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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Deutsch

Einleitung Fetale Programmierung beschreibt die Beeinflussbarkeit des genetischen
Materials der Eltern sowie der intrauterinen Entwicklung der Nachkommen durch
verschiedene Umweltfaktoren. Als eine der ersten Arbeiten zu dem Thema stellte die
Barker Hypothese einen Zusammenhang zwischen Mangelerndhrung wahrend der
Embryogenese und daraus resultierend niedrigem Geburtsgewicht und dem spateren
Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen her. Je nach Zeitpunkt der Beeinflussung
konnen diese Programmierungen lebenslange Auswirkungen hervorrufen. Ernahrung
nimmt in diesem Zusammenhang eine besondere Stellung ein. Tierstudien, welche sich
mit Diat-assoziierten Einflissen auf die Entwicklung, insbesondere mit Fehlernahrung in
utero befassen, zeigen beim Nachwuchs programmierbare strukturelle Veranderungen
von Organen zentraler Bedeutung. Als molekulargenetisches Aquivalent nimmt man
eine Vielzahl epigenetischer Modifikationen an. Aktuell wird der Einfluss von salzreicher
Nahrung im Zusammenhang mit der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen
kontrovers diskutiert. Hierbei stehen besonders Veranderungen des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) und deren Auswirkungen im Fokus. Der Schwerpunkt
dieser Promotionsarbeit liegt auf der Untersuchung der Programmierbarkeit des renalen
RAAS durch die parentale Hochsalzdiat als externem Faktor.

Methoden Im durchgeflihrten Ratten-Futterungsversuch sollte der Einfluss einer
Hochsalzdiat als externem Faktor mit besonderem Hinblick auf programmierbare
Veranderungen des renalen RAAS in der ersten Nachkommengeneration (F1)
untersucht werden. Es erfolgten klinische Untersuchungen sowie die Typisierung der
Komponenten des renalen RAAS mithilfe von Western Blots.

Ergebnisse Maternale Programmierungseffekte der Hochsalzdiat zeigten sich an einer
erhdhten relativen Angiotensin-l1-Rezeptor-Typ-1-Expression (AT) und einem erhdhten
Finalgewicht. Im Hinblick auf die relative Expression des Mineralokortikoid-Rezeptors
(MCR) und von Renin, kam die maternale Programmierung erst durch den
gleichzeitigen Konsum der Hochsalzdiat zum Tragen. Hdmodynamik und Finalgewicht

waren durch paternale Programmierungseffekte beeinflussbar. Zudem flhrte die



Hochsalzdiat an sich zu einem Anstieg des Blutdrucks und Nierengewichts sowie zu
einem Abfall der relativen Angiotensin-1I-Rezeptor-Typ-2-Expression (AT>).

Schlussfolgerung In der vorliegenden Studie konnten sowohl maternal als auch
paternal programmierende Effekte beobachtet werden. Ob zur klassischen Barker
Hypothese vergleichbare epigenetische Mechanismen vorliegen, muss jedoch erst
durch nachfolgende Untersuchungen Uberprift werden. Viele Veranderungen zeigen
sich geschlechtsabhangig, kongruent zu Ergebnissen tierexperimenteller Studien zum
Thema fetale Programmierung. Speziell konnten programmierende Effekte auf die
Hamodynamik und das renale RAAS der F1-Generation nachgewiesen werden.
Manche der gezeigten Effekte scheinen aber auch ausschlieBlich auf die Hochsalzdiat
zurtickzugehen, beziehungsweise werden erst durch die gleichzeitige Hochsalzdiat

manifest.
Abkirzungen: RAAS - Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, AT - Angiotensin-II-

Rezeptor-Typ-1, MCR — Mineralokortikoid-Rezeptor, AT, - Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-

2, F1 — erste Filialgeneration
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1.2 English

Introduction Fetal programming refers to the link between environmental factors and
intrauterine development as well as paternal genetics. The original Barker hypothesis
postulates that people with a low birth weight are at greater risk of developing coronary
heart disease. According to this theory, during a critical phase of the intrauterine
development some environmental factors can impact fetal programming resulting in
lifelong consequences. Nutrition seems to take a special role in this. Studies of animals,
especially those subject to under-nutrition in utero generally exhibit changes in the
structure of key organs. Epigenetic changes are thought to be the molecular equivalent.
The link between a high salt diet and the prevalence of cardiovascular disease is
discussed adversely. Focusing on the changes in the RAAS with its consequences, this
thesis aims to investigate the programming effects of a parental high salt diet on the
renal RAAS in the offspring.

Methods A rat-feeding study was designed to show the influence of a high salt diet as
a programming environmental factor on the renal RAAS in the F1-generation. The
components of the renal RAAS were analyzed by Western Blot.

Results Maternal programming effects might be seen in the increase of relative AT-
receptor expression and the final bodyweight. An elevation of the relative expression of
MCR and renin required a concomitant feeding of a high salt diet. Blood pressure, heart
rate and final weight seem to be influenced by paternal programming. Furthermore, the
high salt diet itself led to a rise in blood pressure and increased kidney weight as well as
a lower relative AT,-receptor expression.

Conclusions In the present study we could show maternal as well as paternal
programming effects. To see if there are epigenetic changes as proposed by the
original Barker hypothesis, further investigations are required. Comparable with other
animal studies on the issue of fetal programming, we found many sex-specific effects.
Specifically programming effects influencing the blood pressure and the renal RAAS
were detected in the F1-generation. Some of the effects seen in this study seem to be

due to the high salt diet postnatally itself rather than fetal programming.
Abbreviations: RAAS - renin-angiotensin-aldosterone-system, AT; - angiotensin-II-
receptor-type-1, MCR — mineralcorticoid-receptor, AT, - angiotensin-ll-receptor-type-2,

F1 — first offspring
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2. EINLEITUNG

2.1 Literaturiibersicht

Nach heutigem Verstandnis beeinflussen sich Ernahrung und Gesundheit mafRgeblich
und zwar schon lange vor der Geburt. Zu keinem Zeitpunkt in unserer Entwicklung sind
wir so abhangig von unseren Nahrungsressourcen wie wahrend der Embryo- und

Fetogenese. Der Ausspruch ,Du bist, was du isst* gilt mehr denn je.

Kardiovaskulare Erkrankungen gehdéren zu den Haupttodesursachen weltweit. lhre
Entstehung und steigende Pravalenz steht in enger Beziehung mit sich andernden
Ernahrungsgewohnheiten . Ein besonderes Augenmerk wird hierbei auch auf unseren
Salzkonsum gelegt. Salz ist ein essentieller Bestandteil gesunder Ernahrung, aber
scheint in falscher Dosis auch krankheitsfordernd zu wirken. Insbesondere
Bluthochdruck und dessen Folgeerkrankungen wie Koronare Herzkrankheit und
Schlaganfall werden mit einem erhdhten Salzkonsum in Verbindung gebracht *°. Daher
wird zunehmend nach pathogenetischen Zusammenhangen und Mechanismen der
ernahrungsbedingten Krankheitsentstehung gesucht. Es stellt sich die Frage, in wie
weit die Genetik von der Ernahrung beeinflusst wird, bzw. in wie weit etwaige
Veranderungen der Genetik die Gesundheit beeinflussen. Daruber hinaus konnten
bereits in vielen epidemiologischen und tierexperimentellen Studien Hinweise gefunden
werden, dass diatische Einflisse bereits wahrend der Pra- und Perinatalperiode eine
entscheidende Rolle spielen fir den Gesundheitszustand im Verlauf des Lebens bzw.
die Anflligkeit fir bestimmte Erkrankungen ®'°. Demnach scheint nicht nur die eigene
Ernadhrung, sondern auch die Ernahrung der Vorfahren einen Einfluss auf die

Gesundheit zu haben.

2.1.1 Modelle fetaler Programmierung

Das Grundkonzept einer umweltbedingten Programmierung phanotypischer Merkmale
kann bis auf die Thesen des Biologen Jean-Baptiste Lamarck im 18. Jahrhundert
zuruckgefuhrt werden. Dieser ging davon aus, dass Tiere mit einem veranderten

Gebrauch ihrer Organe auf wechselnde Umweltbedingungen reagieren und es somit zu
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Modifikationen dieser Organe komme, die sie wiederum weitervererben wiirden .

Nach der Widerlegung dieser Thesen durch Genetiker wie Gregor Mendel und
Erkenntnisse der modernen Molekulargenetik pragte Glnter Dorner in den 70er Jahren
den Begriff der intrauterinen Programmierung und beschrieb damit die Langzeiteffekte
eines gestorten intrauterinen Milieus. Als Begrunder der funktionellen Teratologie
postulierte er, dass alternierende intrauterine Hormon- und Zytokinexposition zu
Stoffwechselstérungen fiihren kénnen 2. Etwa zur gleichen Zeit stellte James V. Neel
seine Thrifty Genotype Hypothese vor, die aus der Beobachtung hervorging, dass
bestimmte Populationen, deren Nahrungsressourcen limitiert sind, vermehrt zu
Insulinresistenz neigen. Seiner Theorie zufolge stellte diese genetische Variante (Thrifty
Genotype) in einer hungernden Population einen Selektionsvorteil dar und habe sich
damit bis hin zur modernen Gesellschaft durchgesetzt. Und dies obschon sie unter
heutigen Bedingungen einen Uberlebensnachteil darstellen wiirden, da sie bei
ausreichendem Zugang zu Ressourcen Ubergewicht zur Folge habe ™. 1989
veroffentlichte David Barker einen Artikel der die Basis fur die Developmental Origins of
Health and Disease (DOHaD) Hypothese schuf. Hierin stellte er die Verbindung
zwischen niedrigem Geburtsgewicht, als indirekten, klinischen Marker unzureichender
intrauteriner Entwicklung und einem erhdhten Risiko fur spatere kardiovaskulare
Erkrankungen her. Weiterhin besagt die nach ihrem Erstbeschreiber auch Barker
Hypothese genannte Theorie, dass Umweltfaktoren in einer kritischen Phase der
Entwicklung fetale Programmierung mit lebenslangen Auswirkungen hervorrufen

kénnen '©

. Entscheidend gepragt wurde der Begriff der fetalen Programmierung
auRerdem durch die Zusammenarbeit von Barker und Hales ™, die in ihrer thrifty
phenotype hypothesis beschrieben, dass umgebungsbedingte Einflussfaktoren,
insbesondere das metabolische und hormonelle Milieu in utero, das Risiko erhéhen, im
Verlauf des Lebens kardiovaskulare und metabolische Erkrankungen zu entwickeln.
Seither wurde diese Hypothese durch zahlreiche epidemiologische Studien in
verschiedenen Landern und Populationen weltweit und einer Vielzahl verschiedener
Tiermodelle bestatigt. Prinzipiell geht man bei der Fetalen Programmierung also davon
aus, dass verschiedene Umweltfaktoren die Ausbildung verschiedener Phanotypen
verursachen. Daruberhinausgehend beschriecben Hocher et al. basierend auf
tierexperimentellen und klinischen Studienergebnissen die advanced fetal programming
15,16

hypothesis , laut welcher auch verschiedene maternale Gene zu einer

Mangelsituation des Kindes und somit einer Programmierung von Erkrankungen fuhren
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konnen. Demnach sind sowohl Umwelt- als auch genetische Faktoren der Mutter

ursachlich fur fetale Programmierung.

2.1.2 Mechanismen fetaler Programmierung

Die Fahigkeit des Organismus, bereits im Mutterleib den Phanotyp auf wechselnde
Umwelteinflisse, insbesondere Gesundheits- und Ernahrungszustand der Mutter, hin
anzupassen, ist iberlebenswichtig "'®. Man bezeichnet diese Adaption als Plastizitat *°
und deren molekulare Entsprechung als fetale Programmierung ?°. Darunter versteht
man eine Interaktion zwischen genetischen sowie epigenetischen und umweltbedingten
Faktoren des Organismus mit dem Ziel der optimierten Nutzung intrauteriner
Ressourcen und einer bestmdglichen Angepasstheit an wechselnde postnatale

Gegebenheiten 7'

Im Zuge dessen werden langfristige Modifikationen der
Genexpression und damit einhergehende Veranderungen der Physis, des
Metabolismus und der Entwicklung von Organsystemen programmiert, um ein

21,22

bestmdgliches Uberleben des Fetus zu erreichen . Diese Adaptionen kdnnen

vaskulare, metabolische oder endokrine Prozesse umfassen, die die Entwicklung,

2 Findet ein

Funktion und Struktur von verschiedenen Organen beeinflussen
bestimmtes Ereignis, das die normale physiologische Entwicklung des Fetus stort oder
unterbricht, wahrend einer vulnerablen oder kritischen fetalen Entwicklungsphase statt,

kdnnen sich dessen Effekte durch Anpassung des Fetus dauerhaft manifestieren %22,

Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der fetalen Programmierung sind
bislang nur unzureichend verstanden, jedoch nimmt man mittlerweile an, dass sie auf
epigenetische Modifikationen der DNA zuriickzufiihren sind %°. Den Begriff Epigenetik
fihrte C. H. Waddington % 1942 ein. Er wollte das Phanomen beschreiben, dass
Unterschiede zwischen zwei von einer Stammzelle entstammten Zellreihen existieren,
die weder durch den genetischen Code noch als phanotypische Variation erklarbar
sind. Aktuell bezeichnet die Epigenetik eine Art Zusatzinformation zum genetischen
Code, die im Code selbst nicht vorhanden ist. Verschiedenste epigenetische
Regulationsmechanismen sind bereits bekannt, welche die Expression von Genen
beeinflussen. Im Wesentlichen spielen hierbei drei epigenetische Prozesse eine Rolle:

DNA Methylierung, Histon Acetylierung und die Expression von nichtkodierender-RNA,
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wie z.B. der micro-RNA %%,

Hypermethylierung einer Region kann zur
Transkriptionshemmung  fuhren,  wohingegen  eine  Hypomethylierung  zur
Transkriptionsaktivierung fuhren kann. Ebenso bestimmt der Acetylierungszustand der
Histone ob ein Gen stillgelegt oder vermehrt abgelesen wird. Micro-RNA beeinflusst
ebenso die DNA Methylierung, aber auch die Gen-Expression posttranskriptional 2°>%’.
Epigenetische Muster werden wahrend der fetalen Entwicklung und Zelldifferenzierung
durch einen gut organisierten Prozess generiert. Nichtsdestotrotz ist die Modifikation
des Epigenoms ein sehr dynamischer und reaktionsfahiger Vorgang, welcher,
besonders in frlhen Entwicklungsphasen, sensibel auf Umwelteinflisse reagiert um
den Fetus moglichst optimal anzupassen 2. Die momentane Datenlage suggeriert,
dass die epigenetische Programmierung mafgeblich durch das intrauterine Milieu
beeinflusst werden kann, welches wiederum durch Erndhrung und Hormonhaushalt der
Mutter sowie auch die Leistung der Plazenta maRgeblich bestimmt wird 2*°°. Die
veranderte Epigenetik bedingt dann ihrerseits die Genexpression im fetalen Gewebe,
wodurch letztlich die kinftige Funktion der sich gerade entwickelnden Organe und
damit Erkrankungen im zukulnftigen Leben verursacht werden koénnten bzw. die
Vulnerabilitdt gegeniiber bestimmter Erkrankung programmiert werden kann 2937,
Beispiele epigenetischer Regulation von Genen, welche im Zusammenhang mit
kardiovaskularen oder metabolischen Erkrankungen stehen, sind etwa Gene des
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren-System (PPARs) oder des Glukokortikoid-

Rezeptors sowie des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 3433,

Epigenetische Modifizierungen und deren phanotypische Entsprechungen weisen
mitunter eine sehr lange Latenz auf und koénnen sich auch erst im Erwachsenalter
manifestieren **. Noch ist nicht genau bekannt, wann und fiir wie lange epigenetische
Plastizitat mdglich ist. Man nimmt jedoch ein Zeitfenster zwischen perikonzeptioneller
Periode bis in die postnatale Phase an ?°. Aus Studien an genetisch identen eineiigen
Zwillingen ist sogar bekannt, dass Umwelteinflisse zeitlebens epigenetische
Modifikationen bewirken kénnen . Bei der Entwicklung der meisten Organe hingegen
scheint sich diese vulnerable Phase ausschliel3lich auf die Schwangerschaft zu

begrenzen *°.

Die epidemiologische Beobachtung, dass ahnliche Phanotypen und daraus resultierend

ahnliche Krankheitsbilder, von verschiedenen Ernahrungssituationen der Miutter
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ausgehend, entstehen kénnen, fihrt zu der Annahme, dass fetale Programmierung
durch eine kleine Anzahl von Adaptionsprozessen erfolgt ?>*’. Mehrere Studien legen
zudem nahe, dass ein auf diese Art entstandener Phanotyp auch in die folgenden
Generationen weitervererbt werden kann, teilweise mit geschlechtsspezifischen
Unterschieden *°. Beschrieben wurde dieser Zusammenhang in den verschiedensten
Populationen und durch tierexperimentelle Daten, unabhangig von Alter, Geschlecht

und ethnischem Hintergrund **.

Fetale Programmierung kann demnach also als adaptive Antwort des Feten auf seine
pranatale und frihe postnatale Umwelt gewertet werden, die Uber epigenetische

Prozesse im Genom konserviert wird.

2.1.3 Paternale Programmierung

Obschon der Zusammenhang zwischen perikonzeptioneller Ernahrung der Mutter und
der Inzidenz von Krankheiten beim Nachwuchs Gegenstand aktueller Forschung ist,
bleibt unser Verstandnis vom Einfluss der vaterlichen Ernahrung wahrend der
Konzeption bislang weitestgehend schlecht definiert *2. Neuere Studien gehen jedoch
fest von einer paternalen Beeinflussung der fetalen Programmierung aus “**°. So
konnte gezeigt werden, dass den Vater betreffende diatische aber auch mentale
Umweltfaktoren den Phanotyp des Nachwuchses beeinflussen kénnen. Ein 2010 in
China durchgefuhrtes Tierexperiment im Rattenmodell zeigt, dass paternale Adipositas
bei den weiblichen Nachkommen zu epigenetischen Veranderungen der Beta-Zell-
Funktion fuhrt und somit deren Insulin-Resistenz programmiert und ebenfalls in einem
adipdsen Phanotyp im Erwachsenenalter resultiert 3 Interventionen mit dem Ziel, die
metabolische Gesundheit des Vaters vor der Konzeption zu verbessern, fuhrten zu
einer partiellen Normalisierung aberranter epigenetischer Signale der Spermien und
damit zu einer Verbesserung des gesundheitlichen Zustandes der weiblichen
Nachkommen **. Bei Mdusen konnte eine Beeinflussung der vaskuldren Funktion sowie
der Glukosetoleranz beim Nachwuchs proteinarm gefutterter Mannchen festgestellt
werden *2. Weiterhin existieren bereits Studien am Menschen, die eine paternale
Programmierung nahelegen. Beispielsweise beschrieben Chen et al. *°, dass der
paternale BMI das Wachstum mannlicher Nachkommen beeinflusst. Dariber hinaus

wurde in Indien anhand einer generationsubergreifenden Studie der Zusammenhang
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zwischen dem Geburtsgewicht beider Eltern und der Entwicklung eines metabolischen
Syndroms bei deren Kindern nachgewiesen “°. Des Weiteren suggeriert die aktuelle
Datenlage, dass Diabetes beim Vater das Geburtsgewicht der Nachkommen verringere
4749 Bei der Erforschung des paternalen Einflusses auf die fetale Programmierung liegt
der Fokus aktuell insbesondere auf mdoglichen epigenetischen Veranderungen der

Spermien , speziell in Form von RNA-Modifikationen °.

2.1.4 Alimentare Programmierung und Krankheitsentstehung

Tierstudien, welche sich mit Diat-assoziierten Einflissen auf die Entwicklung, im
Besonderen mit Fehlernahrung in utero, befassen, zeigen programmierbare strukturelle
Veranderungen von Organen zentraler Bedeutung beim Nachwuchs . Der Einfluss
insbesondere  der maternalen Ernahrung und damit des intrauterinen
Nahrstoffangebotes auf diese Veranderungen konnte in einer Vielzahl von
Tierversuchen beobachtet werden 3°4"°"** Epidemiologische Studien zeigen, dass
nutritielle Defizite wahrend der Schwangerschaft mit einem erhdhten Risiko fir
metabolische und kardiovaskulare Erkrankungen im spateren Leben verbunden sind °°.
Mithilfe epidemiologischer Daten des ,niederlandischen Hungerwinters® wahrend des
zweiten Weltkriegs sowie mehrerer Studien aus GrofRbritannien, Europa und den USA,
konnte ein direkter Zusammenhang zwischen einem niedrigen Geburtsgewicht und der
spateren Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen und den damit verbundenen
Krankheitsbildern wie Schlaganfall, insulinunabhangiger Diabetes mellitus und

Hypertension hergestellt werden >°°.

Die Anpassung fetalen Gewebes an wechselnde endokrine und metabolische
Gegebenheiten im Mutterleib ist physiologisch und Uberlebenswichtig fur das Kind. Sie
sorgen fur eine optimale Entwicklung im Rahmen des intrauterinen Milieus. Besteht
etwa eine Nahrstoffknappheit durch Mangelernahrung der Mutter, kommt es zu einer
Ressourcenfokussierung auf absolut lebensnotwendige Organe wie dem Gehirn. Damit
einhergehend kann es zu einer suboptimalen Genese anderer Organe wie den Nieren

45,61

und dem endokrinen Pankreas kommen . Des Weiteren konnen anhaltende,

strukturelle und funktionseinschrankende Stérungen dieser Organe hierdurch entstehen

2351 Eine Reduktion der Nephron-Anzahl wurde zum Beispiel im Anschluss an eine
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pranatal proteinarme Diat bei Ratten °>®2, Mausen ® und Schafen ® beobachtet. Beim
Menschen korreliert die Nephron-Anzahl direkt mit dem Geburtsgewicht und verhalt
sich umgekehrt proportional zum Blutdruck °°. Dariiber hinaus zeigt maternale
Mangelerndhrung im Rattenmodell auch eine Reduktion des absoluten
Pankreasgewichts und der Inselzell-Masse beim Nachwuchs ®°. Uberdies scheint bei
einer Vielzahl von Spezies ein intrauteriner Nahrstoffmangel auch die Entwicklung des
muskoloskeletalen Stiitzapparates zu beeinflussen ®’. All diese Veranderungen erklart
man sich durch Remodellingvorgange, welche assoziiert zu sein scheinen mit der
Storung zellularer Proliferation und Differenzierung wahrend der fetalen Entwicklung im

36

Zusammenhang mit epigenetischen Modulationen *°. In mehreren Studien konnte

zudem gezeigt werden, dass auch eine maternale Ubererndhrung und LGA-(large for
gestational age) Geburtlichkeit negative Folgen fiir den Nachwuchs haben kann .
LGA-Nachwuchs, typischerweise mit miitterlichem Ubergewicht und Gestationsdiabetes
assoziiert, zeigt einen erhdhten viszeralen Korperfettanteil und besitzt damit ein
erhdohtes Risiko, im spateren Leben Pathologien aus dem Formenkreis des
metabolischen Syndroms zu entwickeln °*®°. Neben den beschriebenen Effekten von
Hauptnahrstoffen ricken neuerdings auch Vitamine und Spurenelemente mehr in den
Fokus. Folsaure und die Vitamine B2, B6 und B12 sind beispielsweise unter anderem
an der Methylierung der DNA beteiligt ">”". Somit kénnen sie die Programmierung des
Epigenoms mit beeinflussen. Auch andere Mikronahrstoffe wie etwa Vitamin A und C,

Eisen, Zink und Flavonoide scheinen eine Rolle zu spielen .

Stimmen die Umweltverhaltnisse intrauterin und postpartal nicht Gberein, sind die auf
Mangel programmierten Organe beispielsweise einem Nahrungsuberfluss ausgesetzt,
entsteht ein Missverhaltnis und daraus resultierend eine metabolische und hormonelle
Unangepasstheit des Organismus (match/mismatch-Hypothese). In diesen Fallen
bedeutet die fetale Programmierung einen Uberlebensnachteil fiir das Individuum 228,
Heute weill man, dass diese Maladaptionen in Korrelation mit der Entwicklung einer
Reihe von Erkrankungen verschiedener physiologischer Systeme im spateren Leben
stehen **%4! Hierzu gehéren insbesondere Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems
wie beispielsweise Bluthochdruck und Koronare Herzkrankheit. Daruber hinaus sind
aber ebenso Stoffwechselerkrankungen aus dem Formenkreis des metabolischen
Syndroms wie Diabetes mellitus Typ Il, Hyperlipiddmie und Adipositas zu nennen

781431 " Chronische Erkrankungen kénnen so vorprogrammiert sein, auch wenn per se
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dafiir keine genetische Veranlagung besteht °. Ist das Individuum jedoch aufgrund von
ohnehin bestehenden genetischen Faktoren pradispositioniert gegenuber bestimmter
Erkrankungen, so potenziert sich sein Morbiditatsrisiko mit der Fehlprogrammierung

noch weiter .

Das Ausmal des Einflusses umwelt- und lebensstilbedingter
Risikofaktoren (wie beispielsweise Rauchen, Alkohol, Mangel an Bewegung usw.) auf
die Entstehung von Erkrankungen im spateren Leben ist somit auch abhangig von der
Fahigkeit des Organismus, schadigende Einfliisse zu kompensieren '®%. Folglich ergibt
sich daraus die Annahme, dass die Exposition gegenutber Risikofaktoren an sich
weniger entscheidend ist fur die Krankheitsentstehung, als vielmehr die programmierte
Empfindlichkeit des Individuums gegeniiber dem etwaigen Risikofaktor "*. In diesem
Zuge soll die sogenannte Salz-Sensitivitdt erwahnt werden, die im Folgenden weiter

beschrieben wird.

2.1.5 Hochsalzdiat und Beeinflussung des Blutdrucks

Die Beeinflussung des Blutdrucks ist komplex und Erkrankungen wie die arterielle
Hypertension als multifaktoriell bedingt anzusehen. Die Forschung des letzten

Jahrhunderts, insbesondere Daten aus interventionellen ">’ 75,7879

, epidemiologischen
und tierexperimentellen %2 Studien dokumentiert eindriicklich den Zusammenhang
zwischen Salzkonsum und der Entstehung von Bluthochdruck. Dennoch ist der
pathogenetische Mechanismus noch nicht komplett verstanden. Die Annahme, dass
Salz alleinig durch eine Expansion des extrazellularen Flissigkeitsvolumens wirke,
wurde durch die Demonstration wasserfreier Natriumspeicherung in Kdérpergeweben

t 8. Die Sekretion kardiotonischer

durch Machnik et al. % weitestgehend widerleg
Steroide wie Marinobufagenin ®° und die Aktivierung renaler und epithelialer Natrium-
Kanale (ENaC) werden derzeit als mdgliche Erklarungsansatze diskutiert %. Dariiber
hinaus wurde herausgefunden, dass eine salzreiche Diat in Tiermodellen zu einer
Beeintrachtigung der Stickstoffmonoxid-Ausschittung (NO) in den Widerstandgefalien
fihrt 8% NO dient unter anderem als endogener Regulator des GefiaRdurchmessers
(fuhrt zu einer Dilatation), der glomerularen Filtrationsrate sowie der
Natriumausscheidung. Ist dieser Mechanismus beeintrachtigt, kann es konsekutiv zu
einem vermehrten peripheren Widerstand, einer Natrium- und FlUssigkeitsretention und

folglich erhdhtem Blutdruck kommen %°. Des Weiteren verhindert NO die Produktion des

19



transforming growth factors-B (TGF- (), welcher sich seinerseits negativ auf die

Compliance der GefaRe auswirkt und die Konstriktion der Arterien fordert %.

Uber die letzten Jahre hat sich der Begriff der Salz-Sensitivitét etabliert, wodurch die
verschiedenen Variationen der Blutdruck&nderung beziglich Diaten unterschiedlichen
Salzgehaltes beschrieben werden. Es wird diskutiert, ob diese Sensitivitdt auf
programmierte epigenetische Veranderungen zurickzuflhren ist, beispielsweise von
zentralen blutdruckregulierenden Systemen wie dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System °'. Es wird angenommen, dass mindestens ein Drittel der Bevélkerung weltweit
salzsensitiv ist und aufgrund einer zu hohen taglichen Salzzufuhr an einem erhohten
Blutdruck leidet °*%. Zu den Risikofaktoren, die eine Salz-Sensitivitdt verstarken,
gehoren ethnische Zugehorigkeit (insbesondere Afroamerikaner), intrinsische
Nierenerkrankungen und Alter °'. Zudem zeigten de Boer et al. *, dass junge gesunde
Erwachsene mit einem niedrigen Geburtsgewicht eine erhdhte Salz-Sensitivitét, im
Sinne einer verstarkten Blutdrucksteigerung unter salzreicher Diat, aufwiesen. In
Tierversuchen scheinen Uberdies die folgenden Parameter die Reaktion der
Versuchstiere auf didtisches Salz zu modifizieren: Das Alter, in dem die Salzaufnahme
beginnt, das Geschlecht des Tieres, der durchschnittliche tagliche Salzkonsum, die
Zeitspanne wahrend der Salz gefuttert wird, aber eben auch die genetische Sensitivitat
gegeniiber einer Hochsalzdiat &'

Laut epidemiologischen Hochrechnungen kann die Inzidenz von Schlaganfallen und
Koronarer Herzkrankheit bereits durch eine Verringerung des taglichen Salzverzehrs
von aktuell durchschnittlich 8-12 g pro Tag auf 5-6 g pro Tag um bis zu 18 bzw. 24 %
gesenkt werden ®. Einer Cochrane-Metaanalyse aus dem Jahre 2013 zufolge besteht
eine direkte Dosis-Wirkung-Beziehung zwischen Salz und Blutdruck. Je groer die
Reduktion des Salzkonsums, desto groRer ist der blutdrucksenkende Effekt . In
tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass der Blutdruck der
Versuchstiere mit zunehmendem Salzgehalt der Nahrung steigt 2'. Aktuellen Studien
zufolge erhoht aber auch eine sehr geringe Salzaufnahme von unter 3 g pro Tag das
kardiovaskulare Risikoprofil durch die pathologische Aktivierung des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-Systems %.
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2.1.6 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist ein Regelkreislauf bestehend
aus vielen Enzymen und Hormonen und reguliert im Wesentlichen den Elektrolyt- und
Fllssigkeitshaushalt (vor allem das Extrazellularvolumen) im Kérper sowie den renalen
und peripheren Gefallwiderstand. Somit fungiert das RAAS als eines der wichtigsten
Regulatoren des arteriellen Blutdrucks " °®. Die physiologische Funktion des RAAS ist
es, das zirkulierende Blutvolumen wund den Blutdruck innerhalb normaler
physiologischer Grenzen konstant zu halten **'°°. Die Komponenten des RAAS stehen
in enger Wechselwirkung zueinander. Am Ende einer Reihe von enzymatischen
Spaltungen entsteht das Effektorpeptid Angiotensin I, welches Uber Rezeptoren an den
Zielstrukturen im Gehirn, Gefallen, Herz und Niere wirkt. Neben dem zirkulierenden
RAAS existieren auch lokale gewebsstandige RAAS im Gehirn, Myokard,
GefalRwanden und vielen weiteren Gewebetypen, welche die Organfunktion
unabhangig vom zirkulierenden Counterpart beeinflussen "% In der Niere ist das

RAAS vornehmlich im proximalen Tubulus lokalisiert %3,

Die RAAS Kaskade beginnt mit der Ausschuttung von Renin aus den juxtaglomerularen
Zellen der afferenten Arteriolen der Niere. Die Sekretion von Renin wird durch folgende
Stimuli geférdert: Natriummangel, Hypovolamie und erniedrigtem Blutdruck sowie
verminderte Nierendurchblutung und Katecholaminfreisetzung. Renin ist eine Protease
und spaltet aus der Leber stammendes Angiotensinogen in Angiotensin |. Dieses wird
wiederum vom Angiotensin-konvertierenden Enzym (ACE) und zu einem kleineren Teil
durch das Enzym Chymase zu Angiotensin Il (ANG Il) konvertiert. Die Wirkung von
ANG Il wird durch zwei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt: Angiotensin-II-
Rezeptor-Typ-1 (AT;) und Angiotensin-1l-Rezeptor-Typ-2 (AT2) '%. Vereinfacht
dargestellt, vermitteln beide Rezeptoren genau gegensatzliche Reaktionen. In der Niere
bewirkt ANG Il Uber die Bindung an AT; eine Vasokonstriktion der efferenten und
afferenten Arteriolen sowie eine gesteigerte Natrium- und Fllssigkeitsretention und eine
erhdhte Kaliumausscheidung '®. Auch die ANG Il induzierte Aldosteron-Sekretion aus
der Nebennierenrinde ist AT, vermittelt. Aldosteron ist ein Mineralokortikoid, welches in
Verbindungstubuli und Sammelrohren der Niere Uuber die Aktivierung von
Mineralokortikoid-Rezeptoren einen vermehrten Einbau von Natriumkanalen (ENaC)

und -transportern (Na+/K+-ATPase) in die Plasmamembran zum Interstitium bewirkt.
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Hierdurch wird der Natriumtransport Uber das Epithel erleichtert, was osmotisch bedingt
eine vermehrte Wasserrluckresorption zur Folge hat. Gleichzeitig kommt es zu einer
erhdhten Ausscheidung von Kalium- und Ammoniumionen sowie Protonen. Dartber
hinaus wirkt Aldosteron auch am Darmepithel und an den Speichel- und
Schweilddrisen, wodurch im Darmsekret, Speichel und Schweill die
Natriumkonzentration sinkt und die Kaliumkonzentration steigt. Insgesamt bewirkt
Aldosteron also einen Anstieg des Extrazellularvolumens, eine Abnahme der
Kaliumkonzentration und einen Anstieg des pH-Wertes im Blut '%. Die Bindung von
ANG II an AT; resultiert unter anderem in antiinflammatorischen, vasodilatatorischen
und antifibrotischnen Reaktionen. Uber die genauen physiologischen und
pathophysiologischen Funktionen des AT, wird jedoch weiterhin kontrovers diskutiert
97 'In der Hypophyse bewirkt ANG Il eine Freisetzung des Antidiuretischen Hormons
(ADH), welches wiederum Uber die Fusion von Aquaporin 2 mit der Membran der
Sammelrohre zu einer gesteigerten Ruckresorption von Wasser aus dem Primarharn

ins Blut fiihrt 918

All diese Mechanismen steigern das extrazellulare Volumen, wodurch ANG Il eine
zentrale Rolle sowohl in der kurz- als auch langfristigen Regulation des Blutdrucks
spielt. Des Weiteren beeinflusst gewebestandig synthetisiertes ANG Il durch parakrine
und autokrine Effekte die Struktur und Funktion der arteriellen Gefalle und fuhrt so zu
kardiovaskularem remodelling. Andere postulierte Effekte von ANG Il sind erhdhter
oxidativer Stress, Forderung der Leukozytenadhasion und -migration, Steigerung
inflammatorischer Reaktionen sowie Stimulation der Thrombozytenaggregation und
Aktivierung des Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1 '%°. Hierdurch bewirkt ANG I
direkt eine endotheliale Dysfunktion und begunstigt die Entstehung von Arteriosklerose.
Somit tragt ANG Il neben seiner blutdrucksteigernden Wirkung auch direkt zu
Endorganschaden bei '®. In verschiedenen klinischen Studien konnte zwischen hohen
ANG Il Konzentrationen und der Entstehung von kardiovaskularen und renalen

Erkrankungen ein Zusammenhang hergestellt werden %"

. Folglich konnte gezeigt
werden, dass Medikamente, die das RAAS beeinflussen, vornehmlich Inhibitoren des
ACE und AT1-Rezeptor-Blocker, nicht nur fir die Therapie der arteriellen Hypertension
geeignet sind, aber auch kardiovaskulares remodelling und damit partiell die

Entstehung kardiovaskulérer Erkrankungen verhindern '"112,
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2.1.7 Hochsalzdiat und programmierte Veranderungen des RAAS

Wie bereits beschrieben ist das RAAS der Niere fur die Flussigkeits- und
Elektrolythamostase des Korpers zustandig und somit auch fur die Regulation des
arteriellen Blutdrucks verantwortlich . In einigen Kurzzeit-Studien, in denen der
Salzkonsum der Probanden reduziert wurde, konnte eine pathologische Aktivierung des
RAAS und des sympathischen Nervensystems beobachtet werden '"*. Graudal und
Jurgens interpretieren die beschriebenen Schwankungen des Plasma Renin- und ANG
II- sowie des Aldosteron-Spiegels als physiologische Gegenregulation auf den
anfanglichen Blutdruckabfall ™. Dieser Kompensationsmechanismus ist umso starker
ausgepragt, desto schneller und starker die Reduktion des Salzkonsums ist und
deutlich schwacher bei moderater Langzeitreduktion "°. Metaanalysen zeigen, dass ein
erhdhter Renin-Plasmaspiegel zwar kurzfristig mit einer erhéhten Mortalitat assoziiert
ist, jedoch langfristig die Inzidenz von kardiovaskularen Erkrankungen nicht steigert '*°.
Im Fall der Yanomamo Indianer, welche nur 0,4 g NaCl pro Tag konsumieren, zeigten
sich erhdhte Renin-Plasmaspiegel und Aldosteron-Konzentrationen, die uUber dem
zehnfachen Normalwert lagen. Dennoch wurde keine erhdhte Morbiditat bei dieser

Population festgestellt '*®.

Ramos et al. """ haben in ihren Versuchen an Ratten herausgefunden, dass eine
maternale = Hochsalzdiat mit  geschlechtsspezifischen  Veranderungen  der
Reaktionsfahigkeit des RAAS assoziiert ist und bestatigen damit eine weitverbreitete
Annahme '8, Sie beziehen sich auf Hochsalzversuche an weiblichen Wistar Ratten,
denen zeitlebens bis nach dem Absetzen ihrer Nachkommen eine Hochsalzdiat
verabreicht wurde. Als Resultat zeigten sich dort wie auch in anderen Rattenmodellen
ein erhohter Blutdruck und ein verandertes renales sowie systemisches RAAS bei den
Nachkommen ', Des Weiteren werden erniedrigte ANG | und Il Level und erhdhte
ATq-Rezeptor Expressionen in den Plazenten trachtiger Ratten beschrieben, denen
eine Hochsalzdiat gefiittert wurde '?°. Ding et al. bestatigten mit ihrem Rattenmodell
diese Ergebnisse *2. Bei den mannlichen Nachkommen des Versuchs von Ramos et al.
wurde das RAAS dahingehend durch die maternale Hochsalzdiat modifiziert, dass sie
im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte Aldosteron- und Renin-Plasmaspiegel und
erhdohte renale Renin-Spiegel aufwiesen. Im Vergleich dazu zeigten sich bei den

weiblichen Nachkommen keine signifikanten RAAS Alterationen '"’. Leandro et al. '
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berichten ebenfalls von einem erniedrigten Renin-Plasmaspiegel bei trachtigen Wistar
Ratten infolge einer Hochsalzdiat. Sie vermuten, dass die Foéten hierdurch in einer
reninarmen und salzreichen Umgebung heranwachsen und ihr eigener niedriger Renin-
Plasmaspiegel im Erwachsenenalter somit als Adaption an die vorhergesagte Umwelt
postpartal zu werten sei. Bezlglich des renalen ANG II-Spiegels konnte bei den
Nachkommen salzreich gefltterter Weibchen eine deutliche Erhdhung festgestellt
werden ™. In einigen Studien wird davon ausgegangen, dass die lokale Aktivierung
des RAAS notwendig sei, um eine dem Salzkonsum angemessene Entwicklung der
Nieren mit effizienter Natriumexkretion und Konstanthalten des Blutdrucks, zu
gewahrleisten '°°. Ein niedriger Aldosteron-Spiegel wird laut Moritz et al. bei erhdhtem
ANG II-Spiegel erwartet, da dieser als Gegenregulator der Aldosteron Produktion dient.
Diese Observation unterstitzt wiederum die Vorstellung einer Adaption des RAAS mit

dem Ziel der Konstanthaltung des Blutdrucks beim Nachwuchs 8.

2.2 Zielsetzung der Arbeit

Kardiovaskulare Krankheiten sind weltweit auf dem Vormarsch und wie bereits erwahnt
weisen eine Vielzahl von epidemiologischen Studien und tierexperimentellen Daten auf
eine Korrelation zwischen in utero Programmierung des Fetus durch Umwelteinflisse
und einer Entwicklung von Erkrankungen im Erwachsenenalter hin. Um die
Mechanismen dieser Programmierung besser zu verstehen, auch in Hinblick auf die
Vererbung der programmierten Effekte auf nachfolgende Generationen, wurde das im
Weiteren beschriebene Tierexperiment angestrebt. Weiterhin wurde nach jetzigem
Kenntnisstand noch in keinem vergleichbaren Tierexperiment auf die Relevanz der

paternalen Vererbung eingegangen.

Der Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit liegt auf der Untersuchung der
Programmierbarkeit des renalen RAAS durch die parentale Hochsalzdiat. Besonders
wurde auf den Zusammenhang zwischen einer salzreichen Ernahrung und der
Entstehung von Bluthochdruck durch Veranderungen des RAAS eingegangen. Mit dem
der Arbeit zu Grunde liegenden standardisierten Tierversuch (Rattenmodell) und den
anschliel3enden labortechnischen Verfahren (besonders Western Blot) sollten die in der

LiteraturGbersicht skizzierten Hypothesen insbesondere bezlglich des RAAS, Uberpruft
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werden. Daruber hinaus wurden das Geburtsgewicht, Wachstumsverhalten, Blutdruck,
Organgewichte und Laborparameter der Nachkommen untersucht. Dies dient unter
anderem der Aufdeckung einer etwaigen intrauterinen Wachstumsretardierung und den
damit in Zusammenhang gebrachten metabolischen, physiologischen und
morphologischen Veranderungen. Hamodynamische Daten wie Blutdruck und Puls

wurden im Hinblick auf Veranderungen des RAAS betrachtet.

Aus diesen Kenntnissen und Uberlegungen ergeben sich fiir die vorgelegte Arbeit

folgende Fragestellungen:

1. Inwieweit beeinflusst eine salzreiche Ernahrung der Elterntiere den Phanotyp
ihrer Nachkommen hinsichtlich Wachstumsverhalten, Hdmodynamik sowie des
renalen RAAS? Bestehen hierbei geschlechtsspezifische Unterschiede?

2. Inwieweit beeinflusst eine salzreiche Ernahrung der Nachkommen deren
Phanotyp hinsichtlich Wachstumsverhalten, Hadmodynamik sowie des renalen
RAAS? Bestehen hierbei geschlechtsspezifische Unterschiede?

3. Macht es einen Unterschied, ob die Diat der Nachkommen, der der Eltern

entspricht oder nicht (match/mismatch)?

Diese Arbeit soll helfen die fetale Programmierung von lebenslangen Krankheitsrisiken
besser zu verstehen. Insbesondere auch der Frage nach der Rolle des Vaters
bezlglich der fetalen Programmierung soll in dieser Arbeit ein Stiick nahergekommen
werden. Die Ergebnisse dieses Forschungsbereichs nehmen schon heute Einfluss auf
die Perinatal- und Praventivmedizin und implizieren noch unabsehbare Mdglichkeiten in

der primaren Pravention.
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3. MATERIAL

3.1 Verwendete Gerate

Tabelle 1: Liste aller im Rahmen der Arbeit verwendeter Gerate, in alphabetischer Ordnung, mit

Typenbezeichnung und Hersteller.

Gerat

Hersteller

CanoScan 4400F
Druck-/Pulsmesseinheit
Elektrophoresekammer TV200
Entwicklermaschine Curix 60
Feinwaage BL1500S

Film Amersham Hyperfilm ECL
Filterpapier

Heiz-Blockthermostat HBT-1-131
Hybridisierungsofen Duo-Therm OV5
Magnetrahrgerat MR 2000
Mikroliterpipetten (10ul - 1000ul)
Netzgerat Biometra standard (P25)
Nitrozellulosemembran (BA83)
pH-Meter WTW pH537
Prazisionswaage Scaltec SBC22
Safelock-Tubes

Schuttler WT-17

Semidry-Blotter Trans-Blot® SD
Serologische Pipetten, steril
Spectrophotometer Benchmark Plus
Ultraschall-Homogenisator Sonoplus
Vortex Mixer

Wasseraufbereiter Milli Q

Zentrifuge Biofuge 13

Canon Deutschland GmbH, Krefeld
PowerLab, AD Instruments , NSW, Australien
Biotop, Jahnsdorf, Deutschland

AGFA, Mortsel, Belgien

Sartorius, Gottingen, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Whatman, Dassel, Deutschland

DITABIS AG, Pforzheim, Deutschland
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & Co.KG
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Whatman, Dassel, Deutschland

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
Scaltec Instruments, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biometra GmbH, Géttingen,Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Greiner-Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bandelin, Berlin, Deutschland

Neo Lab, Heidelberg, Deutschland

Mili-Q Purification System, Billerica, USA
Heraeus Sepatech GmbH, Deutschland
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3.2 Verwendete Chemikalien

Tabelle 2: Liste aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeter Chemikalien, in alphabetischer Ordnung, mit

Hersteller.

Chemikalien

Hersteller

25x complete protease inhibitor

Ammoniumpersulfat
Bovine serum albumin (BSA)

Dimethylsulfoxid

Essigsaure
Ethanol

Glycin
Isopropanol
Milchpulver

Methanol
Natrumchlorid

Natrumazid

p-Cumarinsaure
Polyacryl acid (PAA)

PageRuler (Prestained Protein Ladder)
Pierce BCA Protein Assay Kit
Ponceau-S

Rotiload 1

Fllssiger Stickstoff

SDA (Natriumdiacetat)

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Roche diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Fluka, Hamburg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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TEMED (Tetramethylethylendiamin) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Triton-X100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tween-20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Wasserstoffperoxid (H,0,) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

3.3 Verwendete Losungen

Alle nachfolgend genannten Lésungen wurden selbst hergestellt.

Trenngelpuffer ( 1,5 M Tris, pH 8,8)
36,6 g Tris
200 ml MQ-H-0O

pH 8,8 einstellen
anschliefend autoklavieren

Sammelgelpuffer (1,0 M Tris, pH 6,8)
12,12 g Tris
100 ml MQ-H-0O

pH 6,8 einstellen
anschliefend autoklavieren

Tris buffered Saline Tween (20 mM Tris, 140 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20, pH 7,6)

10x TBS: 1x TBS-T:

24,2 g Tris 100 ml 10x TBS

80 g NaCl 900 ml destilliertes H,O
auf 1 Liter mit destilliertem H,O aufflllen 1 ml Tween-20

pH 7,6 einstellen

Elektrophorese Laufpuffer (25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS)

5x Elektrophorese Puffer: 1x Elektrophorese Puffer:
15,25 g Tris 200 ml 5x Elektrophorese Puffer
94 g Glycin auf 1 Liter mit destilliertem H,O aufflllen

50 ml 10% SDS
auf 1 Liter mit destilliertem H,O auffillen
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Transfer Puffer (184 mM Glycin, 24 mM Tris, 20% (v/v) Methanol)

5x Transfer Puffer: 1x Transfer Puffer:

69,2 g Glycin 100 ml 5x Transfer Puffer
14,5 g Tris 100 ml Methanol

auf 1 Liter mit destilliertem H,O aufflllen 300 ml destilliertes H,O

Ponceau Losung (0,1% (w/v) Ponceau-S in 5% (v/v) Essigsaure)

0,04 g Ponceau-S
2 ml Essisaure
38 ml destilliertes H,O

Stripping Puffer (25mM Glycin, 1% (w/v) SDS, pH 2)
0,935 g Glycin
50 ml 10% SDS

auf 0,5 Liter mit destilliertem H>,O auffiillen
pH 2 einstellen

Luminol
0,8858 g in 20 ml Dimethylsulfoxid geldst

p-Cumarinsaure
0,2956 g in 20 ml Dimethylsulfoxid gelost

Enhanced Chemiluminescence (ECL) Mix 1

1 ml Luminol

440 ul p-Cumarinsaure

88,5 ml destilliertes H,O

in einem lichtundurchlassigen Gefalt aufbewahren

Enhanced Chemiluminescence (ECL) Mix 2

64 }J| H202

10 ml 1 M Tris

90 ml destilliertes H,O

pH 8,5 einstellen

in einem lichtundurchlassigen Gefalt aufbewahren
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Lysepuffer mit Proteinaseinhibitor

0,025 g SDA

0,25 ml 1 M Tris

0,5mINaCl1,5M

0,05 ml SDS 10%

0,05 ml Triton X-100

0,2 ml 25x complete Protease Inhibitor
0,5 ml NaN3 0,2%

3,45 ml MQ-H,0O

3.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 3: Liste aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeter Antikérper mit Seriennummer,

Ursprungsgattung, Klonalitat und Hersteller.

Antikorper

Hersteller

AT (sc-579) polyclonal rabbit IgG
AT, (sc-9040) polyclonal rabbit IgG
MCR (sc-11412) polyclonal rabbit IgG

Renin (AP00945PU-N) polyclonal sheep IgG

GAPDH (sc-365062) monoclonal mouse IgG

Goat anti rabbit IgG-HRP (sc-2054)
Donkey anti sheep IgG-HRP (sc-2473)

Goat anti mouse igG-HRP (sc-2005)

Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland

Acris Antibodies GmbH, Herford,
Deutschland

Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland
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3.5 Software

Tabelle 4: Liste aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeter Programme mit Versionsnummerierung und
Hersteller.

Software Hersteller

Alpha Ease™ FC 3.1.2 Alpha Innotech, Miami, FL, USA

Excel® 14.0.0 Microsoft® Corporation

GraphPad Prism® 5.0 GraphPad® Software Inc., San Diego,
CA, USA

Microplate Manager 5.2 Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen,
Deutschland

Power Lab Software 4.4.1 AD Instruments, NSW, Australien

SPSS® 16.0 SPSS® Inc., Chicago, IL, USA
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4. METHODEN

4.1 Tierversuch

4.1.1 Hintergrund und Versuchszweck

Der Prozess der intrauterinen Entwicklung wahrend der Schwangerschaft wird getragen
durch ein hochkomplexes physiologisches System aus hormonellen, nervalen,
peripheren und zentralen Regulationsnetzwerken. Umweltfaktoren koénnen dieses
Zusammenspiel maflgeblich beeinflussen und stéren.

In diesem  Futterungsversuch  sollte  insbesondere der Einfluss  der
Diatzusammensetzung als externer Faktor untersucht werden mit besonderem Hinblick
auf Veranderungen des RAAS in der Niere. Zur Aufklarung der molekularen
Mechanismen, die diesen Interaktionen zu Grunde liegen, musste biologisches
Probenmaterial aus den Nieren der Versuchstiere gewonnen werden. Auch die Effekte
der Nahrungszusammensetzung auf Parameter von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
sowie auch die Geschlechtsabhangigkeit der physiologischen Auswirkungen der
unterschiedlichen Salzdiaten konnte wahrend des Versuches untersucht werden.
Derzeit sind keine Alternativmethoden bekannt, die einen Tierversuch zur
Untersuchung der Programmierung kardiovaskularer Erkrankungen wahrend der fetalen
Entwicklung und wahrend einer Schwangerschaft am Gesamtorganismus ersetzen

konnten.

4.1.2 Versuchsdiaten

Der Versuch wurde so angelegt, dass der Einfluss einer paternalen bzw. maternalen
Hochsalzdiat auf den Phanotyp der Nachkommen erster und zweiter Generation
geschlechtsspezifisch und bis in das Erwachsenenalter der Tiere untersucht werden
konnte. Verwendet wurden hierzu insgesamt zwei Versuchsdiaten unterschiedlichen

Salzgehaltes:

I Standarddiat (0,2 %) (Altromin GmbH, Lage, Deutschland)
Il Hochsalzdiat (4 %) (Altromin GmbH, Lage, Deutschland)
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Beide Diaten entsprachen der gleichen Nahrstoffzusammensetzung und unterschieden
sich lediglich im Salzgehalt. Die salzreiche Diat wurde den Tieren Uber einen Zeitraum
von 8 Wochen verabreicht. Dies sollte sicherstellen, dass sowohl die Spermatogenese
der mannlichen Tiere, als auch der Zyklus der weiblichen Tiere durch den hohen
Salzgehalt beeinflusst werden.

Wahrend der Haltung und Beobachtung erhielten die Versuchstiere eine speziell auf
ihre Bedurfnisse abgestimmte Haltungsdiat. Im Verlaufe der Trachtigkeit und Laktation
wurden die Muttertiere umgestellt auf eine proteinreichere Zuchtdiat. Beide Diaten
entsprachen derselben Zusammensetzung und unterschieden sich lediglich im
Salzgehalt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Uberblick liber die verwendeten Versuchsdiaten. 1) sind die Versuchsdidten mit Standard-
Salzgehalt (Standarddiat) und 1) sind die Versuchsdiaten der Hochsalzdiat.

Diat Proteingehalt [%] | Fettgehalt [%] | Kohlenhydratgehalt [%] | NaCl-Gehalt [%]
1) Haltungsdiat 24 11 65 0,2
1) Zuchtdiat 27 13 60 0,2
Il) Haltungsdiat 24 11 65
Il) Zuchtdiat 27 13 60

Die Futterung der verschiedenen Diaten stellte grundsatzlich keine Belastung fur die
Tiere dar. Alle Diaten waren bedarfsdeckend, so dass Mangelzustande unter

chronischer Fltterung nicht auftraten.

4.1.3 Tierhaltung

Eine den Anforderungen des § 2 des Tierschutzgesetzes entsprechende Unterbringung
und Pflege einschliel3lich der Betreuung der Tiere sowie ihre medizinische Versorgung
wurde sichergestellt.

Alle Versuchstiere wurden unter kontrollierten Umgebungsbedingungen mit 20°C
Raumtemperatur, 46% Luftfeuchtigkeit und einer Lichtperiode von 6.00 Uhr bis 18.00
Uhr gehalten. Den Tieren wurden Futter und Wasser ad libitum zur Verfugung gestellt.
Bei dem pelletierten Futter handelte es sich um ein standardisiertes Ratten-

Alleinfuttermittel.
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Die Belastung der Versuchstiere wurde auf ein Mindestmal® reduziert. Dartber hinaus

wurden schmerzhafte Eingriffe nur unter Allgemeinnarkose durchgefuhrt.

4.1.4 Zichtung der Versuchstiere

Zur Durchfihrung des Versuches wurden nach dem Absetzen 21 Tage alte weibliche
und mannliche Wistar-Ratten eingesetzt. Die Tiere wurden eigens fur den Versuch
gezuchtet (Herkunft: Charles Rivers Laboratories).

Die Ratten der Elterngeneration FO wurden entsprechend ihres Gewichts und ihrer
Grolke in 3 Versuchsgruppen eingeteilt (siehe Tabelle 6). Gruppe 1 diente hierbei als
Kontrollgruppe, erhielt wahrend des gesamten Versuchsverlaufes Standardfutter und
wurde diatetisch nicht beeinflusst. In Gruppe 2 erhielten nur die Mannchen, in Gruppe 3
nur die Weibchen eine Hochsalzdiat. Dies diente der Untersuchung von
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der maternalen bzw. paternalen Diat auf den

Phanotyp der Nachkommen der F1-Generation.

F0-Generation:

Tabelle 6: Fitterungs- und Verpaarungsschema der FO-Generation.

Gruppe Tieranzahl Geschlecht Diat
15 weiblich Standard
1 5 ménnlich Standard
15 weiblich Standard
2 5 ménnlich Hochsalz
15 weiblich Hochsalz
’ 5 ménnlich Standard
Gesamtzahl: 60

Nach 8-wochiger Futterungszeit der entsprechenden Diaten wurden die Tiere innerhalb
ihrer Gruppen weiterverpaart (Tabelle 7). Hierzu wurden jeweils ein Mannchen und ein
Weibchen fur 3 Tage in einen Kafig zusammengesetzt. Die Mannchen erhielten in
dieser Zeit das gleiche Futter wie die Weibchen. Wenngleich sich die Diaten der
Elterntiere in Gruppe 2 und 3 unterschieden, wurden aufgrund der kurzen

Interaktionszeit (3 Tage Verpaarung) und der vorangegangenen 8-woOchigen
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FlUtterungsphase die diatetischen Effekte auf die Mannchen als vernachlassigbar
angesehen. Im Laufe der Trachtigkeit (ca. 20 Tage) und wahrend der Laktation (21
Tage) verblieben die Weibchen der Gruppe 3 unter der salzreichen Versuchsdiat. Dies
diente der Sicherstellung, dass alle Phasen der fetalen Entwicklung bis hin zum
Absetzen der Jungtiere unter der Versuchsdiat erfolgten.

Die Jungtiere der F1-Generation wurden nach dem Absetzen (21 Tage) in weitere 6
Versuchsgruppen (4-9) eingeteilt. Sie erhielten bis hin zum Erreichen des
Erwachsenenalters (6 Monate) entweder Standarddiat (Gruppen 4,6,8) oder
Hochsalzdiat (Gruppen 5,7,9). Die Futterung erfolgte nach dem match/mismatch-
System. Das heildt, die Tiere erhielten entweder die Diat, die den Elterntieren wahrend
der intrauterinen fetalen Entwicklung gefuttert wurde (match), oder eine demgegenuber
abweichende Diat (mismatch). Die Gruppen 4,6,8 dienten hierbei als Vergleichsgruppe
fur die Gruppen 5,7,9. Die Tiergruppen wurden zudem nach Geschlecht getrennt. Dies
diente der Untersuchung von geschlechtsspezifischen Unterschieden in der fetalen

Entwicklung nach diatetischer Salzbeeinflussung der Elterntiere.

F1-Generation:

Tabelle 7: Fitterungs- und Verpaarungsschema der F1-Generation.

FO F1 Tieranzahl Geschlecht Diat

13 weiblich Standard

4 14 mannlich Standard

1 14 weiblich Hochsalz
] 15 mannlich Hochsalz

16 weiblich Standard

° 15 mannlich Standard

? 15 weiblich Hochsalz
! 15 mannlich Hochsalz

28 weiblich Standard

® 34 mannlich Standard
’ 30 weiblich Hochsalz
° 33 mannlich Hochsalz

Gesamtzahl: 242

35



Ab einem Alter von 16 Wochen wurden die F1-Tieren der Gruppen 4,6,8,9 ebenso
verpaart wie die FO-Tieren. Deren Nachkommen (F2-Generation) wurden nach dem
Absetzen (21 Tage) in die Gruppen 10 bis 17 eingeteilt. FUr diese Arbeit wurden nur die
Daten der Tiere der F1-Generation verwendet, auf die FO- und F2-Generation wird

daher im Folgenden nicht weiter eingegangen.

F, Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
oo oo ey
L | L | I
1 1 1
F, Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8 Gruppe 9

Kontrolle SD Kontrolle HS paternal programmiert maternal programmiert

Hochsalzdiat

(Q Mannchen (Q Weibchen

Abb. 1: Kreuzungsschema der Versuchstiere

4.1.5 Messung von Korpergewicht

Die Versuchstiere der F1-Generation wurden nach der Geburt bis zum 35. Lebenstag
taglich gewogen. Danach 2x in der Woche. Dadurch wird der Einfluss der Salzdiat auf

die Gewichtszunahme der Jungtiere bis in das Erwachsenenalter untersucht.

4.1.6 Blutdruckmessung

Die Messung erfolgte nichtinvasiv und fiur die Tiere schmerzlos mittels der Tail-Cuff-
Methode. Hierbei wird unter Verwendung einer Druckmanschette und eines
piezoelektrischen Pulsaufnehmers am Schwanz der Tiere, der systolische arterielle

Blutdruck und die Herzfrequenz bestimmt. Um stressbedingte Blutdruckschwankungen
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zu minimieren und die Tiere an die Messbedingungen zu gewdhnen, wurden die Ratten
zuvor mehrfach mit dem Versuchsprocedere konfrontiert. Die Belastung war nach der
Gewobhnung gering. Die Blutdruckmessungen erfolgten monatlich, um den Tieren eine
ausreichende Erholungsphase zwischen den Messungen zu gewahrleisten. Die
mehrmaligen Erhebungen waren notwendig, um die Effekte der hohen Salzzufuhr mit

dem Blutdruckverhalten korrelieren zu kbnnen.

4.1.7 Finalisierung der Versuchstiere

Die Tiere der F1-Generation wurden insgesamt Uber einen Versuchszeitraum von 24
Wochen beobachtet und anschlieRend in tiefer Isoflurannarkose (1,5 - 2,5 %) getotet.
Entsprechend der Berliner Tierschutz-Versuchstierverordnung (§2) erfolgte
anschlieBend die schmerzlose Tétung der Tiere durch Offnung der groRen BlutgefaRe.

Isofluran wirkt ausreichend analgetisch, stark muskelrelaxierend und ist aufgrund seiner
schnellen An- und Abflutung gut steuerbar. Isofluran hat eine geringe

Metabolisierungsrate von 0,2 % und ist daher nicht leber- oder nierentoxisch.

4.2 Western Blot

Mit der Western-Blot-Methode wurden die relativen Mengen des Angiotensin-II-
Rezeptor-Typ-1 (AT{R) und Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-2 (AT2R) sowie des
Mineralokortikoid-Rezeptors (MCR) und Renin im Nierengewebe der Versuchstiere der
F1-Generation ermittelt. Alle Messdurchgange wurden mindestens drei Mal
durchgefuhrt, wobei die Proben jeweils doppelt aufgetragen wurden. Fur jede Probe

ergaben sich somit 6 Untersuchungsergebnisse.

Prinzip:

Zunachst wurden die in den Proben zu untersuchenden Proteine anhand ihres
Molekulargewichts durch Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Anschliel3end
wurden sie auf eine Tragermembran Ubertragen und mittels primarer und sekundarer
Antikérperbindung spezifisch detektiert. AbschlieRend folgte die Entwicklung der
Membran mittels Chemilumineszenz und die Belichtung der Fotofiime in der

Dunkelkammer. Eine parallel durchgefuihrte Amplifikation des ubiquitar vorkommenden
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Housekeeping-Proteins Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
ermdglichte eine semiquantitative Analyse der Rezeptorexpressionen und so den

Vergleich zwischen den Gruppen.

4.2.1 Herstellung von Gewebehomogenaten

Aus den nach der Organentnahme bei -80 °C eingefrorenen Nieren wurden, in noch
tiefgefrorenem Zustand, moglichst gleichgrolRe, keilformige Stlicke herausgeschnitten.
Hierbei wurde versucht alle Nierenabschnitte gleichermalen zu treffen. Die Organe
wurden unter FlUssigstickstoffbehandlung pulverisiert und dann in Lysepuffer mit
Proteinaseinhibitor (siehe 3.3) Uberfuhrt. Pro 100 mg pulverisierter Probe wurde 1 ml
Lysepuffer hinzugefligt. Nach Durchmischen der Proben wurden sie mittels Ultraschall-
Sonde homogenisiert (6 Durchgange fur 10 s , 5 Zyklen bei 75 %), fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend zentrifugiert (13000 U/min bei 4 °C Uber
12 Minuten). Danach wurde der Uberstand abgenommen und eine Proteinbestimmung
nach Bradford durchgefuhrt. Im nachsten Schritt wurden von allen Proben Aliquote mit
5 ug/ul Protein hergestellt und bei -20 °C eingefroren. Weiterhin wurde eine
Probenmischung aus allen Proben ebenfalls mit einer Konzentration von 5 ug/ul erstellt,

die im weiteren Verlauf zur Erstellung der Standardreihen fir die Western-Blots diente.

4.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der
gréRenabhangigen Auftrennung von Proteinen aus Probelésungen. Uberschiissige
Proteine werden durch zugesetztes SDS (Natriumdodecylsulfat) gebunden und erhalten
dadurch eine negative Ladung proportional zu ihrem Molekulargewicht. Bei Anlegen
eines Spannungsfeldes wandern die SDS-Protein-Komplexe in der Gelmatrix zur

Kathode und werden ihrer Molmasse entsprechend aufgetrennt.

Bei der verwendeten Methode nach Lammli wurden die Proben zunachst in einem
Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid konzentriert und anschlieRend im 8 %-igen Trenngel
aufgetrennt  (sieche Kapitel 3.3). Es wurden dabei vertikale Doppel-

Elektrophoresekammern verwendet.
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Zunachst wurden die Glasplatten, Spacer, Kdmme (48 Geltaschen) und Giel3halterung
(wide format mini gels) mit Ethanol gereinigt. Weiterhin wurden 25 ml 8 %-iges (v/v)
Trenngel (siehe Kapitel 3.3) hergestellt und nach korrekter Zusammensetzung der
Glasplatten in der GieRhalterung zwischen die Platten eingefillt. Zur Herstellung einer
glatten Gelkante wurde das Gemisch mit 0,5 ml Isopropanol Uberschichtet. Nach
einstindiger Polymerisation bei Raumtemperatur wurde das Isopropanol wieder
abgegossen, die Kamme eingesetzt und ca. 10 ml Sammelgel (siehe Kapitel 3.3)
dazugegeben, welches 30 Minuten auspolymerisierte. Nach Einsetzen der Gelhalterung
in die Elektrophoresekammer wurde 1 Liter Elektrophoresepuffer (siehe Kapitel 3.3)

hinzugegeben.

Die vorbereiteten Aliquots der Proben wurden mit reduzierendem Ladepuffer (Rotiload
1, Roth) und Wasser (MQ-H,0) versetzt und Uber 5 Minuten bei 95 °C denaturiert, auf
Eis abgekuhlt und zentrifugiert. Mit Hilfe des Gemisches aus allen Proben wurde eine
Verdinnungsreihe abfallender Konzentration (30, 25, 20, 15, 10 pug/ul) angefertigt und
ebenfalls mit Ladepuffer versetzt. Im Folgenden wurden je 12 ul der Proben doppelt auf
das Gel aufgetragen. Zur besseren Bestimmung des Molekulargewichts wurde
ebenfalls ein gefarbtes Proteingemisch bekannter Molekulargewichtsgrofien
(PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) auf den Gelen
aufgebracht. Die anschlielende Elektrophorese wurde im Kuihlraum bei 4 °C mit
zunachst 80 Volt fur ca. 30 Minuten durchgeflhrt und danach mit 120 Volt fur ungefahr
1,5 Stunden fortgesetzt.

4.2.3 Proteintransfer durch Western-Blot

Die durch die vorangegangene SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach der
Semi-Dry-Methode auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Dabei dienten die in
Transferpuffer getrankten Lagen Whatman-Papier zwischen den Graphitplatten des
Semidry-Blotters als Pufferreservoir, wodurch ein kontinuierliches Puffersystem genutzt
werden konnte. Es wurde ein homogenes elektrisches Feld erzeugt, worin die Proteine
bei einer Stromstarke von 2 mA/cm? fiir eine Stunde aus dem SDS-Polyacrylamidgel

auf die Nitrozellulosemembran Ubertragen wurden. Zur Kontrolle des Transfers wurde
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die Nitrozellulosemembran nach dem Blotten reversibel durch Ponceau S angefarbt und
mit TBS-T-Puffer wieder entfarbt.

4.2.4 Proteindetektion mit spezifischen Antikorpern

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen zur Blockierung freier, unspezifischer
Proteinbindungsstellen fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 %-Milch-TBS-Tween-
Ldsung inkubiert. Danach wurden die Nitrozellulosemembranen dreifach mit TBS-
Tween gewaschen und rotierend Uber Nacht mit den Primarantikérpern in den
folgenden Konzentrationen inkubiert:

AT4R —1:1000, AT2aR - 1:1000, MCR - 1:1000, Renin — 1:5000, GAPDH - 1:500.000
Die Primarantikbrper wurden jeweils in 5 %-iger Milch und TBS-Tween Ldsung
verdunnt. Da die Zielproteine unterschiedliche Molekulargewichte und damit
Wanderungsverhalten im Gel aufweisen, konnten die Nitrozellulosemembranen der
Lange nach zerschnitten werden, so dass eine gleichzeitige Inkubation mit mehreren
Antikoérpern erfolgen konnte.

Im Anschluss wurden die Membranen erneut fur insgesamt eine halbe Stunde mit TBS-
Tween gewaschen, um den nicht gebundenen Uberschuss an Priméarantikdrpern zu
entfernen. Dann wurde der Sekundarantikdrper 1:10000 in 4 %-igem BSA verdinnt und
fur eine Stunde hinzugegeben. Die jeweiligen Sekundarantikorper richteten sich hierbei
immer gegen spezifische Epitope der zuvor verwendeten Primarantikdrper und waren
zudem konjugiert mit dem Enzym horseradish peroxidase (HRP).

Daraufhin wurde erneut dreifach flr insgesamt eine halbe Stunde mit TBS-Tween
gewaschen. Die Sichtbarmachung der gebundenen Antikérper erfolgte mittels
Chemilumineszenz. Hierfir wurden die Detektionsreagenzien (ECL Mix 1 und 2) im
Verhaltnis 1:1 gemischt und flr 2 Minuten auf die Membranen gegeben. Das in den
Reagenzien befindliche Luminol wurde durch die an den Sekundarantikorper
gebundene HRP in seine oxidiete Form uberfUhrt. Hierdurch entstand
Chemilumineszenz, welche durch Réntgenfilm detektiert wurde. Die Exposition der ECL
(enhanced chemiluminescence) -Hyperfiime erfolgte je nach Bedarf flir 3 Sekunden bis
zu 10 Minuten in einer Filmkassette. Darauf folgte die Entwicklung des Filmes in der

vollautomatischen Entwicklermaschine.
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Die Nitrozellulosemembranen wurden nachfolgend mit Stripping-Puffer fir 30 Minuten

bei 50 °C in einem Hybridisierungsofen inkubiert und anschlielRend wiederverwendet.

0
+ H,0 + N,
5

sekundarer Antikorper

Licht

HHO
+
H 2Y2

NH, O

Chemilumineszenz-Reaktion

primarer Antikorper

Antigen

Abb. 2: Schema der Proteindetektion.

Der primare Antikérper bindet an sein Antigen (Protein/Rezeptor) und an diesen bindet Gber bestimmte
Epitope der sekundare Antikorper. Dieser ist mit dem Enzym HRP gekoppelt. HRP katalysiert die
Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form. Die hierbei entstehende Lumineszenz kann auf einem
Roéntgenfilm detektiert werden. Nach der Entwicklung der Filme werden so die Proteinbanden sichtbar
gemacht.

4.2.5 Auswertung

Die angefertigten Fotos wurden bei einer Auflosung von 600 dpi eingescannt und
anschlieRend mittels Alpha Ease™ (Version 3.1.2) die Signalintensitat der auf dem Film
erkennbaren proteinspezifischen Banden ermittelt. Hierbei wurde aus der
Verdinnungsreihe fur jedes detektierte Protein und jede Membran eine Referenzgerade
generiert. Zunachst wurde hierfir von dem durch Alpha Ease™ (Version 3.1.2)
bestimmten integrated density value (Signalintensitat der vermessenen Bande) der

Zielproteinbande das Produkt aus der Flache der vermessenen Bande und der
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durchschnittlichen Intensitat des Hintergrundes subtrahiert. Im zweiten Schritt zog man
von dem erhaltenen Wert den y- Achsenabschnitt n ab und dividierte durch den linearen
Faktor m der Geradengleichung (y = mx + n). Auf diese Art wurden die absoluten Werte
der Einzelproben mit der Standardreihe abgeglichen. Somit wurde flr jede Probe die
relative Konzentration der Rezeptoren bzw. Renin und GAPDH ermittelt und danach ein
Quotient zwischen Protein und GAPDH gebildet. Da der GAPDH-Gehalt von Probe zu
Probe identisch sein sollte, diente dieser Abgleich dazu, eine relative
Proteinkonzentration des Zielproteins zu bestimmen. Ferner erlaubte diese Praxis auch
eine Fehlerkorrektur der Gesamtmenge an Protein, im Falle von Fehlern bzw.
inkompletter Ubertragung wahrend eines Blots. Somit konnte zwar nicht die reale
Proteinmenge bestimmt werden, aber die einzelnen Banden miteinander verglichen und
so relative Anderungen der Proteinkonzentration angeben werden. Eine Methode, die
es ermoglicht unterschiedliche Bedingungen der Experimente auszugleichen.

Alle Messungen wurden mindestens dreimal durchgefiihrt, wobei die Proben pro
Durchgang jeweils doppelt aufgetragen wurden. Somit konnte flr jedes gemessene

Protein 6 Werte ermittelt werden, mit deren Mittelwert im Folgenden gerechnet wurde.

170 kDa
130 kDa
110 kDa

95 kDa <<MCR

72 kDa
55 kDa -

..

<<AT2

72 kDa << AT1

55 kDa

' << Renin

<< GAPDH

Abb. 3: Beispielbild belichteter, entwickelter und eingescannter Fotos der zu bestimmenden
Proteinbanden.

Von oben nach unten: Proteinbanden des MCR bei 102 Kilodalton (kDa), AT, bei 50 kDa (Doppelbande
gewertet), AT, bei 70 kDa, Renin bei 34 kDa (obere Bande am ehesten Prorenin), GAPDH bei 30 kDa.
Am linken Bildrand ist die atomare Masse der eingezeichneten Markerbanden beschrieben.
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4.2.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit den Programmen SPSS® 16.0
fir Windows sowie GraphPad Prism® 5 fir Windows. Die Daten wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-Tests bezuglich ihrer Normalverteilung getestet. Lag diese vor,
wurde je nach Anzahl der Gruppen bzw. Variablen mittels one-way-ANOVA oder two-
way-ANOVA statistisch signifikante Unterschiede ermittelt und diese anschliel3end post-
hoc mittels Bonferroni-Test Uberpruft. Lag fur die untersuchten Daten keine Gaulische
Normalverteilung vor, wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test mit Dunnet-Test post-hoc
fur nichtparametrische Daten verwendet. Als signifikant wurden Werte von p < 0,05
angenommen und in den Graphiken mit * / + / # gekennzeichnet. Signifikanzlevel von p
< 0,01 wurden mit ** / ++ / ## sowie p < 0,001 mit *** / +++ / ### markiert. War die
Irrtumswahrscheinlichkeit groéfer als 0,05 (p>0,05), so wurde die Nullhypothese
angenommen und die Unterschiede als nicht signifikant gewertet. Die Daten wurden fur
alle Messreihen geschlechtsspezifisch aufgeteilt und als Mittelwerte mit Angabe des

Standardfehlers des Mittelwerts (standard error of the mean = SEM) dargestellt.
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5. ERGEBNISSE

Im Folgenden werden die erhobenen Daten nach ihrer statistischen Verifizierung als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Es wurden sechs Gruppen der F1 Nachkommen
Generation untersucht, welche bis hin zum Erreichen des Erwachsenenalters (24
Wochen) entweder Standarddiat (Kontrolle SD, Paternal SD, Maternal SD) oder
Hochsalzdiat (Kontrolle HS, Paternal HS, Maternal HS) erhielten. Im Nachfolgenden
werden die Abklrzungen SD fur Standarddiat und HS fur Hochsalzdiat verwendet. Die
Fltterung erfolgte nach dem match/mismatch-System, das heil3t, die Tiere erhielten
entweder die Diat, die den Elterntieren geflttert wurde (match), oder eine davon
abweichende Diat (mismatch). Die Standarddiat-Gruppen dienten hierbei als
Vergleichsgruppe fur die Hochsalzdiat-Gruppen. Als Kontrollgruppen (Kontrolle SD,
Kontrolle HS) werden die Nachkommen des in der FO Generation ausschlieBlich SD
geflutterten Elternpaares herangezogen, da in ihrem Fall keine Programmierung durch

die parentale Diat vorliegt.

Bei allen sechs Gruppen wurden allgemeine Daten wie Verlauf des Korpergewichts und
des Blutdrucks sowie die Organgewichte der nach der Tétung entnommenen Nieren
erhoben. Den Schwerpunkt dieser Arbeit stellt die Untersuchung einer etwaigen Diat-
assoziierten Programmierbarkeit des RAAS der Niere dar. Hierbei steht vor allem das
Immunoblotting der zentralen RAAS Proteine im Vordergrund. Weitere Daten, die
wahrend des Versuchs erhoben wurden, wie z. B. die Ergebnisse der Histologie,
Urinuntersuchungen oder des Glukosestoffwechsels sind nicht Bestandteil dieser

Promotion und werden hier nicht weiter vorgestelit.

5.1 Hdmodynamik

5.1.1 Blutdruck

Der systolische Blutdruck der Versuchstiere wurde nichtinvasiv mittels Tail-Cuff-

Methode gemessen (vgl. Kap. 4.1.6).
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Abb. 4: Mittlerer systolischer Blutdruck der Versuchstiere aufgeteilt nach Geschlecht und den
verschiedenen Versuchsdiaten uiber fiinf Monate.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler, n= 13-34, two-way ANOVA mit adjustiertem p-Wert nach
Bonferroni-Testung a: Weibchen Standarddiat ***: p < 0,001 Paternal SD vs. Maternal SD, #: p < 0,05
Kontrolle SD vs. Maternal SD b: Weibchen Hochsalzdiat *: p < 0,05 Kontrolle HS vs. Maternal HS und
Paternal HS c: Mannchen Standarddiat ***: p < 0,001 Paternal SD vs. Maternal SD, ##: p < 0,01 Paternal
SD vs. Kontrolle SD d: keine signifikanten Unterschiede.

Bei den weiblichen Tieren der SD-Gruppen zeigte sich bei den maternal
programmierten Versuchstieren gegenuber den anderen beiden Gruppen ein im vierten
Lebensmonat durchschnittlich signifikant niedrigerer mittlerer systolischer Blutdruck
(121,4 £ 3,4 mmHg, p < 0,05 vs. Kontrolle SD (132,6 + 3,6 mmHg) und p < 0,001 vs.
Paternal SD (137,8 + 4,9 mmHg)). Bei den mit HS gefltterten weiblichen
Versuchstieren der Kontrollgruppe konnte im vierten Lebensmonat ein gegenltber den
anderen beiden Gruppen signifikant hoherer (158,9 + 5,9 mmHg, p < 0,05) mittlerer
Blutdruck gemessen werden. Im Verlauf hob sich dieser Unterschied wieder auf.

In der Gruppe der mit SD gefltterten Mannchen wurde bei den paternal
programmierten Versuchstieren ebenfalls im vierten Lebensmonat ein gegenuber der

Kontrollgruppe und der maternal programmierten Tiere signifikant héherer Blutdruck
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gemessen (145,1 £ 6,8 mmHg, p < 0,01 vs. Kontrolle SD (129,7 + 3,4 mmHg) und <
0,001 Maternal SD (127,9 £ 4,5 mmHg)). Bei den mannlichen Versuchstieren der HS-
Gruppe zeigten sich dagegen bezlglich des systolischen Blutdrucks keine signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 5: Mittlerer systolischer Blutdruck aller Versuchstiere aufgeteilt nach Versuchsdiiaten zu den
verschiedenen Messzeitpunkten.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler, n= 27-67, two-way ANOVA mit adjustiertem p-Wert nach
Bonferroni-Testung: ***: p < 0,001 Hochsalzdiat-Gruppen vs. Standarddiat-Gruppen.

Vergleicht man alle Versuchsgruppen unabhangig vom Geschlecht miteinander (siehe
Abb. 5), zeigte sich ab dem zweiten Monat ein hochsignifikanter Unterschied (p <
0,001) zwischen dem mittleren systolischen Blutdruck der mit HS gefutterten
Versuchstiere (144,2 — 156,6 = 1,9 — 2,37) und den Tieren, denen SD gefuttert wurde
(122,0 — 130,1 = 3,3 — 5,8 mmHg). Im Mittel hatten die HS-Tiere einen systolischen
Blutdruck von 147,1 + 1,0 mmHg und die SD-Tieren einen systolischen Blutdruck von
123,9 + 0,6 mmHg. Insgesamt bestand also durchschnittlich ein Druckunterschied von
rund 23,2 mmHg. Dieser Effekt blieb bis zum Versuchsende (168. Tag) bestehen.
Zwischen den Gruppen mit gleicher Versuchsdiat bestand kein signifikanter

Blutdruckunterschied.
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5.2 Gewichte

5.2.1 Geburtsgewicht

Als Geburtsgewicht wurde das am 1. Lebenstag erhobene Gewicht in Gramm
herangezogen. Bezuglich des Geburtsgewichts ergaben sich weder bei den
mannlichen, noch bei den weiblichen Tieren aller Versuchsgruppen, signifikante

Unterschiede (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Geburtsgewichte der Versuchstiere aufgeteilt nach Geschlecht und Versuchsgruppen.
Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro Versuchsgruppe,
a: keine signifikanten Unterschiede b: keine signifikanten Unterschiede.
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5.2.2 Gewichtsverlauf

Zur Erstellung der Wachstumskurven wurden die zu verschiedenen Zeitpunkten
erhobenen Koérpergewichte der Tiere (erster bis 35. Lebenstag tagliches Wiegen, 35.

bis 168. Lebenstag zwei Mal wochentliches Wiegen) verwendet. (Abb. 7)
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Abb. 7: Gewichtsverlauf der Versuchstiere von Tag 1 — 35 aufgeteilt nach Geschlecht und
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwerte, n= 13-34, a: **: p < 0,01 Maternal HS vs. Paternal HS (Tag 32-35) b: **:
p < 0,01 Maternal SD vs. Kontrolle SD (Tag 27-32), ***: p < 0,001 Maternal SD vs. Kontrolle SD, ##: p <
0,01 Kontrolle HS vs. Kontrolle SD (Tag 34-35).
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Im Falle der Weibchen wogen wahrend der ersten 35 Tage die paternal programmierten
Tiere aus der HS-Gruppe zu jedem Zeitpunkt am wenigsten. Signifikante
Gewichtsunterschiede (p < 0,01) ergaben sich aber erst vom 32. — 35. Lebenstag
zwischen den maternal und paternal programmierten Tieren der HS-Gruppe.

Bei den mannlichen Versuchstieren wogen die maternal programmierten Tiere der SD-
Gruppe durchschnittlich im Verlauf am meisten und die mit SD gefutterten Kontrolltiere
am wenigsten. Aber auch hier zeigten sich erst ab dem 27. Lebenstag signifikante
Unterschiede (p < 0,01 / p < 0,001). Zusatzlich ergab sich ein signifikanter (p < 0,01)
Gewichtsunterschied zwischen den beiden Kontrollgruppen der verschiedenen

Versuchsdiaten.
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Abb. 8: Gewichtsverlauf der Versuchstiere von Woche 1 — 24 aufgeteilt nach Geschlecht und

Versuchsgruppen. )
Angegebene Werte: Zur besseren Ubersicht sind jeweils 2 Wochen zusammengefasst, Mittelwerte, n=
13-34 a: keine signifikanten Unterschiede b: keine signifikanten Unterschiede

Bei der Betrachtung der Gewichtsverlaufe Uber 24 Wochen ergaben sich keine weiteren
signifikanten Unterschiede (siehe Abb. 8).
Unabhangig vom Geschlecht und der eigenen Diat wogen die paternal programmierten

Tiere im Verlauf weniger als alle anderen Versuchstiere. Ferner wogen die maternal
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programmierten Versuchstiere im Verlauf unabhangig von Geschlecht und eigener Diat

mehr als alle anderen Tiere.

5.2.3 Finalgewicht

Das kurz vor der Toétung der Versuchstiere erhobenen Gewicht wird nachfolgend als

Finalgewicht bezeichnet (Abb. 9).
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Abb. 9: Mittleres Finalgewicht der Versuchstiere aufgeteilt nach Geschlecht und
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro Versuchsgruppe
a: **: p < 0,01 Paternal SD vs. Maternal HS, ##: p < 0,01 Paternal HS vs. Maternal HS b: *: p < 0,05
Maternal SD vs. Kontrolle SD, **: p < 0,01 Maternal SD vs. Paternal SD, #: p < 0,05 Maternal SD vs.
Maternal HS, ##: p < 0,01 Maternal SD vs. Kontrolle HS, ###: p < 0,001 Maternal SD vs. Paternal HS.

Bei den weiblichen Versuchstieren wogen die maternal programmierten Tiere der HS-
Gruppe im Mittel signifikant mehr (338,0 £ 5,2g, p < 0,01), als die Weibchen der
paternal programmierten HS- (307,9 + 6,7g) und SD-Gruppe (304,0 + 4,99). Zwischen
den Ubrigen Versuchsgruppen bestanden zum Zeitpunkt der Tétung keine signifikanten
Gewichtsunterschiede.

Bei den mannlichen Versuchstieren wogen die maternal programmierten Tiere der SD-
Gruppe signifikant mehr (p < 0,05 vs. Maternal HS und Kontrolle SD / p < 0,01 vs.
Paternal SD und Kontrolle HS / p < 0,001 vs. Paternal HS) als die Tiere aller anderen
Versuchsgruppen. Hierbei war der Gewichtsunterschied zu den Tieren der paternalen
HS-Gruppe am groten (p < 0,001). Darlber hinaus gab es keine signifikanten
Gewichtsunterschiede zwischen den Ubrigen Versuchsgruppen.
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5.2.4 Absolutes Nierengewicht

Das Gewicht der Nieren wurde direkt nach deren Enthahme gemessen.

Bezuglich des absoluten Nierengewichts der Weibchen ergab sich ein hochsignifikanter
Gewichtsunterschied (p < 0,001) zwischen den jeweiligen Versuchsgruppen der
unterschiedlichen Versuchsdiaten (SD vs. HS) (siehe Abb. 10a).

Bei den mannlichen Versuchstieren war der Gewichtsunterschied zwischen den
maternal programmierten Tieren der HS-Gruppe und den mit SD gefutterten
Versuchstieren am groten (p < 0,001) (siehe Abb. 10b). Signifikante
Gewichtsunterschiede ergaben sich aber auch zwischen den maternal und paternal
programmierten Tieren der HS (p < 0,05) sowie zwischen den Kontrolltieren der HS und
den Kontrolltieren sowie den paternal programmierten Tieren der SD-Gruppe (p < 0,05)
(siehe Tabelle 8 und 9).
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Abb. 10: Mittleres absolutes Nierengewicht der Versuchstiere aufgeteilt nach Geschlecht und
Versuchsgruppe.
Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro Versuchsgruppe.

Tabelle 8: Mittleres absolutes Nierengewicht der weiblichen Versuchstiere aufgeteilt nach
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler, ***: p < 0,001 alle Hochsalzdiat-Gruppen vs. alle
Standarddiat-Gruppen

Versuchsgruppen (Weibchen) Mittleres absolutes Nierengewicht [g]
Kontrolle SD 1,03 £ 0,04
Paternal SD 0,97 £ 0,03
Maternal SD 1,02 £ 0,02
Kontrolle HS 1,26 + 0,04 ***
Paternal HS 1,25 + 0,03 ***
Maternal HS 1,31 £ 0,04 ***
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Tabelle 9: Mittleres absolutes Nierengewicht der mannlichen Versuchstiere aufgeteilt nach
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert =+ Standardfehler, *: p < 0,05 Kontrolle HS vs. Kontrolle SD, #: p < 0,05
Kontrolle HS vs. Paternal SD, +: p < 0,05 Maternal HS vs. Paternal HS, ***: p < 0,001 Maternal HS vs.

Paternal SD, ###: p < 0,001 Maternal HS vs. Maternal SD, +++: p < 0,001 Maternal HS vs. Kontrolle SD.

Versuchsgruppen (Mannchen) Mittleres absolutes Nierengewicht [g]
Kontrolle SD 1,69 + 0,05
Paternal SD 1,70 £ 0,03
Maternal SD 1,87 £ 0,04
Kontrolle HS 2,09 +0,05*"
Paternal HS 2,02 + 0,07
Maternal HS 2,33 + 0,09 © *xw I

5.2.5 Relatives Nierengewicht

Das Gewicht der Nieren wurde nach deren Entnahme gemessen und auf das
Korpergewicht der Tiere bezogen.

Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsdiaten,
(sieche Abb. 12). Die
Versuchsgruppen mit Hochsalzdiat (Kontrolle HS, Paternal HS, Maternal HS) hatten
bei den Weibchen,
Versuchsgruppen mit Standarddiat (Kontrolle SD, Paternal SD, Maternal SD) signifikant

jedoch nicht innerhalb der Gruppen mit gleicher Diat

sowohl als auch bei den

den Mannchen gegenuber

hdhere relative Nierengewichte (siehe Tabelle 10 und 11).
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Abb. 11: Mittleres relatives Nierengewicht der Versuchstiere aufgeteilt nach Geschlecht und

Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro Versuchsgruppe
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Tabelle 10: Mittleres relatives Nierengewicht der weiblichen Versuchstiere aufgeteilt nach
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler, *: p < 0,05 vs. Paternal SD, **: p < 0,01 vs. Maternal SD,
***. p < 0,001 vs. Kontrolle SD, ###: p < 0,001 vs. Kontrolle SD und Paternal SD und Maternal SD, ++: p
< 0,01 vs. Paternal SD, +++: p < 0,001 vs. Kontrolle SD und Maternal SD.

Versuchsgruppen (Weibchen) Mittleres relatives Nierengewicht [g]
Kontrolle SD 0,27 + 0,03
Paternal SD 0,33 £ 0,01
Maternal SD 0,32 + 0,01
Kontrolle HS 0,38 £ 0,01 * **=***
Paternal HS 0,41+0,01™
Maternal HS 0,39+0,01 7"

Tabelle 11: Mittleres relatives Nierengewicht der mannlichen Versuchstiere aufgeteilt nach
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert + Standardfehler, *: p < 0,05 vs. Paternal SD, **: p < 0,01 vs. Maternal SD,
***: p < 0,001 vs. Kontrolle SD, #: p < 0,05 vs. Paternal SD, ###: p < 0,001 vs. Kontrolle SD und Maternal
SD, +++: p 0,001 vs. Kontrolle SD und Paternal SD und Maternal SD.

Versuchsgruppen (Mannchen) Mittleres relatives Nierengewicht [g]
Kontrolle SD 0,27 + 0,02
Paternal SD 0,30 £ 0,01
Maternal SD 0,30 £ 0,01
Kontrolle HS 0,36 + 0,01 * **=***
Paternal HS 0,36 + 0,01 ™
Maternal HS 0,39+0,01 7

Beim Vergleich der mittleren relativen Nierengewichte der Versuchstiere, aufgeteilt
nach Geschlecht und Versuchsdiat, zeigte sich, dass die mit HS gefutterten
Versuchstiere (Weibchen und Mannchen) jeweils hochsignifikant hdhere relative
Nierengewichte (p < 0,001) aufwiesen, als ihre mit SD gefltterten Artgenossen (siehe
Abb. 12). Zudem zeigte sich, dass die relativen Nierengewichte der mit SD gefltterten

Weibchen signifikant (p < 0,05) hdher waren, als die der mit SD gefltterten Mannchen.
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Abb. 12: Mittleres relatives Nierengewicht der Versuchstiere aufgeteilt nach Geschlecht und
Versuchsdiaten.

Angegebene Werte: Mittelwerte + Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n), *: p < 0,05
Standarddiat Weibchen vs. Standarddiat Mannchen, ***: p < 0,001 Hochsalzdiat Weibchen vs.
Standarddiat Weibchen und Mannchen, ###: p < 0,001 Hochsalzdiat Mannchen vs. Standarddiat
Weibchen und Ménnchen.

55



5.3 Western Blot

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Western Blot Untersuchungen der rechten
Nieren nach untersuchten Proteinen aufgeteilt und graphisch dargestellt. Die in den
Graphen als ,Relative Expression® angegebene Grofle bezeichnet die zu dem

jeweiligen GAPDH-Gehalt der Proben relative Proteinkonzentration.

5.3.1 Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-1 (AT -Rezeptor)

Bei den weiblichen Versuchstieren der SD-Gruppe zeigte sich bei den maternal
programmierten Tieren eine signifikant hohere relative Proteinexpression, als bei den
paternal programmierten (p < 0,01) und den Kontrolltieren (p < 0,001). In der Gruppe
der mit HS gefltterten Weibchen war ebenfalls bei den maternal programmierten Tieren
die relative Proteinkonzentration signifikant hdher, als bei den beiden anderen Gruppen
(p = 0,01 vs. Paternal HS und p < 0,001 vs. Kontrolle HS). Dariber hinaus
unterschieden sich die paternal programmierten Versuchstiere in ihrer relativen
Proteinexpression signifikant (p < 0,001) von den Kontrolltieren der HS-Gruppe.

Bei den mannlichen Ratten der SD-Gruppe war die relative Expression des ATq-
Rezeptors bei der Kontrollgruppe signifikant niedriger, als bei den maternal- (p < 0,05)
und paternal programmierten (p < 0,01) Versuchstieren. Im Falle der mit HS gefutterten
Mannchen zeigte sich die relative Expression bei den maternal programmierten Ratten,

als signifikant hdher (p < 0,01) im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe.
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Abb. 13: Mittlere relative Proteinexpression des Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-1 aufgeteilt nach
Geschlecht und Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert =+ Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro
Versuchsgruppe, a: Weibchen Standarddiat **: p < 0,01 Maternal SD vs. Paternal SD, ***: p < 0,001
Maternal SD vs. Kontrolle SD b: Weibchen Hochsalzdiat **: p < 0,01 Maternal HS vs. Paternal HS, ***: p
< 0,001 Paternal HS vs. Kontrolle HS, ###. p < 0,001 Maternal HS vs. Kontrolle HS ¢: Mannchen
Standarddiat *: p < 0,05 Maternal SD vs. Kontrolle SD, **: p < 0,01 Paternal SD vs. Kontrolle SD d:
Mannchen Hochsalzdiat **: p < 0,01 Maternal HS vs. Kontrolle HS.
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5.3.2 Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-2 (AT,-Rezeptor)

Bezuglich der relativen Expression des AT,-Rezeptors zeigte sich nur bei den mit SD
gefutterten Weibchen ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) zwischen der
Kontrollgruppe und den paternal programmierten Versuchstieren. Bei den weiblichen
Versuchstieren denen HS geflttert wurde sowie bei allen mannlichen Ratten, zeigten
sich diesbezuglich keine signifikanten Unterschiede. Insgesamt ist die AT,-Rezeptor
Expression bei den mit HS gefutterten Tieren niedriger, als bei denen die mit SD

gefuttert wurden.
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Abb. 14: Mittlere relative Proteinexpression des Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-2 aufgeteilt nach
Geschlecht und Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert =+ Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro
Versuchsgruppe, a: Weibchen Standarddiat **: p < 0,01 Kontrolle SD vs. Paternal SD b: Weibchen
Hochsalzdiat, keine signifikanten Unterschiede c¢: Mannchen Standarddiat, keine signifikanten
Unterschiede d: Mannchen Hochsalzdiat, keine signifikanten Unterschiede.
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5.3.3 Mineralokortikoid-Rezeptor (MCR)

Bezuglich des Mineralokortikoid-Rezeptors konnte jeweils nur bei den mit HS
gefutterten Weibchen und Mannchen ein signifikanter Unterschied in der relativen
Expression ermittelt werden. Bei den Weibchen zeigte sich bei den maternal
programmierten HS-Tieren eine signifikant hohere (p < 0,05) relative Expression als bei
den HS-Kontrolltieren. Bei den Mannchen war die relative Proteinexpression ebenfalls
bei den maternal programmierten HS-Tieren am hochsten und dabei signifikant hdher
(p = 0,05), als bei den paternal programmierten HS-Tieren.

Bei den mit SD gefltterten Versuchstieren, gab es weder bei den Weibchen, noch bei
den Mannchen signifikante Unterschiede. Vergleicht man die relative Expression aller
Weibchen und Mannchen aufgeteilt in die 6 Gruppen, ergeben sich ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede.
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Abb. 15: Mittlere relative Proteinexpression des Mineralokortikoid-Rezeptors aufgeteilt nach
Geschlecht und Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert =+ Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro
Versuchsgruppe, a: Weibchen Standarddiat, keine signifikanten Unterschiede b: Weibchen Hochsalzdiat
*. p < 0,05 Maternal HS vs. Kontrolle HS ¢: Mannchen Standarddiat, keine signifikanten Unterschiede d:
Mannchen Hochsalzdiat *: p < 0,05 Maternal HS vs. Paternal HS.

5.3.4 Renin

Auch bei der relativen Proteinexpression von Renin zeigten sich nur bei den mit HS
geflutterten Versuchstieren signifikante Unterschiede. Bei den Weibchen war die relative
Expression bei den maternal programmierten Tieren signifikant hoher, als bei den
paternal programmierten- (p < 0,01) und den Kontrolltieren (p < 0,01). Das Gleiche galt
fur die mit HS gefutterten mannlichen Ratten. Hingegen ergaben sich bei den mit SD

gefutterten Versuchstieren weder bei den Weibchen, noch bei den Mannchen
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signifikante Unterschiede der relativen Proteinexpression. Insgesamt war die Renin

Expression bei den mit HS gefltterten Tieren niedriger als bei den mit SD gefutterten

Tieren.
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Abb. 16: Mittlere relative Proteinexpression des renalen Renin aufgeteilt nach Geschlecht und
Versuchsgruppen.

Angegebene Werte: Mittelwert =+ Standardfehler. sowie Anzahl der Versuchstiere (n) pro
Versuchsgruppe, a: Weibchen Standarddiat, keine signifikanten Unterschiede b: **: p < 0,01 Maternal HS
vs. Paternal HS, ##: p < 0,01 Maternal HS vs. Kontrolle HS c¢: Mannchen Standarddiat, keine
signifikanten Unterschiede d: Mannchen Hochsalzdiat **: p < 0,01 Maternal HS vs. Paternal HS, ##: p <
0,01 Maternal HS vs. Kontrolle HS.
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6. DISKUSSION

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Tabelle 12 sind die programmierenden Effekte auf die untersuchten klinischen und

laborchemischen Parameter zusammengefasst.

Tabelle 12: Zusammenfassung der programmierenden Effekte auf die untersuchten Parameter.
Programmierungseffekte aufgeteilt nach maternal, paternal und durch die Hochsalzdiat selbst bedingt. Es
sind nur Parameter angegeben, die signifikant verandert waren.

A: Zunahme durch jeweiligen Programmierungseinfluss, ¥: Abnahme durch jeweiligen
Programmierungseinfluss, &: Zunahme bei gleichzeitigem Konsum einer Hochsalzdiat.

Maternal Paternal Hochsalzdiat
Blutdruck - A A
Geburtsgewicht - - -
Finalgewicht A v l
Nierengewicht - - ()
AT, A - -
AT, - - v
MCR 7 - -
Renin 7 - -

62




6.2 Programmierung der Hamodynamik

6.2.1 Blutdruck

Bei der Betrachtung des systolischen Blutdrucks der Versuchstiere fallt zunachst der
hochsignifikante (p < 0,001) Unterschied zwischen den mit HS und den mit SD
gefutterten Tieren auf. Unabhangig vom eigenen Geschlecht und der Diat der
Elterntiere wiesen die Tiere der HS-Gruppe einen signifikant hoheren Blutdruck auf.
Zwischen den Tieren denen die gleiche Versuchsdiat gefuttert wurde zeigten sich keine
signifikanten Blutdruckunterschiede. Ein durch die elterliche Diat bedingter
programmierender Effekt auf den Blutdruck der Tiere war hier zunachst also nicht

ersichtlich.

Mehrere Studien haben in den letzten zwei Jahrzehnten gezeigt, dass Nieren- und
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, insbesondere Bluthochdruck, in der fetalen Entwicklung
programmiert werden kénnen '®°''?! |n Studien mit einem ahnlichen Versuchsaufbau
wie dem vorliegenden, wie etwa bei Contreras et al. % und Ramos et al. " kam man
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass unabhangig von der Diat der Eltern bei denjenigen
Tieren, denen eine Hochsalzdiat gefuttert wurde, ein héherer Blutdruck zu messen ist.

Ebenso betonen Daten aus epidemiologischen ™ 122,123

124,125 Tier- 82

, interventionellen , genetischen
sowie Migrationsstudien '* den Einfluss von Salzkonsum auf die
Regulation des Blutdrucks. Zahlreiche Metaanalysen von randomisierten Studien zu
den positiven Auswirkungen einer salzarmen Diat wurden in den letzten Jahren
publiziert ?"'?® Hier wird die direkte Beziehung von Salzkonsum und kardiovaskularem
Risiko eindeutig belegt “®*?° beziehungsweise gezeigt, dass eine Einschrinkung der
Salzzufuhr mit einer Senkung des Blutdrucks einhergeht. Dieser Effekt konnte sowohl
bei hyper-, als auch normotensiven Probanden und unabhangig vom Geschlecht und

5,78

der ethnischen Zugehorigkeit bestatigt werden . Des Weiteren zeigt sich, dass

bereits eine moderate Reduktion des Salzverzehrs den Blutdruck verringert und sich
damit das kardiovaskuldre Risikoprofil insgesamt verbessert "°. Unabhingig vom
Blutdruck zeigen neuere klinische Studien auch andere salzassoziierte Effekte, die
ihrerseits zu Organschaden fuhren. So wird beispielsweise von einem vergro3ertem

I 130

linken Ventrike , einer verringerten arteriellen Compliance und damit verbunden

einer erhéhten Pulsdruckamplitude "® berichtet. Dariiber hinaus wurden infolge einer

131

Hochsalzdiat ein abgeschwachter Barorezeptor-Reflex '°', eine erhdhte glomerulare
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Filtrationsrate sowie eine spater auftretende Glomerulosklerose '*? beobachtet. Am
Beispiel von Ratten, deren Muttertiere sowohl perinatal, als auch wahrend der Laktation
einer Hochsalzdiat ausgesetzt waren, beobachtet man im Erwachsenenalter neben der
Entwicklung einer arteriellen Hypertension ebenfalls vermehrt myokardiale- und
Glomerulosklerose sowie Proteinurie 81313 Diese Ergebnisse weisen wiederum auf

einen programmierenden Effekt des Salzes hin.

Ferner scheinen Zeitpunkt und Dauer des Salzkonsums entscheidende Auswirkungen
auf die Entwicklung eines arteriellen Hypertonus zu haben. So fanden Porter et al. '*°
heraus, dass etwa der alleinig pranatale Konsum einer Hochsalzdiat durch die Mutter
im Rattenmodell nicht ausreicht, um bei den Nachkommen einen Bluthochdruck zu
programmieren. Sie fanden hingegen eine verstarkte Stressreaktion der mit Hochsalz
gefutterten Weibchen auf auliere Einflisse. Hieraus schlossen sie, dass auch trotz
keiner signifikanten Blutdrucksteigerung der mit Hochsalz gefutterten Tiere eine
programmierbare Veranderung der Stressbewaltigung langfristig auch das
kardiovaskulare Risiko steigert.

Darlber hinaus bestehen verschiedene Meinungen daruber, was als Hochsalz-
beziehungsweise Standarddiat im Rattenmodell gewertet werden soll. So wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Diat mit einem Salzgehalt von 0,2 % als Standarddiat gefittert,

wenngleich diese beispielsweise in anderen Studien als low-salt-Diat genutzt wurde ®'.

Wahrend die Auswirkungen einer reduzierten Hochsalzdiat auf den Blutdruck
ausfuhrlich untersucht wurden, sind die Auswirkungen der chronisch zu hohen
Salzaufnahme im Tierversuch bislang zu wenig einheitlich erforscht. Beispielsweise ist
bislang nur sehr begrenzt untersucht worden inwieweit die Salzaufnahme vor, wahrend
und nach der Schwangerschaft die pra- und postnatale Entwicklung des Blutdrucks und
der Nierenfunktion und damit die spatere Entwicklung von kardiovaskularen
Erkrankungen beeinflusst. Die Ergebnisse der vorliegenden Tierstudie sind im Hinblick
auf das inhomogene Studiendesign und VersuchsgruppengrofRe nur begrenzt vergleich-
und interpretierbar. Zu diesem Schluss kamen auch bereits andere Arbeitsgruppen wie
etwa Ramos et al. '"". So wurden die Tiere wahrend der Trachtigkeit entweder nur fir
einen kurzen Zeitabschnitt einer salzreichen Diat ' oder zusatzlichem intrauterinem

90 136

Stress ausgesetzt bzw. speziell gezlchtete salzsensitive oder spontan
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hypertensive "**'3’ Tierstimme eingesetzt. Einige Studien gehen sogar von einer Salz-
Resistenz der im vorliegenden Versuch verwendeten Wistar-Ratten aus "%,

Der in dieser Arbeit beschriebene Rattentierversuch unterscheidet sich von anderen
Studien mit ahnlichem Aufbau in der Dauer des Salzkonsums der Eltern- sowie
Nachkommen-Generation und ebenso in der Tatsache, dass hierbei ein besonderes

Augenmerk auf den Einfluss der paternalen Programmierung gelegt wurde.

Um die etwaigen programmierenden Effekte der elterlichen Diat auf den Blutdruck der
Nachkommen unabhangig vom Unterschied der eigenen Diat (HS vs. SD) und ohne
geschlechtsspezifische Druckunterschiede zu betrachten, wurden jene Tiere denen die
gleiche Versuchsdiat wie einem Elternteil gefuttert wurde mit der Kontrollgruppe sowie
aufgeteilt nach Geschlecht in vier verschiedenen Gruppen verglichen.

Hierbei zeigt sich bei den mit SD gefltterten Tieren unabhangig vom Geschlecht jeweils
ein signifikant hoéherer Blutdruck bei den paternal programmierten Tieren. Zu
diskutieren ware, ob dieser Sachverhalt als Hinweis auf eine paternale Programmierung
gewertet werden kann. Allerdings lasst sich der Druckunterschied in beiden Fallen
(Mannchen und Weibchen) nur einmalig nach vier Monaten darstellen und ist davor und
danach nicht mehr signifikant. Bei den mit HS gefltterten Tieren ftritt lediglich bei den
Weibchen ein einmalig signifikanter Druckunterschied zwischen den der Kontrollgruppe
abstammenden Tieren und den maternal und paternal programmierten Tieren auf.
Bluthochdruck manifestiert sich bei Ratten wie auch beim Menschen meist erst im
spateren Lebensalter, sodass die Lange der vorliegenden Studie diskutiert werden
muss. In Modellen an Ratten tritt eine Blutdruckerhéhung meist erst nach 100 Tagen (=
3,5 Monaten) auf **'*°_ Dies bietet einen Erkldrungsansatz, warum der Blutdruck der
Tiere in der zu diskutierenden Studie nicht friher signifikant hoher war. In dieser Studie
wurde die Blutdruckmessung zu finf Zeitpunkten in einem Zeitraum tber 24 Wochen (6
Monate) durchgefihrt. Ein Ubersehener Effekt aufgrund eines zu kurzen
Beobachtungszeitraums scheint also unwahrscheinlich. Das Angleichen der Blutdriicke
uber die Zeit kdnnte als Kompensationsverhalten, der Tiere mit einem zuvor signifikant

héheren Blutdruck, gewertet werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen des Weiteren an die match-/mismatch-
Hypothese (Kapitel 2.1.4.) denken, der zufolge diskrepante Umweltverhaltnisse pra-

und postnatal durch die Unangepasstheit des Organismus Krankheiten zur Folge
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haben. Im vorliegenden Versuch bestiinde also sowohl bei den mit SD gefutterten
Tieren im Vergleich zum mit HS gefltterten Vater, als auch bei den mit HS gefltterten
Nachkommen der mit SD gefutterten Kontrolltiere ein sogenanntes mismatch. Weiterhin
wird in manchen Studien auch davon ausgegangen, dass erst die Kombination aus
fetaler Programmierung und Zivilisationsumgebung (fettreiche Ernahrung, Stress, wenig
Bewegung etc.) zur Erkrankung fiihren *#'3°. Somit kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Tiere der F1 Generation unter zivilisationsbedingten Risiken nicht eine noch
deutlicher ausgepragte Erkrankungsrate aufgewiesen hatten. Hier kdnnten weitere
Studien zur Uberpriifung durchgefiihrt werden. Dies kénnte letztendlich zur Kléarung
beitragen warum manche Individuen unter gleichen zivilisationsbedingten Risiken

erkranken und manche nicht.

Insgesamt ist bei der Betrachtung der Blutdricke im zeitlichen Verlauf ein Anstieg des
Blutdrucks bei allen Versuchstieren zu verzeichnen. Altersabhangige Veranderungen
der vaskularen compliance, kardialer Kontraktilitdt und Baroreflex-Funktion sind gut
dokumentiert und es ist davon auszugehen, dass sie zur Entwicklung des Hypertonus

bei den alternden Tieren beitragen "2

6.3 Programmierung der Gewichte

6.3.1 Korpergewicht

Bei der Betrachtung des Geburtsgewichts ergab sich weder zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen und deren unterschiedlichen Diaten noch zwischen
den Geschlechtern ein signifikanter Unterschied.

Dies Uberrascht insofern, als dass in vielen tierexperimentellen Studien diatische
Manipulationen in einer intrauterine Wachstumsretardierung resultierten und diese den
Einfluss eines Umwelteffektes auf die Mutter gerade am reduzierten Gewicht der
Nachkommen festmachen 34'°1135140 'pByrch epidemiologische und tierexperimentelle
Studien wurde insbesondere auch ein Zusammenhang zwischen niedrigem
Geburtsgewicht und der Entwicklung von Bluthochdruck hergestellt "', Der

94

Niederlander de Boer sah diesen Sachverhalt durch eine programmierte Salz-

. 121

Sensitivitat begrindet. In der Studie von Mao et a zeigte sich allerdings kongruent
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zu dem vorliegenden Versuch ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im Korper-
und Nierengewicht der Nachkommen Hochsalz- bzw. Standarddiat gefatterten
Muttertiere.

Auch Studien zum Thema Hochsalzdiat stellen einen Bezug zwischen durch die
Hochsalzdiat intrauterin verandertem RAAS und verringertem Geburtsgewicht her. In
diesem Fall wird spekuliert, ob die Anderungen des RAAS auch eine Veranderung des
fetoplazentaren Blutflusses und dadurch des fetalen Nahrstoffangebots mit sich bringt
und damit schlielllich das intauterine Wachstum und letztlich das Geburtsgewicht
beeinflusst. Oder aber, dass die intrauterine Wachstumsretardierung ihrerseits zu einer
suboptimalen Entwicklung der Nieren mit konsekutiver Funktionseinschrankung und
Hypertonus fuhrt. Untersuchungen der klassischen Barker Hypothese zeigen je nach
Ausmall des Umwelteffektes jedoch auch unterschiedlich starke Auspragungen der
Gewichtsreduktion. So sahen Ozaki et al. "*° die fetale Programmierung in ihrem
Versuch, bei einem signifikant reduzierten Geburtsgewicht als Folge einer um 30%
reduzierten Kalorienzufuhr der Muttertiere, als bestatigt. Und dies obgleich die Tiere
bereits am 20. Tag identische Gewichte wie die Tiere der Kontrollgruppe hatten. Im
Gegensatz dazu zeigten die Tiere bei Vickers et al. "° das signifikant reduzierte
Gewicht bis zum 22. Tag. Die Kalorienzufuhr dort wurde sogar um 70% reduziert. Auch

unter Proteinmangeldiét der Muttertiere bei Langley et al. **'

zeigte sich die signifikante
Geburtsgewichtsreduktion der Nachkommenschaft erst bei einer Reduktion des
Proteinanteils im Futter von 18% auf 6% jedoch noch nicht bei einer Reduktion auf 9%.
Dies zeigt, dass unterschiedlich starke Umwelteinflisse zu unterschiedlicher
Auspragung der Gewichtsreduktion fihren kdnnen. Bezogen auf eine Hochsalzdiat mit
8% NaCl konnten Porter et al. "*° keine diatspezifische Verdnderung im Gewicht der

%2 sehr wohl ein vermindertes

Nachkommen zeigen, wohingegen Maia et al.
Geburtsgewicht des Nachwuchses hochsalzgefltterter Mitter feststellten. Es bleibt also
unbeantwortet, ob eine hoéher angesetzte Hochsalzdiat im vorliegenden
Versuchsaufbau einen entsprechenden Effekt auf das Geburtsgewicht gezeigt hatte.
Leandro et al. ' beschreiben in dem von ihnen durchgefilhrten Rattenmodell allerdings
ebenfalls, dass die Nachkommen erster Generation sowohl bei maternaler Standard-
als auch Hochsalzdiat sich im Geburtsgewicht nicht unterschieden. Lediglich die
Nachkommen von mit Niedrigsalzdiat gefutterten Weibchen wogen signifikant weniger.

Eventuell beeinflusst also eine alimentare Programmierung durch Salz das
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Geburtsgewicht der Nachkommen Generation nicht in gleichem Male wie eine
kalorienreduzierte Ernahrung.

Die Wachstumskurven der weiblichen und mannlichen Versuchstiere beschrieben
unabhangig von der Versuchsgruppe nahezu den gleichen Verlauf. Allgemein wurde die
Wachstumsphase bei allen Gruppen geschlechtsunabhangig durch eine kurzfristige
Stagnation des Wachstums in der dritten Lebenswoche unterbrochen. Dieses
Phanomen ist erklarbar durch die Futterumstellung der Tiere von der Muttermilch auf
feste Nahrung. Alle Versuchstiere nahmen mit zunehmendem Alter in nahezu gleichem
Male an Koérpergewicht zu. Lediglich kurz vor der Tétung ergaben sich signifikante
Unterschiede, auf die im folgenden Kapitel eingegangen wird.

Vickers et al. '°

zeigten in ihrem vergleichbaren Versuch ebenso kein erhdhtes
Gewicht der F1 Generation im Verlauf, aber eine Blutdruckerhdhung. Wobei wenige
tierexperimentelle Studien zur klassischen Barker Hypothese das Gewicht der F1
Generation beobachtet haben.

Bei der Betrachtung des kurz vor der Tétung erhobenen Finalgewichts waren sowohl
bei den Weibchen als auch bei den Mannchen die maternal programmierten Tiere der
HS- beziehungsweise SD-Gruppe am schwersten und die paternal programmierten
Tiere am leichtesten. Da die maternal programmierten Tiere der HS-Gruppe ebenfalls
die hochste relative Expression des ATi-Rezeptors aufwiesen, kdnnte man ihr
signifikant hdheres Gewicht auch mit einer Elektrolyt- und damit verbunden
Wasserretention in Verbindung bringen '*3. Fiir zukiinftig geplante Versuche kénnte bei
der Betrachtung von Gewichtsverlaufen auch das Nachvollziehen von Fressverhalten

und mengenmafiger Nahrungsaufnahme der Versuchstiere interessant sein.

6.3.2 Nierengewicht

Im Folgenden wird insbesondere auf das relative Nierengewicht eingegangen, da die
Korrelation zwischen Kdrpergewicht und Nierengewicht aussagekraftiger erscheint.

Bei der Betrachtung des absoluten und mehr noch des relativen Nierengewichts fallt der
hochsignifikante Unterschied der Nierengewichte der mit HS und SD gefutterten Tiere
auf. Hierbei scheint letztlich auch das Geschlecht kaum eine Rolle zu spielen. Und
darUber hinaus auch kein programmierender Effekt zum Tragen zu kommen, da

zwischen den jeweils paternal beziehungsweise maternal programmierten Tieren und
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jenen aus der Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied bezlglich des
Nierengewichts besteht. Passend hierzu wurde im Versuch von Leandro et al. '®
ebenfalls bei den Tieren der Hochsalz-Gruppe ein erhdhtes Nierengewicht festgestellt.
Interessanter Weise haben die mit HS gefltterten Tiere sowohl das hochste relative
Nierengewicht, als auch den hdchsten Blutdruck. Strukturelle Veranderungen wie etwa
Fibrosierung der Nieren, welche sowohl die physiologische Blutdruckregulierung, als
auch das Gewicht der Nieren bedingen, scheinen plausibel . Hierzu passend konnte in
verschiedenen Arbeiten ein Zusammenhang zwischen Uberexpression von MCR und
einem hieruber Aldosteron-vermittelten fibroplastischen Umbau des Tubulointerstitiums
der Nieren gezeigt werden '**. Der zuvor genannte hochsignifikante Unterschied des
relativen Nierengewichts der HS und SD gefltterten Tiere kdnnte also auch mit der
gezeigten erhdhten MCR Expression in den HS gefutterten Tieren zusammenhangen.
Die hier diskutierten Ergebnisse sind vergleichbar mit Daten aus tierexperimentellen
Studien zur fetalen Programmierung, in denen verschiedene Umwelteinflisse (geringes
Geburtsgewicht  °>°*  maternale Proteinmangeldiat '*°, Minderperfusion der
Uterusarterie %" usw.) zu verringerter Nierenfunktion *°, Reduktion der Glomerulaanzahl
%5 Nierenhypertrophie *° und Blutdruckerhdhung *°7 fiihrten. Insbesondere zeigte die
Studie von Koleganova et al. ', dass eine maternale Hoch- sowie auch Niedrigsalzdiat
ebenfalls in die renale Physiognomie des Nachwuchses eingreift, die Expression von
Proteinen in der Niere modifiziert und schliel3lich die Anzahl der Glomerula herabsetzt,
wodurch das Risiko der Entwicklung eines Hypertonus im spateren Leben steigt.

Das lasst darauf schlieRen, dass durch unterschiedliche Umwelteinflisse eine
veranderte Programmierung des renalen Phanotyps stattfindet. Kongruent dazu weist
die vorliegende Studie Hinweise daflr auf, dass der Konsum einer Hochsalzdiat einen
programmierenden Effekt auf den renalen Phanotyp haben kénnte. In der 2019
verdffentlichten Studie von Oloyo et al. '*" konnte hierzu passend ebenfalls eine
Zunahme des relativen Nierengewichts nach Hochsalzkonsum nachgewiesen werden.
Dort interpretieren die Autoren der Studie diese als Resultat einer renalen Hypertrophie,
um die gesteigerte Resorption von Elektrolyten und Aufrechterhaltung der Natriurese zu
gewahrleisten. Im Unterschied zu dem vorliegenden Versuch, in welchem kein
geschlechterspezifischer Unterschied der Nierenphysiognomie nach Hochsalzdiat
festgestellt werden konnte, waren es bei Oloyo et al. '* allein die mannlichen Sprague-

Dawley Ratten, deren relatives Nierengewicht nach Hochsalzdiat erhoht war.
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Da wahrend der Fertigstellung dieser Arbeit keine histologischen Daten zu den Nieren
zur Verfligung standen, kénnen im Weiteren zur Morphologie der Nieren nur
Spekulationen angestellt werden. Ein histomorphologischer Faktor, der bei Menschen
und im Rattenmodell beispielsweise mit arterieller Hypertonie assoziiert wird ist die
Nephronanzahl und die Glomerulumgrof3e. Wobei eine erniedrigte Nephronanzahl mit
einem erhdhten Blutdruck einhergehen kann und sich bei hypertensiven Probanden in

verschiedenen Arbeiten vergroRerte Glomerula zeigten '*®.

Wie bereits im Kapitel 5.2.1 erwahnt, wurde in Studien an Ratten, deren Muttertiere
einer Hochsalzdiat ausgesetzt waren, neben der Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie auch die Auspragung einer myokardialen und renalen Fibrose beobachtet
80132134 | etztlich ist unklar, ob die Fibrose den Hypertonus oder umgekehrt bedingt.
Weiterhin waren zur weiteren Abklarung der Nierenfunktion beziehungsweise einer
etwaigen Nierenfunktionsstérung weitere Testverfahren, wie etwa eine Bestimmung der
Kreatinin-Clearance, der glomerularen Filtrationsrate und Urinuntersuchungen etc.

vonnoten.

6.4 Programmierung des renalen Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems

6.4.2 Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-1 (AT -Rezeptor)

Unabhangig vom Geschlecht und der Diat ist ein deutlicher maternaler
Programmierungseffekt zu sehen. Sowohl bei den Weibchen als auch bei den
Mannchen war die relative AT-Rezeptor-Expression im untersuchten Nierengewebe
der maternal programmierten Tiere signifikant hoher als die der Kontrollgruppe und
zwar unabhéngig von der eigenen Diat. Ding et al. °* beobachteten &dhnlich hierzu in
ihrer 2010 publizierten Studie eine signifikante Steigerung der AT -Rezeptor-Expression
in kardialen Zellen des Nachwuchses als Folge einer maternalen Hochsalzdiat. Des
Weiteren wiesen Leandro et al. '?° in den Plazenten von mit HS gefiitterten trachtigen
Ratten eine signifikant gesteigerte Expression des AT;-Rezeptors nach. Mao et al. '
konnten schlie3lich in ihrem 2013 durchgeflhrten Fltterungsversuch auch eine durch

Hochsalz programmierbare Veranderung des renalen RAAS zeigen.
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Klinisch und praklinische sowie tierexperimentelle Studien unterstitzen die Annahme,
dass ANG Il Uber die pathologische Aktivierung von AT¢-Rezeptoren eine zentrale Rolle

t 105199 " |nteressanterweise waren im

in der Pathogenese der Hypertension spiel
vorliegenden Versuch keinesfalls die Versuchstiere mit der hdchsten ATq-Rezeptor-
Expression auch diejenigen mit dem hochsten Blutdruck. Die maternal programmierten
Weibchen der SD-Gruppe beispielsweise hatten gegentber allen Weibchen gleicher
Diat zwar die hochste AT -Rezptor-Expression aber gleichzeitig auch den niedrigsten
Blutdruck (siehe Kapitel 4.2.1 und 4.4.1). Ebenso verhalt es sich bei den Weibchen der
HS-Gruppe. Dies widerspricht Beobachtungen wie etwa von Van Haaster et al. '#
wonach eine Reduktion der ATi-Rezeptoren des proximalen Tubulus zu niedrigeren
Blutdruckwerten und eine Uberexpression im Allgemeinen zu erhdhten Blutdruckwerten
fuhrte. Einschrankend ist diesbezuglich aber auch darauf hinzuweisen, dass im
vorliegenden Versuch nur das RAAS der Niere untersucht wurde und nicht etwa z.B. in

den BlutgefalRen.

6.4.3 Angiotensin-lI-Rezeptor-Typ-2 (AT2-Rezeptor)

Bei der Betrachtung der relativen renalen Expression des AT,-Rezeptors zeigen sich
auller bei den mit Standarddiat gefitterten Weibchen keine signifikanten Unterschiede.
Dies zeigten auch Ding et al. *%, die in ihrem Versuch, wie auch in der vorliegenden
Arbeit, zwar einen Anstieg der AT- jedoch nicht der AT,-Rezeptor Expression messen
konnten. An dieser Stelle ist wieder zu diskutieren, ob die verabreichte Hochsalzdiat
selbst wie auch die Diat der Eltern schlichtweg keinen programmierenden Effekt auf
den AT,-Rezeptor hat, oder ob auch hier wie im Fall des Geburtsgewichts diskutiert,
eventuell keine ausreichende Dosis der Hochsalzdiat erreicht wurde, um eine

Expressionsveranderung zu bewirken. Im Fitterungsversuch von Mao et al.’®’

zeigte
sich bei den hochsalzprogrammierten Tieren bei der Geburt eine signifikant erhdhte
Expression des AT;-Rezeptors, allerdings konnte dies bei den Tieren nach 90 Tagen
nicht mehr nachgewiesen werden. Hier findet sich also ein moéglicher Hinweis darauf,
dass fetal programmierte Alterationen im RAAS nach der Geburt und im Verlauf des
Lebens auch wieder verandert werden kénnten. Demnach kdnnte im vorliegenden

Versuch so eine etwaige frihe Veranderung des AT,-Rezeptors mdglicherweise nicht
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nachgewiesen worden sein. Was hingegen auffallt ist die Tatsache, dass die AT,
Expression bei den mit HS gefutterten Tieren niedriger war als bei denen die mit SD
gefuttert wurden. Somit ist von einer geringeren, vom AT,-Rezeptor vermittelten,
vornehmlich vasodilatorischen Wirkung auszugehen. Dies konnte auch dazu beitragen,

dass die mit HS gefutterten Tiere einen deutlich hoheren Blutdruck hatten.

6.4.4 Mineralokortikoid-Rezeptor (MCR)

Bezuglich des MCR zeigt sich geschlechtsunabhdngig bei den maternal
programmierten, mit HS gefutterten Tieren eine signifikant hdhere relative Expression.
Bei den mit SD gefutterten Tieren ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Diese
Daten deuten darauf hin, dass der maternale Programmierungseffekt erst durch die
zusatzliche eigene Hochsalzdiat demaskiert wird. In diesem Zusammenhang ist die
programmierbare Salz-Sensitivitdt zu diskutieren. Im Sinne eines metabolischen
matches (siehe Kapitel 2.1.5) stimmen die Erndhrung der Mutter wahrend der
Schwangerschaft, damit einhergehend das Milieu intrauterin und die eigene Ernahrung
des Nachkommens uberein, da sowohl Mutter als auch Kind die HS Diat erhalten. Die
in utero programmierte Salz-Sensitivitdt wirde dann zu einer Pradisposition des
Nachkommens gegenulber salzreicher Ernahrung fuhren. Konsumiert der Nachkomme
also eine Hochsalzdiit kdme es damit eventuell, wie in einigen Tierversuchen ®' und

epidemiologischen Studien %'

gezeigt, zu einer Vielzahl an Veranderungen der
Hamodynamik und regulatorischer Systeme wie dem RAAS. Ubertragen auf das hier
gezeigte Modell bietet dies eventuell einen Erklarungsansatz fur die erhdhte relative
MCR Expression der maternal programmierten Tiere, denen ebenfalls die HS gefuttert
wurde im Vergleich zu den maternal programmierten Tieren, welche selbst SD

bekamen.

Eine vermehrte Aktivierung des MCR durch vermehrtes Aldosteron im Plasma fiuhrt

k % Interessanterweise konnte im

erwiesenermallen zu einem erhdhten Blutdruc
Verlauf bei den mit HS gefltterten Weibchen der Kontrollgruppe einmalig ein signifikant
hdherer Blutdruck gemessen werden, als bei den mit HS gefltterten maternal
programmierten Weibchen, obwohl letztere eine signifikant hdhere MCR Expression

hatten (siehe Kapitel 5.1.1 und 5.3.3). Im vorliegenden Versuch wurde allerdings nicht
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die Aktivierung, sondern die Expression des MCR bestimmt und diese scheint sich nicht
in gleicher Weise auf den Blutdruck auszuwirken. Zu diskutieren bliebe, ob ein erhéhter
Blutdruck, wie im Falle der mit HS gefutterten Weibchen der Kontrollgruppe, die
Expression des MCR herunterreguliert, sozusagen als negativer Feedback
Mechanismus um eine weitere Erhdhung des Blutdrucks zu verhindern. Gleichzeitig
kann diese Behauptung allerdings bei der Betrachtung der mit HS gefutterten
Mannchen nicht gehalten werden. Hier zeigen die maternal programmierten Mannchen
sowohl den hdchsten systolischen Blutdruck (nicht signifikant) als auch eine signifikant

hdhere relative Expression des MCR.

6.4.5 Renin

Vergleichbar mit den Ergebnissen der relativen MCR-Expression (Kapitel 6.4.4) zeigen
sich nur bei den mit HS gefutterten Tieren maternale Programmierungseffekte anhand
der signifikant erhdhten Renin-Expression. In allen anderen Gruppen zeigte sich keine
Programmierbarkeit. Auch hier ist zu diskutieren, ob die eigene Hochsalzdiat im Sinne
eines metabolischen matches zur mutterlichen Hochsalzdiat zu werten ist und hier
sozusagen durch die eigene HS, die programmierte Pradisposition zum Tragen kommt.
Eine erhdhte relative Expression des renalen Renins scheint sich jedoch nicht auf eine
Erhdhung des Blutdrucks auszuwirken. Betrachtet man den Verlauf der systolischen
Blutdricke der Versuchstiere, so weisen die mit HS gefutterten Tieren mit maternaler
Programmierung nicht wie erwartet einen héheren Blutdruck auf. Ganz im Gegenteil ist
er bei den Weibchen sogar am niedrigsten (nicht signifikant). Des Weiteren ist zu
beobachten, dass die mit HS gefitterten Tiere geschlechtsunabhangig eine niedrigere
relative Renin Expression haben im Vergleich zu den mit SD gefutterten
Versuchstieren. Dies kann im Hinblick auf die signifikant erhdhten Blutdricke der mit
HS gefutterten Tiere als Kompensationsmechanismus gewertet werden. Wenn man
sich die blutdrucksteigernde Wirkung des Renins als Aktivator des RAAS in Erinnerung
ruft, dann erscheint eine Senkung der relativen Reninexpression als adaquater
Feedbackmechanismus. Im Rattentierversuch von Leandro et al '*° wurde ebenfalls bei
den mit HS gefltterten Tieren eine niedrigere Reninexpression als bei den mit SD
geflutterten Tieren beobachtet. Sie vermuten, dass die Foten hierdurch in einer Renin-

armen und salzreichen Umgebung heranwachsen und ihr eigener niedriger Renin-
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Plasmaspiegel im Erwachsenenalter somit als Adaption an die vorhergesagte Umwelt
postpartal zu werten sei. Bei den mannlichen Nachkommen des Versuchs von Ramos
et al. wurde das RAAS dahingehend durch die maternale Hochsalzdiat modifiziert, dass
sie im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte Aldosteron- und Renin-Plasmaspiegel
und erhohte renale Renin-Spiegel aufwiesen. Im Vergleich dazu zeigten sich bei den
weiblichen Nachkommen keine signifikanten RAAS Alterationen '"”. Da im vorliegenden
Versuch nur die Reninexpression in der Niere und nicht zusatzlich die Reninspiegel im

Plasma bestimmt wurden, kann man jedoch keinen direkten Vergleich ziehen.

6.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede der fetalen Programmierung

Die Existenz geschlechtsspezifischer Effekte auf die Nachkommenschaft im Rahmen
der parentalen fetalen Programmierung ist aus epidemiologischen sowie auch aus
tierexperimentellen Studien hinreichend bekannt. Eine Vielzahl an Studien zur fetalen
Programmierung konnte zeigen, dass derselbe Reiz, je nach Geschlecht der
Nachkommen, unterschiedliche Langzeitwirkungen auslésen kann '°. Ferner wurde
etwa die Ungleichheit bezlglich des Zeitpunkts des Krankheitsauftretens und der
Schwere des Verlaufs zwischen Weibchen und Mannchen aufgezeigt 7178
Insbesondere auch bezuglich der Inzidenz und Mortalitdt kardiovaskularer
Erkrankungen (Koronare Herzkrankheit, Herzversagen, kardiale Hypertrophie und
plétzlicher Herztod) und dem Auftreten von arterieller Hypertonie sind
geschlechtsspezifische Unterschiede dokumentiert °'*'. Des Weiteren scheinen auch
die Art und die Lange der Exposition gegenuber dem programmierenden Umweltfaktor
unterschiedliche Auswirkungen auf die Geschlechter zu haben. Studien in denen die
Mutter wahrend der Schwangerschaft einem schweren Proteinmangel ausgesetzt war,
zeigen zwar eine Entwicklung von Bluthochdruck bei den Nachkommen beider
Geschlechter, ist der Proteinmangel jedoch geringer ausgepragt entsteht der
Bluthochdruck im Zuge der geringeren Nephron-Anzahl, nur noch bei den mannlichen
Nachkommen °'*°. Hingegen zeigte sich in Modellen, in denen der programmierende
Effekt durch eine Diat-induzierte Adipositas der Mutter erfolgte, dass ausschliellich die
weiblichen Nachkommen mit einer erhdhten Hypertonie-Pravalenz reagierten. Dies
lasst darauf schlieRen, dass eine geschlechtsspezifisch unterschiedliche Sensitivitat

gegeniiber diatischer Manipulation auch stark vom jeweiligen Insult abhangt ¥’.
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In der vorliegenden Studie konnten insgesamt bei den Mannchen hdhere Blutdricke
gemessen werden als bei den Weibchen, jedoch scheinen sich die programmierenden
Effekte zu ahneln. Die SD gefutterten paternal programmierten Tiere wiesen
geschlechtsunabhangig den hdchsten systolischen Blutdruck auf, was auf einen
paternalen Programmierungseffekt hinweist.

Neuere Studien gehen davon aus, dass Modulationen des RAAS durch die jeweiligen
Sexualhormone zu den Unterschieden im RAAS beitragen und somit auch eine
differente Blutdruckkontrolle bedingen '*%'%”. Geschlechtsspezifische Auswirkungen der
Programmierung auf das RAAS sind bekannt, z.B. durch Mangelernahrung. Gilbert et

al. 143

berichten etwa von unterschiedlicher Proteinexpression verschiedener
Komponenten des RAAS. lhre Studie an Schafen erbrachte eine bei den mannlichen
Versuchstieren signifikant hdhere Expression des ATq-Rezeptors im Vergleich zu den
Weibchen. Im Gegensatz dazu war die Expression des AT,-Rezeptors bei den
weiblichen Versuchstieren erniedrigt und unverandert bei den mannlichen.
Interessanterweise fanden sich im Falle des ACE und Renin keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Expression. Auch in Versuchen an Ratten
zeigt sich eine vom Geschlecht abhangige Reaktion des Blutdrucks auf chronische

ANG Il Exposition. So konnten beispielsweise Brosnihan et al. '*?

zeigen, dass
Ostrogen per se die Expression des AT,-Rezeptors in weiblichen Ratten erhoht,
welcher eine vornehmlich vasodilatative und damit blutdrucksenkende Wirkung
vermittelt. Im zu diskutierenden Versuch scheint die Hochsalzdiat unabhangig vom
Geschlecht eine Verminderung der AT, Expression zu bedingen. Dies kdnnte mitunter
auch den erhdhten Blutdruck der mit HS gefltterten Tiere erklaren.

Des Weiteren fanden Ramos et al. """ heraus, dass die von ihnen untersuchten
Veranderungen des RAAS beim Nachwuchs von Wistar-Ratten, als Folge einer
maternalen Hochsalzdiat, ebenfalls geschlechtsspezifischen Unterschieden unterliegen.
Im Versuch von Hinojosa-Laborde et al. an weiblichen Dahl-Ratten wurde der
Zusammenhang zwischen renalem RAAS und der Entwicklung postmenopausaler
Hypertonie untersucht. Nach Ovariektomie entwickelten die Ratten spontan
Bluthochdruck, den man sich durch die signifikant erhdhte ATi-Rezeptor-Dichte im
Vergleich zu den intakten Weibchen der Kontroligruppe und den mit Ostrogen
substituierten ovariektomierten Tieren erklarte. Da allerdings auch bei den alternden
intakten Weibchen mit zunehmendem Alter und abnehmendem Ostrogenspiegel der

Blutdruck stieg, schloss man, dass Ostrogen einer pathologisch erhéhten Aktivitat des
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RAAS protektiv entgegenwirkt "*°. Beziiglich der AT;-Rezeptorexpression konnten im
vorliegenden Versuch keine durch das Geschlecht bedingten Unterschiede festgestelit
werden. In beiden Fallen zeigte sich unabhangig von der Versuchsdiat eine signifikant
erhdohte ATq-Expression bei den maternal programmierten Tieren. Im Versuch von
Hinojosa-Laborde et al. wurden die weiblichen Tiere bis zu 12 Monaten alt. Eventuell
wurde ein etwaiger geschlechtsspezifischer Unterschied also durch das noch zu junge
Alter (6 Monate) der Weibchen verdeckt.

Weitere Hinweise, ob es zu einer entsprechend geschlechtsspezifischen Beeinflussung
des renalen Phanotyps sowie der Entwicklung einer Hypertonie bei der F1 Generation
kam, kdnnten noch ausstehende histologische Auswertungen der Nieren belegen. Hier
konnten etwa Fibroseanzeichen oder die Nephronanzahl untersucht werden. Andere
tierexperimentelle Studien zur fetalen Programmierung zeigten mitunter bei den
mannlichen Nachkommen eine starkere Reduktion der Glomerula Anzahl und

nachfolgend eine Hypertonie-Entwicklung "'®'°".

6.6 Einfluss der paternalen Programmierung

Lag der Forschungsfokus bislang vor allem auf maternal mediierter fetaler
Programmierung, mehren sich inzwischen Hinweise, dass auch der Vater eine
entscheidende Rolle in der Modifikation des Phanotyps seiner Nachkommen spielt und
somit befassen sich immer mehr Studien mit dem Thema der paternalen

% untersuchten anhand einer schwedischen

Programmierung *#49%¢1%3 Kaati et al. '
Kohorte die Korrelation zwischen dem Nahrungsangebot von Vater und Grol3vater und
dem Risiko fur deren mannliche Nachkommen an kardiovaskularen Erkrankungen oder
Diabetes zu versterben. Interessanterweise scheint ein Nahrungsmangel des Vaters,
ganz im Gegensatz zur maternalen Programmierung, das kardiovaskulare Risiko zu
senken. Dies zeigt, dass paternale Programmierung existiert, aber ggf. andere oder
sogar gegensatzliche Auswirkungen hat im Vergleich zur Programmierung durch die
Mutter. Im vorliegenden Versuch war dies beispielsweise beim Blutdruck der mit SD
gefutterten Tiere zu beobachten. Hier zeigte sich bei den paternal programmierten
Tieren der hochste und bei den maternal programmierten Tieren der niedrigste

Blutdruck.
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Im zu diskutierenden Versuch zeigt sich eine paternale Programmierung des
systolischen Blutdrucks der mit Standarddiat gefutterten Nachkommen unabhangig vom
Geschlecht. Bei den mit Hochsalzdiat gefitterten Tieren der F1-Generation scheint dies
nicht der Fall zu sein.

Bezuglich des Finalgewichts der Versuchstiere ergibt sich ebenfalls der Hinweis auf
paternale Programmierung. So weisen alle Tiere, deren Vater einer Hochsalzdiat
ausgesetzt war unabhangig vom eigenen Geschlecht und der Versuchsdiat ein
geringeres Finalgewicht als die anderen Nachkommen auf. Auch in anderen Studien
wurde der Einfluss der paternalen Programmierung auf das Gewicht der Nachkommen

40 aine Korrelation zwischen frilhem

dokumentiert. So zeigen Pembrey et al.
Nikotinabusus der Vater und dem erhéhten BMI von deren 9-jahrigen Séhnen.

Wie auch bei der Programmierung durch die Mutter heben verschiedenen Studien das
veranderte Geburtsgewicht als Nachweis eines Programmierungseffektes hervor. So

4 aine Korrelation zwischen BMI des Vaters und dem

weisen Chen et al.
Geburtsgewicht der Séhne nach und verschiedene Studien verweisen auf einen
Zusammenhang zwischen der paternalen Diabetes-Erkrankung und dem Gewicht der
Nachkommen bei Geburt. Im Gegensatz dazu und vereinbar mit den Ergebnissen der

Geburtsgewichte in der vorliegenden Studie sahen Leon et al. *°

allerdings keine
Korrelation zwischen dem Gewicht des Vaters und dem Geburtsgewicht der Kinder.
Man kann daraus schlielen, dass die fehlende Gewichtsveranderung in der
vorliegenden Studie eine Programmierung Uber eine paternale Linie nicht ausschlief3t.
Bezuglich des AT -Rezeptors zeigte sich eine gegenlber der Kontroligruppe deutlich
erhohte, im Falle der mit HS gefutterten Weibchen und der mit SD gefltterten
Mannchen sogar signifikant hdhere Expression. Allerdings signifikant niedriger als bei
den maternal programmierten Tieren. In der Studie von Grasemann et al. '°
untersuchte man den unterschiedlichen Effekt parentalen Diabetes auf die
Nachkommenschaft und fand heraus, dass maternaler Diabetes eher zu metabolischen
Effekten bei den Nachkommen und paternaler Diabetes zu skeletalen Veranderungen
beim Nachwuchs fuhrt. So kann vermutet werden, dass das Ausmal des paternalen
Einflusses auf bestimmte Parameter geringer ist, als der maternale Einfluss und
umgekehrt.

Bezuglich des Einflusses einer paternalen Programmierung der Nierenfunktion fehlen
bislang Studien. Hier konnten tierexperimentelle Versuche klaren, inwieweit die

vorliegenden Ergebnisse vergleichbar sind. Insgesamt zeigt die vorliegende Studie,
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dass ein paternaler Einfluss im Sinne der fetalen Programmierung vorliegt. Mit weiteren
Studien kénnte geklart werden in welchen Bereichen die Auswirkungen grofRer sind
(z.B. Skelettsystem) oder wie sich zusatzliche zivilisationsbedingte Risiken auswirken.
Insbesondere auf metabolische Effekte wurde hier nicht eingegangen, obschon sich,
wie oben beschrieben, in anderen Studien diesbezlglich deutliche paternale

Programmierungseffekte gezeigt haben.

6.7 Limitationen der Arbeit

Im vorliegenden Versuch wurde die systolische Blutdruckmessung mittels nicht-
invasiver Tail-Cuff-Methode durchgefuhrt wobei diesbezuglich immer noch die invasiven
Messmethoden als Gold-Standard angesehen werden missen '*°. Als klare Nachteile
dieser Methoden sind allerdings die Invasivitat und der technische Aufwand des
operativen Eingriffes sowie die damit einhergehenden mdglichen Komplikationen, bis
hin zum Tod des Versuchstieres, zu nennen. Im Falle des vorliegenden Versuches
schloss sich eine invasive Blutdruckmessung insofern aus, als dass mehrere
Blutdruckmessungen an den Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt wurden
und das Risiko des vorzeitigen Versterbens der Versuchstiere als zu grol} erachtet
wurde. Zudem zeigt das angewandte Messprinzip eine mit den invasiven Methoden
vergleichbar hohe Reliabilitdat und kann prinzipiell unbegrenzt haufig eingesetzt werden
ohne dem Tier kérperlich zu schaden 7. Nachteil der nicht-invasiven Methode ist, dass
die Ratten Zeit brauchen sich an die Messung zu gewdhnen und mdglichst mehrere
Messungen aufeinanderfolgend durchgefuhrt werden sollten, was einen zeitlichen
Aufwand bedeutet. In der vorliegenden Arbeit wurde dies berlcksichtigt (siehe Kapitel
3.1.6). Insofern sind dadurch kaum Fehler in den Messungen zu erwarten. Ferner ist
diese Methode auch von der Ubung und Genauigkeit und nicht zuletzt von der Geduld
des Untersuchers abhangig. Da samtliche Messungen durch denselben Untersucher
durchgefuhrt wurden, sind hierdurch keine Unterschiede zwischen den Gruppen zu
erwarten.

Mit Hilfe des Western Blots wurden in dieser Arbeit die relativen Mengen der zentralen
am renalen RAAS beteiligten Proteine aus dem Lysat des Nierengewebes bestimmt.
Die Western Blot Untersuchung eignet sich zur semiquantitativen Analyse, erbringt aber

keine Aussage uber die Lokalisation der Rezeptoren oder Proteine. Da flr die Analyse
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ganze Nieren, also Proben, die Nierenmark und —rinde beinhalteten, verwendet wurden,
kann Uber die lokalen Veranderungen der Rezeptoren-Dichte in diesen sehr
unterschiedlichen Regionen der Niere keine Aussage gemacht werden. Die Ergebnisse
der Untersuchungen sind vorsichtig zu beurteilen, da gegenlaufige Regulationen der
Rezeptorexpressionen in den beiden Bereichen der Niere mdglicherweise durch die
gemeinsame Untersuchung verborgen blieben. Aufgrund von Berichten Uber
geschlechtsspezifische Unterschiede der RAAS Komponenten und deren

k 1091171 werden in dieser Arbeit die

unterschiedliche Auswirkung auf den Blutdruc
Ergebnisse der Western Blot Untersuchung des RAAS auch entsprechend aufgetrennt

nach dem Geschlecht betrachtet und diskutiert.

AbschlieRend sei angemerkt, dass es vor allem durch die geschlechtsspezifische
Aufteilung zu einer empfindlichen Abnahme des Stichprobenumfangs kam. Dadurch
nahm der Standardfehler zu und obwohl sich die empirischen Mittelwerte zwischen den
Vergleichsgruppen deutlich unterschieden, wurden die Signifikanzgrenzen oft knapp
verfehlt. Daher ist zu vermuten, dass es bei einer groReren Stichprobe haufiger zu

signifikanten Unterschieden zwischen den Versuchsgruppen gekommen ware.
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7. AUSBLICK UND FAZIT

In der vorliegenden Studie konnten sowohl maternal als auch paternal
programmierende Effekte beobachtet werden. Ob zur klassischen Barker Hypothese
vergleichbare epigenetische Mechanismen vorliegen, muss durch nachfolgende
Analysen bzw. Studien Uberprift werden. Auch ist zu vermuten, dass sich paternale
Programmierung ggf. auf andere Bereiche auswirkt als die maternale Programmierung
% so dass Untersuchungen zu weiteren bislang nicht beriicksichtigten Organsystemen
(z.B. das Skelettsystem) angeschlossen werden sollten. Epigenetische Veranderungen
finden, wie in Kapitel 6.6. diskutiert, ebenso {ber die paternale Linie statt '>°.
WeiterfUhrende Erkenntnisse zu Mechanismen der paternalen Programmierung
konnten dazu beitragen, den praventivmedizinischen Fokus auch auf den
Gesundheitszustand und die Umweltbedingungen des Vaters zu lenken. Da gezeigt
werden konnte, dass auch das prakonzeptionelle, perikonzeptionelle und frihe
postkonzeptionelle Milieu den Phanotyp der Nachkommenschaft beeinflussen kann,
sollte die fetale Programmierung auch in der reproduktionsmedizinischen Forschung
vermehrt bertcksichtigt werden. Ein besseres Verstandnis davon, in welchem Male
und in welchen Fallen das Geschlecht die fetale Programmierung beeinflusst, konnte

dabei helfen, das individuelle Erkrankungsrisiko besser einzuschatzen.

Kongruent zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zeigten sich viele Effekte in dieser
Studie geschlechtsabhangig. Zum besseren Verstandnis der zugrundeliegenden
Pathogenetik mulssten weitere Versuche und Untersuchungen vor allem auf

epigenetischer und genetischer Ebene erfolgen.

Vereinfacht dargestellt scheint die fetale Programmierung eine Moglichkeit in der
Evolution zu sein, um innerhalb einer Generation die Nachkommen phanotypisch an
bestehende Umweltbedingungen anzupassen. Die epigenetischen Prozesse, die diese
Programmierung tragen, stellen einen sehr viel schnelleren Prozess dar, als das
wesentlich langsamere Evolutionskonzept vom survival oft the fittest, das bislang als
gegeben angenommen wird. In einer Welt wie der unsrigen, in der sich
Nahrungsressourcen und Umweltbedingungen rasant verandern, kann es schnell zu
einer Diskrepanz zwischen antizipierter und tatsachlicher Umwelt kommen. Schnell

entsteht eine Unangepasstheit, welche zu Erkrankungen beitragt. Die Zunahme von
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chronischen Zivilisationserkrankungen in Gesellschaften unter soziodkonomischem

Wandel kdnnte so erklart werden .

Untersuchungen an menschlichen Kohorten, Tiermodellen und Zellsystemen tragen
weiterhin zur Erkenntnisgewinnung bei. Eine der grof3ten Herausforderungen wird es
sein, dieses Wissen fur die offentliche Gesundheit zu nutzen und entsprechende
Empfehlungen zu formulieren. Durch die weitere Erforschung der fetalen
Programmierung kénnten sich neue Behandlungsmdglichkeiten chronischer
Erkrankungen ergeben: Wichtig ware durch Studien zu klaren, inwiefern beim
Menschen noch postnatale Plastizitat existiert und ob eine Umprogrammierung
postnatal, wie bereits in einigen tierexperimentellen Studien nachgewiesen '°, méglich
und letztendlich anwendbar ist. PraventivmalRnahmen koénnten bereits durch Aufklarung
perikonzeptionell tragen. Risikogruppen koénnten ab der Geburt identifiziert und
postnatal individuell praventivmedizinisch betreut werden. Das zunehmende
Verstandnis der Mechanismen der fetalen Programmierung, vor allem im Hinblick auf
individuelle Erkrankungsrisiken bei gleichen Zivilisationsrisiken, konnte zur besseren

Bekampfung vieler chronischer Krankheiten beitragen.
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