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Zusammenfassung 

Hintergrund: Darmbakterien produzieren eine Vielzahl von Metaboliten, die durch den Wirt resorbiert 

werden und Auswirkungen auf dessen Physiologie haben. Kurzkettige Fettsäuren (engl. short-chain 

fatty acids, SCFA) wie z. B. Propionat (C3) sind Metabolite, die durch bakterielle Fermentierung aus 

nicht verdaulichen Polysacchariden (sogenannte Ballaststoffe oder Fasern) produziert werden. C3 ist 

durch seine Wirkung auf T-Zellen, insbesondere auf anti-inflammatorisch wirkende regulatorische T-

Zellen (TREG), gekennzeichnet. Die essentielle Hypertonie (HTN) und der damit assoziierte kardiale 

Organschaden sind durch eine pro-inflammatorische Auslenkung der T-Zell-Homöostase 

charakterisiert. Experimentelle Strategien, welche die Funktion von TREG verbessern, vermindern 

bekanntermaßen den durch die HTN verursachten Endorganschaden. Die zugrundeliegende Hypothese 

ist somit, dass die SCFA C3 den hypertensiven kardialen Schaden positiv beeinflussen kann. 

Methodik: Zur Induktion der HTN in 12 Wochen alten männlichen NMRI Mäusen erfolgte die 

Implantation einer subkutanen osmotischen Minipumpe, die über 14 Tage 1,44mg/kg/d Angiotensin 

(Ang) II freisetzt. Um die intestinale bakteriellen Produktion von SCFA zu supprimieren, erhielten die 

Mäuse ein faserarmes Futter. Um die Effekte von C3 spezifisch zu untersuchen, wurden die Tiere 

entweder mit Natriumpropionat oder Natriumchlorid als Kontrolle im Trinkwasser behandelt. Die 

Inflammation wurde mittels Durchflusszytometrie, die kardiale Schädigung, mittels Echokardiographie, 

Immunfluoreszenz, Genexpressionsanalyse und in vivo elektrophysiologischer Untersuchung 

quantifiziert. Eine Blutdruckmessung erfolgte kontinuierlich mittels Telemetrie. TREG wurden durch 

anti-CD25 Antikörper (PC61) in mit Ang II infundierten C3-behandelten Mäusen depletiert, um den 

Wirkmechanismus von C3 aufzuklären. 

Ergebnisse: Die Behandlung mit C3 führte zu einem signifikant verbesserten Überleben nach 14 Tagen. 

C3 reduzierte sowohl die systemische inflammatorische Antwort auf Ang II, als auch die kardiale 

Hypertrophie und Fibrose. Begleitend kam es zu einer Reduktion der ins kardiale Gewebe infiltrierenden 

T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen und Makrophagen. Die Behandlung mit C3 bewirkte zudem einen 

reduzierten Anteil an Typ17-T-Helferzellen (TH17) in Herz und Milz. Dies führte zu einer reduzierten 

Anfälligkeit für ventrikuläre Tachyarrhythmien in C3-behandelten Mäusen. Die Verbesserung des 

kardialen Schadens und der Inflammation waren in TREG-depletierten Mäusen abgeschwächt. C3 führte 

außerdem unabhängig von der Wirkung auf TREG zu einer verzögert eintretenden, moderaten Reduktion 

des Blutdruckes. 

Schlussfolgerung: Die Daten unterstreichen die Bedeutung von aus unverdaulichen Polysacchariden 

gewonnenen bakteriellen Metaboliten für die kardiale Gesundheit. Die Wirkung dieser Metabolite auf 

TREG spielt beim kardioprotektiven Effekt von C3 eine zentrale Rolle. Die orale Gabe von C3 sowie die 

Förderung der intestinalen Produktion von C3 könnten eine vielversprechende Option in der 

Behandlung der hypertensiven Herzkrankheit darstellen.   
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Abstract 

Background: Gut microbiota release a plethora of metabolites into the host and thereby affect the host 

physiology. Short-chain fatty acids (SCFA) such as propionate (C3) are metabolites produced from 

otherwise indigestible polysaccharides (so-called fiber) by bacterial fermentation in the intestine. C3 has 

been shown to influence immune cells, especially anti-inflammatory regulatory T cells (TREG). Essential 

hypertension (HTN) is characterized by a pro-inflammatory T cell response which promotes the damage 

to important organs such as the heart. Experimental approaches promoting TREG function have been 

shown to ameliorate hypertensive end-organ damage. We hypothesized that the SCFA C3 attenuates 

hypertensive cardiac damage. 

Methods: To induce hypertension in 12-week-old male NMRI mice, Angiotensin (Ang) II 

(1,44mg/kg/d) was infused subcutaneously for 14 days using osmotic minipumps. Mice were fed a fiber-

depleted diet to suppress intestinal bacterial SCFA production. To specifically examine the effect of C3, 

mice were either administered sodium propionate or sodium chloride as control in drinking water. The 

inflammatory response was analyzed by flow cytometry. Cardiac organ damage was assessed using 

echocardiography, in vivo electrophysiology, and immunofluorescence. Blood pressure was measured 

by radiotelemetry. To assess the mode of action of C3, TREG were depleted in Ang II-infused C3-treated 

mice using an anti-CD25 antibody (PC61). 

Results: C3 treatment significantly improved survival along with a reduced inflammatory response to 

Ang II and ameliorated cardiac hypertrophy and fibrosis. Fewer T helper cells, cytotoxic T cells and 

macrophages infiltrated the hearts of C3-treated mice. C3 reduced the amount of T-helper type 17  

(TH17) cells in hearts and spleens. This led to a reduced susceptibility to cardiac ventricular 

tachyarrhythmias. Improvement of cardiac damage and inflammation by C3 was abrogated in TREG-

depleted mice. C3 had a moderate blood pressure-lowering effect confined to the second week of Ang 

II infusion, which was preserved in TREG-depleted mice. 

Conclusion: Our data highlight the importance of fiber-derived gut bacterial metabolites for cardiac 

health. TREG are central to the cardioprotective effect of C3 in hypertension. Treatment with C3 and/or 

augmentation of intestinal C3 production may prove of benefit in the treatment of hypertensive heart 

disease. 
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1. Darstellung des Forschungstands 

Experimentelle und auch klinische Studien deuten darauf hin, dass die essentielle arterielle Hypertonie 

(HTN) und assoziierte Organschäden pathophysiologische Charakteristika mit inflammatorischen 

Erkrankungen teilen1, 2. Folglich führt eine immunsuppressive Behandlung mit Dexamethason oder 

Mycophenolat-Mofetil (MMF) von Ratten mit einer Angiotensin (Ang) II-induzierten HTN zu 

reduzierter renaler Schädigung3. Dexamethason zeigt dabei keinen, MMF nur einen geringen Einfluss 

auf die Höhe des Blutdrucks3. In dem gleichen Modell führt auch die Inhibition des pro-

inflammatorischen Transkriptionsfaktors nuclear factor ‚kappa-light-chain-enhancer‘ of activated B 

cells (NFκB) dazu, dass die HTN-bedingten Schäden an Niere und Herz reduziert werden4. Diese 

immunsuppressiven Ansätze belegten erstmalig das Potenzial anti-inflammatorischer Therapien auf die 

HTN und die daraus folgende Organschädigung. Allerdings birgt eine langfristige, breite 

Immunsuppression das Risiko schwerer Nebenwirkungen. Die spezifische Beeinflussung von 

involvierten Immunzelltypen ist jedoch eine vielversprechende therapeutische Option. Die Frage, 

welche Immunzelltypen beteiligt sind, wurde durch Versuche in Recombination activating gene 1 

(RAG-1) Knockout-Mäusen weiter aufgeklärt5. In diesem Mausmodell, das keine T- und B-Zellen 

besitzt, sind Ang II-induzierte HTN und vaskuläre Schädigung verringert5. Der Transfer von T-Zellen – 

im Gegensatz zu B-Zellen – führt zur Wiederherstellung der schädigenden Wirkung von Ang II5. 

T-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems6. Die größte Population innerhalb der T-Zellen wird 

von den CD4+ T-Helferzellen gebildet7. T-Helferzellen können in verschiedenen Differenzierungen 

auftreten8, 9. Unter dem Einfluss eines bestimmten Zytokinmilieus differenzieren naive T-Helferzellen 

(TN) in Effektor-T-Helferzellen8, 9. Diese werden je nach Profil der sezernierten Zytokine und 

exprimierten Transkriptionsfaktoren unterschiedlich bezeichnet8-10. Typ17-T-Helferzellen (TH17) sind 

definiert durch die Produktion von Interleukin (IL)-17A und durch die Expression des 

Transkriptionsfaktors RAR-related orphan receptor (ROR)γt11, 12. Neben ihrer physiologischen Rolle in 

der Abwehr von Bakterien und Pilzen spielen TH17 Zellen eine zentrale Rolle in verschiedenen 

Autoimmunerkrankungen11. IL-17A Knockout-Mäuse fallen durch niedrigeren Blutdruck, reduzierte 

vaskuläre Dysfunktion, eine geringere Entzündung der Aorta sowie eine reduzierte Schädigung der 

Niere nach Infusion von Ang II auf13, 14. Typ1-T-Helferzellen (TH1) sind ein weiterer Subtyp der T-

Helferzellen, der auch an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen beteiligt ist15. TH1 Zellen 

exprimieren den Transkriptionsfaktoren T-box transcription factor (T-bet) und sezernieren unter 

anderem Interferon (IFN)-γ8. Interessanterweise zeigen auch Mäuse, in denen die Antwort auf TH1 

Zytokine eingeschränkt ist (IFN-γ-Rezeptor Knockout-Mäuse), eine reduzierte kardiale Schädigung 

nach Infusion mit Ang II16. 

Nach initialer klonaler Expansion der oben genannten Effektor-Zelltypen kommt es unter 

physiologischen Bedingungen zur Apoptose eines Großteils der Zellen17. Die verbleibenden 

differenzierten T-Helferzellen bilden einen Gedächtnis-Phänotyp aus17, 18. Ein Teil der Zellen mit 
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Gedächtnisphänotyp sind die sogenannten Effektor-Gedächtnis-T-Helferzellen (TEM), die bei erneutem 

Antigenkontakt sofort Effektor-Funktionen wahrnehmen können18. Interessanterweise zeigt sich unter 

rezidivierender Stimulation mit Ang II oder anderen hypertensiven Stimuli (z.B. erhöhte Salzaufnahme) 

eine Zunahme der TEM in der Niere und im Knochenmark19. Auch führt die Infusion einer niedrigen 

Dosis Ang II nach vorangegangener Infusion mit einer hohen Dosis Ang II zu einem stärkeren 

Blutdruckanstieg als bei alleiniger Gabe der niedrigen Dosis, trotz normotensiven Werten in der Phase 

zwischen den beiden Behandlungen19. TEM bilden in hypertensiven Mausmodellen, die wiederholt  

hypertensiven Substanzen (Ang II oder Salz) ausgesetzt waren, die Hauptquelle von IL-17A und IFN-

γ19. CD70 spielt eine wichtige Rolle in der Generierung dieser Gedächtnis-T-Zellen20. Folglich führt ein 

CD70 Knockout zu einer Reduktion der Inflammation und des Blutdrucks nach repetitiven 

hypertensiven Stimuli19. TEM zeigen auch im Menschen eine Assoziation mit Folgeerkrankungen der 

HTN wie Atherosklerose, stabiler Angina pectoris, und dem akuten Myokardinfarkt21. 

Die geschilderten adaptiven Immunprozesse führen zu der Frage nach einem spezifischen Antigen für 

T-Helferzellen in der HTN, die bisher noch unzureichend beantwortet werden kann. Durch oxidativen 

Stress entstehende Proteinaddukte, sogenannte γ-Ketoaldehyde (Isoketale), kommen als Neoantigene in 

Frage und werden durch dendritische Zellen präsentiert22. Isoketale lösen in verschiedenen murinen 

Modellen für Bluthochdruck eine adaptive Immunantwort mit Blutdruckanstieg und Schädigung der 

Vaskulatur aus22. Ein weiteres Protein, das in den Fokus der Suche nach potentiellen Antigenen gerückt 

ist, ist heat shock protein 70 (HSP70)23. HSP70 löst im Rahmen eines Salz-sensitiven HTN im 

Mausmodell eine klonale T-Helferzellexpansion aus23. Durch die Induktion einer Immuntoleranz 

gegenüber HSP70 können HTN und renale Schädigung verhindert werden23. Isoketal-modifizierte 

Proteine oder HSP70 könnten somit potenzielle Antigene der HTN darstellen. 

Für die Kontrolle von Inflammation und Autoreaktivität existieren spezialisierte anti-inflammatorische 

T-Zellen, die Regulatorischen T-Zellen (TREG)24. TREG können andere durch ihre Zytokinproduktion und 

Zell-Zell-Interaktion T-Zellpopulationen supprimieren24. Sie sind charakterisiert durch die Expression 

des Transkriptionsfaktors forkhead box P3 (Foxp3) und des Oberflächenmarkers CD25, sowie der 

Produktion von IL-1024. Eine erhöhte Anzahl an TREG wird zum Beispiel im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen in entzündeten Geweben gefunden25. Auch nach ischämischer 

Gewebsschädigungen des Herzens kommt es zu vermehrter Infiltration des Gewebes durch TREG
26. Ein 

adoptiver Transfer von TREG  führt zu einer reduzierten kardialen Schädigung in Ang II-infundierten 

NMRI Mäusen – ohne dabei den Blutdruck zu beeinflussen27. Diese Verbesserung des kardialen 

Phänotyps wird begleitet von einer Reduktion der TEM
27. In einem anderen Mausstamm, in C57BL/6 

Mäusen, beeinflusst ein adoptiver Transfer von TREG hingegen auch den Blutdruck28. Interessanterweise 

führt ein adoptiver Transfer von TREG neben der Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine auch zu 

einer Normalisierung der IL-10 Serumspiegel im Vergleich zu unbehandelten Ang II-infundierten 
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Mäusen28. TREG sind somit ein endogener Mechanismus zur Kontrolle der Inflammation im Rahmen 

einer HTN und bieten sich als mögliches therapeutisches Ziel für die Behandlung der HTN an. 

HTN ist einer der wichtigsten Risikofaktoren für kardiovaskuläre Mortalität weltweit29. In Deutschland 

lag 2014 bei ca. 30% der Menschen eine HTN vor; nur 57,5% der betroffenen Frauen bzw. 45,5% der 

Männer waren mittels antihypertensiver Pharmakotherapie suffizient eingestellt30. Zwischen HTN und 

diversen kardiovaskulären Erkrankungen bestehen starke Assoziationen31. Insbesondere die 

linksventrikuläre Hypertrophie als Folge der HTN ist assoziiert mit einem erhöhten Auftreten von 

dekompensierter Herzinsuffizienz, Myokardinfarkten und Schlaganfällen32. Die aktuellen Zahlen 

belegen den Bedarf für neuartige therapeutische Ansätze in der Behandlung der HTN. Die Inflammation 

im Rahmen der HTN wird mit bisheriger Pharmakotherapie nur unzureichend adressiert und bietet sich 

somit als innovatives Ziel in der HTN Behandlung an33. 

Die Darmmikrobiota haben einen zentralen Einfluss auf das Immunsystem34. Der größte Anteil des 

lymphatischen Gewebes im Körper ist an den Darm assoziiert35. Der Begriff Darmmikrobiota bezeichnet 

die Gesamtheit der Mikroorganismen, die symbiotisch mit Wirt in dessen Gastrointestinaltrakt 

existieren36. Den Großteil dieser Mikroorganismen bilden Bakterien36. Aktuelle Schätzungen für den 

Menschen gehen davon aus, dass es allein im Darm die gleiche Anzahl an bakteriellen Zellen wie an 

humanen Körperzellen gibt37. Es existieren jedoch fast 150-mal mehr bakterielle Gene im 

Darmmikrobiom als menschliche Gene38. In Studien zu HTN oder Folgeerkrankungen wie 

Atherosklerose konnte eine veränderte Zusammensetzung der Darmbakterien nachgewiesen worden39-

42. Die funktionellen Konsequenzen einer veränderten Zusammensetzung sind jedoch oft unklar. Aus 

diesen Informationen ergibt sich die wichtige Frage, wie die Interaktion zwischen der Vielzahl der 

bakteriellen Organismen und dem Wirt aussehen könnte. 

Ein Ansatz, der vor kurzem von unserer Arbeitsgruppe in Nature publiziert wurde, war die 

Untersuchung des Einflusses einer salzreichen Diät (engl. high-salt diet, HSD) auf das 

Darmmikrobiom43. Die erhöhte Aufnahme von Kochsalz (Natriumchlorid, NaCl) mit der Nahrung ist 

ein epidemiologisch identifizierter Risikofaktor für die HTN und deren Folgeerkrankungen44. Diverse 

Leitlinien empfehlen deshalb die Restriktion der Salzzufuhr für hypertensive Patienten33, 45. Wir konnten 

erstmalig zeigen, dass eine salzreiche Ernährung von Mäusen zu Änderungen in der Zusammensetzung 

des Darmmikrobioms führt43. Eine durch Methoden des maschinellen Lernens als wichtig identifizierte 

Veränderung war der Verlust des Vorkommens von Lactobacillus murinus durch die HSD43. Dies ging 

einher mit einem Anstieg des Blutdrucks und einer Zunahme von proinflammatorischen TH17 Zellen im 

Darm und in der Milz - ein Effekt, der bereits zuvor beschrieben wurde43, 46, 47. Eine tägliche probiotische 

Gabe von L. murinus konnte den durch die HSD induzierten Anstieg des Blutdrucks vermindern sowie 

den Anstieg von TH17 Zellen verhindern43. Dieser Zusammenhang von Salz, L. murinus und TH17-

Zellen ist nicht nur für die Blutdruckregulation relevant. Auch die durch eine HSD aggravierten 

neurologischen Einschränkungen in einem Mausmodell der Multiplen Sklerose, der experimentellen 



1. Darstellung des Forschungstands 

VIII 

autoimmunen Encephalomyelitis (EAE), konnten durch L. murinus Behandlung vermindert werden43. 

Als möglicher Mechanismus für den Einfluss von L. murinus auf TH17 Zellen konnte die Produktion 

von bakteriellen Tryptophan-Metaboliten (Indole) durch L. murinus identifiziert werden43. Durch 

Bindung an den Arylhydrocarbonrezeptor können Indole Einfluss auf die Differenzierung von T-Zellen 

nehmen48. In einer Pilotstudie an gesunden Männern zeigte sich ein gering Blutdruckanstieg, ein Anstieg 

der TH17 im Blut und ein Verlust von Lactobacillus Spezies im Darmmikrobiom bei Einnahme von 6g/d 

NaCl zusätzlich zur normalen Ernährung43. Zusammengefasst zeigen diese Daten erstmals, dass 

Veränderungen des Mikrobioms in Folge salzreicher Ernährung mit pro-inflammatorischen TH17-

Zellen, Bluthochdruck sowie Neuroinflammation vergesellschaftet sind.  

Ein anderer Ansatz zur Untersuchung der Mikrobiom-Wirt-Interaktion in der HTN, der im vorliegenden 

Projekt verfolgt wurde, ist die Behandlung mit bestimmten bakteriellen Metaboliten, um das 

Immunsystem und damit den Krankheitsverlauf der HTN positiv zu beeinflussen. Kurzkettige 

Fettsäuren (engl. short-chain fatty acids, SCFA) sind bakterielle Metabolite, die durch Fermentation von 

unverdaulichen Polysacchariden (sogenannten Ballaststoffen) im Darm entstehen und in messbarer 

Konzentration im peripheren Blut zirkulieren49, 50. Die Einnahme einer faserreichen Diät (reich an 

unverdaulichen Polysacchariden) ist in epidemiologischen Studien ein protektiver Faktor für 

kardiovaskuläre Erkrankungen51. SCFA beeinflussen unter anderem das Immunsystem des Wirts, 

insbesondere T-Zellen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten50, 52-54. Vor allem die SCFA 

Propionat (C3) kann sowohl in vitro als auch bei oraler Gabe in vivo zur vermehrten Differenzierung 

von TREG beitragen55-58. TREG von mit C3 behandelten Mäusen zeigen eine erhöhte suppressive Kapazität, 

wie sowohl mittels in vitro Suppression Assay, als auch durch in vivo adoptiven Transfer in 

unbehandelte Mäuse gezeigt werden konnte56, 58. Auf der anderen Seite beeinflusst C3 aber auch die 

Differenzierung von Effektor-T-Helferzellen57. C3 vermehrt die in vitro Differenzierung von murinen 

naiven T-Helferzellen zu TH17-Zellen,  wobei jedoch gleichzeitig wird ein regulatorischer (IL-10 

produzierender) TH17-Phänotyp induziert wird57. Eine Behandlung mit C3 und anderen SCFA erzielt in 

verschiedenen Erkrankungsmodellen der EAE56, der akuten Nierenschädigung59, der allergischen 

Atemwegsschädigung60 und der chronisch entzündlichen Darmerkrankung54 einen therapeutischen 

Effekt.  

Neben der Wirkung auf das Immunsystem konnte bereits gezeigt werden, dass C3 auch Einfluss auf die 

Freisetzung von Renin in der Niere und auf die Vasomotorik hat61, 62. Der genaue Wirkmechanismus 

von SCFA ist aktuell noch umstritten. Zum einen konnte für SCFA ein Einfluss auf epigenetische 

Regulationsmechanismen über die dosisabhängige Inhibition von Histon-Deacetylasen (HDAC) gezeigt 

werden63. Andere Studien legen eine Bindung an verschiedene G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 

(GPR) nahe. Hierbei scheinen besonders GPR41 (auch free fatty acid receptor (FFA)2 genannt) und 

GPR43 (FFA3) relevant50. Im Rahmen der Wirkung auf die Freisetzung von Renin in der Niere wurde 

zudem eine Affinität zum olfaktorischen Rezepor (Olfr)78 in der Niere gezeigt62. 
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Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass C3 über die Wirkung auf TREG die durch Ang II gestörte 

Immunhomöostase positiv beeinflusst und dass in Folge dessen die hypertensive kardiale Schädigung 

reduziert ist. Um diese Hypothese zu testen, behandelten wir Ang II-infundierte NMRI Mäuse mit C3 

im Trinkwasser und analysierten Inflammation und kardiales Remodeling. 

 

2. Methoden 

2.1. Tierversuch 

Die Experimente wurden unter Einhaltung der deutschen und europäischen Tierschutzgesetze 

durchgeführt. Alle Experimente wurden durch das Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin 

genehmigt (G0280/13). Die Mäuse wurden bei konstantem 12:12 Stunden Tag:Nacht-Zyklus gehalten 

und hatten jederzeit freien Zugang zu Nahrung und Wasser. 

Die Experimente wurden an männlichen NMRI Mäusen durchgeführt. NMRI bezeichnet einen 

Auszuchtstamm. Die verwendeten Mäuse waren genetisch nicht verändert (Wild-Typ) und wurden von 

Janvier Labs bezogen. Die experimentelle Hypertonie wurde in 12 Wochen alten Mäusen durch die 

subkutane Implantation einer osmotischen Minipumpe (Alzet Osmotic Pumps, Durect Corporation, 

Cupertino, CA, USA, vertrieben durch Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) befüllt mit 

Angiotensin (Ang) II (Calbiochem, Teil von Merck, Darmstadt, Deutschland) und einer Infusionsrate 

von 1,44 mg/kg/d hervorgerufen. Die Implantation erfolgte in inhalativer Narkose mit Isofluran (CP-

Pharma, Burgdorf, Deutschland). Um die endogene intestinale Produktion von SCFA zu supprimieren, 

erhielten die Mäuse eine gereinigte faserarme Diät (S0087-E050, Ssniff, Soest, Deutschland), beginnend 

zwei Wochen vor Implantation der Minipumpe. Zur Untersuchung der Effekte von C3 erhielt eine 

Gruppe zusätzlich Natrium-Propionat (NaC3, 200mM, Sigma-Aldrich, Taufenkirchen, Deutschland, 

Tochtergesellschaft von Merck, Darmstadt, Germany) im Trinkwasser (Leitungswasser). Die 

Kontrolltiere erhielten Natriumchlorid (NaCl, 200mM, Sigma-Aldrich) im Trinkwasser. Zwei Wochen 

nach Implantation der Minipumpe wurden die Mäuse in Narkose getötet, um die Inflammation und 

kardiale Schädigung zu analysieren. Eine Sham-Gruppe wurde zur Kontrolle des Ang II Effekts nur mit 

NaCl infundiert. Der Versuchsablauf ist schematisch in Abbildung 1 gezeigt. 

 

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. 10 Wochen alte NMRI Mäuse wurden mit faserarmer Diät 

und 200mM Natrium-Propionat (NaC3) oder Natriumchlorid (NaCl) im Trinkwasser zwei Wochen vor und nach s.c. 

Implantation einer Angiotensin (Ang) II freisetzenden Minipumpe behandelt. Nach zwei Wochen wurden die Mäuse getötet, 

um Inflammation und kardialen Schaden zu analysieren. 

In einer Subgruppe der Tiere wurde eine kontinuierliche Blutdruckmessung mittels implantierbarer 

radiotelemetrischer Messgeräte (Data Science International (DSI), St. Paul, MN, USA) durchgeführt. 
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Hierzu wurde in Isoflurannarkose und unter Analgesie der Katheter des Telemetriesender über die linke 

Arteria carotis bis in den Aortenbogen vorgeschoben. Der Sender wurde subkutan über dem Abdomen 

implantiert. Die Messung ermöglicht die Aufzeichnung von Blutdruck, Herzfrequenz und 

Aktivitätsdaten alle 5min über den Verlauf des gesamten Experiments. Die Implantation der 

Telemetriesender erfolgte vor Beginn der faserarmen Diät. 

Zur Aufklärung des Mechanismus wurde in einer weiteren Subgruppe der Mäuse die TREG depletiert. 

Hierfür wählten wir die Depletion mittels anti-CD25-Antikörper (PC61, bereitgestellt durch Th. Hünig, 

Universität Würzburg)26, 64-69. Den Mäusen wurden einen Tag vor, sowie jeweils zwei und fünf Tage 

nach Implantation der Minipumpe jeweils 250µg PC61 oder IgG1 Isotyp Kontrolle (InVivoPlus Rat 

IgG1, Bio X Cell, West Lebanon, NH, USA, vertrieben durch Hölzel Diagnostika, Köln, Deutschland) 

intraperitoneal (i.p.) injiziert (Abbildung 2). Alle Mäuse in dieser Versuchsreihe erhielten eine faserarme 

Diät, C3 im Trinkwasser und eine radiotelemetrische Blutdruckmessung. 

 

Abbildung 2 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs für die TREG-Depletion. Alle Tiere erhielten faserarmes 

Futter, 200mM Propionat (NaC3) im Trinkwasser und eine Angiotensin (Ang) II freisetzende Minipumpe. Die Depletion der 

TREG erfolgte durch dreimalige (Tag -1, Tag 2 und Tag 5 vor bzw. nach Implantation der Minipumpe) Injektion von anti-CD25-

Antikörpern (PC61). Als Kontrolle ohne TREG-Depletion dienten IgG1 behandelte Tiere. 

Die Randomisierung in die unterschiedlichen Behandlungsgruppen der Versuchsreihen erfolgte nach 

Stratifizierung für das Körpergewicht. Die Mäuse wurden in Käfigen zu je zwei bis drei Tieren gehalten. 

Eine Ausnahme bestand bei den Tieren für die Radiotelemetrie, die aus technischen Gründen einzeln 

gehalten werden mussten. Die Haltung erfolgte im Tierhaus des Max-Delbrück-Centrums für 

molekulare Medizin. Alle an der Analyse beteiligten Personen waren bezüglich der 

Gruppenzugehörigkeit verblindet. Bei technischem Versagen bei der Messung oder nach positiver 

statistischer Testung für Ausreißer (beschrieben unter 2.6. Statistische Analyse) wurden entsprechende 

Messungen von der Auswertung ausgeschlossen. 

An Tag 13 des Experiments erfolgte eine Echokardiographie (Ausführung durch die Animal 

Phenotyping Platform des Max-Delbrück Centrums). Die Untersuchung erfolgte wie bei Markó et al. 

201470 beschrieben. Die Mäuse wurden in Isoflurannarkose mit einem VisualSonics Vevo 2100 System 

und einem 30 MHz-Schallkopf (MS-400, VisualSonics, Toronot, ON, Canada) untersucht. Die 

linksventrikuläre Hypertrophie wurde in M-Modus Bildern der parasternalen kurzen Achse analysiert. 

Die Tötung der Tiere erfolgte zwei Wochen nach Implantation der Ang II Minipumpe. Die Euthanasie 

erfolgte durch inhalative Narkose mit Isofluran. Nach Punktion des rechten Ventrikels zur Blutentnahme 

wurde das Herz entnommen. Die Herzspitze wurde sofort in flüssigem Stickstoff für spätere RNA-
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Analysen gefroren. Vom verbleibenden Herzen wurden die Atria entfernt und das ventrikuläre Gewebe 

wurde in -40°C kalten Isopentan (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gefroren und anschließend bei -

80°C für spätere Histologie gelagert. Die Milz wurde entfernt und für folgende durchflusszytometrische 

Analysen in 4°C kalten FACS-Puffer (GGG), bestehend aus Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-

Aldrich) mit 0,5% Bovinem Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich) und 2mM Ethylendiamintetraacetat 

(EDTA, Carl Roth) überführt. Aus dem abgenommenen Blut wurde Serum gewonnen. Hierfür wurde 

das Blut nach 1h bei Raumtemperatur für 20min bei 420g zentrifugiert. Das entstandene Serum wurde 

sofort bei -80°C gefroren und für spätere Analysen gelagert. 

Bei einer Subgruppe der Tiere erfolgte eine kardiale elektrophysiologische Untersuchung (EPU) in vivo 

in Isoflurannarkose an Tag 14. Dazu würde die rechte Vena jugularis interna freipräpariert und ein 2F 

oktapolarer Stimulationskatheter (CIBer Mouse, NuMed, Hopkinton, NY, USA) in den rechten 

Ventrikel vorgeschoben und fixiert. Durch programmierte elektrische Stimulationen (EP Tracer 

electrophysiology lab, Schwarzer CardioTek, Heilbronn, Deutschland) des rechtsventrikulären 

Myokards wurde die Suszeptibilität für ventrikuläre Arrhythmien getestet. Diese Tiere wurden von den 

histologischen und durchflusszytometrischen Analysen ausgeschlossen. Die Untersuchung erfolgte wie 

bei Markó et al. 201470 beschrieben. Die elektrophysiologische Untersuchung wurde von Dr. N. Wilck 

durchgeführt. 

2.2. Durchflusszytometrie 

Bei einem Teil der Tiere, die für die durchflusszytometrische Immunzellanalyse im Herzen vorgesehen 

waren, erfolgte nach erfolgter Tötung in Isoflurannarkose die Entfernung von in Koronarien und 

Herzhöhlen verbliebenen Blutes durch entsprechende Spülung. Die Milz wurde entnommen und bis zur 

späteren Analyse in 4°C kalten GGG gelagert. Danach erfolgte die Eröffnung des Thorax und die 

Blutentnahme. Der rechte Vorhof wurde angeschnitten und das linke Herz wurde mittels Flügelkanüle 

punktiert und über ein Infusionssystem aus ca. 1,5m Höhe (≈ 110mmHg) mit 100 Tropfen/min (≈ 

5ml/min) mit physiologischer Kochsalzlösung perfundiert. Die Perfusion erfolgte für ca. 7min; danach 

waren die Organe blutleer und entfärbt. Anschließend wurden die Atria entfernt, sodass nur 

ventrikuläres Gewebe für die Analyse verwendet wurde. 

Zur Messung der in das kardiale Gewebe infiltrierten Immunzellen wurden die perfundierten Herzen 

nach einem Protokoll von Miltenyi Biotech GmbH weiter aufgearbeitet. Die Herzen wurden mit einem 

Skalpell grob zerkleinert und in C-tubes (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland) mit 5ml Hanks’ 

Balanced Salt solution (HBSS) mit Ca2+ und Mg2+ (Sigma-Aldrich) mit 600U/ml Kollagenase II 

(Worthington, Lakewood, NJ, USA) und 60U/ml DNase I (Sigma-Aldrich) überführt. Zunächst erfolgte 

die weitere mechanische Zerkleinerung durch einen gentleMACS Dissociator (Programm m_heart_01, 

Miltenyi) und nachfolgende 30min Inkubation bei 37°C. Während der Inkubation wurden die Proben 

alle 5min geschüttelt. Anschließend erfolgte ein zweiter mechanischer Aufschluss (Programm 

m_heart_02). Die entstandenen Zellsuspensionen wurden mit GGG gewaschen und über 70µm (Greiner 
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Bio-One, Kremsmünster, Österreich) und 30µm Zellsiebe (Miltenyi) gefiltert, um 

Einzelzellsuspensionen zu erhalten. 

Die entnommenen Milzen wurden direkt für die Durchflusszytometrie aufgearbeitet. Die Milzen wurden 

durch 70µm Zellsiebe (Greiner Bio-One) gepresst. Das Sieb wurde mit 20ml 4°C kaltem PBS mit 2mM 

EDTA gespült. Die gewonnene Zellsupension wurde mit 300g für 6min bei 4°C zentrifugiert und der 

Überstand abgesaugt. Zur Lysierung der Erythrozyten wurden die Zellen in 1ml 37°C warmer 

Erythrozyten-Lyse (Reinstwasser mit 0,155M NH4Cl und 10mM NaHCO3
 und 1mM EDTA, alles 

Sigma-Aldrich) resuspendiert und für 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen mit 20ml PBS mit 2mM EDTA gewaschen, durch ein 40µm Zellsieb (Greiner) gefiltert und nach 

Färbung mit Trypanblau in einer Neubauer-Kammer unter dem Mikroskop gezählt. 

Für die durchflusszytometrische Analyse der Zytokinproduktion in Splenozyten wurden die Zellen für 

4h mit 50ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA, Sigma-Aldrich) und 750ng/ml Ionomycin 

(Sigma-Aldrich) in Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) Medium (Gibco, Teil von Thermo 

Fisher, Darmstadt, Germany) mit 10% fetalem Kälberserum (FBS, Merck), 100U/ml Penicillin (Sigma-

Aldrich) und 100U/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich) bei 37°C und 5% CO2 restimuliert. Anschließend 

folgte die Inkubation mit zusätzlich 0,75µl/ml BD GolgiStop (BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) 

für 1h. Für durchflusszytometrische Analysen von nicht-restimulierten Zellen erfolgte die direkte 

Färbung mittels monoklonaler Antikörper. 

Tabelle 1 Übersicht der für die durchflusszytometrischen Analysen eingesetzten Antikörper. 

Antigen Klon Konjugat Hersteller Konzentration 

CD3ε 17A2 VioBlue Miltenyi 1:20 

CD3ε 17A2 eFluor 660 eBioscience 1:100 

CD4 GK1.5 APC Vio770 Miltenyi 1:20 

CD4 GK1.5 FITC BD Pharmingen* 1:100 

CD8a 53-6.7 PerCP Cy5.5 eBioscience 1:100 

CD25 7D4 VioBright FITC Miltenyi 1:20 

CD44 IM7 FITC BD Pharmingen 1:100 

CD62L MEL-14 APC BD Pharmingen 1:100 

F4/80 BM8 Pacific Blue BioLegend** 1:100 

Foxp3 FJK-16s PerCP Cy5.5 eBioscience 1:50 

IFN-γ XMG1.2 PE Cy7 eBioscience 1:50 

IL-10 JES5-16E3 Pacific Blue BioLegend 1:50 

IL-17A eBio17B7 APC eBioscience 1:50 

RORγt REA278 APC Miltenyi 1:10 

Tbet REA102 PE Miltenyi 1:10 

*BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland; **San Diege, CA, USA 
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Zum Ausschluss toter Zellen bei der Durchflusszytometrie erfolgte eine Inkubation mit Live/Dead 

Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit for 405 nm excitation (1:1000 in GGG verdünnt, Thermo Fisher, 

Darmstadt, Germany) bei 4°C. Die anschließende Färbung von Oberflächenmarkern mit den in Tabelle 

1 genannten Antikörpern erfolgte in GGG bei 4°C für 30min. Während der Oberflächenfärbung wurde 

die Zellen zusätzlich in FcR blocking reagent (Miltenyi) inkubiert. Für die Färbung intrazellulärer 

Marker erfolgte zunächst die Fixierung und Membranpermeabilisierung der Zellen mit dem 

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience, Teil von Thermo Fisher, Darmstadt, 

Germany). Die intrazellulären Antigene wurden mit den in Tabelle 1 genannten Antikörper für 30min 

bei 4°C gefärbt. Für die Arbeit mit den fixierten Zellen wurde der Puffer aus dem oben genannten Buffer 

Set genutzt. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte an einem FACS Canto II (BD Bioscience) 

mit der BD FACSDiva Software (BD Bioscience). Die gespeicherten Datensätze wurden mit FlowJo 

v.X.0.7 (FlowJo LLC, TreeStar, Ashland, OR, USA, Teil von BD Bioscience) analysiert. 

2.3. mRNA Expressionsanalyse 

Zur Isolation der Boten-Ribonukleinsäure (engl. messenger ribnucleic acid, mRNA) aus ventrikulärem 

Gewebe wurden die Herzspitzen in speziellen Aufschluss-Reaktionsgefäßen (Peqlab, Erlangen, 

Deutschland) mit sechs Keramikkügelchen (Peqlab) überführt. Die Homogenisierung erfolgte in 700µl 

Qiazol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland) in einem Precellys 24 Homogenisator (Peqlab). 

Anschließend erfolgte die Isolation der mRNA mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Protokoll des 

Herstellers. 

Tabelle 2 Sequenzen der für die qPCR eingesetzten Primer und Sonden. 

Gen Richtung Sequenz (5’ - 3’) 

18s vorwärts ACA TCC AAG GAA GGC AGC AG 

rückwärts TTT TCG TCA CTA CCT CCC CG 

Sonde FAM – CGC GCA AAT TAC CCA CTC CCG AC – TAMRA 

Ctgf vorwärts CAA CCG CAA GAT CGG AGT GT 

rückwärts CAC CGA CCC ACC GAA GAC 

Sonde FAM – CAC TGC CAA AGA TGG TGC ACC CTG – TAMRA  

Il-10 vorwärts CAG CCG GGA AGA CAA TAA CTG 

rückwärts CGC AGC TCT AGG AGC ATG TG 

Mhy7 vorwärts CAA TGC CAG GAT TGA GGA TGA 

rückwärts CGT GCC TGA AGC TCC TTG AG 

Ngal vorwärts TGA TCC CTG CCC CAT CTC T 

rückwärts GGA ACT GAT CGC TCC GGA A 

Sonde FAM – TCA CTG TCC CCC TGC AGC CAG A – TAMRA 

Nppb vorwärts GAA AGT CTC CAG AGC AAT TCA 

rückwärts GGG CCA TTT CCT CCG ACT T 
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Die Bestimmung der Konzentration und Qualität der isolierten mRNA erfolgte mit einem NanoDrop-

1000 Spektrophotometer (Peqlab). Mithilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems) erfolgte die reverse Transkription von 2µg RNA in komplementäre 

Desoxyribonukleinsäure (engl. complementary deoxyribonucleic acid cDNA) nach Protokoll des 

Herstellers. Mittels quantitativer real-time Polymerasekettenreaktion (qPCR; als TaqMan Assay mit 

DNA-Sonde oder SYBR green Assay) wurde die Expression der Zielgene bestimmt. Alle Primer- und 

Sondensequenzen sind in Tabelle 2 aufgeführt. Die Quantifizierung erfolgte durch eine Standardkurve 

aus gepoolter cDNA und Normalisierung auf 18s als sogenanntes Housekeeping Gen. Die qPCR wurde 

auf einem Applied Biosystems 7500 Sequence Detector (Applied Biosystems, Thermo Fisher, 

Darmstadt, Germany) durchgeführt. Alle Primer und Sonden wurden mithilfe von PrimerExpress 3.0 

(Applied Biosystems) entworfen und durch BioTeZ (Berlin, Deutschland) synthetisiert. 

2.4. Histologie 

Vor der Aufarbeitung der Herzen für die histologische Untersuchung wurde das Gewebe über Nacht bei 

-20°C gelagert. Das Gewebe wurde am Kryomikrotom (CM 3050 S, Leica, Wetzlar, Deutschland) 5µm 

dünn geschnitten, auf Objektträger aufgebracht und in -20°C kaltem Aceton für 30min fixiert. Für die 

Einzelfärbungen (CD4, CD8a, Kollagen I, Fibronektin, FSP-1) wurden unspezifische Bindungen für 2h 

mit PBS mit 10% normal donkey serum (NDS, Jackson ImmunoResearch Cambridgeshire, Vereinigtes 

Königreich, vertrieben durch Dianova, Hamburg, Deutschland) blockiert. Die primären Antikörper 

wurden in PBS mit 10% NDS verdünnt (siehe Tab. 3) und über Nacht auf den Gewebeschnitten in einer 

feuchten Kammer (nasser Zellstoff in einer geschlossenen Kammer ca. 15×7×4cm) bei 4°C inkubiert. 

Die jeweiligen sekundären Antikörper wurden in PBS verdünnt (siehe Tabelle 3) und für 2h bei 

Raumtemperatur auf den Objektträgern inkubiert. Die Ko-Färbung von N-Cadherin und Connexin-43 

wurde mit dem M.O.M. immunodetection kit (Vector Laboratories, Peterborough, Vereinigtes 

Königreich, vertrieben durch Biozol, Eching, Deutschland) durchgeführt. Unspezifische Bindungen 

wurden durch 1h Inkubation mit PBS mit 10% normal goat serum (NGS, Jackson ImmunoResearch), 

0,3% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) und 0,2% BSA, gefolgt von 30min Inkubation mit M.O.M. Mouse 

Ig Blocking Reagent (Vector Laboratories) blockiert. Die primären Antikörper wurden in PBS mit 10% 

NGS, 0,3% Triton-X-100 und 0,2% BSA verdünnt und auf den Objektträgern über Nacht bei 4°C in 

einer feuchten Kammer inkubiert. Ein Biotin-konjugierter anti-Maus IgG Antikörper wurde in M.O.M. 

diluent (Vector Laboratories) verdünnt (siehe Tab. 3) und für 1h bei Raumtemperatur auf den 

Gewebeschnitten inkubiert. Anschließend wurde der sekundäre Antikörper (siehe Tab. 3) und 

Streptavidin-konjugiertes Alexa 568 (1:100 Verdünnung, Thermo Fisher) in PBS verdünnt und auf den 

Objektträgern für 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Objektträger wurden mit Vectashield mounting 

medium with DAPI (Vector Laboratories) eingedeckelt. Alle Bilder wurden auf einem Zeiss Axio Imager 

M2 Mikroskop mit der AxioVision Software aufgenommen (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). 
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Tabelle 3 Liste der primären und sekundären Antikörper für die Immunfluoreszenzfärbungen. 

Antigen Klon Konjugat Hersteller Konzentration 

CD4 H129.19 keins BD Pharmingen 1:75 

CD8a 53-6.7 keins BD Pharmingen 1:100 

Connexin-43 polyklonal keins Cell Signaling 

Technology† 

1:500 

Kollagen I polyklonal keins Southern Biotech†† 1:100 

Fibronektin polyklonal keins Abcam††† 1:400 

FSP-1 polyklonal keins Abcam 1:100 

N-Cadherin 3B9 keins In vitrogen†††† 1:100 

Ziege IgG polyklonal Cy3 Jackson 

ImmunoResearch 

1:300 

Maus IgG polyklonal Biotin Vector Laboratories 1:500 

Kaninchen IgG polyklonal Cy3 Jackson 

ImmunoResearch 

1:400 

Kaninchen IgG polyklonal Alexa 488 Thermo Fisher 1:1000 

Ratte IgG polyklonal Cy3 Jackson 

ImmunoResearch 

1:200 

†Frankfurt am Main, Deutschland; ††Birmingham, AL, USA, vertrieben durch Biozol, †††Cambridge, 

Vereinigtes Königreich, ††††Teil von Thermo Fisher 

 

Die Fibronektin Immunfluoreszenz diente der Analyse der interstitiellen kardialen Fibrose. Pro Herz 

wurden zehn repräsentative Fotos in 400-facher Vergrößerung (high power fields, HPF) aufgenommen, 

in denen die Kardiomyozyten quer angeschnitten waren. Die Cy3-positive Fläche wurde mittels ImageJ 

Software (Open Source) quantifiziert. Hierfür wurde für alle Bilder einzeln ein Schwellenwert für Cy3 

Positivität gewählt, der für alle Bilder gemittelt wurde. Anhand des gemittelten Schwellenwertes wurde 

automatisiert die Cy3-positive Fläche berechnet. Nachfolgend wurde der Mittelwert der Cy3-positiven 

Fläche pro Herz berechnet. Die perivaskuläre Fibrose wurde anhand der Kollagen I Färbung bestimmt. 

Hierfür wurden alle größeren Gefäße (Durchmesser mindestens 25µm) eines Herzens (n=3-8 pro Herz) 

analysiert. Die Dicke der perivaskuläre Fibrose (Cy3-positiver Bereich) wurde an vier repräsentativen 

Stellen gemessen und auf die Dicke des Gefäßes (Intima und Media) an derselben Stelle normalisiert. 

Pro Herz wurde der Mittelwert aller Gefäße für dieses Maß gebildet. Die Färbung gegen fibroblast-

specific protein-1 (FSP-1) diente der Analyse der Fibroblastenzahl. Die Zahl Fibroblasten wurde durch 

den Mittelwert der FSP-1-positiven Zellen aus fünf repräsentativen HPF quantifiziert. Die Anzahl der 

T-Helferzellen und der zytotoxischen Zellen wurde mittels Immunfluoreszenz für CD4 und CD8a pro 

Schnitt eines kompletten Herzens ermittelt. Die Analyse der Kolokalisation von N-Cadherin und 

Connexin-43 erfolgte in ImageJ mithilfe des Plugins JACoP71. An fünf repräsentativen HPF des 

jeweiligen Herzens im Bereich von längs angeschnittenen Kardiomyozyten erfolgte die Analyse durch 
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Ermittlung des colocalization coefficient. Die Analyse erfolgte anhand von Schwellenwerten für die 

Positivität beider Signale, die wie oben beschrieben ermittelt wurden. Je Herz wurde der Mittelwert aus 

den Analysen der einzelnen HPF gebildet. 

2.5. Gefäßfunktion 

Um den Einfluss der C3-Behandlung auf die Gefäßfunktion zu analysieren, erfolgte die ex vivo Analyse 

der Gefäßfunktion von isolierten mesenterialen Arterien aus Ang II infundierten, C3 behandelten und 

unbehandelten NMRI Mäusen mittels Draht-Myographie (Wire Myography). Die Messung erfolgte auf 

einem DMT Wire Myograph System (DMT 610 M; Danish Myo Technology, Århus, Dänemark) durch 

Dr. D. Tsvetkov wie bereits beschrieben72. Dabei wurde die endothelabhängige Vasodilatation mit 

Acetylcholin Dosis-Wirkungs-Kurven überprüft. 

In einem separaten experimentellen Ansatz wurde überprüft, ob C3 die Entstehung einer ex vivo 

induzierten endothelialen Dysfunktion verhindern kann. Die Induktion der endothelialen Dysfunktion 

erfolgte in isolierten Ringen der Arteria mesenterica superior von unbehandelten Wild-Typ C57BL/6J 

Mäusen. Die Ringe wurden für 24h in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) mit 1% 

FBS, 100U/ml Penicillin (Sigma-Aldrich) und 100U/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich) inkubiert. Zum 

Auslösen der endothelialen Dysfunktion wurden zusätzlich 10nM murines IL-17A (Miltenyi) und 10nM 

Ang II (Calbiochem) dem Medium hinzugefügt. Um die Effekte von C3 näher zu untersuchen erfolgte 

die gleichzeitige Inkubation mit 1mM NaC3 (Sigma-Aldrich) oder 1mM NaCl (Sigma-Aldrich) als 

Kontrolle. Die Analyse der endothelabhängigen Vasodilatation erfolgte durch Dr. D. Tsvetkov wie oben 

beschrieben. 

2.6. Statistik 

Statistische Ausreißer wurden mittels Ausreißertest nach Grubbs identifiziert und von der weiteren 

Analyse ausgeschlossen. Normalverteilung wurde mittels Kolgomorow-Smirnow-Test festgestellt. Um 

zwei Gruppen miteinander vergleichen zu können, wurde bei Normalverteilung ein einseitiger t-Test 

benutzt, bei nicht normalverteilten Daten wurde ein einseitiger Wilcoxon-Mann-Whitney-Test 

verwendet. Mehr als zwei Gruppen wurden mittels einfaktorieller ANOVA und Tukeys Post-Hoc-Test 

bei Normalverteilung, und bei nicht normalverteilten Daten mit Kruskal-Wallis Test gefolgt von Dunns 

Post-Hoc-Test verglichen. Die für die erste und zweite Woche der Ang II-Infusion getrennt berechnete 

area under the curve (AUC) der Blutdruckkurven sowie die Daten zur Gefäßrelaxation wurden mittels 

zweifaktorieller ANOVA mit Messwiederholungen verglichen. Bei der Auswertung der AUC der 

Blutdrücke folgte ein Post-Hoc-Test nach Sidak. Die Überlebensanalyse wurde mittels Kaplan-Meier 

Kurven visualisiert und statistisch mit einem einseitigen Log-Rank-Test verglichen. Alle statistischen 

Analysen und Darstellungen wurden mit GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) 

durchgeführt.  
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Die statistische Analyse der Blutdruckkurven erfolgte anhand eines linearen gemischten Modells mit R 

(Version 3.1.1 R Foundation) und wurde vom Statistiker Dr. A. Krannich durchgeführt. 

 

3. Ergebnisse 

Die Gabe von C3 im Trinkwasser zeigte keinerlei Einfluss auf das Körpergewicht im Vergleich zu 

unbehandelten mit Ang II infundierten Mäusen. Im Serum der mit C3 behandelten Mäuse zeigten sich 

signifikant erhöhte Level an C3. 

3.1. Systemische Inflammation 

Die relevanten Immunzellpopulationen wurden in der Milz (als ein systemisch relevantes lymphatisches 

Organ) mittels Durchflusszytometrie analysiert. Nach Infusion mit Ang II war ein deutlicher pro-

inflammatorischer Einfluss auf die Immunhomöostase der Mäuse zu erkennen. Insgesamt zeigte sich 

unter dem Einfluss von Ang II eine Verschiebung in TN und TEM der Milz. Es zeigte sich eine 

signifikante Zunahme von TEM und eine Reduktion von TN. Die Behandlung mit C3 verhinderte die 

Verschiebung im Gleichgewicht von TN und TEM. Die Analyse der restimulierten Splenozyten zeigte 

einen signifikanten Anstieg sowohl der pro-inflammatorischen TH17 Zellen als auch der anti-

inflammatorischen TREG unter der Wirkung von Ang II. Die Behandlung mit C3 sorgte für die 

Normalisierung beider Zellpopulationen auf das Niveau der Sham-Gruppe. Diese Ergebnisse konnten 

anhand der Färbungen von Transkriptionsfaktoren und Oberflächenmarkern (RORγt+ TH17 und Foxp3+ 

CD25+ TREG) in nicht-restimulierten Splenozyten bestätigt werden. 

3.2. Lokale kardiale Entzündungsreaktion und kardiale Schädigung 

Einer der auffälligsten Effekte der Ang II Infusion bei gleichzeitiger Ernährung mit faserarmem Futter 

war die unerwartet hohe Mortalität von etwas mehr als 20%. Diese war signifikant in den mit C3 

behandelten Tieren auf ca. 10% reduziert. 

Die in das Herz infiltrierten Immunzellen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Anzahl 

der T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen waren signifikant erhöht durch die Ang 

II Infusion. In der mit C3 behandelten Gruppe zeigte sich eine signifikante Reduktion dieser 

Immunzellen. Die genauere Analyse der verschiedenen T-Helferzellpopulationen zeigte, dass 

insbesondere die TH17-Zellen unter dem Einfluss von Ang II anstiegen. Die Behandlung mit C3 führte 

auch hier zu einer signifikanten Reduktion. Für TREG konnten nur nicht-signifikante Trends in Richtung 

einer Erhöhung in den mit Ang II infundierten Gruppen gezeigt werden. Die kardiale Expression von 

IL-10 mRNA stieg signifikant in den unbehandelten Ang II infundierten Tieren an. Dieser Anstieg 

wurde durch die Behandlung mit C3 verhindert. Insgesamt zeigte sich in der Analyse der lokalen 

kardialen Inflammation in Bezug auf die T-Helferzellen ein vergleichbares Bild wie in der Milz. 



3. Ergebnisse 

XVIII 

Die Echokardiographie und der bei der Tötung gemessene Hypertrophie-Index zeigten eine signifikante 

Hypertrophie der Herzen durch Ang II. Durch die Behandlung mit C3 war die kardiale Hypertrophie 

signifikant reduziert. Zur Bestätigung des antihypertrophen Effekts von C3 wurde die Genexpression 

klassischer Hypertrophie-Gene auf mRNA-Ebene analysiert. Sowohl brain natriuretic peptide (Nppb), 

als auch myosin heavy chain beta (Mhy-7) belegten die antihypertrophen Effekte von C3. Auch die durch 

Ang II hervorgerufene kardiale interstitielle und perivaskuläre Fibrose war durch C3 signifikant 

reduziert. Dieses Ergebnis konnte durch Analyse der Fibroblastenzahl im Herzen bestätigt werden. Die 

Genexpression von zwei Markern der kardialen Fibrose, Neutrophilengelatinase-assoziierte Lipocalin 

(Ngal) und connective tissue growth factor (Ctgf), bestätigten die histologischen Analysen der Fibrose. 

3.3. Abhängigkeit von TREG 

Wie einleitend erwähnt, verbessert C3 die suppressive Kapazität und Differenzierung von TREG
58. Um 

den Wirkmechanismus von C3 auf den durch Ang II induzierten Herzschaden über TREG zu überprüfen, 

wurden TREG in mit C3 gefütterten und Ang II infundierten Mäusen depletiert. Die Depletion von TREG 

verhinderte die anti-inflammatorischen und antifibrotischen Effekte von C3. Der antihypertrophe Effekt 

von C3 war jedoch nur teilweise aufgehoben. 

3.4. Effekte auf den Blutdruck 

Die Behandlung mit C3 im Trinkwasser sorgte für einen signifikant niedrigeren Blutdruck gegen Ende 

des Experiments. Die Analyse der area under the curve (AUC), die getrennt für die erste und zweite 

Woche der Ang II Infusion vorgenommen wurde, zeigte, dass der antihypertensive Effekt erst in der 

zweiten Woche statistisch signifikant war. Des Weiteren war die endotheliale Dysfunktion von isolierten 

mesenterialen Gefäßringen unter C3 signifikant gebessert. Die TREG Depletion hatte keinen Einfluss auf 

die C3 induzierte Blutdrucksenkung. Eine in vitro induzierte endotheliale Dysfunktion durch 24h 

Inkubation von mesenterialen Gefäßringen mit IL-17A und Ang II zeigte sich von einer Ko-Inkubation 

mit C3 nicht beeinflusst. Zusammenfassend scheint der antihypertensive Effekt von C3 multifaktorieller 

Genese zu sein: C3 führt zu einer moderaten Blutdrucksenkung, die mit einer verbesserten endothelialen 

Funktion einhergeht. TREG scheinen für die Blutdrucksenkung weniger relevant zu sein.  

3.5. Elektrisches Remodeling 

Um herauszufinden, ob die Verbesserung der Inflammation und kardialen Schädigung durch C3 auch 

zu einem funktionell verbesserten Phänotyp in vivo führt, erfolgte eine elektrophysiologische 

Untersuchung der Mäuse. Das Auftreten ventrikuläre Arrhythmien in Patienten mit hypertensiver 

Herzerkrankung ist bekanntermaßen prognosebestimmend73. Bei mit C3 behandelten Mäusen konnte 

seltener als bei unbehandelten Mäusen ventrikuläre Tachyarrhythmien ausgelöst werden. In den meisten 

Fällen konnte in mit C3 behandelten Mäusen keine Arrhythmien ausgelöst werden. Diese Beobachtung 

wird durch die Immunfluoreszenz-Analyse des kardialen Nexus Proteins Connexin-43 (Cx43) gestützt. 

Die Verlagerung von Cx43 aus dem Bereich der Glanzstreifen heraus an die Seiten der Kardiomyozyten 
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(Lateralisierung der Cx43 Expression) wurde bereits in Patienten mit kardialer Hypertrophie 

beobachtet74. Anhand der Kolokalisation von N-Cadherin konnte eine Verminderung der pathologische 

Lateralisierung von Cx43 durch die C3 Behandlung gezeigt werden. 
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Metabolit der Darmmikrobiota, die SCFA 

C3, den durch Ang II induzierten hypertensiven Endorganschaden reduziert. Die Wirkung von C3 war 

hauptsächlich über TREG vermittelt. C3 beeinflusste die T-Helferzell-Homöostase und reduzierte 

dadurch die kardiale Hypertrophie, Fibrose und das elektrische Remodeling. Des Weiteren zeigte C3 

antihypertensive Eigenschaften, möglicherweise durch den direkten Einfluss auf Gefäße und weniger 

durch den Einfluss auf TREG bedingt. 

Eine weiterhin noch unzureichend geklärte Fragestellung ist die nach dem molekularem 

Wirkmechanismus von C3. Auf Ebene der Immunzellen wurden sowohl die Bindung an die Rezeptoren 

GPR41 und GPR43 als auch epigenetische Regulationen über die Inhibition von HDAC 

vorgeschlagen57, 58. Für die direkte Wirkung auf Gefäße gibt es Hinweise auf die Abhängigkeit sowohl 

von oben genannten GPR als auch von Olfr7861, 62. Somit steht hier noch die Frage aus, welcher 

Mechanismus ist in unserem Modell für HTN für die positive Wirkung auf TREG verantwortlich ist und 

welcher Mechanismus zu dem davon unabhängigen antihypertensiven Effekt führt. 

Das tierexperimentell gewonnene Wissen über die Rolle der Inflammation in kardiovaskulären 

Erkrankungen fand erstmals in der CANTOS Studie eine translationale Anwendung75. Die Behandlung 

mit dem IL-1β-Antagonisten Canakinumab erreichte sowohl den primären Endpunkt, eine Reduktion 

von hoch sensitivem C-reaktives Protein (hsCRP), als auch sekundäre Endpunkte wie die Reduzierung 

der Mortalität75. Diese erste Phase-III-Studie zeigt den Bedarf an neuen Therapien, welche die 

Reduktion der Inflammation im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen als Ziel haben. C3 und 

verschiedene Salze des C3 sind nach EU-Richtlinien als Nahrungsergänzungsmittel überprüft und 

zugelassen76. C3 stellt somit eine ideale Substanz für eine schnelle Translation in den Menschen dar. 

Die ersten wissenschaftlichen Fragestellungen, die hierfür geklärt werden müssten, sollten sich mit der 

Dosisfindung und damit verbunden mit dem Einfluss auf den Immunphänotyp und den Blutdruck von 

gesunden und hypertensiven Menschen beschäftigen. 

Neben der direkten Gabe von C3 könnten Methoden, die zu einer erhöhten Produktion von SCFA wie 

C3 durch die Darmmikrobiota führen, vielversprechnd sein. Die Modulation des Darmmikrobioms kann 

durch Gabe von lebenden Bakterien (Probiotika) oder durch Zusätze, die das Wachstum und die 

Funktion von Bakterien unterstützen (Präbiotika) erfolgen77. Verschiedenste Bakterien haben die 

genetische Ausstattung SCFA zu produzieren78. In Familien wie Bifidobactericeae, Lachnospiraceae, 

and Ruminococcaceae gibt es verschiedene Spezies, die SCFA produzieren können78. Besonders 
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Bifidobactericeae Spezies finden sich häufig in kommerziell erhältlichen Probiotika79. Inwieweit diese 

erhältlichen Probiotika zu einer Erhöhung der SCFA und besonders C3 Produktion beitragen ist aber 

noch unzureichend geklärt. Gerade für die Produktion von SCFA bietet sich aber auch die Gabe von 

unverdaulichen Faserstoffen wie Inulin und Pektin an, die bekannte Substrate für die bakterielle 

Fermentation zu SCFA sind80. Auch Inulin findet bereits als Nahrungsergänzungsmittel breite 

Anwendung. Analog zur direkten Gabe besteht auch hier vor der Translation in den Menschen der 

Bedarf nach Studien zur Dosisfindung und zum Einfluss auf Blutdruck und Immunphänotyp. 

Prinzipiell liefern die Ergebnisse dieser Arbeit eine innovative Begründung für die einleitend erwähnte 

Assoziation zwischen faserreicher Ernährung und der Protektion vor kardiovaskulären Erkrankungen51. 

Neben den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten auch Marques et al.81 den protektiven Effekt 

von Acetat, einer anderen SCFA, auf den hypertensiven Organschaden zeigen. In uninephrektomierten 

und mit 11-Deoxycorticosterone acetate (DOCA) behandelten führten eine faserreiche Ernährung und 

die Behandlung mit Acetat zur Reduktion der kardialen und renalen hypertensiven Schäden81. Die 

vorliegende Arbeit kann dieses Wissen um die Ergebnisse zur T-Zell-Homöostase erweitern. Insgesamt 

unterstützen beide Arbeiten die im Rahmen von Leitlinien empfohlene Lebensstiländerung vor Beginn 

einer medikamentösen antihypertensiven Therapie33. Eine Ernährungsumstellung mit Erhöhung des 

Faseranteils und damit Erhöhung der Produktion von SCFA sollte auf Grundlage der vorliegenden 

Ergebnisse als therapeutischer Ansatz weiter untersucht werden. 
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