorkommen von Nierenzellkarzinomen [26]. Des Weiteren zeigen Patienten mit
ausgepragter Herzinsuffizienz sowie nach stattgehabtem Myokardinfarkt einen
Uberlebensvorteil durch eine Aldosteronrezeptorblockade [48, 49]. Auch
profitieren Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz von einer zusatzlichen
Therapie mit Spironolacton [140]. In vitro- und Tiermodellstudien zeigen, dass es
durch Aldosteron zur Entstehung von oxidativem Stress kommt, welcher eine
entscheidende Bedeutung fur die Aldosteron-vermittelten Organ- und
Genomschaden zu haben scheint [33, 141]. Unsere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass Aldosteron Uber eine Aktivierung von Nox und NOS sowie uber
NF-kB zu oxidativem Stress im Nierengewebe fuhrt [124, 129]. Diesem oxidativen
Stress stehen antioxidative Schutzmechanismen entgegen, welche mal3geblich
durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 reguliert werden. Ziel dieser Arbeit war es,
die Aldosteron-vermittelte oxidative Nierenschadigung naher zu analysieren

sowie den Einfluss der antioxidativen Abwehr zu beurteilen.

5.1 Aldosteron fuhrt MR-abhangig zu histopathologischen Schéaden in der
Niere mit Schwerpunkt auf Glomeruli und GefalRwand.
Mit Fortbestehen der Erkrankung kommt es in hypertensiven Patienten
regelmanig zu einem Verlust der Nierenfunktion und zunehmender Proteinurie.
Es kdnnen Probleme in der Filtration und im Bereich der Konzentration des Harns
durch Schaden der Glomeruli bzw. der Tubuluszellen verursacht werden [142].
Um die Auswirkung von erhdhten Aldosteronleveln auf das Nierengewebe der
Versuchstiere zu beurteilen, wurden histopathologische Schadigungsscores
erstellt und die Gruppen mit der Kontrolle bzw. der Aldosterongruppe verglichen.

Aldosteron fiihrte in unserem Versuch zu strukturellen Veranderungen
insbesondere der Glomeruli und der Gefaldwande. Die Aldosterongruppe zeigte
im Vergleich zur Kontrolle eine deutliche Zunahme der glomerularen Sklerose.
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Die Intervention mit Spironolacton war in der Lage, diese Auswirkung vollstandig
zu verhindern, so dass die Werte fur den GSI in der
Spironolacton/Aldosterongruppe denen der Kontrolle entsprachen. Die
Interventionen mit Apocynin, L-NAME und PDTC fuhrten zwar zu niedrigeren
Werten als die der Aldosterongruppe, waren aber nicht in der Lage, die
Auswirkungen von Aldosteron auf Glomerulosklerose signifikant zu reduzieren.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass Aldosteron Uber den MR zu einer Schéadigung
der Nierenkorperchen fuhrt, und dies maf3geblich durch eine Zunahme von
glomerularem Bindegewebe geschieht. Des Weiteren deuten sie darauf hin, dass
die Zunahme von oxidativem und nitrosativem Stress bzw. die Aktivierung von
NF-kB  mitverantwortlich, aber nicht alleinig urséchlich, fur diese
histopathologischen Sch&den durch Aldosteron sind. Die vollstandige
Verhinderung durch Spironolacton legt den Schluss nahe, dass die Aktivierung
des MR durch Aldosteron ein gemeinsamer Startpunkt mehrerer, teilweise
voneinander unabh&ngiger, glomerulotoxischer Prozesse ist. Neben einer
Steigerung von oxidativem Stress konnte eine durch Aldosteron vermittelte
Aktivierung von TGF- eine Rolle gespielt haben. In vitro lie’ sich zeigen, dass
Aldosteron in Mesangiumszellen zu einer Zunahme von TGF- fuhrt [143]. Fur
Angiotensin Il konnte bereits in vivo gezeigt werden, dass es zu einer Erhéhung
von TGF-B kommt und dieses zu einer Steigerung der Kollagensynthese und
Proliferation von Fibroblasten in den Nieren von Ratten fuhrt [144]. Daneben kann
Aldosteron auch zu einer gesteigerten Expression des Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) fihren, wobei diese Aktivierung unabhéngig von TGF- oder
gesteigerten ROS-Leveln erfolgt [145]. Eine erhdhte PAI-1 Aktivitdt kann zu
unkontrolliertem Anfallen von extrazellularer Matrix und Nierenfibrose fuhren
[146]. Diese unterschiedlichen und teilweise von oxidativem Stress
unabhangigen Mechanismen kdnnten eine Erklarung dafir bieten, dass zwar die
Blockade des MR, als gemeinsamer Startpunkt, einen effektiven Schutz vor der
durch Aldosteron verursachten Glomerulosklerose bietet, doch die Blockade
einzelner Enzyme durch Apocynin und L-NAME bzw. Transkriptionsfaktoren

durch PDTC keinen signifikanten Schutz zeigte.
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Neben der Intervention mit Spironolacton fihrt auch die Gabe von Sulforaphan
zu einer wirksamen Reduktion der Glomerulosklerose. Sulforaphan fuihrt zu einer
Aktivierung des Nrf2-Signalweges und hieriiber zu einer Steigerung der
antioxidativen Abwehr bzw. zur Verhinderung von oxidativem Stress. Zwar war
die Nrf2-Aktivitat signifikant gesteigert, doch fand sich in unserem Versuch kein
durchschlagender Effekt im Bereich der Synthese antioxidativer Enzyme. Auch
waren die ROS-Level in der Sulforaphan/Aldosteron Gruppe hoher als z.B. in der
PDTC-Interventionsgruppe und  dennoch  konnte  Sulforaphan die
Glomerulosklerose deutlich effektiver verhindern als PDTC. Das deutet
daraufhin, dass die glomeruldare Schadigung durch Aldosteron teilweise
unabhangig von oxidativem Stress war. Neben dem positiven Effekt auf Nrf2
konnte fur Sulforaphan auch ein hemmender Effekt auf die Aktivierung pro-
inflammatorischer Faktoren wie TNF-a oder fibro-proliferativer Signalwege wie
z.B. TGF-B oder PAI-1 gezeigt werden [147, 148]. Es scheint daher, dass
Sulforaphan neben seiner antioxidativen Eigenschaft, die Fibrose fordernden

Aldosteronwirkungen auf weiteren Ebenen verhindern konnte.

Neben den Schaden an den Nierenkorperchen flihrte Aldosteron in den renalen
GefalRen der Versuchstiere zu einer deutlichen Zunahme der GefaRwanddicke.
In der Spironolactongruppe liel3 sich dieser proliferative Effekt vollstandig
verhindern, so dass davon auszugehen ist, dass auch dieser Effekt tiber den MR
vermittelt wurde. Das deckt sich mit bisherigen Erkenntnissen, die davon
ausgehen, dass der vaskulare Effekt von Aldosteron maf3geblich tber den MR
vermittelt wird, welcher ubiquitér in den Zellen der Gefal3wand ausgebildet wird.
Hierbei wird angenommen, dass Aldosteron durch die Induktion von Proliferation,
Fibrosierung und Inflammation zum Remodeling der GefalBwande fuhrt [149],
wobei der genaue Mechanismus noch nicht aufgeklart ist. Der Aktivierung pro-
oxidativer Enzyme durch den MR scheint dabei eine wichtige Rolle zuzukommen;
so zeigte eine Inhibition der pro-oxidativen Enzyme Nox und NOS durch
Apocynin und L-NAME eine signifikante Reduktion der geféal3proliferativen
Effekte. Passend dazu konnte unsere Arbeitsgruppe kirzlich zeigen, dass
Aldosteron im Nierengewebe von Ratten Uber die Erzeugung von oxidativem

Stress zu einer Aktivierung von ERK 1/2 und einem ihrer Transkriptionsfaktoren,
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STATS3, fuhrt [150]. MAP-Kinasen wie z.B. ERK und p38 haben eine wichtige
Rolle in der von Aldosteron vermittelten Proliferation von Fibroblasten und glatten
Muskelzellen der Gefal3wand [151, 152]. MAP-Kinasen fihren beispielsweise zur
Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie IGF-1 [153] oder Transkriptionsfaktoren
wie NF-kB [154]. NF-kB kann selbst oxidativen Stress durch die Synthese pro-
oxidativer Enzyme verstarken und Zellteilung und Fibrose veranlassen [155].
Passend dazu zeigte die Blockade von NF-kB mittels PDTC im vorliegenden
Versuch eine signifikante Reduktion des VSI bzw. der Aldosteron-vermittelten
Gefal3proliferation. Sulforaphan zeigte auch im Bereich der GefaRwand einen
protektiven Effekt. Dieser blieb hinter dem Effekt im Bereich der Glomeruli zurtick
und konnte keine statistische Signifikanz erreichen. Dies kdnnte auf einen
gewebespezifischen Effekt von Sulforaphan hindeuten, aber auch
unterschiedliche Anreicherungen bzw. Wirkspiegel im Bereich der GefalRwand

und der Glomeruli kdnnten eine Erklarung sein.

Eine histopathologische Auswirkung von Aldosteron auf das tubulointerstitielle
System lieR sich in unserem Versuch nicht nachweisen; obwohl die
immunhistochemische Farbung einen deutlichen Anstieg von DNA-Schéaden
durch Aldosteron sowohl im Nierenkortex als auch im Nierenmark nachwies,
zeigten diese DNA-Schaden im Bereich der Tubuli kein histomorphologisches
Korrelat. Dieser ausbleibende Effekt kdnnte an der Versuchsdauer gelegen
haben. Eventuell war eine Exposition von 4 Wochen (noch) nicht ausreichend,
um zu eindeutigen Veréanderungen im Bereich der Tubuli zu fihren. Relevante
tubulointerstitielle Schéden fanden sich einzig in der Gruppe, welche L-
NAME/Aldosteron bekam. Diese Tiere zeigten sowohl gegeniber der Kontrolle
als auch der Aldosterongruppe eine signifikante Steigerung der
tubulointerstitiellen Schadigung. Andere Studien konnten bereits zeigen, dass es
bei einer Ubermalligen Blockade von endogenem NO durch die Gabe von L-
NAME zu einem dauerhaften Anstieg des arteriellen Blutdrucks, einer Abnahme
der Nierenfunktion und einer Zunahme von Proteinurie und renalen Schaden
kommt [156, 157]. Diese Auswirkungen von L-NAME sind dosis- und
zeitabhangig und bereits bei einer taglichen oralen Gabe von 5mg/kgKG * Tag
zu beobachten [158]. Die hier gemachten Beobachtungen lassen sich damit gut
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durch die Gabe von L-NAME erklaren. Ziel dieser Behandlung war es, eine durch
Aldosteron gesteigerte Aktivitat von NOS zu hemmen. Die verwendete Dosis von
25mg/kgKG * Tag scheint dabei zu hoch gewahlt, so dass nicht nur ein
Uberschuss an NO verhindert wurde, sondern auch die physiologisch
notwendige Basisversorgung mit NO ausblieb und der nephrotoxische Einfluss
von L-NAME Uberwog. Die beobachteten tubuléren Schaden kdnnten auch Folge
des erhohten Blutdrucks in der L-NAME-Gruppe sein, dieser war sowohl im
Vergleich zur Kontrolle als auch zur Aldosterongruppe signifikant gesteigert.
Allerdings konnte in der Aldosterongruppe im Vergleich zur Kontrolle, trotz eines
signifikant erhohten Blutdrucks, keine vermehrte tubuldre Schadigung
nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigte L-NAME im Bereich des GSI, MSI
und VSI, trotz einer signifikanten Steigerung des Blutdrucks, im Vergleich zur
Aldosterongruppe eine Reduktion des jeweiligen Scores. Zusammenfassend
sprechen unsere Ergebnisse gegen einen entscheidenden Einfluss des

Blutdrucks auf die beobachteten histopathologischen Veranderungen.

5.2 Aldosteron fuhrt zur Bildung von ROS

Freie Sauerstoffradikale haben eine wichtige Funktion in der Regulation zellularer
Prozesse, doch das vermehrte und dauerhafte Anfallen von ROS fihrt zu
oxidativem Stress in der Zelle und schadigt Proteine, Lipide und die DNA [74]. In
Patienten mit erhohten Aldosteronleveln, beispielsweise im Rahmen einer
chronischen Herzinsuffizienz oder eines primaren Hyperaldosteronismus,
konnten vermehrte Plasmamarker flr oxidativen Stress festgestellt werden [57,
159]. Daran anknupfend konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass
Aldosteron beispielsweise im Herzen, in GefaBwanden und in den Nieren zu
gesteigertem oxidativem Stress fuhrt [33]. In vorherigen Arbeiten zeigte unsere
Arbeitsgruppe bereits, dass Aldosteron tber den MR zu einer calciumabhangigen
Aktivierung von Nox und NOS fluhrt [124]. Im aktuellen Versuch wurden die ROS-
Level im Nierengewebe der Versuchstiere mittels DHE-Farbung quantifiziert und
im Anschluss auf die Kontrollgruppe normiert und mit dieser sowie mit der
Aldosterongruppe verglichen. Aldosteron flihrte im Durschnitt zu 20 % hoheren

ROS-Werten als in der Kontrollgruppe. Dieser Anstieg konnte durch eine
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Blockade des MR mit Spironolacton weitgehend verhindert werden. Auch die
Interventionen mit Apocynin und Sulforaphan fihrten zu einer Abnahme des
ROS-Anstiegs und zeigten durchschnittlich nur um 10 % gesteigerte ROS-Level
im Vergleich zur Kontrolle. Eine Blockade der NOS mittels L-NAME zeigte keinen
Effekt. Eine Behandlung mittels PDTC fuhrte zum starksten Absenken der ROS-
Werte. In dieser Gruppe konnte der durch die Aldosterongabe zu erwartende
Anstieg weitgehend verhindert werden und die Versuchstiere wiesen lediglich um
6 % gesteigerte Werte fur oxidativen Stress auf. Eine Blockade von NF-kB
beispielsweise im Gehirn oder im Bereich akuter Entziindung fihrt zu einem
Absenken von oxidativem Stress [160, 161]. Es konnte gezeigt werden, dass NF-
kKB die Expression von pro-oxidativen Enzymen wie z.B. Nox2 (gp91phox) [162]
oder iNOS [163] veranlassen, aber auch die Synthese antioxidativer Enzyme wie
z.B. TrxR1 oder HO-1 initiieren kann [155]. Der genaue Mechanismus ist noch
nicht aufgeklart, die Funktion von NF-kB scheint von Zellart und Kontext abhangig
[164]. In vorherigen Arbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass
Aldosteron im Nierengewebe Uber die Entstehung von oxidativem Stress zu einer
Aktivierung von NF-kB fuhrt [129]. Die aktuellen Beobachtungen deuten darauf
hin, dass NF-kB nach seiner Aktivierung zu einer weiteren Steigerung des
oxidativen Stresses flihrt, welche durch die Blockade mittels PDTC verhindert
wurde. Statistische Signifikanz konnte dabei jedoch nur fiur den Anstieg an
oxidativem Stress in der Aldosterongruppe im Vergleich zur Kontrolle gezeigt
werde. Dies gelang auch erst nach ergdnzendem ungepaarten t-Test. Eine
Erklarung fur den vergleichsweise relativ geringen Unterschied der absoluten
Werte unter den Gruppen konnte in der verwendeten Nachweismethode mittels
DHE liegen. DHE reagiert in der Anwesenheit von Oz zu Ethidium. Dieses wird
klassischerweise bei einer Wellenlange von 500-530nm angeregt und emittiert
eine Fluoreszenz bei 590-620nm. Neben der Reaktion zu Ethidium reagiert DHE
auch zu 2-Hydroethidium (EOH) welches ein leicht verandertes Erregungs-
(480nm) und Emissionsspektrum (567nm) hat [165]. Der verwendete TRITC-
Aufsatz benutzt einen Erregungsfilter von 540/25 und einen Barrierefilter von
605/55. Das konnte dazu gefuhrt haben, dass anfallendes EOH eventuell nur

ungenugend nachgewiesen wurde und die Unterschiede zwischen den einzelnen
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Gruppen nicht deutlicher ausfielen. Ebenso kénnte es sich bei den durch die
Aldosteronbehandlung anfallenden ROS nicht um Superoxidradikale handeln
oder diese konnten sich Uber eine rasche Verstoffwechselung dem Nachweis
mittels DHE entziehen [166]. Allerdings konnten in einem vorherigen Versuch
unserer Arbeitsgruppe, in welchem die Versuchstiere die Aldosteronvorstufe
DOCA erhielten, mittels DHE signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden [128]; jedoch war die Versuchsdauer hierbei auf
6 Wochen festgelegt gewesen und damit 2 Wochen langer als im aktuellen
Versuch. Neben der Nachweismethode konnte daher auch eine weitere
Erklarung darin liegen, dass ein dauerhafter Anstieg der Superoxidlevel in vivo
eine bestimmte Dauer der Behandlung voraussetzt [33]. So fanden sich
beispielsweise nach einer 2 woéchigen Behandlung mit Aldosteron noch keine
signifikant erhdhten Superoxidlevel in den Gefallwanden von Versuchstieren
[167]. Im Nierengewebe von Ratten, welche mit DOCA und Salz behandelt
wurden, fanden sich auch nach einer Behandlungsdauer von 3 Wochen noch
keine signifikanten Unterschiede in der Superoxidproduktion [168]. Diese liel3en
sich zwar nach 4 Wochen nachweisen, doch zeigt dies, dass der Nachweis von
gesteigerten ROS-Leveln in vivo von der Versuchsdauer abhangt und
maoglicherweise eine langere Versuchsanordnung hier eindeutigere Resultate

gezeigt hatte.

5.3 Antioxidative Abwehr

Um sich vor oxidativem Stress zu schitzen, verflugt die tierische wie die
menschliche Zelle tiber eine ausgepragte antioxidative Abwehr, welche sich zum
einen aus antioxidativen Metaboliten wie Ascorbinsdure und zum anderen aus
einer enzymatischen antioxidativen Abwehr zusammensetzt. Wichtige
antioxidative Enzyme sind dabei SOD1, HO-1 oder das Glutathion- und das
Thioredoxin-System. Die Expression dieser Enzyme wird mal3geblich durch den

Transkriptionsfaktor Nrf2 gesteuert.

Nachdem wir zeigen konnten, dass Aldosteron zu einer Zunahme von oxidativem

Stress im Nierengewebe flhrt, sollte im n&chsten Schritt die Auswirkung auf die
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antioxidative Abwehr analysiert werden. Zunachst wurde dabei die Auswirkung
auf den Transkriptionsfaktor Nrf2 analysiert. Im Anschluss daran wurde auf
Proteinebene die Auswirkung auf die Synthese antioxidativer Enzyme am
Beispiel von SOD, HO-1, GCLC und TRX verglichen. Anschlie3end beurteilten
wir durch die Analyse von DNA-Doppelstrangbriichen die Effektivitat des

antioxidativen Schutzes in den unterschiedlichen Gruppen.

5.3.1 Aldosteron fuhrt zur Aktivierung von Nrf2

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 wird als zentraler Regulator der antioxidativen
Abwehr angesehen [100]. In Ruhe liegt er inaktiv, gebunden an Keap1l, im Zytosol
vor. Bei steigendem oxidativem Stress kommt es durch freie Radikale zu einer
Anderung von Cysteinresten an Keapl und die Bindung lost sich. Auch durch
eine Phosphorylierung von Nrf2 durch die PKC kann Nrf2 in seine aktive, geltste
Form Ubergehen. Freigewordenes Nrf2 disloziert in den Zellkern, um dort an das

ARE zu binden und die Synthese antioxidativer Enzyme zu initiieren.

In unserem Versuch wiesen wir im Zellkern vorhandenes ,aktives” Nrf2 mittels
immunhistochemischer Farbung nach. Die Anzahl der Nrf2-positiven Zellkerne
wurde fur Mark und Rinde getrennt bestimmt und unter den Gruppen verglichen.
Aldosteron fiihrte in den Versuchstieren sowohl im Nierenmark als auch in der
Nierenrinde zu einem deutlichen Anstieg der Nrf2-Aktivierung. In vitro konnten
wir bereits beobachten, dass 30 min nach einer Inkubation mit Aldosteron die
Nrf2-DNA Bindung signifikant erhdht war. Allerdings fiel diese auch rasch (18 h
bzw. 24 h nach Inkubation) wieder auf Normalniveau ab [130]. Die nun
gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass ein chronischer Hyperaldosteronismus
in vivo zu einer dauerhaft erhéhten Nrf2-Aktivierung fuhrt. Die Tiere, welche
Spironolacton und Aldosteron erhalten haben, zeigten keinen Anstieg Nrf2-
positiver Zellkerne. Das macht deutlich, dass diese Aktivierung tUber den MR
vermittelt wird. Auch die Blockade von Nox oder NOS mittels Apocynin bzw.
L-NAME fihrte dazu, dass in diesen Interventionsgruppen der Nrf2-Anstieg
signifikant reduziert wurde und die Nrf2-positiven Zellkerne weitgehend auf dem

Niveau der Kontrollgruppe blieben. Von besonderem Interesse war dabei, dass
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der Blutdruck in der L-NAME-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle als auch zur
Aldosterongruppe signifikant gesteigert war. Die Nrf2-Aktivierung in der
Aldosterongruppe scheint daher unabhéngig von dem im Vergleich zur Kontrolle
gesteigertem Blutdruck zu erfolgen. Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin,
dass der durch Aldosteron zu verzeichnende Nrf2-Anstieg durch oxidativen bzw.
nitrosativen Stress verursacht wird, welcher mafigeblich durch eine MR-
vermittelte Aktivierung von Nox und NOS entsteht. Diese Beobachtung deckt sich
mit Erkenntnissen aus vorherigen Arbeiten, in denen gezeigt werden konnte,
dass Aldosteron tber den MR calciumabhangig und mit Hilfe der PKC zu einer
Aktivierung von Nox und NOS und letztlich zum Anstieg von oxidativem Stress
fuhrt [124]. Wie bereits erwahnt, kann Nrf2 durch die PKC auch direkt aktiviert
werden. In vitro konnte unsere Arbeitsgruppe beobachten, dass bei einer
Inkubation von Tubuluszellen (LLC-PK1) mit Aldosteron eine zeitgleiche
Blockade der PKC zu einer signifikanten Reduktion des Nrf2-Anstiegs flhrte, die
Nrf2-Werte jedoch im Vergleich zur Kontrolle weiterhin erhéht waren und der
Effekt hinter dem einer direkten Blockade der Nox zurlickblieb [130]. Ebenfalls
konnten wir in vivo beobachten, dass durch die Gabe des Antioxidans Tempol in
Versuchstieren mit Hyperaldosteronismus ein Nrf2-Anstieg verhindert wurde
[130]. Zusammenfassend zeigt dies, dass der beobachtete Nrf2-Anstieg

maf3geblich durch den Anstieg von oxidativem Stress verursacht wird.

Die Versuchsgruppe, welche neben Aldosteron PDTC erhalten hatte, zeigte
ebenfalls keinen Anstieg der Nrf2-positiven Zellkerne. Wie bereits unter 5.2
ausgefuhrt, reguliert NF-kB die Expression pro-oxidativer Enzyme wie z.B. Nox
und NOS. Der ausbleibende Nrf2-Anstieg war konkordant zu den niedrigen ROS-
Leveln der PDTC/Aldosteron-Gruppe. Dies bestarkt die Annahme, dass dem NF-
KB Signalweg eine wichtige Rolle bei der Entstehung oxidativen Stresses durch
Aldosteron zukommt. Verwunderlich ist dabei, dass in vitro durch PDTC in
Astrozyten eine Aktivierung des Nrf2 Signalweges beobachtet werden konnte
[169], in unserem Versuch eine Nrf2-Aktivierung durch die Gabe von PDTC
jedoch verhindert wurde. Eine mdgliche Erklarung ware, dass PDTC in
unterschiedlichen Organsystemen bzw. in vivo unterschiedliche Wirkung entfaltet
oder aber, dass z.B. der durch PDTC zu erwartende Nrf2-Anstieg deutlich hinter
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dem durch Aldosteron verursachten Nrf2-Anstieg zurickbleibt, so dass in

unserem Versuch die antioxidativen Eigenschaften von PDTC lUberwogen.

Sulforaphan ist ein sekundarer Pflanzenstoff, der insbesondere in
Kreuzblitengewachsen wie Kohl und Brokkoli vorkommt. Es ist ein nattrlicher
Nrf2-Induktor und fuhrte in unserem Versuch im Nierengewebe der Versuchstiere
verlasslich zu einer deutlich gesteigerten Nrf2-Aktivierung. Sulforaphan war in
der Lage, die durch Aldosteron verursachte Nrf2-Aktivierung weiter zu steigern,
sodass die Tiere, welche Sulforaphan und Aldosteron bekamen, die héchste
Anzahl Nrf2-positiver Kerne sowohl im Kortex als auch im Mark aufwiesen. Dabei
war die Anzahl nur knapp Uber denen der Gruppe, welche alleinig Sulforaphan
bekommen hatte, und eine signifikante Steigerung im Vergleich zur
Aldosterongruppe konnte nicht gezeigt werden. Erklaren lieRBe sich dies
beispielsweise dadurch, dass die Aktivierung von Nrf2 gegen einen
Sattigungswert lauft bzw. ab einem bestimmten Wert eine Steigerung nur noch
schwer moglich ist, aber auch eine Interaktion zwischen Sulforaphan und

Aldosteron kénnte eine Erklarung sein.

5.3.2 Auswirkung auf die Synthese antioxidativer Enzyme

Nachdem wir zeigen konnten, dass erhdhte Aldosteronspiegel in den Tieren zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 fuhrte, wurde im néchsten Schritt
untersucht, ob diese Aktivierung auch auf Proteinebene eine verstarkte Synthese
antioxidativer Enzyme veranlasste. Dazu wurden die Level von SOD1, GCLC,
TrxR1 und HO-1 mittels Westernblot bestimmt und mit der Kontroll- bzw.
Aldosterongruppe verglichen. Trotz der erhdohten Nrf2-Aktivitat, liel3 sich fur
Aldosteron keine gesteigerte Synthese dieser antioxidativen Enzyme
nachweisen. In vitro konnte unsere Arbeitsgruppe in Nierenzellen zeigen, dass
nach einer Behandlung mit Aldosteron ein Anstieg der Nrf2-DNA-Bindung
erfolgte und dieser mit einer signifikant gesteigerten Synthese von SOD1, GCLC,
TrxR1 und HO-1 verbunden war. Dieser Anstieg war zeitlich begrenzt und 24 h
nach der Aldosteronbehandlung nicht mehr nachweisbar, wobei auch die Nrf2-

Aktivitat auf Kontrollniveau zuriickgefallen war [130]. Eine mogliche Erklarung ftr
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den Unterschied kdnnte im Zeitraum der Aldosteroneinwirkung liegen. In vivo
waren die Tiere 4 Wochen erhoéhten Aldosteronspiegeln ausgesetzt.
Moglicherweise wird bei einem chronischen Stimulus trotz der vermehrten Nrf2-
Aktivitat im Zellkern die Synthese Nrf2-abhéangiger Gene ab einem gewissen
Zeitpunkt herunterreguliert. So wurde beispielsweise im Tiermodell fir
chronische Niereninsuffizienz trotz vermehrtem oxidativem Stress eine
Herabregulierung Nrf2-abhéangiger Gene im Nierengewebe gezeigt [170, 171].
Auch spontan hypertensive Ratten zeigten im Nierengewebe - trotz der
Zunahme von oxidativem Stress — eine Abnahme von Thioredoxin [172] bzw.
SOD [173]. Eine weitere mdgliche Ursache kénnte darin liegen, dass fur die
Proteinuntersuchung nicht zwischen Mark und Kortex unterschieden, sondern
vielmehr ein Teil der gesamten Niere verwendet wurde. Unklar ist auch, ob das
im Kern nachgewiesene Nrf2 tatsachlich an die ARE-Promoterregion gebunden
war. Innerhalb des Nukleus sind noch mehrere Schritte notwendig, um eine
Bindung von Nrf2 an ARE zu erreichen wie z.B. die Entfernung der inhibitorischen
Proteine Bachl oder Fyn aus dem Zellkern [174]. Zudem kann Nrf2 auch
innerhalb des Nukleus inaktiviert werden [175]. Daher konnte trotz einer
Translokation von Nrf2 in den Nukleus eine Bindung an ARE und damit die

Synthese antioxidativer Enzyme unterbleiben.

Lediglich in der Sulforaphan-Gruppe fand sich eine regelhafte Steigerung der
Level antioxidativer Proteine, wobei dieser Effekt keine statistische Signifikanz
erreichte und bei einer Kombination von Aldosteron und Sulforaphan fur keines
der Proteine mehr nachweisbar war. Vielmehr entsprachen die nachgewiesenen
Proteinlevel der Sulforaphan/Aldosteron-Gruppe denen der Aldosteron-Gruppe.
Die Aktivierung von Nrf2 durch Sulforaphan wird Gber eine Modulation von
Cysteinresten an Keapl vermittelt [176]. Der genaue Mechanismus ist noch
unklar, doch eine mogliche Erklarung, warum in unserem Versuch die
Sulforaphan vermittelte Aktivierung von antioxidativen Enzymen in der
Sulforaphan/Aldosteron-Gruppe ausblieb, kdnnte darin liegen, dass Sulforaphan
durch die Reaktion mit freien Radikalen in seiner Funktion als Nrf2-Aktivator
eingeschrankt wird. Es konnte gezeigt werden, dass Sulforaphan auch als
Radikalfanger fungiert und eine &hnlich antioxidative Wirkung wie Vitamin C
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besitzt. Diese ist dosisabhangig und wird in den Wasserstoffatomen seiner
Isothiocyanate- bzw. Sulfoxidgruppen vermutet, welche mit den freien Radikalen
reagieren [177]. Die durch Aldosteron vermehrt anfallenden Radikale konnten
daher fur eine Veranderung von Sulforaphan gesorgt haben, wodurch dieses

seine Fahigkeit der Nrf2-Induktion teilweise verloren hat.

Den einzig signifikanten Anstieg antioxidativer Enzyme konnten wir fur HO-1
durch L-NAME und PDTC beobachten. In diesen Gruppen kam es zu einem
signifikanten Anstieg fir HO-1 im Vergleich zur Aldosterongruppe. Dieser Anstieg
ist verwunderlich, da die Nrf2-Aktivitat in diesen beiden Gruppen weitgehend auf
Kontrollniveau blieb. Eine mdgliche Erklarung kdnnte in der Sonderstellung von
HO-1 liegen; so kann dessen Synthese durch mehrere Transkriptionsfaktoren
gesteuert werden [178]. Daflr spricht auch, dass L-NAME und PDTC keinen

vergleichbaren Effekt auf die Synthese weiterer antioxidativer Enzymen hatten.

5.3.3 Genomschadigende Wirkung von Aldosteron trotz Aktivierung von
Nrf2 — Effektiver Schutz durch Sulforaphan
Unsere Arbeitsgruppe konnte im Vorfeld in vitro und in vivo zeigen, dass erhdhte
Aldosteronlevel im Nierengewebe zu oxidativem Stress und zu einer Schadigung
des Erbgutes innerhalb der Zelle fihrten [129, 141, 179]. Ein méglicher Schutz
vor diesem genotoxischen Effekt kdnnte in der Aktivierung des Nrf2-Signalweges
liegen. Nachdem wir zeigen konnten, dass Aldosteron zu einer Aktivierung von
Nrf2 fUhrt, sollte analysiert werden, ob diese Aktivierung ausreicht, um die Zellen
vor der genomschadigenden Wirkung von Aldosteron zu schiitzen bzw. gezeigt
werden, welche Intervention den besten Schutz davor bietet. Dazu wurde das
Nierengewebe der Tiere mittels immunhistochemischer Farbung beziiglich des
Vorliegens von Doppelstrangbriichen der DNA untersucht und mit der Kontrolle
bzw. der Aldosterongruppe verglichen. Doppelstrangbriiche gehéren zu den
ernsthaftesten DNA-Schaden. Sie kdnnen zur Apoptose oder bei fehlerhafter
Reparatur zur genomischen Instabilitdt und Entartung einer Zelle fihren [180].
Ein geh&uftes Auftreten dieser genomischen Schéaden kdnnte mitursachlich fur

die gehaufte Malignominzidenz in Patienten mit erhdhten Aldosteronleveln sein.
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Trotz gesteigerter Nrf2-Aktivitat zeigte die Aldosterongruppe einen deutlichen
Anstieg der DNA-Schaden sowohl im Nierenmark, als auch in der Nierenrinde.
Die Steigerung der zelleigenen antioxidativen Abwehr durch den Nrf2-Anstieg
reichte folglich nicht aus, um das Gewebe dauerhaft vor den Nebenwirkungen
eines erhohten Aldosteronspiegels zu schiitzen. Dieses Ergebnis entspricht auch
den von uns in vitro gemachten Beobachtungen. Hierbei kam es in kultivierten
Tubuluszellen 4 h nach einer Inkubation mit Aldosteron trotz einer gesteigerten
Nrf2-DNA-Bindung zu einem signifikanten Anstieg von Doppelstrangbrtichen,
welche im weiteren zeitlichen Verlauf noch weiter zunahmen [130]. Fur das
Auftreten von Genomschaden zeigte die Intervention mit Sulforaphan und die
Intervention mit Spironolacton den starksten protektiven Effekt. Beide fuhrten zu
der niedrigsten Anzahl an Doppelstrangbrichen innerhalb der Interventionen. Zu
beachten ist, dass Spironolacton zu einer signifikanten Reduktion des Blutdrucks
im Vergleich zu Aldosteron fuihrte. Die Werte lagen in dieser Gruppe auf dem
Niveau der Kontrolle. Auch in der Sulforaphangruppe lag der Mittelwert des
systolischen Blutdrucks etwa 20 mmHg unter dem der Aldosterongruppe.
Allerdings zeigte die L-NAME-Gruppe eine signifikante Reduktion von
Doppelstrangbrichen im Vergleich zur Aldosterongruppe, trotz deutlich héherer
Blutdruckwerte im Vergleich zur Aldosterongruppe. Der Blutdruck scheint daher
keinen maR3geblichen Einfluss auf den beobachteten genotoxischen Effekt von
Aldosteron bzw. den protektiven Effekt in den Interventionsgruppen zu haben.
Unter den Interventionsgruppen war die Sulforaphan/Aldosterongruppe die
einzige Gruppe mit einem Anstieg Nrf2-positiver Zellen. Sie zeigte die starkste
Nrf2-Aktivierung in unserem Versuch. Eine Chemopravention mittels Sulforaphan
wird derzeit fUr zahlreiche Krebsarten, wie z.B. Blasen- [181] Brust- [182] oder
Kolorektalkarzinome [183], untersucht. Der malRgebliche Wirkmechanismus von
Sulforaphan wird dabei Uber eine Steigerung der endogenen antioxidativen
Abwehr Uber den Nrf2-Signalweg vermutet [184]. Wir konnten zeigen, dass
Aldosteron selbst zu einer Nrf2-Aktivierung fuhrt, wobei diese nicht ausreichte,
um die genomschéadliche Wirkung von Aldosteron zu verhindern. Die Behandlung
mit Sulforaphan flhrte zwar zu einer zusatzlichen Steigerung der Nrf2-

Aktivierung, jedoch war diese Steigerung nicht signifikant gegentber der
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Aldosterongruppe. Ob dieser Anstieg der Nrf2-Aktivierung ausreicht, um die
deutlich reduzierten DNA-Schaden in der Sulforaphan/Aldosteron-Gruppe zu
erklaren, scheint fragwurdig. Vielmehr scheint es, dass Sulforaphan neben der
Nrf2-Aktivierung noch Uber andere Mechanismen seine protektive Wirkung
entfaltet. Beispielsweise fluhrt Sulforaphan auch zu einer Inaktivierung des pro-
inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB [185]. NF-kB wird unter anderem
als Reaktion auf oxidativen Stress aktiviert und fihrt beispielsweise zu
Immunreaktionen, Entzindung, Proliferation, Zelltod oder dem Uberleben
geschadigter Zellen [117]. NF-kB hat allerdings auch pro-oxidative Zielgene; so
fuhrt er z.B. zu einer Induktion von Nox2 (gp91phox) [162] oder iINOS [163]. Der
Zusammenhang zwischen vermehrtem Vorkommen von ROS und einer
gesteigerten NF-kB Aktivierung ist folglich in beide Richtungen mdglich [155].
Dies bietet auch eine Erklarung dafir, dass eine Blockade von NF-kB mittels
PDTC in unserem Versuch zu einem Abfall der ROS-Level und reduzierten
Genomschaden fuhrte. Eine weitere mogliche Erklarung der protektiven Wirkung
von Sulforaphan konnte darin liegen, dass es neben seiner Funktion als
indirektes Antioxidans als Nrf2-Induktor auch einen direkten antioxidativen Effekt
ausubt. Sulforaphan ist in der Lage, ahnlich einem Cofaktor die Umwandlung von
Superoxid zu Wasserstoffperoxid durch die SOD zu unterstitzen [186].
Zusatzlich wurde beobachtet, dass Sulforaphan eine ahnliche antioxidative
Wirkung wie das direkte Antioxidans Vitamin C besitzt [177]. Diese Wirkung von
Sulforaphan ist dosisabhangig und wird in den Wasserstoffatomen seiner
Isothiocyanate- bzw. Sulfoxidgruppen vermutet. Die protektive Wirkung von
Sulforaphan kénnte daher neben einer Nrf2-Induktion auch durch eine direkte
Interaktion mit freien Radikalen erfolgt sein.

Die Ubrigen Interventionsgruppen Ubten ohne erhOhte Nrf2-Aktivitat dennoch
einen effektiven Schutz vor der genotoxischen Wirkung durch Aldosteron aus.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zuvor zeigen, dass diese genomschadigende
Wirkung maf3geblich durch einen Anstieg von oxidativem Stress verursacht und
Uber den MR vermittelt wird [128, 141], wobei in vitro nachgewiesen werden
konnte, dass es zu einer Aktivierung von Nox und NOS kommt, welche den

Anstieg freier Radikale verursachen [124]. Die Intervention mit Spironolacton
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bewirkte sowohl im Mark als auch im Kortex die starkste Reduktion der durch
Aldosteron verursachten DNA-Schaden. Eine Blockade der Nox mit Apocynin
bzw. der NOS mit L-NAME sowie die Intervention mit PDTC konnten ebenfalls
das Auftreten von Genomschaden signifikant reduzieren. Allerdings greifen diese
Interventionen spater bzw. nur gezielt in die Signalkaskade ein. Apocynin
verhindert durch eine Blockade der Untereinheit gp47phox und gp67phox die
Aktivierung des Nox-Enzymkomplexes [79], jedoch sind diese Untereinheiten
beispielsweise fur die Aktivitat der ebenfalls in der Niere vorkommenden Nox4
nicht notwendig [88], wodurch eine eingeschrankte Schutzwirkung dieser
gezielten Intervention bedingt werden kdnnte. Bedenkt man, dass die Aktivierung
des MR zu Beginn einer potentiell schadlichen Signalkaskade steht, erscheint es
nur folgerichtig, anzunehmen, dass ein mdoglichst friihes Eingreifen in das

Entstehen des oxidativen Stresses den effektivsten Schutz bietet.
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6 Zusammenfassung

Patienten mit erhéhten Aldosteronspiegeln zeigen eine gesteigerte Inzidenz fur
Malignome, inshesondere von Nierenzellkarzinomen. Das Ziel dieser Arbeit war
es, die Aldosteron-vermittelte oxidative Nierenschadigung ndher zu analysieren
sowie die auf Zellebene gezeigte Beeinflussung der antioxidativen
Schutzmechanismen im lebenden Organismus nachzuweisen und mdgliche
therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren. Dazu wurde ein Interventions-
versuch dber 28 Tage durchgefihrt. Neben einer Aldosterongabe wurden
folgende Interventionen verwendet: Spironolacton zur Blockade des
Mineralkortikoid-Rezeptors (MR), Apocynin als Hemmstoff der NADPH-Oxidasen
(Nox), L-NAME zur Blockade der NO-Synthasen (NOS), PDTC, einen Hemmstoff
des Transkriptionsfaktors NF-kB sowie Sulforaphan, ein natdrlicher Nrf2-
Induktor. Eine weitere Gruppe erhielt Sulforaphan ohne additive Aldosterongabe.
Die Nierenschaden wurden mittels histopathologischer Schadigungsscores und
der Anzahl an DNA-Doppelstrangbriiche analysiert. Die Beeinflussung der
antioxidativen Abwehr wurde durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Nrf2 und durch die Quantifizierung antioxidativer Enzyme bestimmit.

Im Nierengewebe fiihrte Aldosteron zu einer Zunahme von oxidativem Stress.
Histologisch zeigte sich ein Anstieg von glomerularen Schaden. Auch kam es zu
einer deutlichen Zunahme von Doppelstrangbrichen der DNA. Des Weiteren
konnten wir zeigen, dass Aldosteron auch in vivo zu einer Zunahme der Nrf2-
Aktivitat fuhrte, wobei sich dies auf Proteinebene nicht in einer (dauerhaften)
Synthesesteigerung von antioxidativen Enzymen wiederspiegelte und keinen
ausreichenden Schutz des Nierengewebes bot. Fur die Interventionsgruppen
konnte keine signifikante Auswirkung auf das Vorliegen von oxidativem Stress
gezeigt werden. Dies konnte an der Versuchsdauer bzw. an der gewahlten
Nachweismethode gelegen haben. Nichtsdestotrotz zeigte die Blockade der Nox
durch Apocynin bzw. der NOS durch L-NAME eine effektive Reduktion der
histologischen und genomischen Schaden. Die L-NAME-Gruppe wies dabei die

hochsten Blutdruckwerte auf, diese waren auch zur Aldosterongruppe signifikant
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gesteigert. Die beobachteten Effekte waren folglich nicht durch den in der
Aldosterongruppe erfolgten Blutdruckanstieg, sondern vielmehr durch den
Anstieg von oxidativem Stress zu erklaren. Ebenfalls blieb die Nrf2-Aktivitat bei
der Gabe von Apocynin und L-NAME weitgehend auf Kontrollniveau, was
dafurspricht, dass der in der Aldosterongruppe messbare Nrf2-Anstieg am
ehesten als Reaktion auf chronisch erhéhten oxidativen Stress erfolgte, welcher
durch die Interventionen ausblieb. Die Blockade von NF-kB mittels PDTC flhrte
zu vergleichbaren Effekten wie Apocynin und L-NAME. Das deutet darauf hin,
dass Aldosteron Uber die Aktivierung von NF-kB die vermehrte Synthese von pro-
oxidativen Enzymen wie Nox und NOS anregt. Die Gabe von Spironolacton hatte
den starksten protektiven Effekt, sowohl auf histologische Veranderungen als
auch auf das Entstehen von DNA-Doppelstrangbriichen, wobei die Nrf2-Aktivitat
in dieser Gruppe ebenfalls auf Kontrollniveau blieb. Die Aldosteroneffekte wurden
folglich Gber den MR vermittelt. Eine additive Nrf2-Induktion mittels Sulforaphan
konnte auch keinen (dauerhaften) Effekt auf die Synthese antioxidativer Enzyme
zeigen. Dennoch zeigte diese Gruppe einen ahnlich effektiven Schutz vor den
oxidativen Nierenschaden wie die Gabe von Spironolacton. Vieles spricht daftr,
dass die Wirkung von Sulforaphan dabei Uber seine Wirkung als direktes

Antioxidans bzw. Radikalfanger und nicht Gber den Nrf2-Weg zu erklaren ist.

Aldosteron fuhrt in der Niere tUber oxidativen Stress zu glomerularer Fibrose und
DNA-Schaden. Das kénnte eine Erklarung fur die gesteigerte Inzidenz von
Nierenzellkarzinomen in Patienten mit erhéhten Aldosteronspiegeln darstellen.
Unsere Ergebnisse sprechen dafir, dass Aldosteron tber eine Signalkaskade
Uber den MR zu einer Aktivierung von Nox und NOS fuhrt. Der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB scheint dabei durch die Synthese pro-oxidativer
Enzyme eine Art Verstarker-Effekt zuzukommen. Als Reaktion auf den durch
Aldosteron gesteigerten oxidativen Stress kommt es zu einer Aktivierung des
antioxidativen Transkriptionsfaktors Nrf2, jedoch ohne dass dies zu einem
ausreichenden Schutz des Nierengewebes fuhrt. Mogliche therapeutische
Ansatzpunkte fur einen Schutz vor den durch Aldosteron vermittelten oxidativen
Nierenschaden scheinen eher innerhalb der Aldosteronsignalkaskade,
insbesondere in der Blockade des MR, als in der antioxidativen Abwehr zu liegen.
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7 AbkUrzungsverzeichnis

ABC Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

ACE Angiotensin Converting Enzyme

ACTH Adrenocorticotropin

ANOVA Varianzanalyse

ARE antioxidant response element

BVR Biliverdin-Reduktase

bzIP basic leucine zipper-Protein

Ca?* Calcium

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CAT Katalase

CO Kohlenstoffmonoxid

DAB 3"3"-Diaminobenzidin

DAG Diacylglycerin

DHE Dihydroethidium

DNA Desoxyribonukleinsaure

DOCA Desoxycorticosteronacetat

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

ENaC epithelialer Natriumkanal

EPHESUS Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure
Efficacy and Survival Study

ERK Extracellular signal-regulated-Kinase

EtOH Ethanol

GCL Glutamatcysteinligase

GPx Glutathionperoxidase

GR Glutathionreduktase

GSH Glutathion

GSl Glomeruloskleroseindex

GSS Glutathionsynthetase

GST Glutathion-S-Transferase
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GTP
H20:2
HCIO
HO-1
HRP
IP3

K+
Keapl
L-NAME
MAPK
MeOH
MR
MSI
Na*
NADP
NF-kB
NF-E2
NO
Nox
NQO1
Nrf2

ONOO-
PAS
PBS

PDTC
PKC
PLC

Guanosintriphosphat

Hydrogenperoxid

Hypochlorige Séaure

Hamoxygenase-1

Meerrettichperoxidase

Inositoltriphosphat

Kalium

Kelch like-ECH-associated protein 1
L-Nitroargininmethylester
Mitogen-aktivierte-Protein Kinase
Methanol

Mineralokortikoidrezeptor
Mesangiolyseindex

Natrium
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Nuclear-factor-erythroid-2
Stickstoffmonoxid
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidasen
NAD(P)H:quinon-Dehydrogenase-1
Nuclear-factor-erythroid-2-related-factor-2
Singulett-Sauerstoff

Superoxid

Ozon

Hydroxylradikal

Peroxinitrit

Periodic acid-Schiff, Periodséaure-Schiff
Phosphat buffered saline (Phosphat-gepufferte-
Kochsalzlésung)

Pyrrolidin dithiocarbamat

Proteinkinase C

Phospholipase C
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RAAS
RALES
RNA
ROMK
ROS
SDS
SDS-PAGE
SEM
SOD
Tritc
TrxR
TSI
VSI

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Randomized Aldactone Evaluation Study
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