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Abstract

Abstract

Patients with chronic kidney disease develop cardiac disease with left ventricular hypertrophy,
interstitial fibrosis and decreased cardiac function in parallel. This clinical condition is described
by the term chronic cardiorenal syndrome type IV (CRS 1V). Male individuals more likely develop
severe phenotype whereas female sex acts as a safe-guard against adverse cardiac remodeling in
premenopausal stage. The deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt mouse model is an established
animal model to simulate the pathomechanisms in CRS type IV. Sex specific differences observed
in human cardiac adaption could be reproduced in experimental settings in mice. Male DOCA-
salt hydralazine challenged mice exhibit adverse cardiac remodeling. In contrast, female mice are
protected against maladaptive cardiac remodeling in this model under normotensive conditions.
Previous experiments identified stimulus dependent sex-specific regulation of cellular signaling
pathways in the heart including the mechanistic target of rapamycin (mTOR) pathway. Therefore, it
is hypothesized that intact mMTOR signaling is essential for intrinsic female cardiac protection. In or-
der to characterize sex specific and mTOR signaling-dependent differences in cardiac phenotype as
well as intracellular signaling in cardiomyocytes, DOCA-salt hydralazine treated mice upon mTOR

inhibition with selective mTOR complex 1 (mTORCI1) inhibitor rapamycin were investigated.

No differences in blood pressure detected by continuous radio-telemetric measurement and carotis
catheterization were observed. Rapamycin significantly reduced left ventricular hypertrophy and
revealed concentric cardiac phenotype in male mice with preserved ejection fraction and reduced
fibrosis. In parallel, decreased mTORCI1 and compensatory upregulation of mTOR complex 2
(mTORC?2) activity in rapamycin-treated male mice compared with vehicle controls were detected.
In contrast, female mice developed eccentric left ventricular hypertrophy and augmented cardiac
fibrosis. Treatment with rapamycin led to reduced activity of both mTOR complexes, mTORC1
and mTORC?2, in these groups. Similar results were observed in an earlier study with DOCA-salt
female mice lacking the estrogen receptor 5 (ERf3). ERS knockout caused dilative left ventricular
hypertrophy and augmented cardiac fibrosis as well as reduced mTORC1 and mTORC?2 activity. In-
terestingly, mTOR inhibition upon rapamycin treatment decreased ER 3-expression in female mice.
In conclusion, the results of this study suggest that ER 3-dependent regulation involves sex-specific
use of mTOR signaling branches in the normotensive DOCA-salt model. Maintenance of both
mTORC1 and mTORC?2 signaling seems to be essential for adaptive cardiac remodeling in females

and supports a rationale for sex-specific therapeutic strategies in left ventricular hypertrophy.
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Im Kontext des renokardialen Syndroms fiihrt eine primédre Abnahme der Nierenfunktion sekundér
zu einem kardialen Remodeling mit myokardialer Hypertrophie, interstitieller Fibrose und Funkti-
onsverlust. Beziiglich der Ausprigung dieser kardialen Adaptation bestehen geschlechtsspezifische
Unterschiede, wobei im weiblichen Geschlecht grundsitzlich giinstigere Verldufe beobachtet wer-
den. Das normotensive Deoxykortikosteronacetat (DOCA )-Salz-Modell der Maus simuliert die Pa-
thomechanismen des renokardialen Syndroms aus der Humanklinik. Auch im Tiermodell kann die
beschriebene Geschlechtsspezifik der kardialen Anpassungsreaktion beobachtet werden. Basierend
auf Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen und der Beobachtung einer geschlechtsspezifi-
schen Regulation des mechanistic target of Rapamycin (mTOR) ergab sich die Hypothese, dass
die endogene mTOR-Signaltransduktion eine wichtige Rolle in der relativen weiblichen Kardio-
protektion spielt. Dazu wurden weibliche und ménnliche Wildtyp-Méuse unter den Bedingungen
des normotensiven DOCA-Salz-Modells mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin behandelt und de-
ren kardiale Phinotypen sowie die intrazelluldre Signaltransduktion gegen Kontrollgruppen ohne

Rapamycin-Intervention verglichen.

Blutdruckunterschiede zwischen den Versuchsgruppen konnten durch eine 6-wochige, kontinuierli-
che Blutdruckmessung mit Hilfe eines Radio-Telemetriesenders sowie durch Messung des mittleren
arteriellen Drucks (MAP) mittels Karotis-Katheters zum Versuchsende ausgeschlossen werden. Bei
den minnlichen Versuchstieren ging die Rapamycinintervention mit einer signifikanten Reduzie-
rung der linksventrikuldren Hypertrophie und einem Riickgang der interstitiellen Fibrose einher.
Auf morphologischer Ebene wiesen diese Tiere eine konzentrische Hypertrophie mit Erhalt der
Ejektionsfraktion auf. Im Bezug auf die Signaltransduktion konnte bei den Rapamycin-Ménnchen
eine Reduzierung der Aktivitit des mTOR-Komplex 1 (mTORCI) bei gleichzeitiger mTORC2-
Aktivitatserhohung nachgewiesen werden. Im Gegenzug entwickelten die weiblichen Versuchstiere
unter Rapamycin eine dilatative, linksventrikuldre Hypertrophie mit vermehrter interstitieller Fibro-
se. Ausgehend von hohen konsekutiven Aktivitidten des mMTORC1 und mTORC?2 unter Placebo ging
die Rapamycin-Intervention bei den Weibchen mit einer deutlichen Aktivitdtsminderung beider
mTOR-Komplexe einher. Vergleichbare Ergebnisse konnten bereits in vorangegangenen Studien
zur Rolle des Ostrogenrezeptors 3 (ER3) im DOCA-Salz-Modell der Maus beobachtet werden. Der
ER3-Knockout fiihrte bei den Weibchen ebenfalls zu einem dilatativen kardialen Phinotypen mit

vermehrter Fibrose und Reduzierung der mTORC1- sowie mTORC2-Aktivitat. Interessanterweise
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war in der vorliegenden Studie bei den weiblichen Versuchstieren unter Rapamycin eine Beein-
flussung der ER 3-Proteinexpression nachweisbar, wonach eine Wechselwirkung der Rapamycin-

behandlung mit der hormonellen Regulation der Ostrogene denkbar und méglich erscheint.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Regulation der beiden mTOR-Komplexe existieren und dass die Rapamycinbehandlung einen Ein-
fluss auf die ER3-Expression hat. Die intakte Signaltransduktion von mTORC1 und mTORC2
scheint fiir die relative weibliche Kardioprotektion eine wichtige Bedeutung einzunehmen. Ins-
besondere der mMTORC?2 scheint dstrogenabhiingig einer geschlechtsspezifischen Regulation zu un-
terliegen und bedeutende Signale der weiblichen Kardioprotektion zu vermitteln. Diese Erkenntnis
konnte in der Zukunft neue Denkansétze fiir eine geschlechtsspezifische Therapie der hypertrophen

Kardiomyopathie liefern.

v
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1. EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Gender Medicine - Geschlechtsspezifische Aspekte bei

kardio-renalen Erkrankungen

,,Frauen werden anders krank als Manner*. Die Idee eines einheitlichen Krankheitsmodells mit Giil-
tigkeit fiir beide Geschlechter muss in vieler Hinsicht neu tiberdacht werden. Nicht wenige Erkran-
kungen weisen im Bezug auf das Geschlecht erhebliche Unterschiede in der Pravalenz, Progression,
Mortalitit sowie der klinischen Symptomatik auf. In den letzten zwei Jahrzehnten wurde diesen
Unterschieden vermehrt Beachtung geschenkt. Es etablierte sich der Begriff ,,gender medicine* als
ein eigenstdandiger Teilbereich der medizinischen Forschung. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit
Aspekten der ,,gender medicine* in den Bereichen der Kardiologie und Nephrologie. Geschlechts-
spezifische Unterschiede werden hier vor allem bei den kardiovaskuldren Erkrankungen (engl.

,cardiovascular disease‘“, CVD) sowie der chronischen Niereninsuffizienz (CNI) beobachtet.

In den USA erkranken jahrlich ca. 1,5mal so viele Manner an einer terminalen Niereninsuffizienz
(engl. ,.end stage renal disease®, ESRD) als Frauen [/1]]. Frauen besitzen vor allem in ihrer repro-
duktiven Phase ein geringeres Risiko eine ESRD zu entwickeln [2]] (siche Abb. [I.1)). Der positive
Einfluss des weiblichen Geschlechts auf die Progression der CNI wird daran erkennbar, dass die
Erkrankung bei Miannern unabhingig von Blutdruck und Lipidwerten schneller voranschreitet [3]]
und jéahrlich eine grofere Anzahl minnlicher Patienten eine Nierenersatztherapie beginnen miis-
sen als Frauen [4]. Unterschiede lassen sich auch bei den Herz - Kreislauferkrankungen und der
Herzinsuffizienz (HI) beobachten. Zusammen stellen sie weltweit die hiufigste Todesursache dar.
Zwar ist das Lebenszeitrisiko an einer HI zu erkranken bei beiden Geschlechtern gleich hoch, jedoch
entwickeln Frauen die Erkrankungen erst spéter als Minner [S]] und besitzen eine bessere Prognose
hinsichtlich der Progression [|6]. Zu Beginn einer CVD stehen kardiale Remodeling-Prozesse wie
eine Myokardhypertrophie (MH) oder die Entwicklung einer Fibrose im Vordergrund. Minner
entwickeln eine MH in den meisten Fillen durch ischdmische Zustinde auf der Grundlage einer
koronaren Herzerkrankung (KHK), wihrend bei Frauen hiufiger nicht-ischdmische Ursachen wie
Hypertonie, Ubergewicht und Diabetes mellitus beobachtet werden [7]. Auf kardiovaskulire Kom-
plikationen reagieren Ménner mit einer stirker ausgepragten MH mit exzentrischem Phénotyp, wo-
hingegen die Hypertrophie bei Frauen milder ausfillt und eine konzentrische Morphologie aufweist
[8] (zu den Formen der MH siehe Kap. . Funktionell tendieren Manner mit manifester MH zu
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einer systolischen Funktionsstorung mit reduzierter Auswurfleistung im Sinne einer eingeschrank-
ten Ejektionsfraktion (EF). Frauen hingegen prisentieren eher eine diastolische Funktionsstorung
mit erhaltener EF [9}[10]], was als prognostisch giinstiger gewertet wird. Auch in der physiologischen
Entwicklung sind Unterschiede erkennbar. Ausgehend von gleichen Herzgewichten (HG) in der
Kindheit entwickeln Ménner in der Adoleszenz ein um 15-30% hoheres HG als Frauen [11]]. Der
physiologische Alterungsprozess geht bei Mannern anders als bei Frauen mit einem verstarktem

Zelluntergang und reaktiver Hypertrophie der verbliebenen Kardiomyozyten einher [[12]].
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Abb. 1.1 Kumulative Inszidenz der terminalen Niereninsuffizienz iiber das Lebensalter

Die Hdufigkeit der ESRD nimmt bei Mdnnern ab dem 29. Lebensjahr zu. Bei Frauen ist ein Anstieg erst
10 Jahre spditer zu verzeichnen. Ab dem 49. Lebensjahr steigt die Inzidenz bei beiden Geschlechtern in
etwa gleich stark, die Zahl der betroffenen Frauen bleibt jedoch stets unter den Mdnnern.

Die kardiovaskulire Protektion der Frauen in jungen Jahren legen einen Einfluss des Ostrogens
nahe. Der Ostrogenrezeptor (engl. estrogen receptor, ER) kommt in zwei Isoformen vor (ERa
und ERp). Diese bilden mit Ostrogen einen Komplex und vermitteln ihre Signale durch Translo-
kation in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktor die Expression Ostrogenabhéngiger Gene
steigern. Fiir das Ostrogen wurden protektive Effekte auf das kardiovaskulire System ausfiihr-
lich beschrieben [[I4]. Durch eine steigende Inzidenz kardiovaskuldrer Erkrankungen bei Frauen
nach der Menopause wird die Bedeutung sinkender Ostrogenspiegel erkennbar. Da auch fiir das
minnliche Geschlecht zirkulierende ER-Komplexe nachgewiesen werden kdnnen I]_ljl], bleibt der
protektive Ostrogeneinfluss nicht nur auf das weibliche Geschlecht beschrinkt. Die Ostrogenspiegel
sind bei Médnnern jedoch vergleichsweise gering und die Testosteronwirkung iiberwiegt. Testosteron
vermittelt seine Effekte {iber den Androgenrezeptor (AR) ebenfalls liber die Regulation der Genex-

pression. Ihm werden nachteilige Effekte auf das kardiovaskulidre System zugeschrieben (zusam-

mengefasst in [16])
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1.2 Das kardio-renale Syndrom

Das Herz und die Nieren nehmen eine zentrale Rolle in der Regulation der Kreislauffunktion sowie
des Fliissigkeitshaushalts im menschlichen Korper ein. Beide Organe bilden eine eng aufeinander
abgestimmte Einheit und beeinflussen sich gegenseitig maBgeblich in ihrer Funktion. Eine primére
Storung der Funktion eines der beiden Organe fiihrt daher zwangsldufig auch zu einer sekundéren
Funktionseinschrankung oder gar strukturellen Schidigung des Anderen. Diese pathophysiologi-
schen Zusammenhinge werden mit Blick auf das klinische Erscheinungsbild als ,,kardiorenales
Syndrom* (engl. ,,cardio-renal-syndrome*, CRS) zusammengefasst. Im Jahre 2009 fiihrte Claudio
Ronco eine bis dahin neuartige Klassifikation ein und beschrieb die zugrunde liegenden Interaktio-
nen. Er unternahm eine Einteilung anhand des zeitlichen Verlaufes sowie des primér geschéadigten
Organs. Dabei unterschied er akute Dysfunktionen (CRS Typ I und III) von chronischen Funktions-
einbullen (CRS Typ II und IV) sowie primére kardiale Storungen (CRS Typ I und II) von primir
renalen Erkrankungen (CRS Typ III und IV) [17]. Letztere werden auch aufgrund der kausalen

Zusammenhinge als ,,renokardiales Syndrom* bezeichnet.

Kardio - Renal Reno - Kardial

Akut: CRS Typ | Akut: CRS Typ llI
Chronisch: CRS Typ Il Chronisch: CRS Typ IV

Abb. 1.2 Einteilung des kardiorenalen Syndroms nach Ronco (angelehnt an [[17]])

Die theoretische Grundlage dieser Arbeit bilden Patienten, die an einer CNI leiden. Diese ist
gekennzeichnet durch eine glomeruldre Schadigung, die zu einer Abnahme funktionell intakter
Nephrone fiihrt und mit einem Riickgang der glomerulédren Filtrationsrate (GFR) einhergeht. Eine
CNI ist mit einem erhohten kardiovaskuldren Risiko vergesellschaftet und fiihrt zu einer reduzierten
Herzfunktion, ventrikuldren Hypertrophie und diastolischen Funktionsstorung [17]. Das Risko fiir
kardiovaskuldre Ereignisse steigt dabei umgekehrt proportional zur Abnahme der GFR an, sobald
die GFR die Grenze von 60 ml/min/1.73 m? unterschreitet [18, |19]. Am stiirksten gefihrdet sind
demnach Patienten mit einer ESRD und Betroffene, die sich einer Nierentransplantation (NTx) un-
terzogen haben. Etwa die Hilfte aller Patienten mit einer ESRD versterben an den Folgen einer KHK

[17]. Dialyse-Patienten besitzen sogar ein 10-20fach hoheres Risiko einen Herztod zu erleiden als
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Menschen gleichen Alters und Geschlechts ohne CNI [20]]. Dieser Zustand wird als das ,,chronische
renokardiale Syndrom* (CRS Typ IV) zusammengefasst. Den zentralen Pathomechanismus stellt in
dieser Situation das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) dar, welches kompensatorisch
aktiviert ist um der Abnahme der GFR entgegen zu wirken. Die Folge ist eine volumeninduzier-
te Hypertonie bedingt durch eine gesteigerte Natrium - u. Wasserretention in der Niere. Diese
sorgt nicht nur fiir eine erhohte kardiale Belastung, sondern fiihrt auch zu mechanischem Stress
fiir die glomeruldren Filtrationseinheiten, was eine renale Schidigung weiter vorantreibt. Eine
Zunahme pro-fibrotischer Wachstumsfaktoren wie Aldosteron und Angiotensin II (Ang II) fiihrt
zur Induktion von Entziindungs- u. Remodelingprozessen, was letzten Endes die Entstehung einer
kardialen Fibrose begiinstigt. Die sukzessive Abnahme der Nierenfunktion begiinstigt das Auftreten
weiterer Risikofaktoren wie Urdmietoxine, renale Andmie und kardiale Hypoxie, was das Herz
zusitzlich in seiner Leistungsfahigkeit einschrinkt. Im weiteren Verlauf der Erkrankung stellen sich
Storungen des Calcium-Phosphat-Haushalts ein. In Kombination mit anderen Risikofaktoren wie
den erwdhnten Uridmietoxinen bedingen sie GefidBBverletzungen, welche das Voranschreiten einer
Arteriosklerose begiinstigen. Die erhohte Steifigkeit der GefaBwéande verstérkt ihrerseits die Erho-
hung des arteriellen Blutdrucks. Arteriosklerotische Plaques fiihren zu Stenosierungen, welche eine
chronisch-ischdmische Herzkrankheit fordern und das Risiko weiterer kardiovaskulédrer Ereignisse
erhohen. Eine Zusammenfassung iiber die Situation im CRS Typ IV gibt die Abbildung[1.3]
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Abb. 1.3 Pathomechanismen im renokardialen Syndrom Typ IV (modifiziert nach [[17])

Mit dem Fortschreiten der CNI akkumulieren kardiale Stressfaktoren, die die Belastung des Herzens
erhohen. Es entsteht ein Milieu, das die Kardiomyozyten in ihrer Funktion einschrdnkt und die Rege-
nerationsfahigkeit herabsetzt. Die Gefahr einer chronischen Herzerkrankung ist die Folge.
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Die Behandlung des CRS richtet sich nach Typ und Grunderkrankung. Bei den akuten Formen
steht die Beseitigung des Funktionsverlustes des betroffenen Organs im Vordergrund um sekundére
Schadigungen des Partnerorgans zu vermeiden. Bei den chronischen Formen ist die Schidigung von
Herz und Niere meist zu weit fortgeschritten und eine Wiederherstellung der Organfunktion nicht
mehr moglich. In dieser Situation steht die Abmilderung der Progression und die Erhaltung der
Organrestfunktion im Vordergrund. Im Falle des CRS Typ IV sind die Blockierung des RAAS als
zentraler Pathomechanismus der Erkrankung und die Normalisierung des Blutdrucks wichtige Sau-
len der Therapie. Aufgrund ihres nephroprotektiven Effekts werden Inhibitoren des Angiotensine-
Converting-Enzymes (ACE) oder Antagonisten des Ang II-Rezeptors vom Typ 1 (AT;-Blocker)
verwendet. Bei nicht ausreichender Blutdrucksenkung konnen weitere Antihypertensiva verabreicht
werden. Zusitzliche Risikofaktoren wie Ubergewicht, Diabetes mellitus und Hypercholesteriniimie

sollten minimiert und Begleiterkrankungen wie eine renale Anédmie behandelt werden.

1.3 Die Niere und das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem

Die Niere ist ein paariges, bohnenformiges Organ im Retroperitonealraum mit einem Gewicht
von 120-200g. Exokrine Funktionen iibernimmt sie mit der Bildung des Harns, wodurch anfal-
lende wasserlosliche Stoffwechselendprodukte ausgeschieden werden und gleichzeitig die Wasser-
u. Elektrolythomoostase sowie der Sidure-Basen-Haushalt reguliert werden. Zu den endokrinen
Funktionen zédhlen die Synthese von Erythropoietin und Renin, wodurch die Niere entscheiden-
den Einfluss auf die Erythropoese und Blutdruckregulation nimmt. Uber die Hydroxylierung von
Calcidiol zum aktiven Vitamin D3 (Calcitriol) ist sie ebenfalls am Calcium-Phosphat-Stoffwechsel
beteiligt. Histologisch unterteilt man die Niere in Rinde (Cortex) und Mark (Medulla). Die kleinste
Funktionseinheit ist das sogenannte Nephron, welches aus dem Nierenkorperchen und dem Tubulu-
sapparat besteht. Die Nierenkorperchen liegen im Cortex und werden aus dem Glomerulum, einem
Kapillarknéuel, das aus der afferenten Arteriole hervorgeht und der Bowman-Kapsel gebildet. Die
Bowman-Kapsel liegt mit ihrem viszeralen Blatt, das aus den Podozyten besteht, dem Glomerulum
direkt auf. Die Podozyten stellen zusammen mit dem Kapillarendothel und der Basalmembran des
Glomerulums die Blut-Harnschranke dar. Das Nierenkorperchen ist der Ort der Primédrharnbildung.
Téglich werden ca. 1801 Primédrharn durch Filtration des Blutplasmas durch die Blut-Harnschranke
produziert und in den Tubulusapparat abgegeben. Hier findet eine Modifizierung und Konzen-
trierung statt, wodurch der Primérharn auf eine tdgliche Urinmenge von ca. 1,51 reduziert wird.
Bevor der Tubulusapparat in das Sammelrohr miindet legt er sich mit seinem distalen geschlédn-
gelten Abschnitt (distales Konvolut) an einer Stelle dicht an den Gefil3pol des Glomerulums an.
Dort bildet er zusammen mit spezialisierten Zellen der afferenten Arteriole und extraglomerulédren
Mesangiumzellen den juxtaglomeruldren Apparat (JGA) (schematische Darstellung in AbblI.4).

Dieser nimmt in der Regulation des RAAS eine zentrale Rolle ein.



1. EINLEITUNG

Afferente Juxtaglomerularer
Glomerulus .
Arteriole Apparat
Efferente
Distales \ - / v Arteriole
Konvolut B g a2

Podozyten

Bowman’scher

Henle Raum

Schleife

Proximaler
Tubulus

Sammelrohr =

Abb. 1.4 Histologischer Aufbau der Niere (Abb. modifiziert nach [21])

Uber das RAAS steuert die Niere den Wasser- u. Elektrolythaushalt und nimmt auf diese Wei-
se entscheidenden Einfluss auf die mittelfristige Blutdruckeinstellung des Korpers. Am Anfang
des Regelkreises steht das Renin, welches im JGA von spezialisierten Zellen der afferenten Ar-
teriole synthetisiert wird. Die Freisetzung wird zum Einen direkt durch den Sympathikus iiber
[B-Rezeptoren im JGA stimuliert. Weiterhin bewirkt eine geringe Natriumkonzentration im dista-
len Tubulus, welche in der Macula densa als spezialisierter Bereich distaler Tubulusepithelzellen
gemessen wird, sowie ein geringer Blutdruck in der afferenten Arteriole eine Freisetzung. Renin
spaltet das in der Leber synthetisierte Peptid Angiotensinogen zum Prohohormon Angiotensin I
(Ang I). Ang I wird im Anschluss durch das ACE in den Endothelzellen der Lunge zum aktiven
Gewebshormon Ang II iiberfiihrt. Seine Wirkung entfaltet Ang II iiber G-Protein gekoppelte Re-
zeptoren, hauptsichlich iiber die beiden Isoformen Typ 1 (AT;R) und Typ 2 (AT3R). Der AT{R
ist in vielen Geweben vorhanden, wird aber vornehmlich in Gefdlen, Leber, Lunge, Gehirn und
Herz expremiert [22]. An den GefdBen vermittelt der AT{R eine direkte Kontraktion der glatten
GefiaBmuskelzellen (engl. vascular smooth muscle cell, VSMC) und hat damit einen blutdruckstei-
gernden Effekt. Weitere Wirkungen des AT, R auf das kardiovaskulédre System sind eine gesteigerte
Kontraktilitdt der Kardiomyozyten, die Induzierung einer kardialen Hypertrophie, eine gesteigerte
Plittchenaggregation und Thrombogenese sowie die Induzierung fibrotischer Prozesse [22]. Der
AT,R scheint in der Embryogenese eine wichtige Rolle zu spielen und ist fiir das kardiovaskuli-
re System von untergeordneter Bedeutung. Ihm werden eher antiproliferative und pro-aptotische
Wirkungen zugeschrieben [22]].
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Die fiir das RAAS bedeutendste Funktion von Ang II ist die AT;R-vermittelte Stimulation der Syn-
these und Freisetzung von Aldosteron aus der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde. Aldosteron
ist der wichtigste Vertreter der Mineralokortikoide und entfaltet seine Wirkung iiber den Minera-
lokortikoidrezeptor (MR). Der MR gehort zur Familie der nukledren Rezeptoren mit zytosolischer
Lokalisation. Die Bindung von Aldosteron an den MR fiihrt zur Translokalisation des Komplexes
in den Zellkern, wo er als Transkriptionsfaktor die Expression MR-abhiingiger Gene reguliert. Uber
die genomischen Effekte stimuliert Aldosteron im distalen Tubulus die Riickresorbtion von Natrium
in den systemischen Kreislauf. Aufgrund osmotischer Effekte folgt diesem Vorgang die passive
Resorption von Wasser, wodurch Aldosteron insgesamt eine entscheidende Rolle im Wasser-u.
Elektrolythaushalt sowie fiir die mittelfristige Blutdruckeinstellung des Korpers einnimmt [23]].
Neben den langsamen, genomisch vermittelten Effekten wurden unter anderem fiir Endothelzel-
len, VSMCs und Kardiomyozyten auch schneller vermittelte Aldosteroneffekte beschrieben [24].
Ob fiir diese sog. ,,second messenger‘‘-Signalwege ebenfalls der MR verantwortlich ist, oder ob
alternative Rezeptoren existieren, ist noch nicht abschlieBend geklért. Unter chronischem Einfluss
kann Aldosteron eine pathophysiologische Bedeutung fiir das kardiovaskuldre System annehmen.
In zahlreichen Tiermodellen konnte bereits die Rolle von Aldosteron fiir die renale und kardio-
vaskuldre Schadigung mit der Induzierung eines fibrotischen Gewebsumbaus demonstriert wer-
den [25, 26]. Besonders umfangreich wurden die Effekte eines Mineralokortikoidexzesses auf das
Herz untersucht. Eine Behandlung mit Aldosteron fiihrt in Kombination mit einer Kochsalzdiét
unweigerlich zu einer arteriellen Hypertonie in Kombination mit linksventrikuldrer Hypertrophie
und kardialer Fibrose [[27]]. In den RALES und EPEPHUS Studien konnte zudem bei Patienten mit
linksventrikulidrer Dysfunktion durch die Behandlung mit Aldosteronantagonisten unabhingig vom
Blutdruck das Gesamtiiberleben verbessert und das Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse reduziert
werden. [28, 29]. Eine Ubersicht der kardiovaskuliren Aldosteroneffekte gibt Abb.
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Abb. 1.5 Kardiovaskuliire Effekte des Aldosterons (modifiziert nach [22])
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1.4 Tierexperimentelle Modelle zur kardiorenalen

Interaktion

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist die klinische Situation von Patienten mit CNI. Wie in
Kapitel bereits erldutert, sind diese Patienten priadisponiert fiir die Entwicklung eines CRS IV.
Ein aktiviertes RAAS fiihrt zu hohen Konzentrationen von zirkulierendem Ang II und Aldosteron
und in der Folge zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie. Unter chronischem Einfluss sind
sowohl direkte Gewebseffekte der zirkulierenden Botenstoffe (sieche Kap[I.3)) als auch die arteri-
elle Hypertonie an sich Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie
(LVH) mit kardialem Remodeling und Funktionseinbu3en. Es existieren verschiedene Tiermodelle
zur Untersuchung der kardiorenalen Interaktion. Beispielsweise kann tiber die kontinuierliche In-
fusion von AngllI ein chronisch aktiviertes RAAS simuliert werden. Das in der vorliegenden Arbeit
angewandte DOCA-Salz Modell ist jedoch besser geeignet die kardiorenalen Interaktionen vor dem
Hintergrund einer CNI zu imitieren. Die Abnahme der renalen Filtrationskapazitit wird iiber die
Reduktion der Nephronenanzahl durch eine unilaterale Nephrektomie erreicht. Ein Hyperaldoste-
ronismus wird durch die subkutane Applikation des Aldosteronagonisten Deoxykortikosteronacetat
(DOCA) simuliert. Um die DOCA-Eftekte zu verstirken wurde den Tieren eine 1% NaCl-Losung
mit dem Trinkwasser verabreicht. Die Entwicklung einer Hypertonie unter DOCA-Salz verladuft in
mehreren Phasen [30], die sich beziiglich der zugrunde liegenden Pathomechanismen unterschei-
den. Es wird eine friihe Phase innerhalb der ersten Tage von einer zweiten Phase unterschieden,
die sich iiber die darauffolgenden Wochen erstreckt. Wird die Behandlung weiter fortgesetzt, so
stellt sich innerhalb weniger Monate eine maligne Phase mit therapieresistenter Hypertonie ein
[30]. Titze et al. beschrieben in einer DOCA-Salz-Studie an Ratten eine Natriumretention unter
der Behandlung, die nur mit einer moderaten Wasserretention einherging [31]]. Es konnte eine
vermehrte Speicherung des riickresorbierten Natriums hauptsidchlich im Muskelgewebe und der
Haut demonstriert werden, welche teilweise tiber den Verlust von Kalium osmotisch neutralisiert
wurde. Dieser Vorgang wird auch als ,,Natriumescape* bezeichnet und stabilisiert die Fliissigkeits-
homoostase in einem gewissen Mal3. AuBBerdem fiihrt eine erhohte Salzzufuhr kompensatorisch zu
einer vermehrten Salz - u. Wasserexkretion in der Niere [32]]. Ein erhohtes intravasales Volumen
kann also nur bedingt verantwortlich sein fiir die induzierte Hypertonie im DOCA-Salz-Modell.
Sie spielt nur in den ersten Tagen der Behandlung eine Rolle, bevor die genannten Kompensations-
mechanismen greifen. Schenk und McNeill stellten in einer Ubersichtsarbeit die Bedeutung von
neurohumoralen Mechanismen heraus [33]]. Eine wichtige Rolle scheint in dem Zusammenhang
eine erhohte Sympathikusaktivitét zu spielen, was durch erhohte Katecholaminspiegel unter DO-
CA+Salz belegt werden kann[34]]. Die erhohten NaCl-Serumspiegel scheinen iiber eine erhohte
Sensitivitdt des Sympathikus ein wichtiger Triggerfaktor fiir die Entstehung der Hypertonie zu
sein und verstiarken die DOCA-Wirkung [35]. Umgekehrt kann ein abrupter Abfall der NaCl-
Spiegel in der friihen Phase der DOCA-Behandlung den Blutdruck und die Sympathikusaktivitat
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normalisieren [35]]. In der spdten Phase der DOCA-Salz-Hypertonie spielen vermehrt humorale
Mechanismen vermittelt durch Endothelin (ET-1) und Vasopressin eine Rolle [30]. Neben den
blutdrucksteigernden Effekten konnen diese Botenstoffe auch iiber direkte hormonelle Effekte eine
Myokardhypertrophie vermitteln (siehe Kap. [1.5.1).
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Abb. 1.6 Pathomechanismen im DOCA-Salz-Modell

Das kardiale Remodeling erfolgt im DOCA-Salz Modell im Wesentlichen iiber 2 Mechanismen. Uber die
Erhohung neurohumoraler Botenstoffe wie Katecholamine, Aldosteron und Endothelin werden direkte
Effekte iiber die Aktivierung gewebsstdndiger kardialer Rezeptoren vermittelt. Weiterhin erhoht eine
vemehrte renale Absorption von Natrium und Wasser das intravasale Volumen. In Kombination mit
der Katecholamin vermittelten Vasokonstriktion steigt der arterielle Blutdruck und damit die kardiale
Vorlast. Dieser Effekt wird durch die Normalisierung des Blutdrucks mit dem Vasodilatator Hydralazin
neutralisiert

Im klinischen Alltag werden Patienten mit erhohtem Blutdruck in der Regel antihypertensiv be-
handelt. Um diese Situation zu simulieren und um blutdruckunabhingige Effekte des DOCA-Salz-
Modells zu untersuchen, wurden die Versuchstiere mit dem Vasodilatator Hydralazin behandelt. Zu
Versuchsende erfolgte die Untersuchung der Herzen auf etwaige Adaptationsvorginge und deren

molekulare Mechanismen.
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1.5 Die Myokardhypertrophie

Die Myokardhypertrophie (MH) wird definiert als eine Zunahme des Herzgewichts und tritt in der
Regel als Folge einer chronischen Dauerbelastung des Herzens auf. Kardiomyozyten besitzen als
postmitotische Zellen keine Fahigkeit zur Zellteilung [36]. Ein Zuwachs an Myokardgewebe kann
nur durch eine Zellhypertrophie, also die VergroBerung individueller Herzmuskelzellen, erfolgen.
Abhingig vom vorherrschenden Stimulus kann sich eine MH in physiologische oder pathologische
Formen entwickeln. Pathologische Hypertrophieformen treten meist als Folge einer Druck - od. Vo-
lumenbelastung auf, konnen sich aber auch nach Myokardinfarkt (MI) und chronisch-ischamischen
Zustianden entwickeln. Die dauerhafte Aktivierung hypertropher Signalwege fiihrt zur Dekompen-
sation der adaptativen Prozesse [37] und geht mit einer chronischen Gewebsinflammation einher
[38]. Dies sorgt zusammen mit einer verschlechterten Sauerstoffversorgung der hypertrophen Kar-
diomyozyten [39] fiir eine fortschreitende Degeneration und schlieBlich zum Zelluntergang. Der
Verlust der Kardiomyzyten wird von Fibroblasten und Adipozyten durch Kollagen und Fett ersetzt,
was zu einer kardialen Fibrose mit reduzierter Pumpleistung und Ventrikeldilatation fiihrt [40]. Je
nach Ausprigungsgrad sind die Verdnderungen potentiell reversibel, gehen bei fortgeschrittener
Erkrankung jedoch meist in ein irreversibles Stadium tiiber. In Dieser Form gilt die MH als unab-
hingiger Risikofaktor fiir das Auftreten kardiovaskulidrer Komplikationen [41]]. Eine physiologische
Zunahme des Herzgewichts tritt vor allem in der kindlichen Wachstumsphase und der Schwanger-
schaft auf, wird aber auch unter dem Einfluss des sportlichen Trainings beobachtet. Sie weist eine
normale bis verbesserte Herzfunktion mit normaler histologischer Struktur auf und ist vollstindig
reversibel [42]]. Das durch exzessives Training ausgebildete sog. ,,Sportlerherz® ist nicht mit einem
erhohten kardiovaskulidren Risiko assoziiert [43]]. Im Falle der CNI ist die Entwicklung der MH auf
das aktivierte RAAS zuriickzufiihren. Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, fiihrt
die Akkumulation der hormonaktiven Substanzen Angll und Aldosteron iiber hamodynamische

Verianderungen und direkte Gewebseftekte auf das Myokard zur Ausbildung einer MH.

Beziiglich der Herzmorphologie kann man die MH in eine konzentrische und exzentrische Form
einteilen. Die exzentrische Form entwickelt sich meist auf dem Boden einer dauerhaften Volu-
menbelastung, die die Wandspannung in der Diastole erhoht. Sie ist gekennzeichnet durch eine
Dilatation der Kammern mit erhéhtem Kammervolumen und herabgesetzter oder unverdanderter
relativer Wanddicke. Auf histologischer Ebene wird ein Lingenzuwachs der Kardiomyozyten ohne
Verinderung des Querdurchmessers beobachtet. Dem gegeniiber steht die konzentrische MH, die
durch eine chronische Druckbelastung hervorgerufen wird. Auf die erhohte Wandspannung in der
Systole reagiert das Herz mit einer Zunahme der relativen Wandstdrke und einer Abnahme des
Kammervolumens. Auf histologischer Ebene wird eine Zunahme des Myozytenquerdurchmessers
bei unveridnderter Linge beobachtet. Bei Beseitigung der hervorrufenden Stimuli ist diese Form
potentiell reversibel. Halten die Stimuli jedoch an ist ein Ubergang in die dilatative Form moglich

(zusammengefasst in [44]]). Klinische Studien weisen darauf hin, dass die exzentrische MH mit
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einem hoheren kardialen Risiko behaftet ist als die Konzentrische . Eine Ubersicht gibt die
Abbildung [I.7]

Normales Herz

Kardiomyopathie (DCM)
Myokardinfarkt (M)

Kardiales Training
Schwangerschaft

Hypertonie
Aortenstenose

A
1
1
1
1
1

Chronifizierung

Kardiale Dilatation Pathologische MH Physiologische MH
Deutliche Fibrose Maladaptiv Adaptiv
Apoptose von Kardiomyozyten Fibrose Keine Fibrose
Fortgeschrittene Dysfunktion Beginnende Dysfunktion Keine Dysfunktion

Abb. 1.7 Phanotypen der Myokardhypertrophie (modifiziert nach )

Schwangerschaft oder kardiales Training bewirkt einen adaptiven Zuwachs an Herzmuskelgewebe oh-
ne fibrotische Umbauprozesse. Die Herzfunktion ist verbessert oder unverdndert. Nach Wegfall der
stimulierenden Reize ist diese Form der MH reversibel. Als Folge von krankhaften Prozessen, wie
Klappenfehlern oder Hypertonie, entwickelt sich eine pathologische MH mit histologischen Verdnde-
rungen. Die Herzfunktion ist verschlechtert. Die konzentrische Form ist teilweise reversibel, kann bei
Chronifizierung jedoch in die dilatative Form iibergehen. Diese besitzt kein reversibles Potential.

1.5.1 Signalwege in der Myokardhypertrophie

Die Myokardhypertrophie kann im Wesentlichen durch Dehnungsreize oder neurohumorale Fak-
toren stimuliert werden [46]]. Im letzteren Fall kommt es iiber die Freisetzung von Hormonen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren zur Aktivierung kardialer, membranstindiger Rezeptoren. Zu
den haufigsten Rezeptortypen zihlen die Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und die G-Protein gekop-
pelten Rezeptoren (GPCR) [46]. Diese Rezeptoren sind eng mit einem komplexen Netzwerk an
Signalkaskaden verkniipft. Sie nehmen Einfluss auf die Genexpression im Zellkern und auf die Pro-
teinsynthese bzw. den Proteinabbau und koordinieren so das hypertrophe Wachstum des Myokards
[46]]. Eine zentrale Rolle fiir die Vermittlung des hypertrophen Myokardwachstums nehmen der
Calcineurin/NFAT- und PI3K/AKT/mTOR-Signalweg sowie das Netzwerk der mitogen-aktivierten
Kinasen (MAPK) ein (Abb.[1.8).
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Abb. 1.8 Signalwege der MH (modifiziert nach [46])

Die Differenzierung zwischen physiologischer und pathologischer MH hingt vom vorliegenden
Stimulus und der nachgeschalteten Aktivierung spezifischer Signalwege ab. Wachstumsfaktoren
wie der Insuline-like growth factor (IGF-1) werden im postnatalen Wachstum oder als Folge von
sportlichem Training ausgeschiittet und induzieren die Entwicklung einer physiologischen MH
[44]]. Das Myokard verfiigt iiber einen Insulin-like growth factor Rezeptor (IGF-1R), welcher als
RTK die Aktivierung der Phosphoinosid-3-Kinase (PI3K) bewirkt. In der Folge kommt es iiber
die Phosphorylierung der Proteinkinase B (AKT) zur Aktivierung eines Proteinkomplexes, der als
mechanistic target of Rapamycin (mTOR) bezeichnet wird. Da der PI3K/AKT/mTOR - Signal-
weg den inhaltlichen Kern der vorliegenden Arbeit bildet, soll er im nachfolgenden Kapitel ndher

beschrieben werden.

Pathologische Zustinde wie bspw. ein Bluthochdruck oder Klappenvitien gehen mit einer Freiset-
zung der hormonell aktiven Substanzen Ang II, ET-1 und Katecholaminen einher. Diese binden als
Liganden an kardiale GPCRs und aktivieren {iber die Isoform Gay; ,,downstream® Signalproteine
wie MAPKSs, Proteinkinase C (PKC) und Phospholipase C (PLC). Das Resultat ist die Induzierung
der Effektorproteine Calcineurin/NFAT (NFAT, engl. nuclear factor of activated T-cells) und der
extracellular regulated kinase 1/2 (ERK1/2), welche in dieser Situation die pathologische Hyper-
trophie des Herzens vermitteln (siehe auch Abb. [I.9).
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Abb. 1.9 Pathologische und physiologische Signaltransduktion der MH [44]

Ang Il, ET-1 und Katecholamine induzieren iiber GPCRs die Aktivierung des Calcineurin/NFAT-
Signalweges und der MAPKs, was eine maladaptive MH mit reduzierter Herzleistung zur Folge hat
(links). Adaptives Myokardwachstum (rechts) hervorgerufen durch Wachstum oder Training wird durch
den PI3SK/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt. Die Herzfunktion verbessert sich oder bleibt gleich.

v
=

*

1.5.2 Der mTOR-Signalweg in der MH

In den friithen 90ern wurde mTOR als das Zielmolekiil von Rapamycin entdeckt [47]. Das mTOR-
Molekiil ist eine atypische Serin/Threonin-Kinase und nimmt eine zentrale Stellung im Zellstoft-
wechsel ein. Es unterliegt Einfliissen aus Nihrstoffangebot, zelluldrem Stress und Wachstumsfakto-
ren und steuert zelluldre Prozesse wie Proteinsynthese, Autophagie, Zellzyklus und Wachstum [48].
MTOR formt im Zusammenspiel mit zahlreichen anderen Proteinen zwei funktionell und strukturell
unterscheidbare Komplexe mit dem Namen mTOR-Komplex 1 (mTORC1) und 2 (mTORC?2). Eine
Ubersicht iiber Struktur, Einfliisse und Funktionen der mTOR-Komplexe gibt die Abbildung

Die beiden strukturbestimmenden Komponenten des mTORCI1 sind das Geriistprotein Raptor
[49] sowie das regulative PRAS40 [50]. Zu seinen Hauptfunktionen zdhlt die Regulierung von
Zellwachstum u. -teilung [48, 51]]. Die Aktivierung von mTORC1 verlduft indirekt tiber Harma-
tin/Tuberin (TSC1/2) und Rheb (Ras homolog enriched in brain) [51]]. TSC1/2 ist eine GTPase fiir
Rheb und iiberfiihrt es durch Dephosphorylierung in seine inaktive GDP-gebundene Form [52].
Da aktives GTP-Rheb die Kinaseaktivitit von mTORCI1 sehr stark stimuliert, fungiert TSC1/2
also als dessen negativer Regulator [48]. TSC1/2 unterliegt der Beeinflussung zahlreicher PI3K
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abhingiger ,,upstream‘-Signale wie Wachstumsfaktoren und Insulin. Verschiedenste Signalprote-
ine, u.a. AKT und ERK1/2, inaktivieren TSC1/2 und stimulieren so die mTORCI1-Aktivitit [48]].
MTORCI initiiert in erster Linie einleitende Prozesse der Proteinbiosynthese durch Phosphorylie-
rung seiner beiden Substrate eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein (4EBP-1)
und S6 Kinase 1 (S6K1) an der Aminoséure (AS) Thr389 (p70S6K™3%%) Diese vermitteln anschlie-
Bend die Dissoziation von Inhibitoren des Translationsapparates [53]]. Weitere fiir die Initiation der
Translation wichtige Faktoren werden zuvor von der p70S6K aktiviert und bilden gemeinsam den
pre-initation complex (PIC) [54]. Ihre volle Aktivitit erreicht die p70S6K jedoch erst durch eine
weitere Phosphorylierung, die durch die 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDKT)
vollzogen wird [55]. Dieser Ablauf ist die Voraussetzung fiir den Abschluss der Initiationsphase

der Proteinbiosynthese und den Ubergang in die Translationsphase [56].
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Abb. 1.10 mTOR1- u. mTOR2-Komplex (modifiziert nach [48]])

Der mTORC?2 unterscheidet sich strukturell durch seine Bindung an Rictor, mSin1 und Protor 1/2
[S57]. Im Vergleich zu mTORCI ist viel weniger liber das mTORC2-Netzwerk bekannt. Einfliisse
des Nahrstoffangebots scheinen die MTORC2-AKktivitit nicht zu beeinflussen, Wachstumsfaktoren

wie Insulin jedoch wirken stimulierend [48]. Der Mechanismus der mMTORC2-Aktivierung ist noch
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nicht vollstandig verstanden. Es gibt Hinweise darauf, dass sie ebenfalls PI3K-abhingig erfolgt
und die Anwesenheit von Ribosomen erfordert [58]]. MTORC2 kontrolliert Kinasen wie AKT,
SGK1 (serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1) oder PKCa. Uber die Aktivierung
von PKCa nimmt der mTORC2 abhingig vom Zelltypen Einfluss auf die Zellform, indem es
die Organisation des Aktin-Zytoskellets reguliert [57, 59]. AKT ist ein zentraler Regulator von
Prozessen des Metabolismus, der Apoptose und Proliferation. MTORC?2 phosphoryliert AKT an
der AS Ser473, was essenziell fiir dessen volle Kinaseaktivitit ist [60]. Uber diesen Mechanismus

werden dem MTORC?2 antiapoptotische Effekte zugeschrieben.

Die alleinige Phosphorylierung an Ser473 reicht jedoch nicht aus um AKT vollstindig zu aktivie-
ren. Dazu ist eine weitere Phosphorylierung an der Stelle Thr308 notwendig. Diese wird iiber die
PI3K/AKT/mTOR-Signalkaskade vermittelt. Die fiir die MH relevante Signaltransduktion beginnt
bei der Aktivierung kardialer Rezeptoren aus der Familie der RTKs durch IGF-1 oder Insulin. Durch
die Ligandenbindung erfahrt die RTK eine Konformationsinderung, welche iiber eine Autophos-
hporylierung der intrazelluldren Untereinheit zur Aktivierung der Kinase fiihrt. In der Folge wird
tiber die Phosphorylierung von Adaptermolekiilen die PI3K aktiviert. Die PI3K ist eine Enzymfami-
lie, welche in 3 Klassen unterteilt wird, wobei die Klasse I im kardiovaskuldren System expremiert
wird [61]]. Uber die Stimulation von RTKSs erfolgt eine Aktivierung der PI3K der Klasse I, indem
sich die beiden Untereinheiten p85« und pl110« in Assoziation zur RTK zu einer funktionellen
Einheit zusammenfiigen [62]]. Diese sind in der Lage membranstiandige Phospholipide zu phospho-
rylieren. Im Detail erfolgt die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,)
an der 3-OH Stelle des Inositolringes, wodurch der ,,second messenger* Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) generiert wird. Die Menge an PIP; wiederum wird durch Phosphatasen wie
PTEN (phosphatase and tensin homolog) eng kontrolliert. PTEN entfernt die Phosphatgruppe an
der 3-OH Stelle und antagonisiert auf diese Weise die PI3K-vermittelte PIP;-Generierung. PIP; ist
in der Lage Enzyme, die iiber eine sogenannte pleckstrin homology domain (PH-domain) verfiigen
zu binden [|63]]. Auf diese Weise werden sowohl AKT als auch die PDK1 an der Zellmembran
stabilisiert [64]. In dieser Konstellation kommt es zur Phosphorylierung von AKT an seiner kataly-
tischen Doméane Thr308 durch die PDK1 [65]]. AKT ist eine Serin/Threonin Kinase und kommt in
den 3 Isoformen AKT1-3 vor, von denen lediglich AKT1 u. AKT2 im Herzen expremiert werden
[46]. Als zentrales Enzym besitzt es tiber 100 Substrate. Es vermittelt sowohl proliferative, als auch
antiapoptitische Effekte. Durch die Hemmung von TSC1/2 ist es iiber die Aktivierung von mTORC1
an der Regulierung der Proteintranslation beteiligt. Wie bereits erwihnt ist fiir die volle AKT
Aktivierung sowohl die Phosphorylierung an Threonin 308 als auch an Serin 473 erforderlich [66].
Neben zahlreichen anderen Molekiilen wird diese durch mTORC?2 vermittelt. Damit befindet sich
AKT als wichtiger Aktivator von mTORCI auf der einen Seite ,,upstream* vom mTOR-Molekiil,
auf der anderen Seite ist es als wichtiges Substrat von mTORC?2 ebenfalls ,,downstream* lokalisiert.
Zusammen mit den zahlreichen Feedbackmechanismen und Interaktionen mit anderen Signalwegen

unterstreicht dies die Komplexitdt des mTOR-Netzwerkes.
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Abb. 1.11 Das mTOR-Netzwerk

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg wird mit der physiologischen Form der MH in Verbindung
gebracht. Tierexperimentelle Studien bestitigen eine mTOR-Aktivierung durch chronisches Trai-
ning, was in der Folge eine Phosphorylierung von AKT®*™*"3 mit sich fiihrt [67]. Ein ,,Knockout*
fir AKT1 in Méausen schwicht dagegen die Ausbildung einer adaptiven MH unter chronischem
Schwimmtraining ab ohne dabei die maladaptive, hypertrophe Antwort auf eine chronische Druck-
belastung zu verdndern [68]. Andererseits geht ein konstitutiv aktives AKT iiber einen langeren
Zeitraum mit einer dilatativen MH und fibrotischem Remodelling einher [69]]. Zusammen mit dem
positiven Effekt einer pharmakologischen mTOR-Blockade (siehe Kap. wird daher deutlich,
dass der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg auch fiir die pathologische MH eine Rolle spielt.

1.6 Rapamycin - Wirkung und klinische Anwendung

Rapamycin, auch Sirolimus genannt, wurde urspriinglich als antimykotisch wirkendes Metabolit
des Bakteriums Streptomyces hygroscopicus entdeckt. Vermehrte Aufmerksamkeit erhielt es durch
den Nachweis einer breiten antiproliferativen und immunsuppressiven Wirkung auf Saugetierzel-
len. Rapamycin bildet mit dem intrazelluldren 12-kDa FK506-binding Protein (FKBP12) einen
Komplex, der mit mTORCI1 interagiert und dessen Funktion inhibiert [47, |70]. Der genaue Me-

chanismus ist noch nicht vollstindig verstanden. Diskutiert werden sowohl eine Anderung der
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strukturellen Integritit [71] sowie die Reduzierung der Kinaseaktivitit [72]. Eine Interaktion von
Rapamycin mit mTORC?2 ist nicht moglich, weshalb dieser lange Zeit als Rapamycin-insensitiv galt.
Spiter konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Langzeitbehandlung mit Rapamycin auf bislang

unbekannte Weise in einigen Zelltypen zu einer Reduzierung der MTORC2-AKktivitét fiihrt [[73]].

Die fiir den Hintergrund dieser Arbeit relevante klinische Anwendung von Rapamycin ist die
immunsuppressive Therapie nach NTx. Die klassische Therapie besteht aus einem Calcineurin-
Inhibitor (Cln-I), Mycophenolat Mofetil und Prednisolon. Dieses Regime verhindert Absto3ungs-
reaktionen effektiv [74], begrenzt allerdings durch die erhebliche Nephrotoxizitit der Cln-1 das
Transplantatiiberleben [75]]. Weiterhin steigt unter Cln-1 das kardiovaskuldre Risiko sowie das
Auftreten maligner Neoplasien. Folglich versterben die meisten NTx-Patienten an kardiovaskula-
ren Ursachen oder Malignomen[76]]. Aufgrund dieser starken Nebenwirkungen (NW) wurde nach
alternativen Therapie-Regimen gesucht und den mTOR-Inhibitoren (mTOR-I) als neuere Immun-
suppressiva vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt. MTOR-I sind weniger nephrotoxisch als Cln-1.
Sie verhindern akute AbstoBungsreaktionen genauso effektiv wie Cln-I bei signifikant niedrigeren
Serumkreatinin-Werten [[74]]. Niedrige Serumkonzentrationen an Kreatinin zeigen eine gute Tran-
plantatfunktion an und sind ein positiver Pridiktor fiir das Langzeitiiberleben des Transplantates
[77]. Weiterhin konnte unter mTOR-I eine effektive Reduktion der Inzidenz von malignen Neoplasi-
en um 40% nachgewiesen werden [76]]. Aufgrund fehlender Langzeiterfahrungen kann jedoch noch
keine generelle Empfehlung fiir eine mTOR-I basierte Immunsuppression nach NTx gegeben wer-
den. Eine Umstellung der Therapie kann beim Auftreten Cln-I assoziierter NW (Hypertonie, Diab.
mell., Nephrotoxizitdt) sowie Tumoren jedoch erwogen werden. Thre immunsuppressive Wirkung
entfalten mTOR-I iiber die Inhibition der B- u. T-Zellaktivitdt durch Unterbrechung des Zellzyklus
in der spiiten G1-Phase [78]]. Im Gegensatz zu Cln-I sind sie in der Lage sowohl Ca*2-abhiingige als
auch Ca™2-unabhiingige Signalwege zu blockieren, wodurch die Stimuli verschiedenster Interleuki-
ne wie IL-2, IL-4 und IL-15 effektiv blockiert werden [79]. Die hidufigsten NW von Rapamycin sind
Dyslipiddmie, eine gestorte Glucosetoleranz und Wundheilungsstorungen. In seltenen Fillen kann
bei vorbestehendem Nierenschaden eine Proteinurie beobachtet werden. Die Bioverfiigbarkeit ist
interindividuell sehr variabel, weshalb die Dosierung mit Hilfe von Blutspiegelkontrollen angepasst
wird (Zielbereich: 4-12 ng/ml).

NTx-Patienten sind besonders gefidhrdet ein CRS IV mit kardialem Remodeling zu entwickeln.
Ein Hauptmerkmal der zelluliren Hypertrophie ist eine gesteigerte Proteinbiosynthese, welche
dem PI3K/AKT/mTOR-Signalweg unterliegt. Besonders interessant ist in dieser Situation, wie
sich eine pharmakologische mTOR-Inhibition auf den kardialen Phanotypen auswirkt. In Médusen
konnte Rapamycin die Entwicklung einer druckinduzierten MH mindern [80] bzw. eine manifeste
MH nach Druckbelastung sogar umkehren [81]]. Klinische Studien belegen den positiven Effekt
einer Sirolimus-basierten Immunsuppression bei NTx-Patienten auf das kardiale Remodelling [82].

Mogliche Geschlechtseffekte wurden in diesen Studien jedoch nicht untersucht.
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1.7 Fragestellung und Zielsetzung

In der Klinik werden seit Langem geschlechtsspezifische Unterschiede in der Ausprigung und
Progression der chronischen Nieren- u. Herzkreislauferkrankungen beobachtet. Frauen weisen zu-
mindest in ihrer reproduktiven Phase geringere Privalenzen und giinstigere Verldufe dieser Erkran-
kungen auf. Dies gilt auch fiir das chronische renokardiale Syndrom, bei dem die Betroffenen in der
Folge einer primir chronischen Abnahme der Nierenfunktion ein sekundéres kardiales Remodeling

mit Myokardhypertrophie und Fibrose entwickeln.

Diese Situation kann im normotensiven DOCA-Salz Modell der Maus durch Reduktion der glome-
ruldren Filtrationskapazitit und der Induktion eines Mineralokortikoidexzesses unter antihyperten-
siver Therapie simuliert werden. Auch bei Mausen konnten geschlechtsspezifische Unterschiede
in der kardialen Adaptation nachgewiesen werden [83]]. Im DOCA-Salz Modell sind weibliche
Tiere auf funktioneller, struktureller und molekularbiologischer Ebene gegeniiber ihren méinnlichen
Partnern bevorteilt [84]. Ménnliche Tiere reagieren im Gegensatz zu den Weibchen auf den Mine-
ralokortikoidexzess mit der Ausbildung einer maladaptiven LVH, die molekularbiologisch mit der
Aktivierung des Calcineurin-Signalweges assoziiert ist [84]. Einen entscheidenden Einfluss auf die
Vermittlung dieser Unterschiede scheint dem Effekt der weiblichen Geschlechtshormone auf das
kardiovaskuldre System zu zukommen. Eine Studie an mit DOCA-Salz behandelten Méusen konnte
die Rolle des ER fiir die relative weibliche Kardioprotektion herausstellen [85]]. Weibliche Méuse
mit einem ER 5-“Knockout* entwickelten unter DOCA-Salz einen dilatativen kardialen Phinotypen
mit deutlicher Fibrose und Funktionseinbuflen [85]. Die Vermittlung dieser maladaptiven MH ging
allerdings nicht mit der Aktivierung des Calcineurin-Signalweges einher, was die Bedeutung von
alternativen Signalwegen unterstreicht. Es wird vermutet, dass fiir die relative weibliche Kardio-
protektion die Aktivierung physiologischer Mechanismen eine essentielle Bedeutung hat. In dieser
Uberlegung riickt der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg als zentrale Schnittstelle der Proteinbiosynthese

und Regulation des Zellwachstums in den Fokus neuer Untersuchungen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Effekt einer pharmakologischen mTOR-Inhibition
mit Rapamycin auf die kardiale Adaptation im renokardialen Syndrom zu untersuchen und etwaige
Unterschiede zwischen den Geschlechtern auf morphologischer, funktioneller und molekularbiolo-
gischer Ebene zu identifizieren. Dazu wurden ménnliche und weibliche Miuse unter dem Einfluss
von DOCA-Salz und antihypertensiver Therapie mit Rapamycin behandelt und gegen eine Vehikel-
behandlung verglichen. Mit dem vermehrten Einzug der mTOR-Inhibitoren in die immunsuppres-
sive Therapie nach Nierentransplantation konnten die Ergebnisse der Arbeit neue Anreize fiir eine

geschlechtsspezifische Anpassung der pharmakologischen Strategie in dieser Situation liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuch

Der dieser Arbeit zugrunde liegende Tierversuch wurde entsprechend den Richtlinien der American
Physiological Society durchgefiihrt. Die notwendige Genehmigung gemill § 8 Abs. 1 des Tier-
schutzgesetzes erteilte das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LaGeSo) Berlin am 31.07.2011
unter dem Aktenzeichen G 0028/11. Als Versuchsleiter war Dr. rer. nat. Dennis Giirgen zur expe-
rimentellen Arbeit an lebenden Wirbeltieren berechtigt. Alle Eingriffe und Untersuchungen an den

Versuchstieren wurden von ihm bzw. unter seiner Aufsicht durchgefiihrt.

Als Tiermodell wurden C57BL/6-Miuse (C57BL/6JRccHsd) aus der Zucht von Harlan Winkel-
mann, Germany verwendet. Die Unterbringung der Tiere erfolgte im Center for Cardiovascular
Research (CCR, Charité Universititsmedizin-Berlin, Campus Mitte, Hessische Strale 3-4, 10115
Berlin) unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen und in individuell beliifteten Kifigen (IVC,
Makrolon Typ II). Dabei hatten die Mause jederzeit ad libitum Zugang zu Wasser und Standardfut-
ter. Die Kifige befanden sich in klimatisierten Riumen mit einer mittleren Temperatur von 21-24 °C
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55%. Ein automatisiertes Beleuchtungsregime sorgte fiir
einen zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus, wobei im Hellmodus ca. 60 Lux im Kifig erreicht

wurden.

Die Durchfiihrung der telemetrischen Blutdruckmessung fand im Max-Dellbriick Zentrum Berlin
(MDC, Robert-Rosslestr. 10 in 13092 Berlin) im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe

von Herrn Dr. Volkmar Gross statt.

2.1.1 Versuchsdesign

Zentraler Punkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses einer mTOR-Blockade
mit Rapamycin auf die myokardiale Hypertrophie in einem Modell des CRS Typ IV unter nor-
motensiven Bedingungen. Die Herzen der Versuchstiere wurden daher auf ihre morphologischen,
funktionellen und molekularbiologischen Merkmale untersucht. Besonderes Augenmerk lag in
diesem Zusammenhang auf etwaige geschlechtsspezifische Unterschiede in der kardialen Anpas-
sungsreaktion auf den DOCA-Salz Stimulus. Aufgrund der zu beriicksichtigenden Faktoren ergab

sich fiir das Versuchsdesign eine Aufteilung der Tiere in 8 Versuchsgruppen, in denen zum Einen
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die Geschlechter getrennt betrachtet, zum Zweiten die Rapamycinintervention gegen eine Vehikel-
kontrolle verglichen und zum Dritten die DOCA+Salz-Behandlung gegen eine einfache unilaterale

Nephrektomie mit Salzdiit kontrolliert wurde.

Bei allen Versuchsgruppen wurde zu Beginn des Versuches eine linksseitige unilaterale Nephrek-
tomie durchgefiihrt. Im Anschluss daran erhielten die Versuchstiere fiir die gesamte Versuchsdauer
eine 1%ige Kochsalzdidt. Die Kontrollgruppen werden daher vereinfacht mit Uni-Nx bezeichnet.
Tieren der experimentellen Gruppen mit Mineralokortikoidexzess wurde zusitzlich ein DOCA-
Pellet implantiert und zur Normalisierung des Blutdruckes dem Trinkwasser der vasodilatorische
Wirkstoff Hydralazin in einer Konzentration von 250ng/1 zugesetzt. Als Bezeichnung wurde der
Begriff DOCA-Salz verwendet. Die eigentliche pharmakologische Intervention mit Rapamycin
oder der Vehikelsubstanz als Kontrolle erfolgte per intraperitonealer Injektion an jedem dritten
Versuchstag. Durch die Kombination der Behandlungen ergaben sich also 4 Versuchsgruppen pro

Geschlecht. Die genaue Gruppenbezeichnung und Tieranzahl sind der Tabelle[2.1|zu entnehmen.

Geschlecht UniNx + Salz DOCA + Salz UniNx + Salz DOCA + Salz
Vehikel Vehikel Rapamycin Rapamycin
d 9 10 9 14
Q 9 10 10 15
Gesamttierzahl 74

Tabelle 2.1 Versuchsgruppen und Gruppengrofie

Parallel zum eigentlichen Versuch wurden zusétzlich 6 mannliche und 6 weibliche Tiere mit einem
Radio-Telemtriesender zur kontinuierlichen Blutdruckiiberwachung ausgestattet (siche Kap[2.1.3.5)).
Diese Tiere erhielten die gleiche Behandlung wie die Tiere der Interventionsgruppen mit DOCA-
Salz + Rapamycin. Das Ziel war es, durch die kontinuierliche Blutdruckiiberwachung einen Einfluss
der Behandlungen auf den Blutdruck auszuschlieBen und mogliche geschlechtsspezifische Unter-

schiede zu erkennen.

2.1.2 Eingriffe und Behandlungen

Im Alter von 10 Wochen erfolgte die Erfassung des Grundzustandes der Tiere. Dazu wurde ih-
re Korperzusammensetzung durch ein MRT-Verfahren ermittelt sowie eine echokardiographische
Untersuchung der Herzmorphologie und -funktion durchgefiihrt. Nach drei weiteren Tagen begann
die Behandlungsphase, welche sich iiber insgesamt 6 Wochen erstreckte. Am 1. Tag erfolgte bei
allen Tieren die linksseitige unilaterale Nephrektomie. Tieren mit DOCA-Behandlung wurde zur

gleichen Zeit ein subkutanes DOCA-Pellet implantiert. In der letzten Versuchswoche fand erneut

20



2. MATERIAL UND METHODEN

eine MRT-Messung der Korperzusammensetzung sowie eine echokardiographische Untersuchung
des Herzens statt. Weiterhin wurden die Tiere zur Sammeluringewinnung iiber 24h in Stoffwech-
selkdfigen gehalten. Am letzten Versuchstag wurde mittels operativer Einbringung eines Karotis-
katheters unter Isofluran-Narkose der arterielle Blutdruck gemessen und die Tiere anschlieBend
durch Entbluten euthanasiert. Das Blut wurde fiir labortechnische Analysen gesammelt sowie die
Herzen zur histologischen und molekularbiologischen Untersuchung entnommen. Eine Ubersicht
der Eingriffe und Behandlungen gibt Abbildung [2.1] Eine exakte Beschreibung der Eingriffe ist in
den folgenden Abschnitten zu finden.

Eingriffe/Behandlungen

unilaterale Nephrektomie Versuchsende
unilaterale Nephrektomie + DOCA - Pellet Blut - und Organentnahme
Trinkwasserzuséatze
f 1% NacCl (Uni-Nx)
1% NaCl + 250 mg/L Hydralazin (DOCA-Salz)
; Start Ende
A
r A\
] ] | ] | ] ] >
I I 1 | I I |
-1 Woche 0 2 4 Woche 6
N a— ‘ n I e a—
el ‘ ‘
Grundzustand Pathologie
Messung der Kdrperzusammensetzung *  Messung der Kérperzusammensetzung
Echokardiographie «  Echokardiographie
* Urinanalyse

invasive Blutdruckmessung

Abb. 2.1 Versuchsiibersicht

Zeitliche Darstellung der Eingriffe, Behandlungen und Untersuchungen. Der Versuch erstreckte sich
iiber 6 Wochen. In der Woche vor Versuchsbeginn wurde der Grundzustand der Tiere erfasst, die
Charakterisierung pathologischer Verdnderungen erfolgte in der letzten Versuchswoche.

2.1.2.1 Anaiasthesie

Fiir die operativen Eingriffe wurden die Tiere mittels Inhalationsnarkose sediert. Die Narkoseein-
leitung erfolgte durch Inhalatation eines Gasgemisches aus 2-3% Isofluran und Sauerstoff iiber
eine Atemmaske. Fiir die Narkoseerhaltung wurde die Isoflurankonzentration individuell so ange-
passt, dass eine ruhige Spontanatmung beobachtet werden konnte (1-1,5% Isofluran). Wihrend der
gesamten Operationszeit befanden sich die Tiere fixiert auf einem temperierten Operationstisch
(42 °C). Diese Bedingungen galten sowohl fiir alle operativen Eingriffe als auch fiir die haimody-

namischen Blutdruckmessungen sowie fiir die Echokardiographie.
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2.1.2.2 Uninephrektomie und Pellet-Implantation

Im Anschluss an die Narkoseeinleitung wurden die Tiere in Seitenlage fixiert und das Abdomen
nach vorangegangener Rasur und Desinfektion durch einen ca. 1cm langen Flankenschnitt eroft-
net. Der Operationsbereich wurde iiber die gesamte Dauer mit isotonischer Kochsalzlosung feucht
gehalten. Im néchsten Schritt wurden durch stumpfe Priaparation die linke Niere sowie ihre ab-
gehenden Gefdfe und die abdominale Aorta dargestellt. Danach erfolgte die Ligation der linken
Nierenarterie u. — vene unter Verwendung eines Seidenfadens der Stirke 6.0. In der Folge wur-
den die Gefie sowie der Ureter mit Hilfe einer Mikroschere durchtrennt, das Organ aus dem
perirenalen Fettgewebe herausgelost und entnommen. Nach erfolgter Sichtpriifung der ligierten
GefaBstiimpfe wurde der Flankenschnitt mittels fortlaufender Naht durch Muskelschicht und Kutis
wieder verschlossen. Zur lokalen Schmerztherapie wurde die Wunde mit einer geringen Menge

Xylocain-Gel bestrichen.

Im Operationsverlauf folgte fiir die DOCA-behandelten Tiere nun die Pellet-Implantation. Dazu
wurden die Tiere in Bauchlage gebracht und im Nackenbereich ein ca. 0,5cm langer Hautschnitt
gesetzt. Mit einer diinnen Pinzette wurde stumpf eine subkutane Tasche freipripariert und das
DOCA-Pellet mindestens 2cm vom Schnitt entfernt platziert. Der Wundverschluss erfolgte mit einer

geringen Menge Spriihpflaster.

2.1.2.3 Rapamycin-Behandlung

Die Rapamycin-Zielspiegel der Interventionstiere betrugen im vorliegenden Versuchsdesign etwa
3-4ng/ml. Vor diesem Hintergrund wurde im Vorfeld unserer Studie ein Vorversuch zur Ermittlung
addquater Rapamycindosen durchgefiihrt. Dabei erhielten 12 ménnliche und weibliche Tiere eine
Rapamycinbehandlung mit unterschiedlichen Dosierungen fiir 1 bzw. 3 Wochen. Nach der Tétung
wurden die Rapamycin-Serumspiegel gemessen. Die Auswertung ergab fiir den Hauptversuch ei-
ne Dosierung von 1,5mg/kgKG, welche den Tieren an jedem 3. Versuchstag als intraperitonea-
le Bolisinjektion verabreicht wurde. Die Behandlung begann am 5. postoperativen Tag nach der
Uninephrektomie und wurde bis zum Ende des Experiments (42.Tag) fortgefiihrt. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten in gleicher Weise Injektionen mit der Vehikelsubstanz bestehend aus

Dimethylsulfoxid gelost in Phosphatgepufterter Salzlosung.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde bei Tieren der Interventionsgruppe nach deren Totung (siehe
[2.1.4]ein Teil des entnommenen Blutes (200ul) separiert und bis zur Analyse bei 4°C gelagert. Nach
einem Intervall von hochstens 24 Stunden wurde im Zentrallabor der Charité, CVK der Serumlevel
mit dem ARCHITECT i2000 sirolimus assay (Abbott, USA) bestimmt.
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2.1.3 Funktionelle Untersuchungen

2.1.3.1 Messung der Kérperzusammensetzung

Die Messung der Korperzusammensetzung erfolgte mit dem Echo MRI Analyzer jeweils vor Stu-
dienbeginn und nach der 6-wochigen Versuchsdauer. Dafiir wurden die Tiere in eine Plastikrohre
(#5cm) gesetzt und in der Messkammer des Gerites platziert. Wihrend des ca. 2-miniitigen Mess-

vorganges verblieben die Tiere ohne Fixation oder Narkose im Gerit.

2.1.3.2 Echokardiographie

Die fiir die echokardiographische Untersuchung des Herzens notwendige Narkotisierung der Tiere
wurde gemédfl Punkt [2.1.2.1] durchgefiihrt. Um eine vollstindige Haarentfernung zu gewihrleisten
wurde der Brustkorb vor der Untersuchung sorgfiltig rasiert und zusitzlich mit einer Enthaarungs-
creme behandelt. Im Anschluss wurde die Maus mit Klebeband auf einem beheizten Tisch fixiert,
wobei die Pfoten des Tieres jeweils auf einer EKG-Elektrode zuliegen kamen. So konnte das
Echogerit (VisualSonics Vevo 770) durch eine EKG-Ableitung simultan zur Echokardiographie
die Herzfrequenz bestimmen. Uber die Regulierung des Narkosegases konnte Einfluss auf die
Herzfrequenz genommen werden. Der fiir die Untersuchung ideale Bereich lag bei 450 bis 550

Schlidgen pro Minute (bpm).

Zu Beginn der Untersuchung erfolgte eine 2-dimensionale Ubersichtsaufnahme des Herzens im so
genannten B-Mode. Diese eignet sich besonders zur Beurteilung von Kammergrée und Pump-
funktion und ist zur Bestimmung der Ejektionsfraktion (EF) notwendig. Fiir eine aussagekriftige
Messung wurde die Schnittebene so gewdhlt, dass die Papillarmuskeln des LV parallel zueinander
stehen. Weiterhin sollte ihre Kontraktion erkennbar sein ohne jedoch den Durchmesser des LV voll-
stindig auszufiillen. In der Abbildung[2.2]ist eine Aufnahme im B-Mode beispielhaft dargestellt.

Anhand der erhaltenen Messwerte in Systole und Diastole konnte die Geratesoftware (Vevo Soft-

ware 3.0.0) die Ejektionsfraktion nach folgender Formel berechnen:

EF — 100 (LV Volumen, Diastole—LV Volumen, Systole)
- LV Volumen, Diastole

23



2. MATERIAL UND METHODEN

R O O N I O T T L R O N O OO T T L

w

a

Izl

=

HR 500
T 244

om

Abb. 2.2 2-dimensionale Ubersichtsaufnahme (B-Mode) des Herzens im Querschnitt
Beispielhafte Darstellung in der Systole (A) und Diastole (B). Im linken Bild sind die parallel ange-
ordneten Papillarmuskeln (Pfeile) markiert. Rechtes Bild: linker (LV) und rechter Ventrikel (RV) in der
Diastole.
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Abb. 2.3 1-dimensionale Aufnahme (M-Mode)

Die Einstellung der Schnittebene erfolgte im grofiten Querdurchmesser (siehe gelbe Linie im linken
Bildausschnitt). AnschliefSend konnten anhand der aufgezeichneten Bilder die Dimensionen von Herz-
hohlen u. - winden ausgemessen werden.

Die 1-dimensionale Darstellung (M-Mode) diente der Messung des inneren linksventrikuldren
Durchmessers (engl. left ventricular inner diameter, LVID) sowie den Wandstirken von inter-
ventrikuldrem Septum (IVS) bzw. Hinterwand (engl. left ventricular posterior wall, LVPW). Die
Abbildung [2.3] stellt die Ansicht des Herzens im M-Mode beispielhaft dar. Mit Hilfe des linken
Bildausschnittes konnte die Schnittebene so gewihlt werden, dass sie in etwa dem gro3ten Quer-

durchmesser des Herzens entspricht. Der rechte Bildausschnitt demonstriert die aufgezeichneten
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I-dimensionalen Echokardiogramme, anhand welcher in einer spéteren Auswertung die o.g. Herz-

dimensionen ausgemessen wurden.

2.1.3.3 Metabolische Kifige

In der letzten Versuchswoche wurden die Tiere zur quantitativen Bestimmung der Urinproduktion
und zur laborchemischen Urinanalyse fiir 24h in Stoffwechselkéfigen gehalten. Dabei wurde der an-
gefallene Sammelurin frei von Verunreinigungen durch Faeces oder Futter gewonnen, das Urinvo-
lumen bestimmt und anschlieBend an das Zentrallabor der Charite am Campus Virchow-Klinikum
tibergeben. Dort wurden die Natrium- und Kaliumexkretion sowie der Harnstoff-, Kreatinin- und

Proteingehalt des Urins bestimmt.

2.1.3.4 Blutdruckmessung mittels Karotiskatheter

Zu Beginn jeder Messung wurde der Katheter (Samba Preclin 420, SAMBA Systems; TIP-Katheter
1.4F, Millar) automatisch durch das Gerit kalibriert und bis zur Verwendung in isotonischer Koch-
salzlosung gelagert. Fiir den Eingriff wurden die Tiere wie unter Abschnitt[2.1.2.T|bereits beschrie-
ben narkotisiert und in Riickenlage auf einem beheizten OP-Tisch fixiert. Als Zugang wurde ein
Hautschnitt in Langsrichtung im ventralen Halsbereich gewdhlt. Nach stumpfer Durchtrennung
der Halsmuskulatur erfolgte die Darstellung der rechten A. carotis communis unter sorgfiltiger
Schonung von angrenzenden Gefi3- u. Nervenstrukturen. Anschliefend wurden unter Verwendung
eines Fadens der Stirke 6.0 proximal und distal Gefalligaturen angelegt, von welchen die kranial
gelegene sofort fest verknotet wurde. Nach dem Eroffnen des Gefédlles mit einer Mikroschere wurde
nun der Katheter umgehend eingefiihrt und iiber die kaudale Gefdfligatur vorgeschoben. Durch
das Zuziehen dieser konnte der Katheter nun fixiert werden und war in der Lage, die systemischen
Blutdriicke zu detektieren. Die aufgezeichneten Signale des Drucksensors an der Katheterspitze
wurden iiber eine Verstirkereinheit (MIO-0501, Fohr Medical Instruments®; SAMBA 201 CU,
SAMBA Systems) an einen Messwandler (PowerLab®) weitergeleitet und letztendlich durch das
Messmodul des Progamms Chart® 5.0 dargestellt. Nach einer ca. 5 miniitigen Aufzeichnung einer
stabilen arteriellen Blutdruckkurve wurde der Katheter entfernt und die Messung beendet. Die

Auswertung der aufgezeichneten Druckverldufe erfolgte spéter mit Hilfe der genannten Software.

2.1.3.5 Telemetrische Blutdruckmessung

Die Miuse wurden wie in Kapitel [2.1.2.T| beschrieben narkotisiert und auf einem beheizten OP-

Tisch fixiert. Nach erfolgter Rasur und Desinfektion des Operationsgebietes wurde das Abdomen
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durch eine rechtsseitige Laparotomie erdffnet und die Aorta abdominalis vom perivaskuldren Ge-
webe befreit bzw. von der Vena cava separiert. Fiir die Dauer der Katheterplatzierung in der Aorta
wurde diese durch das Anlegen einer Klemme von der Zirkulation getrennt. Anschliefend wurde
der Katheter der Sendeeinheit durch Punktion der rechten A. femoralis in das Gefasystem ein-
gefiihrt und bis in die abdominelle Aorta vorgeschoben. In der Folge wurde der Katheter durch
Gewebskleber an seiner Eintrittstelle fixiert und der Sender in einer Gewebstasche in der rechten
Flanke des Tieres mit Hilfe einer einfachen Naht befestigt. Wahrend des gesamten Eingriffs wur-
den die Organe mit angewdrmter isotonischer Kochsalzlosung gespiilt um das Operationsgebiet
feuchtzuhalten. Zuletzt wurde noch die Sendeeinheit auf ihre Funktionstiichtigkeit hin tiberpriift,
bevor die OP-Wunde durch fortlaufende Naht (Polyester 6.0) von Muskelschicht und Haut wieder

verschlossen wurde.

Der implantierte Sender wog 1,2g und wurde von den Tieren problemlos toleriert. Der Senderimpla-
tation schloss sich eine Erholungsphase von 12 Tagen an, in welcher die Tiere behandlungsfrei blie-
ben. Danach wurde ebenfalls eine unilaterale Nephrektomie wie unter [2.1.2.2] beschrieben durch-
gefiihrt, gefolgt von einer weiteren 13-tigigen Erholungsphase, in welcher dem Trinkwasser schon
1% NaCl zugestetzt wurde. AbschlieBend begann die Behandlungsphase fiir die Telemetrietiere
mit der DOCA-Pellet Implantation (beschrieben unter [2.1.2.2)) sowie der Rapamycinapplikation.
Der Sender zeichnete kontinuierlich alle Smin iiber 10sek Daten zur Himodynamik auf. Fiir die
Auswertung wurden die Einzelmessungen eines Tages- bzw. Nachtzyklus gemittelt und zu einem

24 stiindigen Tageswert zusammengefasst.

2.1.4 Blut-und Organentnahme

Fiir die labortechnischen Serumanalysen wurden ca. 700ul Vollblut der Tiere bendtigt, was dazu
fiihrte, dass die Blutentnahme mit der Totung der Tiere einherging. Diese erfolgte zum Ende der
6-wochigen Versuchsdauer im Rahmen der invasiven Blutdruckmessung (siehe auch2.1.3.4)) durch
Entfernung des Katheters aus der A. carotis. Fiir die Blutentnahme der Telemetrie-Tiere wurde
die A. carotis operativ freiprapariert und durchtrennt. Unter beiden Prozeduren befanden sich die
Tiere die gesamte Zeit unter Isofluran-Vollnarkose. Das aus dem Gefd$} tretende Blut wurde mit
Hilfe geeigneter Kapillargefifle aufgefangen und zur Serumgewinnung fiir 10min bei 5000U/min
zentrifugiert. Anschliefend wurde das Serum zur Bestimmung von Natrium, Kalium, Kreatinin und
Harnstoff an das Zentrallabor der Charité im CVK iibergeben. Im Anschluss an die Blutentnahme
wurden Herz, die verbliebene Niere sowie die Aorta entnommen und fiir spatere molekularbiolo-
gische, immunhistochemische und histologische Untersuchungen in fliissigen Stickstoff schockge-

froren bzw. in HistoFix®-Losung fixiert.
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2.2 Histologie

2.2.1 Paraffineinbettung und Schneidung

Umgehend nach ihrer Entnahme wurde jeweils ein Teilstiick der Organe (Herz, Niere, Aorta) fiir
24h in gepufferter 4% Paraformaldehydldsung (HistoFix®) fixiert. AnschlieBend wurden sie nach
kurzzeitigem Spiilen unter flieBendem Wasser in 70% Ethanollosung tiberfiihrt, in welcher sie bis
zur weiteren Aufarbeitung gelagert wurden. Die Einbettung der Gewebe erfolgte mit Hilfe eines
standardisierten Verfahrens des Gewebeeinbettautomaten (Shandon Citadell 1000, Thermo Elec-
tron Corporation). Zunéchst wurden die Proben durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70, 80, 96
und 100 % Ethanol) dehydriert. Danach folgten 3 Waschginge in Xylol und schlieBlich die Uberfiih-
rung in fliissiges Paraffin (56 °C). In der Folge wurden die Gewebsstiicke in Gielformen umgebettet
und abgekiihlt, wonach nach Aushértung des Paraffins schlieBlich mit einem Schlittenmikrotom
(Biocut, Reichert-Jung) 3um dicke Schnitte angefertigt werden konnten. Diese wurden dann auf
einen Objekttrager liberfiihrt und im Trockenschrank bei 55-60°Cgetrocknet bevor das Paraffin mit
Hilfe von drei Roti-Clear® Tauchbidern von je 10min wieder gelost und ausgewaschen wurde.
Im letzten Schritt wurden die Schnitte durch eine absteigende Alkoholreihe (100, 96, 70 und 50%
Ethanol) rehydriert und kurz in Aqua dest. gespiilt.

2.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die H.E.-Firbung ist eine histologische Ubersichtsfiarbung, welche die Zellkerne blau-violett und
das Zytoplasma rotlich darstellt. Dazu wurden die histologischen Schnitte fiir 15min in einer
Hémalaun-Losung nach Mayer gefirbt. Fiir die Ausbildung der Farbstoffstruktur war das anschlie-
Bende Spiilen der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser (,,Blduen*) verantwortlich. Abschlie-
Bend folgte die Eosinfirbung mit einer 5%igen Eosin-G-Losung fiir Smin. Bevor die Proben mit
einem Eindeckmedium (NeoMount®) konserviert werden konnten, mussten sie zunichst durch eine

aufsteigende Alkoholreihe entwissert und kurz mit Roti-Clear® behandelt werden.

2.2.3 PAS-Farbung und Messung der

Kardiomyozytenquerschnittsflachen

Die PAS-Reaktion (Periodic Acid Schiff) ist eine Methode zum Nachweis von Glykolgruppen in
Gewebeproben. Die fiir die Reaktion wesentlichen Stoffe sind das Oxidationsmittel Perjodsadure

sowie die Schiffs Reagenz, welche fuchsinschwefelige Siaure enthilt. Zunidchst werden durch die
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Perjodsiure freie 1,2-Glykolgruppen zu Aldehydgruppen oxidiert. Diese gehen im Anschluss eine
Verbindung mit der Schiffs Reagenz ein und bilden einen margenta-roten Farbkomplex. Auf die-
se Weise konnen Polysaccharide, neutrale Mukopolysaccharide, Muko- und Glykoproteine, Gly-
kolipide, ungesittigte Fette und Phospolipide angefarbt und lichtmikroskopisch sichtbar gemacht

werden.

Fiir die Farbung wurden die entsprechend Punkt[2.2.T|vorbehandelten Schnitte zunéchst fiir Smin in
5% Perjodsdurelosung getaucht und fiir 3min unter flieBendem Leitungswasser gespiilt. Anschlie-
Bend wurden sie fiir 15min mit der Schiffs Reagenz inkubiert, worauf eine weitere Spiilung unter
flieBendem Leitungswasser folgte. Im letzten Schritt wurden die Praparate erneut durch eine aufstei-
gende Alkoholreihe dehydriert, kurz in Roti-Clear® getaucht und zuletzt mit dem Eindeckmedium
Neo-Mount® und einem Deckglischen luftdicht abgedeckt.

Um die myokardiale Hypertrophie auch auf zellulidrer Ebene beurteilen zu konnen wurde eine
Messung der Kardiomyozytenquerschnittsflichen (MCA - myocyte cross sectional area) vorge-
nommen. Dazu wurden die Schnitte im Hellfeld betrachtet und geeignete Gebiete in der Wand
des LV und im Septum ausfindig gemacht, in der die Zellen {iberwiegend im Querschnitt getrof-
fen wurden (sieche Abb[2.4) Pro Schnitt wurden so 3-4 Sichtbereiche (FOV) erfasst und als Bild
gespeichert. Diese wurden anschlieBend mit Hilfe der Software Axiovision Rel. 4.6 ausgewertet
indem die im Querschnitt getroffenen Myozyten mit dem Tool ,,Messen der Kontor* entlang ihrer
Zellmembran manuell umrandet wurden. Das Programm konnte nun unter Beriicksichtigung der
VergroBerung die Flache des umrandeten Gebietes ausrechnen. Dieser Wert entspricht der Myozy-
tenquerschnittsfliche. Fiir die Auswertung wurden 40-60 Zellen pro Schnitt und Tier erfasst und
die durchschnittliche Querschnittsfliche ermittelt. Diese wurden wiederum innerhalb der Gruppen

zu einem Mittelwert zusammengefasst.

Abb. 2.4 Messung der Myozytenquerschnittsfliichen

Die PAS-Schnitte wurden im Hellfeld mikroskopiert und unter 400facher Vergrofierung mit einer Di-
gitalkamera fotografiert (A). Anschliefsend wurden im Querschnitt getroffene Kardiomyozyten mit dem
Konturwerkzeug entlang ihrer Zellmembran umrandet (B). Die von der Markierung eingeschlossene
Fliiche entspricht der MCA, welche von der Software unter Beriicksichtigung der Vergrofierung be-
rechnet werden konnte (C).
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2.2.4 Sirius-Rot-Farbung und Kollagenquantifizierung

Die Sirius-Rot-Féarbung hat die Eigenschaft kollagenhaltige Strukturen in einem kréftigem Rot an-
zufirben, wihrend die restlichen zelluldren Bestandteile unter dem Lichtmikroskop gelb erscheinen.
Das erlaubt eine kontrastreiche Darstellung kollagenhaltiger Bindegewebsstrukturen im Myokard,
weshalb sich diese Firbemethode fiir die Quantifizierung der kardialen Fibrosierung besonders gut
eignet. Nach entsprechender Vorbehandlung der Schnitte (sieche Punkt[2.2.T)) wurden diese fiir ca. 1
Stunde bei Raumtemperatur in Sirius-Rot-Firbelosung inkubiert. Nach anschlieBendem Waschen
in Aqua dest. und Essigsidurelosung (5 ml Eisessig/1 L Aqua dest.) erfolgte die Dehydrierung durch
eine aufsteigende Alkoholreihe, bevor die Schnitte kurz in Roti-Clear® iiberfiihrt und mit einem

Eindeckmedium luftdicht verschlossen wurden.

Fiir die Auswertung der Kollagenfirbung wurden die Schnitte mit 400 facher Vergderung unter
dem Lichtmikroskop betrachtet. Es wurden pro Schnitt 10 FOVs mit einer Digitalkamera aufge-
nommen (Abb[2.5)) , welche spiter zur Kollagenquantifizierung mit dem Programm Axiovison
Rev. 4.1.2 herangezogen wurden. Die Reihenfolge erfolgte dabei zufillig und ohne Kenntnis der
Versuchsgruppe. Das Programm berechnete automatisch den prozentualen Anteil des Kollagens
zur Gesamtfliche des FOVs, nachdem zuvor manuell die Grenze des Farbbereiches angegeben
wurde, in welchem ein Signal als ,,kollagenpositiv* gilt. Fiir die statistische Auswertung wurde
so fiir jedes Tier ein durchschnittlicher Kollagengehalt ermittelt, welcher innerhalb der Gruppe zu

einem Mittelwert zusammengefasst wurde.

Abb. 2.5 Kollagenfiarbung des Myokards

linksventrikuldre Gewebsschnitte, gefirbt nach Sirius Red, Vergrofierung: 400fach. Man erkennt die
krdftig rot angefirbten Kollagenfasern, welche sich von den iibrigen Gewebsstrukturen (einheitlich
gelb gefiirbt) kontrastreich abheben. Die Schnitte wurden unter 400facher Vergrofierung rasterformig

untersucht. Fiir die Quantifizierung errechnete die Software den prozentualen Anteil des Kollagens an
der Gesamtfliche des FOV.
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2.2.5 Immunhistochemie

Zunichst wurden die Schnitte gemi Kapitel [2.2.1] hergestellt und deparaffiniert. AnschlieBend
folgte ein 10 miniitiger Kochvorgang mit Zitratpuffer (0,1 M) in einem Dampfdruckkochtopf zur
Demaskierung der Antigenbindungsstellen. Nach dem Abkiihlen und kurzen Waschen in TBS-
T begann die Firbung nach Protokoll fiir die Antigene PECAM-1 (engl. platelet endothelial cell
adhesion molecule-1) und pERK1/2.

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren wurden die Gewebeschnitte im ersten Schritt fiir
jeweils 20min mit Avidin- und Biotin-Blockierungsreagenzien behandelt. Im Anschluss an die
beiden Inkubationsschritte, sowie auch nach jeder folgenden Inkubation erfolgte eine Waschung der
Schnitte fiir jeweils 3 mal 2 min in TBS-T-Losung. Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde durch
ein 10 miniitiges Bad in einer 3%igen H202-Losung in Methanol blockiert. AnschlieBend wurden
die Schnitte zusitzlich in einer weiteren Blockierungslosung behandelt um noch verbliebene unspe-
zifische Proteinbindungsstellen zu maskieren. Nun erfolgte direkt und ohne Waschen in TBS-T die
Inkubation in der Primirantikorperlosung iiber Nacht bei 4°C. Am Folgetag wurden die Schnitte
nach einer Aufwiarmphase auf Raumtemperatur wie beschrieben gewaschen und fiir 15min in der
Sekundarantikorperlosung inkubiert. Anschlieend erfolgte ebenfalls fiir 15min eine Behandlung
mit einem Streptavidin-Biotin-Komplex und mit der Losung des Amplifizierungsreagenz, bevor
mit der Entwicklung des gebildeten Antikorper-Peroxidasekonjugats begonnen wurde. Dazu wurde
3,3-Diaminobenzidin (DAB) als Substrat auf die Schnitte gegeben um die Peroxidaseaktivitit als
Mal der Antikorperbindung zu detektieren. Die entstehende Fiarbung wurde unter dem Mikroskop
beobachtet. Nach Erreichen der gewlinschten Signalintensitit wurde die Reaktion durch Waschen in
PBS gestoppt. Zuletzt erfolgte gemal} Kapitel [2.2.2]die Gegenfiarbung der Gewebe mit Himatoxylin
und das ,,Blduen* unter flieBendem Leitungswasser. Zur Konservierung der gefiarbten Priparate
diente ein Eindeckmedium auf Wasserbasis. Zur Gegenkontrolle etwaiger unspezifischer Bindun-
gen wurde eine Negativkontrolle, die ohne Primirantikdrper und nur in PBS inkubiert wurde,

mitgefiihrt.

2.3 Proteinanalysen aus kardialem Gewebe

Die Proteinanalyse erfolgte ausschlieBlich aus linksventrikuldirem Myokardgewebe. Dazu wurde
direkt nach der Organentnahme die Herzspitze mit einem Skalpell abgetrennt, anliegendes Gewebe
des rechten Ventrikels entfernt und das iibrig gebliebene Stiick in zwei gleich grofle Teile zu ca.
30mg geschnitten. Diese wurden umgehend in fliissigen Stickstoff schockgefroren und anschlie3end

bei -80°C bis zur weiteren Aufbereitung gelagert.
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2.3.1 Proteinisolation

Fiir die Proteinisolation wurden zunéchst geeignete Reaktionsgefille zur Hélfte mit Keramikkii-
gelchen (Precellys24, Peqlab, Deutschland) gefiillt und auf Trockeneis gelagert. Nachdem jeweils
eine tiefgefrorene Probe aus linksventrikuldrem Gewebe (siehe [2.3)) in jedes der Gefif3e liberfiihrt
wurde, erfolgte die Zugabe von 500ul eiskaltem Protein-Lysis-Puffer. Im Anschluss wurden die
Proben umgehend mit dem Probenpriparationssystem FastPrep®-24 in zwei Durchgingen zu je-
weils 20 Sekunden bei Raumtemperatur mechanisch homogenisiert. Im folgenden Schritt wurden
die Lysate mit Spul einer 10%igen SDS-Losung versetzt, mit einem Vortexer kriftig durschmischt
und fiir 20min bei 4°C gelagert um die vollstindige Lyse des Gewebes zu gewihrleisten. Darauf-
hin erfolgte nach wiederholtem Durchmischen der Proben die Zentrifugation mit einer auf 4°C
gekiihlten Tischzentrifuge bei 14,000x g fiir 15 min. Uberstiinde von nicht homogenisierten Fett
- bzw. Gewebsteilen wurden vom homogenen Proteinlysat getrennt, aus welchem anschlieend
die Gesamtproteinkonzentration geméf [2.3.2) bestimmt wurde. Unter Kenntnis der Gesamtprote-
inkonzentration der einzelnen Herzlysate wurden Probelysate mit einem Proteingehalt von 40ug
zur gelelektrophoretischen Trennung hergestellt und bis zur Analyse bei -20°C aufbewahrt. Die

tibrig gebliebenen Stammlysate wurden in Aliquots iiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

2.3.2 Bestimmung der Proteinmenge

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in den Herzlysaten wurde der DC™ Protein
Assay der Firma BioRad verwendet. Dieser wurde in Anlehnung an die Proteinbestimmung nach
Lowry entwickelt. Er beruht auf der Bildung eines Protein-Kupfer-Komplexes, welcher im alka-
lischen Milieu ein Folinreagenz reduziert und so zur Bildung eines blauen Farbkomplexes fiihrt,

dessen Absorptionsmaximum zwischen 405 und 750nm liegt.

Zunichst wurden die Lysate 1:15 in Lysepuffer verdiinnt und von jeder Verdiinnung jeweils drei
Proben zu 5Sul in Mikrotiterplatten vorgelegt. Das zum Protein Assay zugehorige Kit enthélt drei
Reaktionslosungen, die mit den Buchstaben A, B und S gekennzeichnet sind. Als Erstes wurde ein
Reaktionsgemisch der Losungen A und S (500ul/10ul) hergestellt, von welchem dann je 25ul zu
den Proben gegeben wurde. AnschlieBend wurden die Mikrotiterplatten mit je 200l der Losung B
aufgefiillt. Fiir die Erstellung einer Kalibrierreihe wurde Rinderalbumin (BSA, engl. bovine serum
albumin) in den Konzentrationen 0,25/0,5/1,0/1,5 und 2,0 ng/ul sowie einer Hintergrundkontrolle
mit allen Reagenzien ohne Protein verwendet, deren Aufbereitung auf gleiche Weise erfolgte.
Zuletzt wurden die Bestimmungsansétze bei RT fiir 10 min auf einem Riitteltisch durchmischt und
dann die Extinktionsmessung mit einem Plattenphotometer (ELISA-Reader) bei einer Wellenlénge

von 690nm durchgefiihrt.
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Fiir die Kalibriergerade wurden die Extinktionen der Proteinstandards gegen ihre Konzentrationen
aufgetragen und eine Geradengleichung erstellt. Durch das Einsetzen der gemessenen Extinkti-
onswerte der jeweiligen Proben in die Geradengleichung und unter Berlicksichtigung des Verdiin-
nungsfaktors konnte die Proteinkonzentration der Lysate in pg/ul errechnet werden. Damit fiir die
anschliefende Western-Blot-Analyse vergleichbare Proben mit gleicher Menge an Gesamtprotein
zur Verfiigung standen, wurden Probenlysate nach Laemmli mit einem Gesamtproteingehalt von

40pg auf 30ul hergestellt.

Komponente Menge[l] Beispiel (Probe: 7ug/ul)
Lysat V = 20 Vo= 2% _ 5 7141

CProbe Tug/ul
Laemmli 6,00 6,00l
H,O Restzu 30 18,29ul
Gesamt 30 30 ul

Tabelle 2.2 Herstellung der Laemmli-Lysate

2.3.3 Western-Blot Analyse

Die myokardiale Proteinexpression wurde mit Hilfe der Western-Blot Analyse bestimmt. Bei die-
sem Verfahren konnen einzelne Proteine in einem komplexen Proteingemisch durch Ubertragung
(Blotting) auf eine Tragermembran sowohl nachgewiesen als auch quantifiziert werden. Seinen
Ursprung hat die Methode in dem 1975 von Edwin Southern entwickelten Southern Blot, welcher
als erste Blotting-Methode dem Nachweis von DNA-Fragmente diente. Daran angelehnt wurde der
Northern Blot als Nachweis von RNA sowie der Western Blot zum Proteinnachweis entwickelt. Ein

Western Blot besteht im Wesentlichen aus drei Schritten:

1. Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Grof3e
2. Blotvorgang auf eine PVDF-oder Nitrocellulose Membran
3. Detektion, welche oft auf immunologischem Wege mittels Antikorperreaktionen erfolgt

2.3.3.1 Proteinseperation mittels SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat - haltige Polyacrylamid-Gel - Elektrophorese) gewihr-
leistet die Auftrennung der Proteine auschlieBlich nach ihrer GroBe. Als Trennmedium wird ein
Acrylamid/Bisacrylamidgel verwendet. Das Gel entsteht in einer chemischen Reaktion, in der sich
Acrylamid (AA) in Anwesenheit von freien Radikalen zu Polymeren verbindet. Bisacrylamid sorgt
fiir eine zusatzliche Quervernetzung dieser Polymere, sodass ein engporig-molekulares Geriist

entsteht, welches den Lauf der Proteine entsprechend ihrer Molekulgroe unterschiedlich stark
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abbremst. Als Radikalbildner fiir die Reaktion kommt Ammoniumpersulfat (APS) zum Einsatz,
als Katalysator dient Tetramethylethylendiamin (TEMED). Um die Proteine zur Durchwanderung
des Gels zu bewegen, wird eine elektrisches Spannungsfeld angelegt. Damit die Eigenladungen
der Proteine die Auftrennung nicht beeinflussen, kommt das anionische Detergenz Sodium do-
decylsulfate(SDS), engl. fiir Natriumdodecylsulfat zum Einsatz. Es liberdeckt die Eigenladungen,
wodurch die Proteine eine homogen-negative Ladungsverteilung aufweisen. 1,4g SDS konnen ca.
1g Protein binden. Durch den Zusatz von Thiolverbindungen in den Probenpuffer konnen zusétzlich
Disulfidbriicken aufgebrochen werden und durch Erhitzen der Proben auf mind. 95 °C werden
Wasserstoffbriickenbindungen gebrochen, wodurch das Molekiil gestreckt wird. Im Idealfall weisen
die Proteine nach ihrer Behandlung also eine mit SDS beladene, ellipsoide Form auf und ihre

Laufgeschwindigkeit durch das Gel hingt nur noch von ihrem Molekulargewicht ab.

Je nach GroBe des zu untersuchenden Proteins wurden Gele mit unterschiedlicher Porengrof3e
verwendet, wobei die AA-Konzentration im Trenngel bei 8-12,5% lag. Bevor die Proben auf die
Gele aufgetragen wurden, wurden sie zuvor nach einem Standardprotokoll (Laemmli, 1970) mit
Laemmli-Puffer (siche unter reduzierenden Bedingungen bei 95°C fiir 7min denaturiert. Um
eine ansprechende Bandenschirfe zu gewihrleisten wurde die Elektrophorese mit einer Spannung
von 80V fiir 30 min begonnen, bevor die endgiiltige Spannung von 120V eingestellt wurde. Insge-

samt dauerte die Auftrennung 2 Stunden.

Fiir die Herstellung von Protein-Gelen wurde die folgende Zusammensetzung gewihlt, bei der 30%
AA-Micx fiir eine Losung aus entgastem, 30%igem Acrylamid mit einer Beimischung von 1:37 einer

Losung aus 0,8 % Bis-acrylamid steht.

Trenngel 8,5% 9% 10%  11% 12,5% Sammelgel 5%
H,O 33ml 32ml 29ml 2,7ml 23ml H,O 1,0ml
30%-AA-mix 23ml 24ml 2,7ml 29ml 3,3ml 30%-AA-mix 350 ul
35x Gelpuffer 23ml 23ml 23ml 23ml 23ml 3,5 x Gelpuffer 600 pl
10%-APS 100 ul 100 I 100 ul 100 I 100 pl 10%-APS 30 ul
TEMED 10w 10w 10wl 10ul 10 ul TEMED 5 ul
Volumen 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml Volumen 2 ml

Tabelle 2.3 Acrylamid-Gelzusammensetzung
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2.3.3.2 Proteintransfer (Blotting)

Nach der Gelelektrophorese wurden die ihrer Grof3e nach aufgetrennten Proteine bei einer konstan-
ten Stromstarke von 0,35 - 0,4 A fiir 2 Stunden auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Kontrolle

des Transfers wurden die Membranen mit Ponceau S Losung eingefiarbt und eingescannt.

2.3.3.3 Antikorperinkubation

Nach erfolgtem Proteintransfer wurden die Membranen zunéchst fiir 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur mit einer Blocklosung gewaschen um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren.
AnschlieBend wurden sie iiber Nacht bei 4°C mit den Primérantikorpern fiir die zu untersuchenden
Antigene inkubiert. Die entsprechenden Antikorper konnen samt den verwendeten Konzentrationen
der Materialliste entnommen werden. Im néachsten Arbeitsschritt wurden die Membranen dreimal
fiir 5-10min in TBS-T Losung gewaschen, bevor die Inkubation in Sekundérantikorperlosung fiir
2 Stunden bei RT erfolgte. Die Sekundarantikorper waren gegen die IgG der Spezies des Pri-
marantikorpers gerichtet und an eine ,,Meerettich-Peroxidase* (,,horseradishperoxidase““~-HRPO)
gekoppelt. Vor der Entwicklung erfolgte ein weiterer Waschgang mit TBS-T fiir 3 x Smin. Alle
beschriebenen Inkubations- u. Waschvorginge wurden in konischen Zentrifugenrohrchen (50ml),

die kontinuierlich auf einem Taumelrollenmischer gedreht wurden, durchgefiihrt.

2.3.3.4 Antikorperdetektion

Fiir die Auswertung der Antikorper-Proteinbindung wurden Chemilumineszenz-Reaktionslosungen
der Firma Thermo Scientific geméll den Herstellerangaben verwendet. Durch die enzymatische
Aktivitat der an den Sekundérantikorper gebundenen HRPO wird das in der Substratlosung enthal-
tene Luminol in mehreren Schritten umgesetzt. Am Ende der Reaktion wird freiwerdende Energie
als Licht emittiert. Die Stdrke der Lichtemission héngt von der Menge des Enzyms und somit
indirekt von der vorhandenen Menge an Antikorper-gebundenem Protein ab. Sie kann also zum
quantitativen Proteinnachweis herangezogen werden. Die Detektion der Lichtemission fand in ei-
ner Detektionsbox der Firma Syngene Bio Imaging (G-Box XL 1.4) statt. Dabei wurde das Licht
von einer im Gerit installierten Kamera aufgezeichnet und mittels der Herstellersoftware GeneSys
nachbearbeitet sowie als digitale .tif-Datei gespeichert. Die Belichtungszeit wurde entsprechend der
Signalstirke angepasst und lag zwischen 30sek. und 1Std. Um auf bereits verwendeten Membranen
erneut eine Antikorperreaktion durchfiihren zu konnen, wurden diese zunichst dreimal in TBS-T
gespiihlt und anschlieBend bei 52°C fiir 45 min. mit ,,Stripping-Puffer unter leichter Agitation
inkubiert. Nach weiteren Waschzyklen und erneutem Blockieren konnten die Membranen nun einer

erneuten Antikorperreaktion ausgesetzt werden. Die quantitative Auswertung des Bandenmusters
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erfolgte mit dem Programm Image J (Version 1.46;http://rsbweb.nih.gov/ij/), welches die Intensitét
der Banden als Flache unter der Kurve darstellt. Innerhalb eines Gels konnten die Banden durch
Quotientenbildung mit einem Referenzprotein verglichen werden. Fiir den Vergleich mehrerer Gele

wurden die Werte anhand einer stetig mitgefiihrten Kalibriergeraden normiert.

2.4 Genexpressionsanalyse

2.4.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus Myokardgewebe

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte aus linksventrikulirem Gewebe nach einem Standard-
protokoll der Firma 5Prime. Reaktionsgefi3e wurden autoklaviert und anschliefend mit Keramik-
kiigelchen (Lysis Matrix D) der Firma Peqlap befiillt. Im Anschluss wurden die tiefgefrorenen
Gewebeproben (ca. 30mg) in die Gefidle liberfiihrt und umgehend in fliissigem Stickstoff zwischen-
gelagert. Nun wurde 1 ml Isol-RNA Lysis Reagent zugegeben und die Gewebsstiicke mit Hilfe des
FastPrep24-Homogenisators innerhalb von zwei Schritten zu jeweils 20 sek. mechanisch zerklei-
nert. Nach einer Inkubation von 5Smin bei RT wurde den Suspensionen zur Phasentrennung 0,2ml
Chloroform zugegeben und mit Hilfe eines Tischmixers (Vortex) eine Durchmischung vollzogen.
Im Anschluss wurde die Phasentrennung fiir fiir 3min abgewartet. Von nun an erfolgte die weitere
Arbeit im Eisbad um eine effiziente Kiihlung der Proben zu gewihrleisten. In einer auf 4°C gekiihl-
ten Tischzentrifuge wurden die Suspensionen anschlieBend fiir 15min bei 12.000xg zentrifugiert.
Die fliissige Phase mit der Gesamt-RNA wurde von den festen Bestandteilen getrennt und 0,4ml
davon in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt. Der Uberstand wurde bei -80°C fiir spétere Versuche
gelagert. Der nichste Schritt bestand in der Féllung der RNA aus der wissrigen Phase. Dazu wurde
den Proben 0,5ml Isopropanolol zugegeben und nach erneuter Durchmischung die Fillung fiir
10min abgewartet. Durch erneute Zentrifugation bei 4°C und 12.000xg fiir 10min konnte die RNA
pelettiert werden. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und die RNA-Pellets anschlieBend
nacheinander in jeweils 80% und 100% Ethanol gewaschen. Nach einer letzten Zentrifugation bei
7500xg und 4°C fiir 5Smin wurden die RNA-Pellets fiir wenige Minuten im Heizblock bei 50°C
getrocknet. Zuletzt wurden die RNA in 25ul Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H,O gelost und bei -
80°C zur Lagerung tiefgefroren.

2.4.2 Bestimmung von Qualitiat und Konzentration der RNA

Die Menge der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines UV-Spektrometers NanoDrop (ND-1000)
bestimmt. Nachdem 1,5-2ul der Proben luftblasenfrei auf die Aufnahmeflache pipettiert wurden,
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tibernahm das Geréit automatisch die Messung durch das Programm ND-1000 (Version3.7.0). Fiir
jede Probe wurde eine Doppelbestimmung der Konzentration durchgefiihrt. Das Ergebnis wurde ge-
mittelt und im Anschluss die Konzentration der Proben durch Zugabe von DEPC-H50 auf 100ng/pl
eingestellt. Fiir den néchsten Schritt der reversen Transkription in komplentire DNA (cDNA) ist es
duBerst wichtig exakte Mengen an RNA zu verwenden. Deshalb erfolgte zur Kontrolle eine erneute

doppelte Messung der eingestellten RNA-Konzentration.

Im Anschluss wurde die Giite der aus dem Myokardgewebe isolierten RNA durch eine Agaroseelek-
trophorese iiberpriift. Es wurde aus Agarose und TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer ein 1%iges Gel
hergestellt und mit 0,1% Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der
mit RNA-Molekiilen interkaliert und diese bei UV-Licht der Wellenlinge 254nm sichtbar macht.
Fiir die Elektrophorese wurde eine RNA-Gesamtmenge von 200ng mit Ladepuffer versetzt, auf das
Gel aufgetragen und durch das Anlegen einer Spannung von 90V fiir 50min aufgetrennt. Dabei ent-
steht fiir die RNA charakterisch eine 18s und eine 21s Bande. Fiir die Beurteilung der Molekiilgrof3e
wurde auf jedem Gel ein RNA-Groflenmarker mitgefiihrt. Der Nachweis der deutlichen 18s- und
21s-Banden erlaubt Riickschliisse auf die Reinheit der RNA und erlaubt eine weitere Verwendung

der Probe fiir die weiteren Analysen.

2.4.3 Reverse Transkription (RT-PCR)

Die gemiB Kapitel [2.4.]isolierte und auf 100ng/pl eingestellte RNA wurde direkt fiir die Reverse
Transkription verwendet. Fiir den Reaktionsansatz wurde eine RNA-Menge von 500ng verwendet
und auf ein Gesamtvolumen von 25l mit einem vorher angesetzten Reagenzgemisch (master mix)
aufgefiillt. Dieser enthielt unter anderem eine DNA-Polymerase (MuLV Reverse Transkriptase)
und die Triphosphate (dGTP, dATP, dTTP, dCTP). Im Rahmen der RT-PCR konnte die RNA in
cDNA umgeschrieben werden. Die genaue Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes kann aus
der Tabelle 2.4] entnommen werden. Im Anschluss an die RT-PCR wurde der Probenansatz mit
DEPC-H;0 auf ein Volumen von 50ul aufgefiillt. Ausgehend vom urspriinglichen Volumen (5ul)
handelte es sich also um eine 10fache Verdiinnung, sodass eine cDNA-Konzentration resultierte,

die von 10ng/ul RNA abgeleitet war.
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Komponente 1x Ansatz [25ul] Stoffmenge
DEPC-H,0 10ul -

10x PCR Puffer 2,51l Ix
MgCI2 (25 mM) 4ul 4 mM
dNTP Mix (10 mM) 0,5ul 0,2 mM
RNase Inhibitor (20 U/ul) Tl 20U
MuLV RT (50 U/ul) Tl 500
Random Hexamers (50 uM) Tyl 2 uM
Gesamt-RNA Probe Sul 500 ng

Tabelle 2.4 Reaktionsansatz der Reversen Transkription

2.4.4 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR)

Um die Expression relevanter Gene beurteilen zu konnen wurde das Verfahren der quantitativen
Real Time-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde ein industriell gefertigtes Reagenz (Power SYBR®
Green PCR Master Mix der Firma Applied Biosystems) unter Beachtung des vorgegebenen Pro-
tokolls verwendet. Die zuvor durch die RT-PCR hergestellte cDNA (Aliquots zu 50ul) hatte eine
RNA-Ausgangskonzentration von 10ng/ul. Davon wurden 2ul Probenlosung zusammen mit den
restlichen Komponenten (sieche Tabelle in eine 96-Lochplatte pipettiert und vor dem PCR-
Ansatz noch einmal bei 4°C auf einer Plattenzentrifuge gut durchmischt.

Um die Amplifikatbildung im Rahmen der qRT-PCR zu kontrollieren, wurden vereinzelte Pro-
ben im Anschluss einer Agarosegelelektrophorese gemifl Kapitel [2.4.2 unterzogen. So konnte die
GroBe der synthetisierten DNA-Fragmente ermittelt und mit der theoretischen Grofle der durch
die Primer erfassten mRNA-Abschnitte verglichen werden. Das Primerdesign fiir die relevanten
mRNA-Abschnitte erfolgte unter Zuhilfenahme der Datenbank des National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI). Fiir deren Generierung wurde das Programm Primer3

(http://primer3.sourceforge.net/releases.php) unter Beriicksichtigung folgender Kriterien verwen-
det: 1. Die Schmelztemperatur der Primer lag bei ca. 60°C; 2. Ein 2-3 Exon iibergreifender mRNA-
Abschnitt wurde abgedeckt; 3. Der GC-Gehalt der Primer sollte >50% sein; 4. Die Primerlinge
sollte mindestens 20 Nukleotide betragen; 5. Die Amplifikatlinge sollte zwischen 100-200 Basen

umfassen. Die verwendeten Primer konnen der Tabelle entnommen werden.
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Die letztendliche Quantifizierung der Gene erfolgte nach der A CT-Methode (cycle threshold, CT).
Hierbei handelt es sich um eine relative Quantifizierungsmethode, bei der der mRNA-Gehalt des
Zielgens in Relation zu einem Referenzgen (,,Housekeeper) bestimmt wird. Bei den vorliegenden
Untersuchungen wurde -2 Mikroglobulin als Referenzgen verwendet, welches durch die Behand-
lung nicht verdandert wurde. In der Theorie verdoppelt sich bei optimaler Effektivitit der PCR in
jedem Zyklus die Zahl der Transkripte. Am Ende eines jeden Zyklus liegt die DNA in Doppel-
strdngen vor und kann mit dem im Reaktionsansatz vorhandenen Floureszenzfarbstoff interagieren.
Die Intensitit der Floureszenz wird nach jedem Zyklus gemessen und korreliert mit der Menge der
vorhandenen Transkripte. Anfangs liegt sie unterhalb der Messschwelle des Gerites. Mit jedem
Zyklus verdoppelt sich die Intensitédt und steigt somit exponentiell an, sodass diese Messschwelle
tiberschritten wird (Ct-Wert). Mit zunehmender Dauer der PCR nimmt dieser Anstieg aufgrund von
Substratmangel wieder ab. Der gemessene Ct-Wert ist umso kleiner, je groler die Ausgangsmen-
ge der untersuchten Genabschnitte ist. Durch Subtraktion der Ct-Werte von Ziel- u. Referenzgen
werden beide ins Verhiltnis zueinander gesetzt. Der Messwert einer einzelnen Probe errechnet sich
unter Berticksichtigung der exponentiellen Zunahme nach folgender Formel: z = %% Die berech-
neten Einzelwerte innerhalb der Versuchsgruppen wurden gemittelt und mit den Mittelwerten der

anderen Versuchsgruppen verglichen.

Komponente 1x Ansatz [20udl]  Stoffmenge
2x Power SYBR® Green PCR Master Mix* 10ul Ix
ddH,0 4 -
Primer sense (10 uM) 2ul 50 nM
Primer antisense (10 uM) 2ul 50 nM
cDNA-Probe 2ul entspr. 10ng/pl

Tabelle 2.5 Reaktionsansatz der qRT-PCR
*SYBR® Green I Dye, AmpliTag Gold® DNA Polymerase, dNTPs, passive reference, optimized buffer
components
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Gen Beschreibung Primer Sequenzen (5°—3’) Annealing [°C]
Coll sense GAGCGGAGAGTACTGGATCG 55
antisense GTTCGGGCTGATGTACCAGT 55
Col3 sense GCACAGCAGTCCAACGTAG 55
antisense TCTCCAAATGGGATCTCTGG 55
VEGF sense CAGGCTGCTGTAACGATGAA 55
antisense GCATTCACATCTGCTGTGCT 55
(£-2 Mikro- sense GAAATCCAAATGCTGAAGAACG 55
globulin  antisense CAAATGAATCTTCAGAGCATCATG 55

Tabelle 2.6 Primer Sequenzen fiir die qRT-PCR

Alle Primer wurden durch die Firma TIB MOLBIOL in einer Gesamtmenge von 0,01 umol (HPSF
purification) synthetisiert. Zur Erstellung einer Stammlésung (100pmol/ul) wurden die Oligonukleotide
zundchst in 50ul in Aquadest gelost. Zur weiteren Verwendung wurden kleinere Aliquots durch eine
weitere Verdiinnung mit Aquadest um den Faktor 20 hergestellt. Die Endkonzentration betrug Spmol/ul,
die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.5 Statistik

Die im Ergebnisteil aufgefiihrten Versuchsergebnisse werden stets als Mittelwert mit zugehorigem
Standardfehler (MW +SEM) angegeben. Fiir die graphische Darstellung wurden iiberwiegend Bal-
ken - teilweise auch Punktdiagramme verwendet. Zur Erfassung der Daten diente das Tabellenkal-
kulationsprogramm Excel ' (Microsoft). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den
Programmen SPSS™ Statistics 21 (IBM) bzw. GraphPad Prism 5.0

Im Fokus der Arbeit stand die Uberpriifung einer moglichen Interaktion zwischen den Merkma-
len Geschlecht, Behandlung (DOCA+Salz) und pharmakologischer Intervention (mit Rapamycin).
Dazu wurden 3F-Anova bzw. 2F-Anova Analysen der Wertegesamtheiten aus den jeweiligen Ver-
suchsgruppen durchgefiihrt. Als signifikant galten Interaktionen unter Angabe einer entsprechend
hohen EffektgroRe als partielles Eta-Quadrat (1,%) ab einem p-Wert von p<0,05. Die Voraussetzung
zur Anwendung von Varianzanalysen ist eine Normalverteilung der Messwerte. Aus diesem Grund
wurde vor dem Vergleich multipler Gruppen die Wertegesamtheit innerhalb der jeweiligen Gruppe
auf Normalverteilung hin tiberpriift. Dies gelang mit Hilfe des D’Agostino and Pearson omnibus
normality tests. Sofern diese Voraussetzung gegeben war, wurde anschlieBend ein Vergleich der

Versuchsgruppen durch eine univariate Varianzanalyse (1-way Anova) mit anschlieBendem Posttest
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(Bonferroni multiple comparisons test) durchgefiihrt. Erhaltene p-Werte von p<0,05 wurden als
Nachweis fiir signifikante Unterschiede angenommen. Zur Angabe unterschiedlicher Signifikanz-
stufen fand in den graphischen Darstellungen dieser Arbeit das ,,**“-Symbol Verwendung, wobei
gilt: * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001)
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3 Ergebnisse

Um die Interpretation der Ergebnisse im folgenden Kapitel zu erleichtern, sollen zunichst die ver-
wendeten Abkiirzungen sowie die graphische Darstellungsweise der Ergebnisse einleitend erldutert
werden. GemiB Abschnitt [2.1.1] ergaben sich aus dem Versuchsdesign pro Geschlecht folgende 4
Versuchsgruppen: Uni-Nx, Vehikel; DOCA-Salz, Vehikel; Uni-Nx, Rapa und DOCA-Salz, Rapa.
Diese Gruppenreihenfolge soll auch in der Priasentation der Ergebnisse beibehalten werden. Durch
die zusitzliche Unterteilung in die Geschlechter ergaben sich also 8 Versuchsgruppen. Zur graphi-
schen Darstellung wurde in den meisten Fillen die Form eines Balkendiagramms gewihlt. Die zwei
Balkengruppierungen auf der x-Achse repréisentieren linksseitig die mannlichen und rechtsseitig die
weiblichen Versuchstiere. Zur besseren Anschaulichkeit sind die Balken der DOCA-Salz Gruppen
grau hervorgehoben, wihrend solche der Uni-Nx Tiere weil} bleiben. Die Balken der Vehikel-Tiere

weisen zusitzlich zur farblichen Kodierung eine quergestreifte Fiillung auf.

3.1 Pathophysiologische Effekte von

Mineralokortikoidexzess und Salzbelastung

3.1.1 Elektrolyt - und Wasserhomdoostase

Der Mineralokortikoidexzess fiihrt zu einer Dysregulation der Elektrolyt - und Wasserhomoo-
stase. Auf renaler Ebene fiihrt ein Hyperaldosteronismus zu einer Natriumretention sowie einer
vermehrten Kaliumexkretion, wodurch die systemische Na*-Konzentration ansteigt und die K*-
Konzentration abfillt. Diese Effekte konnten auch bei unseren Versuchstieren beobachtet werden.
Bei allen DOCA-Tieren erhohte sich die Serum-Natriumkonzentration im Durchschnitt um etwa
6-8 mmol/l auf Werte von ca. 153mmol/l, wahrend die Kaliumwerte im Mittel einen Abfall um
2,5mmol/l auf Werte von ca. 3,5mmol/l zu verzeichnen hatten (sieche Abb. [3.1)). Die Elektrolytver-

schiebungen waren unabhingig vom Geschlecht und der Rapamycinintervention.
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Abb. 3.1 Natrium - und Kaliumkonzentration im Serum

Eine DOCA-Salz vermittelte Verdinderung der Natrium - bzw. Kaliumkonzentrationen im Serum konnte
in allen Versuchsgruppen beobachtet werden. Der Natriumwert stieg dabei im Mittel um 7,5mmol/l im
Vergleich zu den Kontrollgruppen an (A). Fiir die Kaliumwerte konnte ein Abfall um durchschnittlich
2,4mmol/l beobachtet werden (B). Die Ausgangswerte der Kontrollgruppen unterschieden sich nicht
voneinander. MW + SEM; *, p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Die Urinausscheidung steigt unter DOCA-Salz Behandlung an. Dieser Effekt konnte konnte bei den
weiblichen Tieren deutlicher nachgewiesen werden, wohingegen die méinnlichen Tieren nur eine
leichte Tendenz zu einer erhdhten Diurese zeigten (Abb.[3.2)). Die hochste Zunahme der Urinmenge
unter DOCA-Salz-Behandlung im 24h-Sammelurin wurde bei den Vehikel-Weibchen verzeichnet.
Unter DOCA-Salz stieg gleichzeitig die fraktionelle Natriumexkretion an. Eine statistische Signi-
fikanz konnte nur bei den Weibchen nachgewiesen werden.

An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass die Gewinnung des 24h-Sammelurins durch die
angewandte Methode erheblichen Storfaktoren unterlag. Die Tiere wirkten durch die neue Um-
gebung der metabolischen Kifige und der damit einhergehenden Einzelhaltung sehr gestresst, was
durch eine gestorte Nahrungs-u. Trinkwasseraufnahme gekennzeichnet war. Es ist davon auszu-
gehen, dass sie unter ihren gewohnten Bedingungen eine andere Ausscheidung gezeigt hitten. In
der subjektiven Wahrnehmung wihrend der tdglichen Pflege der Tiere erschienen die Kéfige der
DOCA-Tiere deutlich feuchter, was auch ein gehiduftes Wechseln des Streuguts mit sich fiihrte.
In der Trinkwasseraufnahme zeigten die DOCA behandelten Tiere mit 20-25ml/Tag ein teilweise
doppelt so starkes Trinkverhalten wie die Tiere der Uni-Nx Gruppe (10-15ml/Tag) (Werte nicht
dargestellt).
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Abb. 3.2 Bestimmung der Diurese und fraktionellen NatriumexKkretion iiber 24h

Eine Steigerung der Diurese unter DOCA-Behandlung konnte hauptsdichlich bei den Weibchen beob-
achtet werden. Bei den Mdnnchen blieb die Ausscheidung nahezu gleich (A). Die fraktionelle Natrium-
extretion stieg unter DOCA-Salz in allen Versuchsgruppen an (B). MW + SEM; *, p<0,05; ** p<0,01;
% p<0,001

Die oben beschriebenen Veridnderungen der Elektrolyt- und Wasserhomoostase im DOCA-Salz
Modell gingen nicht mit einer Volumenretention einher. Dies konnte mit Hilfe der MRI-basierten
Messung der Korperzusammensetzung nachgewiesen werden. Der Quotient aus dem Korperwas-
sergehalt und dem Anteil am fettfreien Muskel- und Stiitzgewebe (beide als prozentualer Anteil

zum Korpergewicht) wies keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf

(Abb33).
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Abb. 3.3 Messung der Korperzusammensetzung
Die Messung der Korperzusammensetzung mittels MRI-Technik ergab keinen Anhalt auf eine Wasser-

retention. Der Quotient aus Korperwasser und Muskelmasse der Tiere ergab fiir alle Versuchsgruppen
vergleichbare Werte. MW £ SEM
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3.1.2 Hamodynamik

In der vorliegenden Arbeit sollten blutdruckunabhingige Effekte einer Rapamycinbehandlung auf
die myokardiale Anpassung im CRS IV untersucht werden. Da eine alleinige Behandlung mit
DOCA jedoch recht schnell eine Blutdruckerhohung mit sich fiihren wiirde, erhielten die DOCA-
Tiere ab dem ersten Tag der Behandlung den Vasodilatator Hydralazin mit dem Trinkwasser. Der
Blutdruck konnte auf diese Weise effektiv normalisiert werden. In der Abb.[3.4lsind die telemetrisch
gemessenen mittleren arteriellen Driicke (MAD) dargestellt. Durch den implantierten Sender war
eine kontinuierliche Messung des Blutdrucks in nicht anésthesierten und sich frei bewegenden

Tieren moglich.

Der erste Zeitraum (Grundlinie) stellt eine 12tdagige Erholungsphase der Telemetrie-Tiere nach der
Senderimplantation dar. Nach anfidnglich leicht erhohten Messwerten stabilisierten sich die MAD
innerhalb weniger Tage auf Werte um 110 mmHG. Die nachfolgende 13tigige Phase zeigt die Blut-
driicke nach erfolgter Nephrektomie und 1%iger Salzdiit (Uni-Nx + Salz), in welcher es zu keiner
signifikanten Blutdruckerhohung kam. Der letzte Abschnitt stellt die eigentliche Behandlungsphase
mit DOCA+Salz und Rapamycin dar. Auch in diesem Zeitraum konnte keine Erh6hung des MAD
im Vergleich zu Grundlinie erkannt werden, wenn auch die Werte im Tagesvergleich grofleren
Schwankungen unterlagen. Im Geschlechtervergleich kam es zu keiner Phase des Experiments zu

erkennbaren Unterschieden.

Grundlinie Uni-Nx + Salz DOCA + Salz + Hydralazin + Rapamycin
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Versuchsdauer [Tage]
Abb. 3.4 Messung des Blutdrucks mittels Telemetriesender

Der MAD von 110mmHg in der Grundlinie wurde in beiden Geschlechtern weder durch Uni-Nx + Salz
noch durch die DOCA-Salz + Rapamycinbehandlung signifikant gedindert. MW & SEM (n=7)
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Die invasive Messung des Blutdrucks mittels Karotiskatheter fand unmittelbar vor der Organent-
nahme und somit am Ende der 6wochigen Versuchsdauer statt. Sie konnte die Beobachtungen aus
der telemetrischen Messung bestitigen. Auch wenn durch die Isofluran-Narkose ein im Schnitt
um 20mmHG niedrigerer Blutdruck als bei den Telemetrietieren gemessen wurde, konnten keine

signifikanten Unterschiede der MAD-Werte zwischen den Versuchsgruppen beobachtet werden.
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Abb. 3.5 Invasive Blutdruckmessung mittels Karotiskatheter

Die Isoflurannarkose senkte die Blutdruckwerte um durchschnittlich 20mmHG. Alle Versuchsgruppen
wiesen einen MAD von 90-95mmHg auf. Zu signifikanten Unterschieden zwischen einzelnen Gruppen
bzw. zwischen den Geschlechtern kam es nicht. MW + SEM

Bei beiden Messverfahren wurde parallel zum Blutdruck auch die Herzfrequenz (HF) aufgezeich-
net. Die Abbildung [3.6stellt die ermittelten Werte aus der telemetrischen Messung dar. Zum Start-
punkt der Messung nach Senderimplantation wiesen die Weibchen leicht erhohte Herzfrequenzen
auf, welche sich jedoch in den ersten Tagen weitgehend auf physiologische Werte (<600bpm) ab-
senkten. Die Minnchen zeigten sofort nach der Senderimplantation normale Frequenzen, welche
sich iiber die gesamte Versuchsdauer auf konstantem Niveau bewegten. Auch die Weibchen lieBen
konstante Herzfrequenzen erkennen. Allerdings lagen ihre Werte stets geringfiigig iiber denen der
Minnchen, blieben jedoch stindig in dem fiir Mausen physiologischen Bereich. Dieser Unterschied
konnte durch die invasive Kathetermessung nicht bestitigt werden (3.7)). Hier wiesen ménnliche und
weibliche Tiere in allen Gruppen annihernd gleiche Herzfrequenzen zwischen 500-550 bmp nach.
Bei den Minnchen zeigten die Tiere der DOCA-Gruppe eine statistisch nicht signifikante Tendenz
zu leicht hoheren Frequenzen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Fiir die Weibchen konnte dieser

Effekt nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.6 Telemetrische Messung der Herzfrequenzen

Die Weibchen wiesen iiber die Versuchsdauer leicht hohere HF auf als die Mcdnnchen, bewegten sich
Jjedoch nach anfinglich leicht erhohten Werten stets im physiologischen Bereich (<600bpm). Die Mdnn-
chen zeigten iiber die gesamte Versuchsdauer stabile Werte. Eine Beeinflussung der Behandlungen auf
die HF konnte bei beiden Geschlechtern nicht beobachtet werden MW + SEM (n=7)
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Abb. 3.7 Invasive Messung der Herzfrequenzen

In allen Versuchsgruppen konnten anndhernd gleiche Werte zwischen 500-550bpm gemessen werden.
Die DOCA-Mdinnchen zeigten Tendenzen zu leicht hoheren Frequenzen als die Kontrollgruppe, eine
Signifikanz konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Bei den Weibchen war dies nicht zu beobachten.

MW £ SEM
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3.2 Serumkonzentrationen von Rapamycin

Die Abbildung[3.8]zeigt die gemessenen Rapamycinspiegel der Versuchstiere zum Ende der Studie.
Alle Gruppen wiesen durchschnittliche Serumkonzentrationen um 4 ng/ml auf und lagen somit
innerhalb unseres angestrebten therapeutischen Bereiches. Mit 3,3 ng/ml wurden die niedrigsten
Konzentrationen in den DOCA-Salz Weibchen gemessen. Statistisch signifikante Unterschiede er-

gaben sich jedoch nicht.
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Abb. 3.8 Rapamycinspiegel im Serum

Mit Rapamycinkonzentrationen zwischen 3,3-4,2ng/ml lagen alle Interventionsgruppen im Wirkbereich
fiir dieses Medikament. Signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den Gruppen wurden nicht
nachgewiesen. MW + SEM

3.3 Kardiale Morphologie und Herzfunktion unter
DOCA-Salz und Rapamycin

3.3.1 Herzgewichte als Parameter der MH

Eine Moglichkeit zur Quantifizierung der MH ist die Korrelation des Herzgewichts (HG) zur Tibia-
linge (TL) (Abb.[3.9/A). Wihrend die Minnchen unter DOCA-Salz eine Erhohung des HG um 27%
gegeniiber ihrer Uni-Nx Kontrollgruppe entwickelten, so fiel die Zunahme bei den Weibchen mit
15% geringer aus. Im direkten Vergleich lagen die Herzgewichte der DOCA-Weibchen mit einem
HG/TL-Quotienten von 7,2 deutlich unter denen ihrer méannlichen Vergleichsgruppe mit einem
Quotienten von 8,9. Unter der Rapamycin-Intervention kehrten sich die Verhiltnisse um. Wéhrend
die Mannchen unter DOCA-Salz eine nicht signifikante Erhohung des HG von vergleichsweise

niedrigen 9% aufwiesen, so entwickelten die weiblichen Versuchstiere einen deutlichen Anstieg
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des HG unter DOCA-Salz von 37%. Im direkten Vergleich der DOCA-Salz-Gruppen fillt auf, dass
die HG der Minnchen unter Rapamycin signifikant abnahmen. Bei den Weibchen konnte diese
Abnahme nicht beobachtet werden. Lagen die HG der Weibchen unter Vehikel-Intervention noch
unter denen der korrespondierenden Minnchen, so bewegten sie sich unter Rapamycin auf dem

gleichen Niveau.

In der Abb.[3.9|B sind reprisentativ Fotos von Herzen aus den DOCA-Salz Gruppen dargestellt. Der
makroskopische Eindruck der blutleeren Herzen bestitigte die gemessenen Herzgewichte. Wihrend
die Herzen der Minnchen unter Rapamycin-Intervention insgesamt kleinere Ausmalle aufwiesen
als jene der Vehikel-Tiere, so konnten bei den Weibchen keine relevanten Grofenunterschiede

festgestellt werden.
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Abb. 3.9 HG in Relation zur Tibialinge und Makroskopie

In der Korrelation des HG zur TL (A) konnte bei den Mdnnchen unter Rapamycin eine Abnahme
des HG unter DOCA-Salz-Behandlung beobachtet werden. Die Weibchen zeigten in der Rapamycin-
Gruppe eine hohere Gewichtszunahme der Herzen unter DOCA-Salz Einfluss als in der Vehikelgrup-
pe. Die Fotos zeigen reprdsentativ die makroskopischen Unterschiede unter den DOCA-Salz Grup-
pen (B). Statistik: 3F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung-Intervention: 77,,2 =0, 188;
p<0,001; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung in den Vehikelgruppen: 77,,2 =
0,176;p = 0,012; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung in der Rapamycingrup-
pe: np2 = 0,209;p = 0,002; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-Intervention unter den
Mdinnchen: npz = 0,304, p<0,001; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-Intervention unter den
Weibchen: 171,2 = 0,130;p = 0,020; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention unter
DOCA+Salz-Behandlung: np2 = 0,301, p<0,001; MW + SEM; *, p<0,05; *** p<0,001

Eine weitere Moglichkeit zur Beurteilung der kardialen Hypertrophie ist die Korrelation des HG
zum Korpergewicht (siehe Abb. [3.10). Auch in dieser Betrachtung wurde der Geschlechterunter-
schied der kardialen Adaptation unter DOCA+Salz erkennbar. In den Vehikel-Gruppen stieg das
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HG unter DOCA+Salz bei den Miénnchen um rund 15% an, wohingegen fiir die Weibchen keine An-
derung des HG beobachtet wurde. Unter Rapamycin jedoch kehrten sich die Verhiltnisse um. Hier
waren es die mannlichen Versuchstiere, bei denen kein Unterschied des HG zwischen DOCA-Salz-
sowie Uni-Nx-Kontrollgruppe verzeichnet wurde. Das HG der DOCA-Salz-Gruppe wurde durch
die Rapamycin-Intervention signifikant gegeniiber jenes der Placebo-Vergleichsgruppe gesenkt.
Dem gegeniiber standen die weiblichen Versuchstiere, bei denen der Einfluss des Rapamycins einen
Anstieg des HG unter DOCA+Salz von 16% mit sich fiihrte, wodurch die DOCA-Salz-Weibchen

der Rapamycingruppe die hochsten Herzgewichte unter allen Versuchsgruppen entwickelten.
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Abb. 3.10 HG in Relation zum Korpergewicht

Unter den Vehikeltieren zeigten die Mdnnchen eine Erhéhung des HG von 15% unter DOCA+Salz,
wohingegen bei den Weibchen das HG konstant blieb. Unter Rapamycin jedoch waren es die Mdnnchen,
die ein konstantes HG prdsentierten, wohingegen die Rapa-Weibchen unter DOCA+Salz die héchsten
HG aller Versuchstiere entwickelten. Statistik: 3F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung-
Intervention: 77,,2 = 0,166, p<0,001; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung in der
Vehikelgruppe: 77,,2 = 0,198;p = 0,009, 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung in der
Rapamycingruppe: np2 = 0,162;p = 0,011; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-Intervention
unter den Mdnnchen: np2 = 0,250;p = 0,001, 2F-ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-
Intervention unter den Weibchen: 17,,2 =0,118;p = 0,047;2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-
Intervention unter DOCA+Salz-Behandlung: npz = 0,312; p<0,001; MW + SEM; * p<0,05;*%,
p<0,01 *** p<0,001

3.3.2 Charakterisierung der Herzdimensionen

Zur Erfassung der Herzdimensionen wurden die Wandstirken der Hinterwand (LVPW, left vent-
ricular posterior wall) (Abb. 3.11] A) sowie des interventrikuldren Septums (IVS) (Abb. [3.11| B)
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echokardiographisch vermessen. Die DOCA-Salz-Behandlung fiihrte in allen Versuchsgruppen in
unterschiedlichem Ausmal} zu einer Verdickung der Herzwiénde. Fiir die Minnchen konnte keine
entscheidende Beeinflussung der Rapamycinbehandlung auf die Ausmaf3e der Herzwinde beobach-
tet werden. Sowohl LVPW als auch IVS wiesen in der Rapamycin- sowie Vehikelgruppe annihernd
gleiche Wandstirken auf. Die geringere Zunahme der Hinterwanddicke bei den Vehikeltieren ist auf

die hoheren Ausgangswerte in der Uni-Nx-Kontrollgruppe zuriickzufiihren.

Bei den weiblichen Versuchstieren jedoch konnte ein Unterschied zwischen Vehikel- und Ramamycin-
Intervention beobachtet werden. Wihrend die Wandstarken der Vehikel-Tiere sowohl fiir die LVPW
als auch das IVS vergleichbare Werte zu den Ménnchen erkennen lieen, so war die Wandverdi-
ckung unter DOCA-Salz-Behandlung bei den Rapamycintieren weit weniger stark ausgeprigt. Un-
ter Rapamycin wurden fiir die mit DOCA-Salz behandelten Weibchen signifikant niedrigere Werte
als unter Vehikel-Intervention gemessen. Im Geschlechtervergleich zeigten die DOCA-Weibchen

der Rapamycingruppe diinnere Winde als ihre korrespondieren Ménnchen.
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Abb. 3.11 Echokardiographische Bestimmung der Wandstéirken (Diastole)

Wandstiirken der Hinterwand (A) und des interventrikuldren Septums (B). Die weiblichen Tiere zeigten
unter Rapamycin signifikant diinnere Herzwdnde in der DOCA-Salz Gruppe. Fiir die Mdnnchen war
kein Einfluss der Rapamycin-Intervention zu verzeichnen. Statistik fiir LVPW: 3F-ANOVA fiir die Inter-
aktion Geschlecht-Behandlung-Intervention: np2 = 0,078;p = 0,031; 2F-ANOVA fiir die Interaktion
Behandlung-Intervention unter den Weibchen: 77p2 = 0,127;p = 0,028; 2F-ANOVA fiir die Interaktion
Geschlecht-Behandlung unter Rapamycin: 771,2 = 0,159;p = 0,019; 2F-ANOVA fiir die Interaktion
Geschlecht-Behandlung unter Rapamycin: npz = 0,162;p = 0,018; 2F-ANOVA fiir die Interaktion
Geschlecht-Intervention unter DOCA-Salz-Behandlung: npz = 0,187;p = 0,015, Statistik fiir IVS:
2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung unter Rapamycin: 77,,2 =0,127;p = 0,028; 2F-
ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention unter DOCA-Salz-Behandlung: 77,,2 =0,144;p =
0,027; MW + SEM; * p<0,05; ** p<0,01 *** p<0,001
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Die Vermessung des inneren linksventrikuldren Kammerdurchmessers (LVID, left ventricular inner
diameter) ergab fiir die Méannchen keinerlei Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Unab-
hingig von der Behandlung wurden fiir alle ménnlichen Tiere Kammerdurchmesser um 4,2mm ge-
messen. Die Weibchen hingegen entwickelten unter DOCA-Salz und Rapamycin einen signifikant

groferen LVID als ihre Uni-Nx Kontrollgruppe (siehe Abb. [3.12)).

)
5 -
: B -
Q
S 3
(2]
S
) 2 4
o
> 14
-
0 - T .
DOCA +
Salz + Hydralazin '|+|'|+ '|+|'|+
Rapamycin - ‘ + - ‘ +
mannlich weiblich

Abb. 3.12 Echokardiographische Vermessung des LV-Kammerdurchmessers (Diastole)

Die Weibchen entwickelten unter Einfluss von Rapamycin eine statistisch signifikante Grofienzunah-
me des LVID unter DOCA-Salz. Die Mdnnchen prdsentierten in allen Gruppen vergleichbare Werte.
Statistik: 3F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung-Intervention: np2 = 0,067, p<0,03;
2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Behandlung unter Rapamyin: npz = 0,127; p<0,014; 2F-
ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-Intervention unter den Mdnnchen: 77p2 = 0,150; p<0,018;
2F-ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-Intervention unter den Weibchen: 77,,2 = 0,109, p<0,052;

MW £ SEM; **% p<0,001
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3.3.3 Bestimmung der Herzauswurfleistung

Die Messungen aus der Echokardiographie ergaben ein einheitliches Bild. In fast allen Versuchs-
gruppen fiihrte die DOCA-Salz Behandlung zu einer konstanten Steigerung der Ejektionsfraktion
(EF) um 10% im Vergleich zu den Uni-Nx Kontrolltieren. Nur in der weiblichen Rapamycingruppe

fiel die Zunahme der EF mit 5% geringer aus und war zudem statistisch nicht signifikant.
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Abb. 3.13 Echokardiographische Bestimmung der EF

Unter DOCA-Salz Einfluss nahm die EF in fast allen Versuchsgruppen signifikant um 10% zu. Die
einzige Ausnahme bildeten die mit Rapamycin behandelten Weibchen, bei denen der Zuwachs geringer
und zudem nicht signifikant ausfiel. MW £ SEM; **, p<0,01; *** p<0,001
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Tabelle 3.1 Physiologische Parameter der Versuchstiere
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3. ERGEBNISSE

3.3.4 Die MH auf zelluldrer Ebene -

Kardiomyozytenquerschnittsflachen

Zur morphologischen Beurteilung der Herzhypertrophie auf zelluldrer Ebene wurden PAS-geféarbte
Gewebsschnitte im Hellfeld mikroskopiert und die Querschnittsflichen einzelner Kardiomyozyten
(myocyte cross sectional area, MCA) vermessen. Die Abbildung[3.14| A zeigt représentative Schnit-
te aus den DOCA-Salz-Gruppen der Rapamycin - bzw. Vehikelintervention sowie aus der Uni-Nx +
Salz, Vehikel - Kontrolle. Unter DOCA-Salz konnte in beiden Geschlechtern eine GrofSienzunahme
der MCA verglichen mit der Uni-Nx Kontrolle gemessen werden. Im direkten Vergleich der DOCA-
Salz Gruppen wurde kein GroBenunterschied der Kardiomyozyten zwischen den Rapamycin- u.
Vehikelgruppen erkannt. Dies fiihrt zu der Annahme, dass die Rapamycin-Intervention keinen

Einfluss auf die Querschnittsflichen der Kardiomyozyten ausiibt.

In der Abbildung [3.14] B ist analog dazu die quantitative Auswertung der MCA-Vermessung dar-
gestellt. In beiden Geschlechtern konnten in den Uni-Nx Kontrollen konstante Werte um 350 pm?
gemessen werden. Die DOCA-Salz Behandlung fiihrte unabhidngig vom Geschlecht oder der Inter-
vention zu einer Zunahme der MCA um durchschnittlich 25-30%, sodass im Mittel in allen DOCA-
Salz Gruppen die Querschnittsflichen bei 450um? lagen. Ein Einfluss der Rapamycin-Intervention
auf die MCA war demnach nicht erkennbar.

A Uni-Nx + Salz DOCA + Salz + Hydralazin
Vehikel Vehikel Rapamycin

mannlich

weiblich

54



3. ERGEBNISSE

B 600 - %ok %ok 3%k 3%k
so0d | I I I
5 400 - | -
6 300 4 g g
S 200 A % %
100 A % %

0 T T
DOCA +
Salz + Hydralazin

-|+|-|+ -|+|-|+

Rapamycin - | + - | +

mannlich weiblich

Abb. 3.14 Querschnittsfliichen der Kardiomyozyten

Die DOCA-Salz Behandlung fiihrte in allen Versuchsgruppen zu einer Zunahme der MCA um 25-30%
im Vergleich zu den Uni-Nx Kontrollen. Die Rapamycin-Intervention hatte keinen Einfluss auf die MCA.
MW + SEM;*** p<0,001

3.4 Die kardiale Fibrose

3.4.1 Quantifizierung der Fibrose

Zur Quantifizierung der Fibrose wurden extrazelluldre Kollagenstrukturen mittels Sirius-Red-
Methode angeférbt und zur Quantifizierung deren Anteil an der Gesamtfliche ermittelt. In der
Abbildung [3.T5] A sind représentativ Bildausschnitte aus den Geweben DOCA-Salz behandelter
Tiere sowie der Uni-Nx, Vehikel - Kontrollen dargestellt. Als Ausgangswert fiir die vergleichende
Betrachtung zeigten die Kontrolltiere wenig extrazellulares Bindegewebe. Unter DOCA-Salz wurde
bei den Vehikel-Minnchen eine Zunahme an rotgefirbten Kollagenstrukturen erkennbar, wohinge-
gen fiir die Weibchen keine Verdnderung zu den Uni-Nx-Kontrollen wahrgenommen wurde. Unter
Rapamycin kehrten sich die Verhitnisse um. Die gefiarbten Herzschnitte der Méannchen zeigten
eine Reduzierung der Fibrose unter der Rapamycin, wihrend in solchen der Weibchen ein hoherer

extrazelluldrer Kollagengehalt als noch unter Vehikelapplikation beobachtet werden konnte.

Abbildung[3.15|B zeigt die quantitative Auswertung der lichtmikroskopischen Untersuchung. Unter
Vehikel-Applikation kam es bei den Minnchen unter dem DOCA-Salz Stimulus zu einer Zunahme
des kollagenen Bindegewebes von 3,4% auf 5,2% an der Gesamtfliche verglichen mit den Uni-
Nx-Kontollen. Unter Rapamycin fiihrte der DOCA-Salz Stimulus in den ménnlichen Versuchstie-

ren hingegen zu keiner Zunahme der Fibrose. Die Vehikel-Weibchen présentierten die niedrigsten
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Kollagenanteile aller Versuchsgruppen. Im Vergleich der weiblichen Uni-Nx Gruppen konnte un-
ter Rapamycin eine deutliche Zunahme der Fibrose verzeichnet werden. Selbst ohne DOCA-Salz
Stimulus fiihrte die Rapamycin-Intervention zu einer signifikanten Zunahme des extrazelluldren
Kollagens um 1,4% gegeniiber den Vehikel-Kontrollen.

A Uni-Nx + Salz DOCA + Salz + Hydralazin
Vehikel o ehikel _ Rapamycin

mannlich

weiblich
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Abb. 3.15 Kollagenfiarbung nach Sirius Red
Das lichtmikroskopische Bild (A) und die quantitative Auswertung der Sirius-Red-Férbung (B) erga-
ben fiir die Mdnnchen eine Rapamycin-vermittelte Reduzierung der Fibrose unter DOCA-Salz. Die

Weibchen hingegen reagierten auf die Rapamycin-Intervention mit einer Zunahme des extrazelluldiren
Kollagenanteils. MW + SEM; *, p<0,05
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3.4.2 Bestandteile der Extrazellularen Matrix

Das kardiale Remodeling ist durch eine Fibrose des Herzmuskelgewebes und somit durch die
verstiarkte Bildung von extrazelluldrem Bindegewebe gekennzeichnet. Neben der Quantifizierung
des Gesamtkollagens im interstitiellen Raum mittels Sirius-Red-Farbung wurde auch die quali-
tative Zusammensetzung der ECM durch relative Messung der Genexpression fiir Kollagen I u.
III untersucht (siche Abb. [3.16). Fiir beide Kollagenisoformen konnte bei den Vehikel-Ménnchen
unter DOCA-Salz eine statistisch signifikante Zunahme der Genexpression auf ca. das Doppelte des
Ausgangswertes der Uni-Nx Kontrollen gemessen werden. Durch die Rapamycin-Intervention fiel
der Anstieg unter DOCA-Salz geringer aus. Bei den weiblichen Vehikel-Tieren kam es ebenfalls
zu einem Anstieg der mRNA-Mengen fiir Kollagen I u. III unter DOCA-Salz, fiir welchen jedoch
keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden konnte. Anders als bei den Miannchen fiihrte die
Rapamycin-Intervention bei den Weibchen selbst ohne den DOCA-Salz Einfluss zu einer signifi-
kanten Zunahme der Genexpression beider Kollagenisoformen. Im direkten Geschlechtervergleich
konnten bei den Rapamycin-Weibchen unter DOCA-Salz fiir beide Kollagenisoformen signifikant

hohere Mengen an mRNA als in den ménnlichen Vergleichsgruppen gemessen werden.
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Abb. 3.16 Genexpression der Kollagen-Isoformen I u. ITI

Die Mdnnchen entwickelten unter DOCA-Salz eine Zunahme der Genexpression beider Kollage-
nisoformen, welche durch Rapamycin abgeschwdécht wurde. Bei den Weibchen hingegen fiihrte die
Rapamycin-Intervention zu einem Anstieg der mRNA-Transkripte beider Kollagenisoformen. Statistik
fiir Kollagen 1: 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention unter DOCA-Salz-Behandlung:
771,2 = 0,292;p = 0,011; 2F-ANOVA fiir die Interaktion Behandlung-Intervention unter den Mdnn-
chen: np2 = 0,345;p = 0,006, Statistik fiir Kollagen IlI: 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-
Intervention unter DOCA-Salz-Behandlung: 77,,2 = 0,205;p = 0.026, 2F-ANOVA fiir die Interaktion
Geschlecht-Intervention unter den Uni-Nx-Kontrollen: npz = 0,156;p = 0.056; MW + SEM; *,
p<0,05; ** p<0,01

57



3. ERGEBNISSE

3.5 GefdBmorphologie und Angiogenese

Zur lichtmikroskopischen Beurteilung der GefiBmorphologie wurden die Endothelien durch im-
munhistologische Firbemethoden gegen PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1)
sichtbar gemacht und im Hellfeld untersucht. Abbildung[3.17] A zeigt représentative Bilder aus den
DOCA-Salz-Gruppen. In der vergleichenden Betrachtung unter dem Lichtmikroskop zeigten beina-
he alle Versuchsgruppen homogene Bilder (Ausschnitte der Uni-Nx-Kontrollen nicht dargestellt).
Die PECAM-1 - Farbung lieferte iiberwiegend starke Signale, wodurch die Endothelien deutlich
abgegrenzt vom umliegenden Gewebe sichtbar wurden. Unterbrechungen im Signal, die auf eine
Storung der Endothelintegritét hinweisen wiirden, konnten lediglich bei den DOCA-Salz Weibchen
unter Rapamycin beobachtet werden. Bei diesen Tieren herrschte generell ein schwaches PECAM-1

- Signal, was auf Storungen in der Interaktion der Endothelzellen untereinander hinweist.

Vergleichbare Hinweise lieferte die Quantifizierung der mRNA fiir VEGF (engl. Vascular endo-
thelial growth factor), die einen Hinweis auf die Angiogenese liefert (siche Abb.[3.17B). Wihrend
die librigen Versuchsgruppen allesamt vergleichbare Werte zeigten, konnte bei den Weibchen unter
DOCA+Salz+Rapamycin ein signifikanter Abfall der mRNA-Transkripte fiir VEGF auf etwa die

Halfte des Ausgangsniveaus verzeichnet werden.

A DOCA + Salz

Vehikel Rapamycin Vehikel Rapamycin

X 200

Vergrol3erung

X 400

mannlich weiblich
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Abb. 3.17 Beurteilung der GefiBintegrit:it

Die immunhistologische Firbung gegen PECAM-1 (A) zeigte in nahezu allen Versuchsgruppen intak-
te Gefifiendothelien. Lediglich die Weibchen prdsentierten unter DOCA+Salz und Rapamycin abge-
schwiéichte Signale als Hinweis auf Storungen der Endothelintegritdt. Simultan dazu wurde in dieser
Versuchsgruppe eine Halbierung der Transkripte der VEGF-mRNA gemessen (B) Statistik: 2F-ANOVA
fiir die Interaktion Behandlung-Intervention unter den Weibchen: 77[,2 = 0,164;p = 0,036; MW +
SEM;*, p<0,05

3.6 Die myokardiale Signaltransduktion unter

Mineralokortikiodexzess und Rapamycinbehandlung

3.6.1 Bestimmung der kardialen mTORC1 - Aktivitat

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg erfasst und vereinigt Signale aus Nahrstoffangebot, Wachstums-
faktoren und Stresssituationen und reguliert iiber den mTORC1-Komplex essentielle zelluldre Pro-
zesse wie Protein- u. Lipidsynthese, Zellwachstum und Autophagie. Die Aktivierung der mTOR-
Signalkaskade wird mit der physiologischen und somit adaptiven MH in Verbindung gebracht.
Anhand des Phosphorylierungsstatus der Enzyme p70S6K und AKT kann die Aktivitit der beiden
mTOR-Komplexe (mMTORC1/mTORC?2) differenziert werden.

Ein wesentliches Zielmolekiil des mTORC1-Komplexes ist die p70S6K (siehe Schema Abb.[3.18).
Gemessen an der Phosphorylierung der p70S6K an der AS Thr308 zeigten die Weibchen unter
Placebo eine Tendenz zu einer leicht hoheren intrinsischen mTORCI1-Aktivitit als die Mann-
chen. Unter Rapamcin wurde bei beiden Geschlechtern eine deutliche Reduzierung der p70S6K-
Phosphorylierung beobachtet. Die Rapamycin-Intervention reduzierte die mTORCI1-Aktivitat bei

beiden Geschlechtern in gleichem Maf3e.
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Abb. 3.18 mTORC1-Aktivitit im Myokard

Unter Vehikel-Applikation zeigte sich bei den Weibchen eine leicht hohere mTORCI-Aktivierung als
bei den Mcdnnchen. Durch die Rapamycin-Intervention wurde der mTORCI-Komplex entsprechend des
Versuchsdesigns bei beiden Geschlechtern gleichermaflen effektiv blockiert. MW £+ SEM; ***, p<0,001

3.6.2 Die kardiale mTORC2-Aktivitat

Der mTORC2-Komplex wird hauptsidchlich durch Wachstumsfaktoren iiber die PI3K aktiviert und
iibt Einfluss auf den Zellzyklus sowie die Organisation des Zytoskeletts aus. Uber eine Inhibition
des Transkriptionsfaktors FoxO wirkt mTORC?2 antiapoptotisch und verldangert das Zelliiberleben.
Eine Aktivierung beider mMTORC-Komplexe ist mit der adaptiven MH verkniipft.

Als direktes Zielprotein kann mit Hilfe der Phosporylierungsstelle Serin 437 des Enzyms AKT
auf die mTORC2-Aktivitit geschlossen werden. Bei den Vehikeltieren prasentierten die Weibchen
eine hohere intrinsische mTORC2-Aktivitit als die Miannchen. Unter Rapamycin kehrten sich die
Verhiltnisse jedoch um. Wihrend bei den Minnchen die Rapamycinbehandlung mit einer deut-
lichen mTORC2-Aktivititssteigerung einher ging, wurde der Komplex bei den Weibchen durch

Rapamycin gehemmt.
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Abb. 3.19 mTORC2-Aktivitiat im Myokard

Unter den Vehikeltieren konnte bei den Weibchen eine hohere intrinsische mTORC2-Aktivierung nach-
gewiesen werden als bei den Mdnnchen. Durch den Rapamycineinfluss kam es bei den Mdnnchen zu
einer mTORC2-Aktivierung, wihrend mTORC?2 bei den Weibchen gehemmt wurde. Statistik: 2F-ANOVA
fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention unter DOCA-Behandlung: 17p2 = 0,505; p<0,001; 2F-
ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention unter den Uni-Nx-Kontrolltieren: np2 =0,257;p =
0,004, MW £ SEM; * p<0,05; ** p<0,01

3.6.3 Die kardiale ERK1/2 - Aktivitat

Der ERK1/2-Signalweg spielt eine zentrale Rolle fiir die Regulation zellulidrer Prozesse auf Stress-
reize. Er libt Einfluss auf nukledre Transkription aus und fordert dadurch die Proliferation und
das Zellwachstum. Eine Beteiligung der ERK1/2-Kaskade an der myokardialen Hypertrophie gilt
als bewiesen. Mittels Western-Blot wurde der Phosphorylierungsstatus der ERK1/2-MAPK an
den beiden Phosphorylierungsstellen Thr202 sowie Tyr204 untersucht und durch photometrische
Methoden quantifiziert. Die hochste Phosphorylierung der ERK1/2 konnte bei den mit Rapamycin
behandelten Minnchen gemessen werden (Abb. [3.20). Hier zeigten die Tiere der DOCA-Gruppe
etwa doppelt so hohe Werte wie ihre mit Vehikel behandelte Vergleichsgruppe. Bei den Vehikel-
Weibchen war im Vergleich zu ihren ménnlichen Partnern eine etwas stiarkere Phosphorylierung
zu beobachten. Bei ihnen fiihrte die Rapamycinbehandlung gegensitzlich zu einer signifikanten
Reduzierung des Phosphorylierungsgrades, sodass die Rapa-Weibchen die niedrigsten Werte aller

Versuchsgruppen aufwiesen.
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Abb. 3.20 Western-Blot-Analyse der ERK1/2-Phosphorylierung

Bei den Mdnnchen fiihrte die Rapamycinbehandlung zu einer Zunahme des ERKI/2-
Phosphorylierungsgrades, sodass die Rapa-Mdnnchen die hochsten Werte aller Versuchstiere
aufwiesen. Die Weibchen zeigten initial unter Vehikelbehandlung hohere Werte als ihre mdnnlichen
Partner. Im Gegensatz zu den Mdnnchen fiihrte die Rapamycinbehandlung bei ihnen allerdings zu
einer deutlichen Reduzierung der ERK1/2-Phosphorylierung. Statistik: 2F-ANOVA fiir die Interaktion
Geschlecht-Intervention unter den DOCA-Tieren: 77,,2 = 0.717; p<0.001; 2F-ANOVA fiir die
Interaktion Geschlecht-Intervention unter den Uni-Nx-Kontrollen: np2 = 0,448;p = 0,001; MW £
SEM; ** p<0,01 *** p<0,001

Zusitzlich zum Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 wurde mit Hilfe von immunhistochemischen
Farbemethoden aullerdem die zellulidre Lokalisation untersucht. Diese spielt neben der Phosphory-
lierung eine wichtige Rolle fiir die Funktion von ERK1/2 in der Zelle. Die Abbildung [3.21]zeigt re-
prisentative Bilder aus der jeweiligen Versuchsgruppe. Unter Vehikel-Applikation prisentierten die
Weibchen sowohl unter DOCA+Salz-Behandlung als auch unter Uni-Nx-Kontrollbedingungen eine
rein zytosolische Lokalisation von Phospho-ERK1/2 (E u. G). Im Gegensatz dazu war Phospho-
ERK1/2 bei den Ménnchen unter den selben Voraussetzungen hauptsichlich im Zellkern lokalisiert
(A u. C). Durch die Rapamycin-Intervention dnderte sich das Bild bei beiden Geschlechtern ins
Gegenteil. Bei den Ménnchen verlagerte sich Phospho-ERK1/2 unter Rapamycin sowohl in der
Uni-Nx- (B) als auch in der DOCA-Gruppe (D) vom Zellkern ins Zytosol. Die Weibchen dnderten
ihre Phospho-ERK1/2-Lokalisation unter Rapamycin entsprechend vom Zytosol in den Zellkern (F
u. H)
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Abb. 3.21 Zelluliire Lokalisation von p-ERK1/2 in den Kardiomyozyten

Durch die Rapamycin-Intervention verlagerte sich bei den Mdnnchen die urspriinglich im Zellkern
gelegene Lokalisation der Phospho-ERKI1/2 ins Zytosol. Bei den Weibchen, deren p-ERKI1/2 unter
der Vehikelsubstanz iiberwiegend im Zytosol zu beobachten war, waren die Signale unter Rapamycin
hingegen im Zellkern lokalisiert.

3.6.4 Charakterisierung der p38MAPK-Phosphorylierung im Herzen

Der p38MAPK wird vor allem eine protektive Funktion in der LVH zugewiesen, indem sie Prozesse
der MH -u. Fibrose-Induktion antagonisiert und so den Ventrikel vor dysfunktionellen Storungen
beschiitzt. Eine entscheidende Rolle spielt in diesem Zusammenhang der hemmende Einfluss auf
NFAT-vermittelte Signale in der prohypertrophen Genexpression (siche Schema Abb. . Uber
die Messung der Menge des phosphorylierten Enzyms an den Stellen Thr180 und Tyr182 kann
auf den Aktivititszustand der p38MAPK geschlossen werden. Unter den Vehikeltieren wiesen die
Weibchen etwas hohere Phosphorylierungsraten auf als die Mannchen. Unter Rapamycin stieg bei
den Minnchen der Anteil an phosphoryliertem p38 deutlich an, sodass diese Tiere die hochsten
Werte in unserer Versuchsreihe erreichten. Im Gegensatz dazu brachte bei den Weibchen die Rapa-
mycinbehandlung eine Downregulation der p38-Phosphorylierung mit sich. Im direkten Vergleich
der Rapamycintiere konnte bei den Weibchen also eine deutlich geringere p38-Aktivitit als bei den

Minnchen gemessen werden.
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Abb. 3.22 p38MAPK-Aktivitat im Myokard

Die Rapamycinbehandlung fiihrte bei beiden Geschlechtern zu gegensdtzlichen Effekten. Wéhrend sie
bei den Mdnnchen zu einer Steigerung der p38-Aktivitdt fiihrte, nahm die Phosphorylierung des Enzyms
bei den Weibchen deutlich ab. Statistik: 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention unter
DOCA-Behandlung: np2 = 0,425;p = 0,002, 2F-ANOVA fiir die Interaktion Geschlecht-Intervention
unter den Uni-Nx-Kontrolltieren: 77p2 =0,430;p = 0,001, MW £ SEM; *** p<0,001

3.6.5 Gehalt an mTOR-Protein im Myokard

Aus der Darstellung der Ergebnisse in den vorangegangenen Abschnitten wird ersichtlich, dass eine
mTOR-Inhibition mit Rapamycin lediglich in den weiblichen Versuchsgruppen zu einer Inversion
des kardialen Phianotypen mit verstirktem Remodeling fiihrte. Weiterhin wurden Unterschiede
zwischen den Geschlechtern in der Aktivierung der beiden mTOR-Komplexe erkannt. Diese Kon-
stellation war ausschlaggebend dafiir, dass alle weiteren detaillierten Untersuchungen dieser Arbeit

ausschlieBlich an weiblichen Tieren vorgenommen wurden.

In der Bestimmung der Menge an mTOR-Gesamtprotein mittels Western-Blot konnte eine signi-
fikante Verminderung der Signalstirke unter Rapamycin auf ca. die Hilfte des Wertes von Tieren
mit Vehikel-Intervention beobachtet werden (siche Abb. [3.23)).
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Abb. 3.23 Menge an mTOR-Gesamtprotein im Myokardgewebe
Die Rapamycin-Intervention ging fiir die weiblichen Versuchstiere mit einer signifikanten Erniedrigung
der Gesamtmenge fiir das mTOR-Protein einher. MW &+ SEM; *, p<0,05; *** p<0,001
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Funktionell aktiv ist das mTOR-Molekiil in der Zelle allerdings nur durch den Zusammenschluss
mit einer Vielzahl an anderen Proteinen zu den beiden Komplexen mTORCI1 u. mTORC2. Eine
wichtige Rolle zur Steuerung der Funktion der beiden Komplexe spielen dabei die Proteine Raptor
(fiir mMTORC1) und Rictor (fiir mMTORC2). Um eine differenzierte Aussage iiber die funktionelle
Menge an mTORCI1 bzw. mTORC?2 treffen zu konnen, bestimmten wir ebenfalls mittels Western-

Blot den Gehalt dieser beiden Proteine in den Herzlysaten unserer weiblichen Versuchstiere.

Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung sind in der Abbildung [3.24] dargestellt. Im Ver-
gleich zu den Vehikel-Tieren wurde unter Rapamycin eine ungefidhre Halbierung der Proteinmengen
fiir Raptor (A) und Rictor (B) gemessen. Eine statistische Signifikanz konnte lediglich fiir Raptor
nachgewiesen werden. Die DOCA-Salz-Behandlung beeinflusste die Menge an beiden Proteinen

nicht.
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Abb. 3.24 Differenzierung zwischen dem Gehalt an Raptor- und Rictor-Protein

Sowohl fiir Raptor (A) als auch fiir Rictor (B) wurde unter Rapamycin eine Halbierung der Signalstdiirke
im Western-Blot im Vergleich zu den Vehikel-Tieren beobachtet. Eine statistische Signifikanz dieser
Verminderung wurde nur fiir Raptor nachgewiesen. MW + SEM; *, p<0,05
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3.6.6 Einfluss von Rapamycin auf die Ostrogenrezeptor-Synthese

Zuletzt untersuchten wir fiir die weiblichen Versuchstiere die myokardiale Synthese der Ostrogenre-
zeptoren ERo und ER{ mittels Western Blot. Fiir den ERawurde in allen weiblichen Versuchsgrup-
pen eine vergleichbare Proteinmenge gemessen (sieche Abb. @] A). Der Gehalt an ERB-Protein

wurde durch die Intervention mit Rapamycin jedoch signifikant auf etwa die Hélfte reduziert (Abb.

B23B).
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Abb. 3.25 Expression von ERo und ER(

Densitometrische Auswertung des Westernblotsignals fiir die beiden Ostrogenrezeptoren ERo und ERJ3.
Wiihrend fiir das ERa-Protein in allen weiblichen Versuchsgruppen gleich starke Signale gemessen wur-
den (A), kam es fiir den ERS zu einer Halbierung der Signalstirke durch die Rapamycin-Intervention
(B). MW + SEM; *, p<0,05; ** p<0,01
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4 Diskussion

4.1 Auswahl des Tiermodells

Am Anfang einer jeden Versuchsplanung gilt es zunichst das geeignete Versuchsmodell zu finden,
mit dessen Hilfe sich die Fragestellung am besten beantworten ladsst. Aus ethischen Griinden sollte
dabei auch immer nach Alternativen zu Versuchen an lebenden Organismen gesucht werden. In
vitro Untersuchungen an isolierten Organen bzw. Zellen sind fiir die Beantwortung von spezifischen
Fragestellungen durchaus sinnvoll, offenbaren allerdings Schwichen in der Simulation komplexer
pathophysiologischer Zusammenhénge. Um die Komplexitit des renokardialen Syndroms in seiner
Gesamtheit zu erfassen, kam nur die Verwendung eines Tiermodells in Frage. In der tierexperimen-
tellen Forschung hat sich die Hausmaus (,, mus musculus ) iiber viele Jahrzehnte hinweg als geeig-
neter Organismus zur Untersuchung humaner Erkrankungen bewihrt und etabliert. Ihre Vorteile
liegen in einer hohen Reproduktionsrate, geringer Lebenserwartung und friiher Geschlechtsreife,
wodurch sich Behandlungseffekte auch schon nach kurzer Versuchsdauer nachweisen lassen. Zu-
dem @hneln sie auf biochemischer und genetischer Ebene dem Menschen in ausreichendem Mafle,
sodass die gewonnenen Erkenntnisse auch Riickschliisse auf den humanen Organismus zulassen.
Ein weiterer Vorteil eines Mausmodells ist die Moglichkeit der gezielten genetischen Manipulation,
welche heute bereits weit verbreitet eingesetzt wird. Ratten wiren fiir kardiovaskulédre Fragestellun-
gen dem menschlichen Organismus noch dhnlicher. Bislang fehlt jedoch eine etablierte Moglichkeit
fiir gezielte Genverdnderungen. Dem Menschen nidher verwandte Arten wie bspw. Primaten sind
dem humanen Organismus zwar in allen Belangen noch @hnlicher, durch ihre lange Lebenserwar-

tung lieBen sich Krankheitsverldufe jedoch nur iliber eine sehr lange Versuchsdauer beobachten.

Eine arterielle Hypertonie geht in der Regel mit einer LVH einher, die wiederum als eigenstandiger
Risikofaktor fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Zwischenfille gilt. Zur Untersuchung adaptiver
Vorginge unter chronisch erhohten Blutdriicken wurden eine Reihe von Hypertoniemodellen entwi-
ckelt. Diese konnen zusammengefasst werden in Modelle fiir die primére und sekundire arterielle
Hypertonie [86]. Genetische Modelle wie die spontan-hypertensive Ratte (SHR) oder Verinde-
rungen der Umwelteinfliisse wie die Kélte-induzierte Hypertonie repriasentieren dabei die priméire
Hypertonie. Pharmakologische Interventionen oder die Induzierung einer renalen Hypertonie si-
mulieren sekundidre Formen des Bluthochdrucks. Ein gidngiges Modell fiir die renale Hypertonie
ist das sog. ,,Goldblatt“-Modell, bei dem eine Nierenarterie mit einem Metallclip eingeengt und
somit eine Nierenarterienstenose simuliert wird. Als pharmakologische Intervention hat sich unter

Anderem die kontinuierliche AT II-Infusion bewahrt, welche durch die vermittelte Vasokonstriktion
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schnell zu einer arteriellen Hypertonie fiihrt. Zur Untersuchung speziell kardialer Fragestellungen
ist die mechanische Obstruktion des kardialen Ausflusstraktes (TAC-Modell) weit verbreitet. Die-
se Modelle haben gemeinsam, dass die kardiale Adaptation direkt von der durch die Hypertonie
erhohte Druckbelastung des Herzens abhéngig ist. Von hoher klinischer Relevanz ist es allerdings
auch blutdruckunabhingige Mechanismen der LVH zu untersuchen, da im klinischen Alltag bei
Hypertonie-Patienten der Blutdruck pharmakologisch normalisiert wird. Endorganschiden lassen
sich hdufig dennoch nicht vollstindig vermeiden, weil endokrine Stimuli der Grunderkrankung
weiterhin einwirken. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das DOCA-Salz Modell
verwendet, da es auch unter Normalisierung des Blutdrucks mit Hydralazin die pathophysiologi-
schen Zusammenhinge, wie sie etwa im menschlichen Organismus beim ,,renokardialen Syndrom*

auftreten, am besten simuliert.

Doch auch das DOCA-Salz Modell hat seine Grenzen. In der klinischen Situation des ,,renokar-
dialen Syndroms‘ hat die zunehmende Niereninsuffizienz eine chronische Aktivierung des RAAS
zur Folge. Eine Ausschiittung von Renin aus den Zellen des JGA fiihrt zu hohen Plasmareninspie-
geln, wodurch die Signalkaskade des RAAS in Gang gesetzt wird. Es kommt zum Anstieg aller
Zwischenprodukte des RAAS, wodurch sich eine Konstellation aus hohen Konzentrationen von
Renin, AT II und Aldosteron ergibt. Aldosteron ist zwar fiir einen Grof3teil der vermittelten Effekte
verantwortlich, jedoch besitzen auch Renin und AT II {iber eigenstindige Rezeptoren eine Wirkung
auf Gewebe und Organe. Diese konnen durch das DOCA-Salz Modell nicht abgebildet werden. Die
Applikation des Aldosteronanalogons DOCA geht nicht mit einer Aktivierung des RAAS einher,
sondern simuliert lediglich die Symptome eines Hyperaldosteronismus. Uber negative Riickkopp-
lungsmechanismen weisen die Versuchstiere niedrige Renin- u. AT II-Spiegel auf (im Versuch nicht
gemessen). Durch den durchgefiihrten Versuch konnen also keine Riickschliisse auf Renin- u. AT
[I-vermittelte Endorganschiden, wie sie bei Patienten mit ,,renokardialem Syndrom‘ vorliegen,
getroffen werden. Nichtsdestotrotz stellt das DOCA-Salz Modell eine standardmifBig verwendete
Methode zur Induktion einer pathologischen MH dar. Wie von Selye 1943 erstmals beschrieben,
geht die Kombinationsbehandlung aus DOCA und einer Kochsalzdiét mit einer Fibrose multipler
Organe einher [87]]. In der vorliegenden Arbeit galt es, den Einfluss einer Rapamycinbehandlung

auf die kardiale Adaptation unter einem geschlechtsspezifischen Aspekt zu untersuchen.

4.2 Wasser- u. Elektrolythaushalt im DOCA-Salz Modell

DOCA simuliert als Aldosteron-Analogon einen Hyperaldosteronismus. Dieser geht mit einer
erhohten Natriumreabsorption und Kaliumexkretion in der Niere einher. In der Folge steigt der
Gesamtgehalt an Natrium des Korpers. Nur ein kleiner Teil der retenierten Natriummenge entfallt

dabei auf das Interstitium und fiihrt zu erhohten Natrium-Serumspiegeln. Der weitaus groB3ere Teil
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wird in korpereigenen Depots gespeichert, wodurch osmotische Effekte und Elektrolytverschie-
bungen abgepuffert werden konnen [88]]. Die Speicherung von Natrium in Muskeln, Knochen und
Haut ist osmotisch inaktiv bzw. durch den Austausch gegen Kalium osmotisch neutral. Folglich
ist nur ein kleiner Teil des resorbierten Natriums in der Lage einen extrazelluliren Volumenan-
stieg zu vermitteln [31]]. Im vorliegenden Versuch fiihrte die Behandlung mit DOCA-Salz in allen
Versuchsgruppen zu einem gleichméBigen Anstieg des Serumnatriums um 6-8mmol/l (Abb[3.TA),
der unabhiingig vom Geschlecht oder der Rapamycin-Intervention war. Uber die Bestimmung der
Korperzusammensetzung konnte durch Berechnung des Quotienten von Korperwasser und Mus-
kelgewebe auf den Gesamtkorperwasseranteil geschlossen werden. Unsere Auswertung ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen allen Versuchsgruppen (AbbJ3.3). Dadurch kann folglich aus-
geschlossen werden, dass ein Gewebsodem liber die kardiale Einlagerung von Wasser Einfluss auf
die Herzgewichte in den DOCA-Gruppen genommen hat. Die Erhohung der HG in diesen Gruppen
war somit ausschlieBlich durch die Vermehrung von kardialem Gewebe bedingt. Die Ergebnisse
von Titze et al. [31, 88|, dass eine DOCA-Salz-Behandlung nicht mit einer Volumenretention

einhergeht, wurden somit auch in unserem Versuch bestitigt.

Ein weiteres Charakteristikum eines Hyperaldosteronismus ist eine erhohte Kaliumausscheidung
tiber die Nieren und eine daraus resultierende Hypokalidmie. Die Messung des Serum-Kaliumspiegels
ergab bei unseren Versuchstieren einen Abfall der Kaliumkonzentration unter DOCA-Salz um
ca. 2,5mmol/l (Abb. 3.1B), wodurch dieser Effekt durch unser Modell bestitigt werden konnte.
Eine Hypokalidmie als Folge eines Hyperaldosteronismus kann als eigenstindiger Risikofaktor
fiir die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Dysfunktion angesehen werden [89, 90].
Im vorliegenden Versuch wiesen alle DOCA-Salz-Gruppen konstante Kaliumwerte um 3,5mmol/l
auf. Signifikante Unterschieden zwischen den Geschlechtern oder den Rapamycin- u. Vehikelgrup-
pen konnten nicht nachgewiesen werden. Die im Versuch gezeigten Unterschiede der kardialen
Adaptation sind folglich nicht auf unterschiedlich hohe Kaliumspiegel der DOCA-Salz-Gruppen

zuriickzufiihren.

4.3 Hamodynamik

Die kardiale Schidigung, die durch die DOCA-Salz-Behandlung hervorgerufen wird, unterliegt
einem komplexen Netzwerk unterschiedlicher Einflussfaktoren. Neben der durch DOCA-Salz in-
duzierten Hypertonie kommen ebenfalls endokrine Wirkungen des Mineralokortikoidexzesses, der
verdnderte Elektrolytstatus sowie eine erhohte Sympathikusaktivitit als pathologische Stimuli in
Frage. Da im Versuchsdesign ein erhohter Blutdruck als moglicher Einflussfaktor ausgeschaltet
und blutdruckunabhiéngige Faktoren der DOCA-Salz-Behandlung untersucht werden sollten, wurde

den Tieren Hydralazin verabreicht. Hydralazin ist ein direkt vasodilatatorischer Wirkstoff. Uber
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die Relaxation glatter GefiBmuskelzellen wird die Wandspannung herabgesetzt und das Lumen
erweitert. In der Folge nimmt der systemische GefaBwiderstand ab, die Nachlast des Herzen wird
vermindert und der arterielle Blutdruck sinkt. Mit einer telemetrischen Blutdruckmessung konnte
an wachen, sich frei bewegenden Tieren der arterielle Blutdruck kontinuierlich gemessen wer-
den. In der Auswertung (Abb. [3.4) wird ersichtlich, dass der durchschnittliche MAD durch die
Kombinationsbehandlung aus DOCA-Salz und Rapamycin bei gleichzeitiger Verabreichung von
Hydralazin iiber die gesamte Versuchsdauer bei ca. 115mmHG konstant blieb. Im Vergleich zur
Grundlinie, welche die Versuchstiere ohne Behandlung darstellt, ist kein signifikanter Blutdruck-
anstieg erkennbar. Die Applikation von Hydralazin konnte den Blutdruck der Tiere effizient nor-
malisieren. In vorangegangenen Experimenten mit C57BL/6J-Méusen wurde ein minimal erhohter
Blutdruck der minnlichen Tiere gegeniiber den Weibchen beobachtet [[84]. Auch im vorliegenden
Versuch zeichnete sich zu Beginn ein minimal hoherer MAD (max. SmmHG) der minnlichen
Tiere ab. Wiahrend der Behandlungsphase war diese Differenz nicht mehr erkennbar. Ein Einfluss
des Blutdrucks auf Unterschiede in der kardialen Adaptation konnte im vorliegenden Versuch also
ausgeschlossen werden. Unterstiitzt wird diese Aussage durch die invasive Blutdruckmessung zum
Versuchsende, in der bei den narkotisierten Tieren ebenfalls keine Blutdruckunterschiede zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen nachgewiesen werden konnten (Abb. [3.5). Mit 90-95mmHg lag
der bei dieser Methode gemessene MAD in allen Versuchsgruppen ca. 20mmHg unter dem der
Telemetriemessung. Dies ist durch die Isoflurannarkose begriindet, welche neben Verinderungen

der HF auch eine Senkung des systemischen Blutdrucks bedingt [91} 92].

Die Applikation von Hydralazin und die damit verbundene Vasodilatation geht mit einer reflek-
torischen Aktivierung des Baroreflexes einher. In der Folge kommt es zu einer Aktivierung des
Sympathikus mit Erhéhung der Katecholaminkonzentration im Blut. Uber die Erh6hung von HF,
EF und des peripheren Gefawiderstandes bewirkt ein hoher Sympathikotonus die Anhebung des
arteriellen Blutdrucks. Eine chronische Erhohung der Katecholaminspiegel hingegen begiinstigt
langfristig das Auftreten pathologischer Zustinde wie maligne Hypertonie, MH und HI [93]] (siehe
auch Kap.[[.5.T). Auch die DOCA-Salz Behandlung an sich geht mit einer Erh6hung des Sympathi-
kotonus einher [94], was wiederum {iiber eine verstarkte Natriumretention in der Niere die Entste-
hung einer Hypertonie beschleunigt und verstarkt [95]]. Eine unterschiedlich starke Aktivierung des
Sympathikus wire im vorliegenden Experiment also durchaus in der Lage, die Entwicklung der MH
zu beeinflussen. Geschlechtsspezifische Unterschiede in der autonomen Regulation sind sowohl in
Tieren als auch beim Menschen beschrieben worden. Versuche mit orthostatischem Stress konnten
demonstrieren, dass bei Ménnern eine stirkere Aktivierung des Sympathikus zur Aufrechterhaltung
der kardiovaskuldren Zirkulation vorliegt als bei gleichaltrigen Frauen [96, 97|]. Mogliche Erklarun-
gen dieser Unterschiede konnten die ER-abhédngige Stimulierung zentraler autonomer Nervenkerne
[98]] bzw. eine geschlechtsspezifische Signalwirkung des Noradrenalins sein [99]]. Eine unterschied-
lich starke Sympathikusaktivierung als Folge der Hydralazinapplikation wére also denkbar. In der

telemetrischen Messung der HF an nicht narkotisierten Tieren préasentierten die Weibchen iiber
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die gesamte Versuchsdauer um ca. 50bpm leicht hohere HF als die Minnchen (sieche Abb. [3.6)).
Daher muss die Moglichkeit eines erhohten Sympathikotonus bei den weiblichen Versuchstieren in
Betracht gezogen werden. Untersuchungen der orthostatischen Regulation konnten zeigen, dass bei
Minnern und Frauen die physiologische Antwort auf einen erhohten Sympathikotonus durch eine
vermutlich unterschiedliche Verteilung der Adrenorezeptoren verschieden ausfallt [100]. Bei ver-
gleichbaren Katecholaminspiegeln konnte bei Frauen eine Tendenz zu hoheren HF nachgewiesen
werden, wohingegen Minner eher mit einer zunehmenden Vasokonstriktion reagierten. Deshalb
lasst allein die Betrachtung der HF keine sicheren Riickschliisse auf den Symphatikotonus zu.
Weiterfiihrende physiologische Untersuchungen wie die Messung der Katecholaminspiegel im Blut
waren nicht Gegenstand des vorliegenden Versuches und lassen sich im Nachhinein nicht mehr

nachvollziehen.

Vorangegangene Untersuchungen mit dhnlichem Versuchsdesign konnten Unterschiede in der Sym-
pathikusaktivierung durch die DOCA-Salz Behandlung weitestgehend ausschlieBen [84, [85]]. Im
vorliegenden Versuch wurden die Tiere zusitzlich mit Rapamycin behandelt. Immunsuppressiva
haben nachweislich einen Einfluss auf die Himodynamik und induzieren eine Hypertonie mit Ta-
chykardie. Dies gilt allerdings vorrangig fiir die Cln-I CyclosporinA und Tacrolimus, wohingegen
Rapamycin der Vorteil zugesprochen wird, frei von diesen himodynamischen Effekten zu sein.
So entstand die Hypothese, dass der Grund der hypertensiven Wirkung der Immunsuppression
in der Calcineurin-Inhibitition zu suchen sei [[101, [102]. Sabbatini et al. konnten beweisen, dass
Rapamycin in hohen Dosen durchaus einen Effekt auf die glomerulire Perfusion hat [[103]. Uber
die Konstriktion der afferenten Arteriole und folgliche Minderperfusion des Glomerulums konnten
renale afferente Neurone eine generalisierte Sympathikusaktivierung hervorrufen. Ein hamodyna-
mischer Effekt von Rapamycin wire also denkbar. Eine Studie an Ratten mit niedrigeren Rapamy-
cindosierungen, die eher dem klinischen Anwendungsbereich entsprechen, konnte dies jedoch nicht
bestitigen. Die Infusion mit Rapamycin fiihrte hier zu keiner relevanten Blutdruckerh6hung oder
Tachykardie [[104]]. Alle Studien wurden jedoch an ménnlichen Tieren durchgefiihrt. Fiir eventuelle
Geschlechtsunterschiede des Sympathikotonus unter Rapamycin gibt es keine Hinweise und wiren
rein spekulativ. Unter den im Versuch verwendeten Dosierungen kann davon ausgegangen werden,

dass das applizierte Rapamycin keinen Effekt auf die Himodynamik hatte.

4.4 Das kardiale Remodeling

4.4.1 Erfassung der MH

Eine der zentralen Beobachtungen des durchgefiihrten Versuches ist jene, dass weibliche Tiere

durch die Intervention mit Rapamycin eine stirkere Hypertrophie als Placebo behandelte Weibchen
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entwickeln. Diese war zudem durch eine stirkere Fibrose und der Ausbildung eines dilatativen Phi-
notypen gekennzeichnet. Bereits anhand dieser makroskopischen Beobachtung kann eine zentrale
Bedeutung von mTOR fiir die weibliche Kardioprotektion bei der DOCA-Salz induzierten LVH

angenommen werden.

Zur quantitativen Bestimmung der LVH wurden als Bezugsgroe zu den Herzgewichten (HG)
sowohl das Korpergewicht (KG) als auch die Tibialange (TL) gewdhlt. Die Tibialdnge ist als
konstanter Wachstumsparameter ein Maf fiir die Korpergrofie. Das Korpergewicht hingegen kann
durch mittelfristige Schwankungen der Gesamtkorpermasse die Hypertrophiequantifizierung be-
einflussen. Durch die MRT-Untersuchung konnte eine Veranderung des Korperwasseranteils und
somit indirekt eine Einlagerung von Wasser in die Gewebe ausgeschlossen werden (Abb[3.3)). Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die Erhohung des Herzgewichts auf eine Zunahme der
Muskelmasse und nicht auf eine Odementwicklung zuriickzufiihren ist. Betrachtet man zuniichst
die Versuchsreihen ohne Rapamycinintervention, so lassen sich auch in diesem Versuch die bereits
bekannten kardialen Anpassungsvorginge nachvollziehen. Aufillig ist, dass die HG der weiblichen
Uni-Nx Kontrollen im Bezug auf das Korpergewicht (KG) gegeniiber den Ménnchen bereits hohere
Ausgangswerte aufwiesen (Abb.[3.10). Dies konnte schon in fritheren Versuchen beobachtet werden
[84,85]]. Fiir das Bezugsmal der Tibialange (TL) trifft dies nicht zu, hier waren die HG eher geringer
als die der Ménnchen (Abb. [3.9). Unter DOCA-Salz konnte bezogen auf den HG/TL-Quotienten ei-
ne stiarkere kardiale Gewichtszunahme bei den Mannchen beobachtet werden. Im direkten Vergleich
prasentierten die DOCA-Weibchen signifikant leichtere Herzen als die Mannchen. Noch pragnanter
waren die Unterschiede bezogen auf das KG, bei dem die Weibchen unter DOCA-Salz iiberhaupt
keine Zunahme des HG entwickelten. Damit bestétigen die Ergebnisse Beobachtungen aus friiheren
Versuchen, bei denen die DOCA-Salz Behandlung bei ménnlichen Versuchstieren zu einer deutlich

ausgepriagteren MH fiihrt als in der weiblichen Vergleichsgruppe [84, 85]].

Die Rapamycinintervention fiihrte im Gegensatz zu einer starkeren MH bei den weiblichen vergli-
chen mit den ménnlichen Versuchstieren. Bezogen auf die TL betrug die Zunahme der HG durch
die DOCA-Salz Behandlung unter Rapamycin bei den Weibchen 37% und war damit der grof3te
Zuwachs unter allen Versuchsgruppen. Die Ménnchen entwickelten unter Rapamycin eine deutlich
geringer ausgepragte MH als unter Placebo. Folgerichtig waren im direkten Vergleich der DOCA-
Salz Gruppen die Herzen der Rapa-Minnchen signifikant leichter als diejenigen der ménnlichen
Vergleichsgruppe ohne Rapamycinintervention. Noch deutlicher konnte der Effekt des Rapamycins
auf die MH fiir die Bezugsgrofle des KG erkannt werden. Hier entwickelten die Méannchen durch die
DOCA-Salz Behandlung tiberhaupt keine Zunahme des HG. Die Weibchen hingegen zeigten einen
deutlichen relativen Anstieg des HG gegeniiber ihren UniNx-Kontrollen und besa3en auch fiir die
absoluten Werte die schwersten Herzen unter allen Versuchsgruppen. Zusammengefasst wird daher
deutlich, dass die Minnchen im Kontext der induzierten MH unter Mineralokortikoidexzess von

einer Rapamycinintervention profitierten und die MH durch das Medikament abgemildert wurde.
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Bei den Weibchen hingegen war eine Inversion des kardialen Phénotypen hin zu einer deutlich

ausgepriagten MH durch das Rapamycin erkennbar.

4.4.2 Echokardiographische Auswertung

Die Echokardiographische Auswertung spiegelte die Ergebnisse der Hypertrophieindizes wider.
Die DOCA-Salz Behandlung fiihrte in allen Gruppen zu einer Verdickung der Herzwinde des LV
im Vergleich zu ihren UniNx-Kontrollen (Abb. [3.11)). Die Zunahme der Wandstéirke war sowohl
fiir die Hinterwand als auch das Septum konstant, sodass alle DOCA-Gruppen in etwa die gleichen
absoluten Werte aufwiesen. Einzige Ausnahme bildeten lediglich die Weibchen mit Rapamycinin-
tervention, die in der Auswertung der Hypertrophieindizes die hochste Zunahme der HG zeigten.
In dieser Gruppe fiel die Zunahme der Wandstiarken unter DOCA-Salz deutlich geringer aus, sodass
die Winde des LV im Vergleich zu allen anderen DOCA-Gruppen signifikant diinner waren. Parallel
dazu wurde bei den Rapamycin-Weibchen als einzige Versuchsgruppe eine signifikante Zunahme
des linksventrikuldren Kammerdurchmessers (LVID) unter DOCA-Salz gemessen (Abb. [3.12).
Bei den Weibchen ohne Rapamycinintervention war die Zunahme des LVID geringer und nicht
signifikant, womit sie sich auf dem gleichen Niveau von Werten friiherer Studien bewegt [85]]. Bei
den Minnchen hingegen konnte gar keine Zunahme des LVID beobachtet werden. Die morpholo-
gischen Verdnderungen unter DOCA+Salz gingen gleichzeitig mit einer konstanten signifikanten
Zunahme der Pumpleistung gemessen an der EF einher (Abb. [3.13). Einzig bei den Weibchen der
Rapamycinintervention viel die Zunahme im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen deutlich

geringer aus und war nicht signifikant.

Zusammengefasst konnte bei allen méannlichen Versuchsgruppen und bei den Weibchen ohne Rapa-
mycinintervention unter DOCA+Salz eine Zunahme der Wandstédrke des LV bei gleichbleibendem
inneren Kammerdurchmesser ermittelt werden. Diese Verdnderungen sprechen fiir die Ausbildung
einer konzentrischen MH in diesen Gruppen. Die gemessene Zunahme der Pumpleistung kann
durch die kurze Versuchsdauer von 6 Wochen und mit dem einhergehend friihen Messzeitpunkt
erklart werden. In der Initialphase einer volumen- od. druckinduzierten Anpassungsreaktion im
Sinne einer pathologischen MH konnen @hnlich zu den physiologischen Formen erhohte Pumpleis-
tungen festgestellt werden [45]]. Erst mit zunehmender Dauer des pathologischen Reizes nimmt die
Verbesserung der Pumpfunktion ab und kann in der chronischen Phase sogar mit einem progredien-
ten Funktionsverlust einhergehen [[105]]. Die einzige Ausnahme in der phinotypischen Auspriagung
der DOCA-Salz induzierten MH bildeten die Weibchen der Rapamycinintervention. Signifikant
diinnere Herzwinde im Vergleich zu allen anderen DOCA-Gruppen sowie die signifikante Zu-
nahme des inneren Kammerdurchmessers sprechen hier fiir die Ausbildung einer exzentrischen,
dilatativen Form der MH. Bereits nach 6 wochiger Behandlungsdauer war bei diesen Tieren die

Zunahme der EF unter DOCA-Salz deutlich geringer als in den anderen Versuchgruppen, was als
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Hinweis auf eine beginnende Funktionseinschriankung im Sinne einer kardialen Dekompensation
gewertet werden kann. Damit wird deutlich, dass eine mTOR-Blockade mit Rapamycin im Kontext
der DOCA-Salz induzierten MH einzig bei den weiblichen Versuchsgruppen fiir eine Umkehr des
kardialen Phéinotypens sorgt, welcher durch eine Dilatation und beginnende Funktionseinschrin-
kung gekennzeichnet ist. Im Umkehrschluss scheint ein intakter mTOR-Signalweg eine wichtige

Rolle fiir die weibliche Kardioprotektion unter Mineralokortikoidexzess zu spielen.

4.4.3 Die Hypertrophie auf zelluldrer Ebene

Die Zunahme des HG im Rahmen einer MH geht mir einer individuellen VergroBBerung der Kardio-
myozyten einher [[106]. Durch die Messung der MCA an PAS-Gewebeschnitten konnte dieser Effekt
in allen DOCA+Salz Gruppen demonstriert werden (Abb. [3.14). Bei gleichen Ausgangswerten
in den UniNx-Kontrollen kam es in allen Versuchsgruppen zu einer vergleichbaren Zunahme der
MCA von ca. 30%, sodass keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern bzw. der Rapamycin-
intervention erkennbar waren. Die Auswertung der Hypertrophieindizes bescheinigte den Weib-
chen der Rapamycinintervention eine starkere MH im Vergleich zu ihrer Vehikel-Kontrollgruppe.
Da die stiarkere Zunahme des HG der Rapa-Weibchen ohne eine relative Vergro3erung der MCA
verglichen mit ihrer Vehikel-Kontrollgruppe einherging, wire ein vermehrtes Langenwachstum der
Kardiomyozyten in diesem Zusammenhang also denkbar. Dies wiirde zu der durch die Echokardio-
graphie charakterisierten dilatativen Form der MH bei diesen Tieren passen. Die Vermessung der
Kardiomyozytenlidnge war durch die angefertigten Schnitte nicht moglich. Dazu wire die Isolierung
von Einzelzellen notwendig. Die verminderte Wanddicke der Herzen der Rapamycin-Weibchen
bei gleichzeitig hoheren HGs im Vergleich zu den Vehikel-Kontrollen und unveridnderter MCA
sprechen allerdings fiir eine verdanderte rdumliche Anordnung der Kardiomyozyten. AbschlieBend
bleibt festzuhalten, dass die signifikante Zunahme der MCA durch den pathologischen DOCA-Salz
Stimulus die Ergebnisse der Hypertrophieindizes bestétigen und die Funktionalitdt des DOCA-Salz

Modells beweisen konnte.

4.4.4 Die kardiale Fibrose

Die Fibrose bezeichnet die Akkumulation von Kollagen in der ECM und ist ein Bestandteil des
kardialen Remodelings. Die Einlagerung von Kollagen in das Myokardgewebe findet vorrangig
im interstitiellen Bereich zwischen den Muskelfasern oder perivaskuldr um die Blutgefi3e statt.
Durch die veridnderte Zusammensetzung der ECM zugunsten des Kollagens wird die Elastizitat

sowie Kontraktilitat des Myokards verdndert, was zu Funktionsstorungen des Herzens fiihrt [[107].
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Neben der Beeintriachtigung der systolischen Kontraktion und diastolischen Relaxation des Myo-
kards, fiihrt eine zunehmende Fibrose ebenfalls zu Storungen der elektrischen Erregungsausbrei-
tung sowie zu einer Hypoxie der Kardiomyozyten bedingt durch die vergroflerte Diffusionsstrecke
zu den Blutgefdfen [[108]. Damit kommt der gestorten Himostase der ECM eine Schliisselrolle
in der Progression der Herzinsuffizienz zu |109. Sowohl Tierversuche [[110, 111] als auch humane
Studien [112] liefern Hinweise darauf, dass dem weiblichen Geschlecht Vorteile hinsichtlich der
Progression des kardialen Remodelings eingerdumt werden konnen. In der vorliegenden Arbeit
wurde anhand einer Sirius-Red Farbung des Herzgewebes der Kollagengehalt der ECM quantitativ
bestimmt (Abb.[3.13). Die Ergebnisse bestitigten im direkten Vergleich der Vehikel-Gruppen einen
moglichen Geschlechtereinfluss, bei dem die Weibchen zu niedrigeren Kollagenmengen tendierten
als die Méannchen. Weiterhin fiihrte bei den Ménnchen die DOCA-Salz Behandlung in Abwesenheit
von Rapamycin zu einem deutlichen, signifikanten Anstieg des Kollagengehaltes in der ECM. Die-
ser konnte durch die Rapamycinintervention abgemildert werden, was teilweise auch in den leicht
hoheren Ausgangswerten der UniNx-Kontrollen begriindet war. Bei den weiblichen Versuchstieren
hingegen fiihrte die mTOR-Blockade mit Rapamycin auch ohne den pathologischen DOCA-Salz
Stimulus schon zu einer signifikanten Zunahme der kardialen Fibrose, wie im direkten Vergleich

der UniNx-Gruppen erkennbar wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass eine mTOR-Blockade mit Ra-
pamycin einen geschlechtsabhingigen Einfluss auf die Produktion der ECM hat. Die antifibro-
tischen Eigenschaften von Rapamycin sind vielseitig untersucht und beschrieben worden. Der
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg steuert Wachstum und Proliferation verschiedenster Zellreihen und
nimmt so auch Einfluss auf die Differenzierung von Fibroblasten. Ong et al. konnten zeigen, dass
mTOR eine zentrale Rolle in der Expression der ECM-Komponenten einnimmt und dariiber Ein-
fluss auf den Kollagengehalt im Interstitium ausiibt [[113]]. Im Einklang dazu ist Rapamycin in der
Lage eine kardiale Fibrose unterschiedlichster Genese abzumildern. Yu et al. konnten in einer Studie
an Ratten mit Adriamycin induzierter, dilatativer Kardiomypathie eine erhohte mTOR-Aktivitit im
fibrotischen Myokardgewebe nachweisen [114]. Die Applikation von Rapamycin fiihrte in diesen
Tieren zu einer signifikanten Abnahme der Fibrose und einer nachweislich besseren Herzfunktion.
Weiterhin reduziert Rapamycin bzw. sein klinisch verwendetes Derivat Everolimus das kardiale
Remodeling bei Patienten nach Herztransplantation [115] sowie den fibrotischen Umbau durch
eine chronische Druckbelastung [116]]. Buss et al. zeigten, dass Rapamycin unter ischimischen
Bedingungen nach Herzinfarkt in der Lage ist, die Gro8e der Infarktnarbe signifikant zu reduzieren
und so das Remodeling positiv zu beeinflussen [[117]. Der zugrundeliegende Mechanismus liegt in
einer durch die mMTORCI1-Blockade gesteigerten Autophagozytose. Die Autophagie ist ein Energie
bereitstellender Prozess, welcher der Zelle unter ischamischen Bedingungen zur Aufrechterhaltung
des Stoffwechsels verhilft [118]]. Uber den Abbau geschidigter zelleigener Proteine wird das Zell-
tiberleben positiv beeinflusst [118]]. In diesen Studien wurde jedoch der Rapamycineffekt nicht auf

mogliche Geschlechtsunterschiede hin untersucht. Im Widerspruch zu Buss et al. ergab eine Studie
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an weiblichen Ratten, dass eine Applikation von Rapamycin nach induziertem Herzinfarkt zu einer
Vergroferung der Infarktnarbe und verschlechterter Herzfunktion fiihrte [119]. Diese Beobachtung
lasst Riickschliisse auf eine mogliche geschlechtsspezifische Aktivierung des mTOR-Signalweges
zu, die zu unterschiedlichen Rapamycineffekten fiihrt. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte
ein positiver Effekt der Rapamycinintervention auf das Remodeling unter DOCA-Salz nur bei den
maéannlichen Tieren beobachtet werden. Bei den weiblichen Versuchstieren fiihrte Rapamycin hinge-
gen bereits ohne pathologischen Stimulus zu einer Zunahme der Fibrose, welche unter DOCA-Salz

nochmals verstarkt wurde und zudem mit einer Ventrikeldilatation einherging.

Wie bereits erwihnt fiihrt eine gesteigerte Fibrose bedingt durch eine verldngerte Diffusionsstrecke
zwischen Kardiomyozyt und Gefaen zu einer chronischen Hypoxie des Arbeitsmyokards. Ein
moglicher Kompensationsmechanismus des Organismus einer chronischen Gewebshypoxie entge-
genzuwirken ist das Ausbilden neuer Gefile, die sog. Angiogenese. Ein zentraler Wachstumsfaktor,
der iiber eine Endothelproliferation und -migration maf3geblich an der GefdBBneubildung beteiligt
ist, ist der vascular endothelial growth factor (VEGF)[[120]. Wir bestimmten aus dem Myokard
unserer Versuchstiere die VEGF-mRNA um Hinweise auf die Aktivitit der Angiogenese zu erhal-
ten. Wie in der Abb. ersichtlich, wiesen fast alle Versuchsgruppen vergleichbare mRNA-
Konzentrationen fiir VEGF auf. Lediglich die Weibchen der Rapamycingruppe zeigten deutlich
erniedrigte Werte, im Vergleich zu ihrer Vehikel-Kontrollgruppe war der Unterschied statistisch
signifikant. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Li et al., die an Versuchen mit Ratten-
Endothelzellen zeigen konnten, dass die Hypoxie-induzierte Endothelproliferation stark von einer
intakten mTOR-Signaltransduktion abhiingig ist [121]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass beide
mTOR-Komplexe an der Vermittlung der Endothelproliferation beteiligt sind. Die Rapamycin-
Weibchen unserer Versuchsreihe waren die einzige Versuchsgruppe, die sowohl fiir mMTORCI als
auch fir mTORC2 niedrige Aktivititen aufwiesen (sieche Kap. [3.6). Dass diese Versuchsgruppe
in der vorliegenden Studie die niedrigste VEGF-mRNA Konzentration aufwies, bestétigt die Er-
gebnisse von Li et al. hinsichtlich der Notwendigkeit beider mTOR-Komplexe fiir eine intakte
Endothelproliferation. Eine eingeschrinkte Angiogenese bedeutet im Kontext des kardialen Remo-
delings, dass die Fibrose bedingte, chronische Hypoxie des Arbeitsmyokards nur schlecht durch die
Ausbildung neuer Gefiafle kompensiert werden kann. Durch die chronische Hypoxie wird ein Vor-
anschreiten des kardialen Remodelings mit der Ausbildung einer vemehrten Fibrose begiinstigt. Zur
visuellen Kontrolle fiihrten wir eine Immunhistochemie mit PECAM-1 durch (siehe Abb[3.T7A).
PECAM-1 ist ein Oberflaichenmolekiil, welches in hoher Konzentration an den interzellularen Ver-
bindungsstellen von Endothelzellen exprimiert wird. Durch die immunhistochemische Anfiarbung
dieses Molekiils kann eine Aussage iiber die Beschaffenheit der Endothelschicht getroffen werden.
Die reprisentativen Ausschnitte in Abb zeigen, dass die Endothelien in den meisten Ver-
suchsgruppen durch die PECAM-1 Immunhistochemie bandférmig angefirbt werden. Dies spricht
fiir eine intakte Zell-Zell-Verbindung und damit ein funktionsfihiges Endothel. Lediglich in der

78



4. DISKUSSION

Gruppe der Rapamycin-Weibchen war die Firbung deutlich geringer ausgeprigt bzw. gar nicht

vorhanden, was einen Hinweis auf eine Storung der Endothelfunktion liefert.

Neben der Quantifizierung der Fibrose wurde mittels der Genexpressionsanalyse von Kollagen
Typ I u. Typ III die ECM auch auf ihre qualitative Zusammensetzung hin untersucht (Abb. [3.16).
Kollagene bilden mengenmifig den groten Teil der ECM und sorgen fiir die strukturelle Inte-
gritidt des Herzens [[109]. Von den mehr als 20 bekannten Kollagentypen bilden Kollagen I u. IIT
die Hauptkomponenten des kardialen Interstitiums, wo sie die Kardiomyozyten umgeben und zu
mechanischen Einheiten verbinden [|122]. Mit 85% bildet Typ I Kollagen einen weitaus grofleren
Anteil der ECM als der Typ III mit 11% [122]]. Die restlichen 4% der ECM entfallen auf Kollagen
vom Typ 1V, Laminin, Proteoglykane und Glykosaminglykane und sind strukturell von unterge-
ordneter Bedeutung [[108]. Strukturell und mechanisch unterscheiden sich Kollagen Typ I u. III in
ihren Eigenschaften. Der Typ I bildet dicke, kriftige Fibrillen aus, die sich durch eine sehr starke
Zugfestigkeit auszeichnen und den Geweben ihre Formstabilitit verleihen [123]]. Die Fibrillen des
Kollagen Typ III hingegen sind deutlich diinner und organisieren sich zu einem feinen retikuldren
Netzwerk mit hoher Elastizitéit [[123]. Die Akkumulation von Kollagenen in der kardialen ECM
fiihrt direkt zu einer verdnderten Herzgeometrie, die liber eine erhohte Steifigkeit der Herzwiénde
und eingeschriankter Kontraktilitdt zu einer konsekutiven Storung der Herzfunktion fiihren kann
[124].

Die Auswertung der Genexpression steht im Einklang mit den Ergebnissen der Sirius-Red Farbung.
Allgemein konnte unter DOCA-Salz bei beiden Geschlechtern ein Anstieg der Genexpression von
Kollagen I u. III beobachten werden. Analog zur Sirius-Red Farbung zeigte sich hierbei ein ge-
schlechtsspezifischer Einfluss des Rapamycins. Die médnnlichen Versuchstiere exprimierten unter
DOCA-Salz und Rapamycin weniger Kollagen-mRNA als ihre Vehikel-Kontrollgruppe. Bei den
Weibchen hingegen wurde auch ohne den pathologischen DOCA-Salz Stimulus ein signifikanter
Anstieg der Genexpression von Kollagen I u. III unter Rapamycin beobachtet. Da die Signaler-
hohungen in der Sirius-Red Farbung vergleichbare Verhiltnisse des Rapamycineinflusses zeigten,
kann davon ausgegangen werden, dass die mRNA-Erhohungen auch mit einer vermehrten Kolla-
gensynthese einhergingen. Dies unterstreicht die Rolle der beiden Kollagentypen I u. III an der
Ausbildung der kardialen Fibrose und den nachteiligen Effekt des Rapamycins fiir die weiblichen
Versuchstiere im Bezug auf das fibrotische Remodeling unter DOCA-Salz. Neben der Kollagen-
menge in der ECM spielt jedoch auch das Verhiltnis der beiden Isoformen Typ I u. III eine Rolle
fiir die Herzgeometrie. Der Quotient aus Kollagen I/III kann dabei als Ma8 fiir die relative Stei-
figkeit des Myokardgewebes angesehen werden, wobei eine relative Erhohung zu Gunsten von
Kollagen Typ III fiir ein vermehrt dehnbares Gewebe steht [[122]. Bei den ménnlichen Versuchs-
tieren konnten keine Verdanderungen im Verhiltnis der mRNA-Mengen beider Kollagenisoformen
durch die Rapamycinintervention festgestellt werden (Quotienten nicht dargestellt). Auch die Weib-

chen der Vehikelgruppen wiesen einen den Méannchen vergleichbaren Kollagen I/III-Quotienten
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auf. Lediglich die Weibchen mit Rapamycin-Intervention prasentierten leicht kleinere Quotienten
(Ergebnisse nicht dargestellt). Auch wenn die Unterschiede sehr gering und nicht signifikant wa-
ren, so konnte bei den Weibchen unter Rapamycin also eine leichte Tendenz zu einer relativen
Erhohung der Kollagen III-Transkripte beobachtet werden. In dieser Tatsache konnte begriindet
sein, warum die Weibchen mit Rapamycin-Intervention als einzige Versuchsgruppe unter DOCA-
Salz eine Dilatation der Ventrikel entwickelten. Ahnliche Verhiltnisse konnten auch schon bei
Untersuchungen {iiber die Rolle des ERf in der weiblichen Kardioprotektion beobachtet werden,
bei denen ER 3-defiziente Weibchen ebenfalls mit einer Ventrikeldilatation und relativer Erhohung
der Kollagen III-Transkription reagierten [[85, 111]. Eine funktionelle Verbindung zwischen dem
ERf und dem mTOR-Signalweg konnte also vermutet werden. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass
allein durch die Analyse der Genexpression nicht sicher auf das tatsdchliche Verhiltnis der beiden
Kollagenisoformen in der ECM geschlossen werden kann. Konsequenterweise miissten dafiir auch
proteinbiochemische Methoden zur exakteren Bestimmung des Proteingehaltes an Kollagen I u.
IIT durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus bieten sich auch Untersuchungen zur Aktivitdtsbestim-
mung der profibrotischen TGF--Kaskade oder fibroblastischer Markerproteine wie Vimentin und

S100A4 fiir die exaktere Charakterisierung der Fibrose an.

Fiir die Beurteilung des kardialen Remodelings sind nicht nur molekularbiologische Verdnderungen
in der Aktivierung von Signalwegen in Kardiomyzyten und Fibroblasten entscheidend. Von grof3er
Wichtigkeit sind ebenso strukturelle und morphologische Veridnderungen der Herzgeometrie, da mit
ihnen das Risiko fiir eine kardiale Dysfunktion und damit einhergehend das Mortalitdtsrisiko steigt.
Es kann zusammengefasst werden, dass die mannlichen Versuchstiere vom Rapamycineinfluss pro-
fitierten. Rapamycin fiihrte unter DOCA-Salz verglichen mit den Vehikel-Kontrollen zu einer Ab-
schwichung sowohl der MH als auch der Fibrose und zur Ausprigung der prognostisch giinstigeren
konzentrischen Hypertrophieform. Die weiblichen Rapamycin-Tiere hingegen entwickelten eine
deutlich ausgeprigtere Fibrose als ihre Vehikel-Kontrollgruppen. Unter DOCA-Salz zeigten diese
Tiere eine deutlich stirkere MH als unter Placebo und présentierten einen prognostisch ungiinstigen,
dilatativen Phanotypen. Funktionell konnte ein beginnender Verlust der Pumpleistung beobachtet
werden, was bei lingerer Versuchsdauer in eine kardiale Dysfunktion iibergehen konnte. Diese
Beobachtungen fiihren zu der Annahme, dass ein intakter mTOR-Signalweg eine wichtige Rolle fiir
die weibliche Kardioprotektion spielt. Weiterhin sind Unterschiede in der mTOR-Aktivierung zwi-
schen den Geschlechtern denkbar, welche die Unterschiede im Effekt der Rapamycin-Intervention
begriinden konnten. Eine ausfiihrlichere Analyse der mTOR-Aktivierung folgt in den néchsten

Kapiteln.
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4.5 Die kardiale Signaltransduktion

4.5.1 Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg

Der wesentliche Vorgang bei der MH ist die Zunahme der Herzmasse iiber die Vergoferung in-
dividueller Kardiomyozyten. Dies betriftt als gemeinsames Merkmal sowohl die physiologische
als auch die pathologische Form. Wéhrend die physiologische MH ohne nachteilige strukturelle
Verinderungen des Herzgewebes sowie mit einer normalen bis verbesserten Herzfunktion ein-
hergeht, so ist die pathologische Form durch die Ausbildung einer Fibrose und einer kardialen
Dysfunktion gekennzeichnet. Da Kardiomyozyten postmitotische Zellen sind, kann eine Vergrof3e-
rung des Herzmuskels nur iiber eine zelluldre Hypertrophie individueller Kardiomyozyten realisiert
werden. Hierfiir ist die Steigerung der intrazelluldren Proteinsynthese notwendig, was iiber den
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg reguliert wird. Die Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges
erfolgt typischerweise iiber die Bindung von IGF-1 und anderer Wachstumsfaktoren an RTKs wie
dem IGF-1-Rezeptor. IGF-1 steuert in der individuellen Wachstumsphase die Organgrofle und wird
ebenso in der Folge von Ausdauertraining vermehrt synthetisiert und freigesetzt [[125]. Die Betei-
ligung des IGF-1-Rezeptors an der Vermittlung der physiologischen MH ist bereits umfangreich
beschrieben [44, 46[]. Die zentrale und namensgebende Kinase dieses Signalweges ist das mTOR-
Molekiil, welches in Abhingigkeit von den mit ihm assoziierten Proteinen zwei unterschiedliche
Komplexe bildet: mMTORC1 und mTORC2. In Verbindung mit dem strukturbildenden Protein Rap-
tor bildet mTOR den mTORCI1. Dessen Aktivierung erfolgt durch AKT, die wiederum PI3K-
abhédngig durch Phosphorylierung an Thr308 stimuliert wird. Zu den Funktionen von mTORC1
zdhlen unter anderem die Hemmung der Autophagie sowie die Initiation der Proteinsynthese durch
die Aktivierung entsprechender Kinasen [[126,127]. Ein direktes Zielprotein ist die p70S6-Kinase,
weshalb anhand ihres Phosphorylierungsgrades auf die mTORCI1-Aktivitit geschlossen werden
kann. Das Wissen iliber die mTORC2 vermittelten Mechanismen ist bisweilen begrenzt. Eine be-
deutende Funktion von mTORC2 scheint die Phosphorylierung von AKT an der AS Ser473 zu
sein, wodurch die Aktivitat von AKT gesteigert und das Spektrum der Substrate erweitert wird
(48, |60]. Uber diesen Mechanismus werden dem mTORC?2 anti-apoptotische sowie proliferative
Effekte zugeschrieben. In diesem Zusammenhang wird deutlich, dass AKT eine zentrale Schnitt-
stelle im mTOR-Signaling ist und gleichzeitig die Rolle eines Regulators und Effektormolekiils
einnimmt. Wie bereits im Kapitel @ beschrieben, ist AKT essenziell fiir die Vermittlung der
physiologischen MH.

Zur Quantifizierung der mMTORC1-Aktivitdat wurde der Phosphorylierungsstatus der p70S6-Kinase
bestimmt (sieche Abb. [3.18). Rapamycin blockierte als mTORCI1-Inhibitor in beiden Geschlech-
tern erwartungsgemal die Phosphorylierung der p70S6-Kinase, was im Umkehrschluss den aus-

reichenden Effekt der durchgefiihrten Rapamycin-Intervention bestitigt. Bei den Vehikel-Tieren
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konnte im Grundzustand eine leicht hohere mMTORC1-Grundaktivitit der Weibchen im Vergleich
zu den Ménnchen beobachtet werden. Die DOCA-Salz Behandlung fiihrte bei den Méannchen ohne
den Rapamycin-Einfluss zu einer Erhohung der Phosphorylierung der p70S6-Kinase, wohingegen
diese bei den Weibchen unveridndert blieb. Die Quantifizierung der mTORC2-Aktivitdt erfolgte
anhand des Phosphorylierungsstatus von AKT an Ser473 (siehe Abb.[3.19). Die Weibchen zeigten
ohne den Rapamycin-Einfluss im Gegensatz zu den Minnchen eine hohe konsekutive mTORC2-
Aktivitat. Rapamycin blockierte bei den weiblichen Versuchstieren sowohl mTORCI als auch
mTORC2. Bei den Minnchen hingegen, die als Ausgangswert eine niedrige konsekutive AKT-
Phosphorylierung an Ser473 aufwiesen, wurde infolge der Rapamycin-Intervention ein Anstieg der
mTORC2-Aktivitidt beobachtet.

Die herausragende Erkenntnis der vorliegenden Studie ist die Tatsache, dass eine mTOR-Blockade
mit Rapamycin unter normotensiven Bedingungen zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in der
kardialen Anpassungsreaktion auf den DOCA-Salz Stimulus fiihrt. Auf funktioneller und morpho-
logischer Ebene profitierten nur die minnlichen Versuchstiere von der Rapamycin-Intervention.
Es konnte eine Abmilderung der MH und Fibrose bei diesen Tieren beobachtet werden, die auf
molekularer Ebene mit einer Erniedrigung der mTORC1-Aktivitét bei gleichzeitiger Aktivitatser-
hohung des mTORC?2 einherging. Im Kontrast dazu reagierten die weiblichen Versuchstiere auf
den Rapamycin-Einfluss mit der Ausbildung einer maladaptiven MH, die durch eine Erniedrigung
sowohl der mTORCI- als auch mTORC2-Aktivitdt gekennzeichnet war. Die Ergebnisse aus den
Studien an den ménnlichen Méusen der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit den Ergeb-
nissen anderer Forschungsgruppen. Ebenfalls in mannlichen Méusen konnte durch die Applika-
tion von Rapamycin die Ausbildung einer druckinduzierten MH abgemildert bzw. sogar eine be-
reits manifestierte MH wieder reduziert werden [80, [81]]. Auch in der Situation einer uramischen
Kardiomyopathie vermittelt Rapamycin vergleichbar positive Effekte [128]. Diese Beobachtun-
gen bleiben jedoch nicht nur auf den Tierversuch beschriankt. Auch in der klinischen Situation
konnte durch die Behandlung von herztransplantierten Patienten mit Sirolimus, dem klinisch ver-
wendeten Rapamycin-Derivat, eine Verbesserung im Bezug auf das linksventrikulire Remode-
ling und der kardialen Funktion erreicht werden [82]. Rapamycin gilt als selektiver mTORCI-
Inhibitor, weshalb die Autoren dieser Studien die Abmilderung der MH {iber die Blockierung der
mTORCI1-vermittelten Proteinsynthese erklédrten. Vermutlich fiihrt die Bindung von Rapamycin
an den mTORCI1 zu einer Storung der strukturellen Integritit des Komplexes und fiihrt zu einer
verminderten Kinaseaktivitit [71]]. Untersuchungen zur Funktionalitit des mTORC?2 wurden in
diesen Studien leider nicht durchgefiihrt. Auch im vorliegenden Versuch konnte gemessen an der
Phosphorylierung der p70S6-Kinase eine deutliche Erniedrigung der mTORC1-Aktivitit durch die
Rapamycin-Intervention induziert werden. Bei den ménnlichen Versuchstieren ging diese mit einer
verstiarkten Phosphorylierung von AKT an Serd73 einher, was fiir eine Zunahme der mTORC2-
Aktivitiit spricht. Ubereinstimmende Beobachtungen wurden bereits zuvor an den selben Miusen

wie im vorliegenden Versuch gemacht, wenn auch in einem anderen Modell der Herzhypertrophie.
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Die Tiere besallen eine herzspezifische Deletion des Raptor-Gens [129]]. Ein intaktes Raptor-Protein
ist entscheidend fiir die mTORC1-Aktivitit, da beim Fehlen von Raptor eine funktionelle Komplex-
bildung des mTORCI1 nicht moglich ist. Nach der Induzierung des ,,knock outs* waren diese Maduse
nicht mehr in der Lage eine hypertrophe kardiale Adaption in der Folge einer Druckbelastung zu
entwickeln. Entscheidend in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass auch diese Miuse auf die
Blockierung des mTORC1 mit einem Anstieg der mTORC2-Aktivitit reagierten [[129]. Auch in ei-
nem Mausmodell mit Verengung des pulmonalen Ausflusstraktes konnte unter der Applikation von
Rapamycin eine Aktivititssteigerung des MTORC?2 beobachtet werden [[130]. Eine mogliche Erkla-
rung der mMTORC2-Aktivierung unter Rapamycin konnte die Hemmung von mTORC1-vermittelten
negativen Feedback-Mechanismen sein, wie sie auch in der Krebstherapie eine Rolle spielen [[131]].
Normalerweise fiihrt eine Aktivierung des mTORCI iiber einen negativen Feedbacknechanismus
zur Hemmung der PI3K-abhéngigen AKT-Phosphorylierung, was wiederum einen regulativen Ein-
fluss auf mTORC?2 hat [[132]. Einen weiteren direkten, regulativen Einfluss hat mMTORC]1 auf die
mTORC2-Aktivitat liber die p70S6-Kinase. Aktiviert durch mTORCI ist diese in der Lage Rictor
zu phosphorylieren [132]]. Durch diese Konformationsanderung verliert Rictor die Eigenschaft an
mTOR zu binden und macht dadurch eine funktionelle Komplexbildung des mTORC2 unmoglich.
Durch den Einfluss von Rapamycin und die damit einhergehende mTORCI1-Blockierung entfal-
len diese hemmenden Signale, was die Aktivititssteigerung des mTORC?2 in unseren ménnlichen
Versuchstieren erkliren kann. Einen Uberblick iiber die negativen Feedback-Mechanismen des
mTORC1 gibt die Abb. 4.1} Alle im laufenden Kapitel genannten Studien konzentrierten sich
jedoch nicht auf geschlechtsspezifische Unterschiede einer Behandlung mit Rapamycin. Die ge-
nannten Tierstudien wurden allesamt an Ménnlichen Versuchstieren durchgefiihrt. Der Effekt von
Rapamycin auf das weibliche Geschlecht und dessen mTORC2-Aktivierung sind in diesem Zusam-
menhang nicht untersucht worden. Belibi et al. konnten jedoch unter einer anderen Fragestellung
Ratten in einem Modell der polyzystischen Nierenerkrankung geschlechtsspezifische Unterschiede
im Effekt einer Rapamycinbehandlung beobachten [133]]. Analog zur vorliegenden Arbeit wurden
in der genannten Studie protektive Effekte des Rapamycins nur bei den ménnlichen Versuchstieren
beobachtet. Die Zystengrof3e blieb in weiblichen Midusen von der Rapamycin-Behandlung unbeein-
flusst [133]]. Im Kontrast zu unseren Ergebnissen blockierte Rapamycin jedoch in den Nieren der
minnlichen Versuchstiere dieser Studie auch die mTORC2-Aktivitit, wohingegen bei den Weib-
chen keine mTORC2-Inhibition beobachtet wurde. Allerdings wurden in der genannten Studie
deutlich hohere Rapamycindosen verwendet, was die unterschiedlichen Ergebnisse erkldren konnte.
Die Erkenntnis des vorliegenden Versuches, dass relativ niedrige Konzentrationen von Rapamycin
in weiblichen Miusen mit einer Inhibition sowohl von mTORCT als auch mTORC?2 einhergeht ist
neu und bislang nicht beschrieben worden. Auch die Tatsache, dass eine Rapamycin-Behandlung
im Kontext des normotensiven DOCA-Salz Modells zu geschlechtsspezifischen Unterschieden in
der kardialen Adaptation fiihrt, ist bislang noch nicht beschrieben worden. Ubereinstimmend zu
anderen Untersuchungen wird jedoch deutlich, dass Rapamycin als selektiver mMTORC]1-Inhibitor zu

einer effektiven Blockierung des mTORCI fiihrt. Uber die Hemmung der Proteinbiosynthese und
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der Zellproliferation konnte zumindest in den méinnlichen Versuchsgruppen eine Reduzierung der
MH und der kardialen Fibrose beobachtet werden. Die Wirkung von Rapamycin auf den mTORC2
bleibt jedoch kontrovers diskutiert. Auch wenn Rapamycin pharmakodynamisch als selektiver In-
hibitor des mTORCI1 gilt, so konnte beobachtet werden, dass sowohl eine lange Therapiedauer
[73] als auch eine hohe Dosierung [[134] zu einer Beeinflussung der mTORC2-Aktivitit fiihren
kann. In der vorliegenden Studie wurden bewusst niedrige Dosierungen gewihlt, die mit Serum-
spiegeln um 4ng/ml in etwa der klinischen Situation einer Langzeitimmunsuppression mit einem
mTOR-Inhibitor entsprechen. Damit werden konzentrationsbedingte Einfliisse von Rapamycin auf
die mTORC2-Aktivitit relativ unwahrscheinlich. Ein Einfluss von geschlechtsspezifischen Unter-
schieden in der Pharmakokinetik konnte durch die Messung der Rapamycin-Serumspiegel ebenfalls
ausgeschlossen werden, da beide Geschlechter gleiche systemische Konzentrationen aufwiesen
(siche Abb. [3.§).

Growth factors

Cell survival
Proliferation

—> Protein translation

Abb. 4.1 Negative Feedback-Mechanismen des mTORC1 (modifiziert nach [132])

Die beiden mTOR-Komplexe mTORC1 und mTORC2 nehmen eine Schliisselrolle in der Regu-
lation der Protein- u. Lipidsynthese, der Mitochondrienfunktion, des Energiehaushaltes und Zell-
tiberlebens ein [48]]. Neben der bereits erwihnten Aktivierung des mTORC]1 unter dem Einfluss
von Stimuli der physiologischen MH wurde auch eine Steigerung der mTORCI1-Aktivitdt unter
dem Einfluss von Stimuli beschrieben, die eine maladaptive MH vermitteln. Es ist bekannt, dass
Katecholamine [135]] und auch Ang II [136]], beides Vermittler der pathologischen MH, zu einem
erhohten mTORCI1-Aktivitdtsniveau fithren konnen. Im Gegensatz zur physiologischen MH findet
die mTORC1 Aktivierung unter pathologischen Bedingungen nicht iiber AKT, sondern unter Be-
teiligung des ERK-Signalweges statt [[137]. Weiterhin miinden auch biomechanische Stimuli in eine
gesteigerte mTORC1-Aktivitit, sodass der Komplex mechanische, biochemische und metabolische

Signale vereint und in der Vermittlung der druckinduzierten MH eine tragende Rolle spielt [118]].
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Vor diesem Hintergrund kann erklért werden, dass bei den médnnlichen Versuchstieren ein aktivier-
ter mMTORC1 unter DOCA-Salz und Vehikel mit einer maladaptiven, konzentrischen MH assoziiert
war. Die Zunahme der Hypertrophie unter DOCA-Salz bei den Mannchen war im Gegensatz zu
den Weibchen mit einer erkennbaren mTORC1-Aktivititserhohung vergesellschaftet. Dieser Um-
stand war mit niedrigen mTORC2-Aktivitdten bei den Mannchen kombiniert. Im Gegensatz zu
den Miannchen wiesen die Weibchen der Vehikelgruppen hohe konsekutive Aktivititen von sowohl
mTORCI1 als auch mTORC?2 auf. In Anbetracht der Tatsache, dass die Weibchen unter Placebo
und DOCA-Salz eine deutlich mildere MH entwickelten als ihre ménnliche Vergleichsgruppe,
konnte vermutet werden, dass die hohe Grundaktivitit beider mTOR-Komplexe eine wesentliche
Rolle in der relativen weiblichen Kardioprotektion spielt. Beide Komplexe sind ,,downstream‘-
Signale der PI3K vermittelten Signaltransduktion, die als Vermittler der adaptiven MH gilt. Ein
Erkldrungsansatz bietet die Lokalisation von AKT. Bei weiblichen Méusen im gebarfihigen Alter
konnte im Vergleich zu altersentsprechenden Minnchen eine vermehrt nukleédre Lokalisation der
Kinase nachgewiesen werden [ 138]]. Daraus erwuchs die Annahme, dass eine nukleire Lokalisation
von AKT ein entscheidender Mechanismus in der Vermittlung der weiblichen kardiovaskuldren
Protektion sein konnte [138]]. Die Voraussetzung fiir ein im Zellkern befindliches AKT ist dessen
volle Kinaseaktivitdt, also sowohl die PI3K-abhédngige Phosphorylierung an Thr308 als auch die
mTORC2-abhingige Phosphorylierung an Ser472 [139, |140]. Die weiblichen Versuchstiere der
Vehikelgruppen waren die einzige Versuchsgruppe der vorliegenden Studie mit hoher konsekutiver
Aktivitdat von sowohl mTORCI als auch mTORC2. Dadurch wird die Annahme, dass die volle Kina-
seaktivitdt von AKT wichtig fiir die relative weibliche Kardioprotektion ist, nochmalig bekriaftigt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise darauf, dass die pharmakologische Blocka-
de von mTOR mit Rapamycin mit den protektiven Mechanismen der weiblichen Mause interferiert
und diese storend beeinflusst. Insbesondere eine hohe mTORC2-Aktivitit scheint einen positiven
Einfluss auf die kardiale Adaptation unter DOCA-Salz zu besitzen, da auch bei mannlichen Miusen
die Abmilderung der MH unter Rapamycin mit einer Erhohung der mTORC2-Aktivitit assozziert
ist. Neben der Reduzierung der Proteinbiosynthese durch die Rapamycin vermittelte mTORCI-
Blockade konnten demnach auch mTORC?2 vermittelte Mechanismen fiir den positiven Rapamy-
cineffekt in den ménnlichen Versuchsgruppen eine Rolle spielen. Da jedoch zu wenig liber die
mTORC2-Regulation bekannt ist, kann man iiber den Einfluss von Rapamycin auf den mTORC2
zum jetzigen Zeitpunkt nur spekulieren. Bekannt ist, dass der mMTORC?2 iiber die Aktivierung von
PKCa das Aktin-Zytoskelett veridndert und somit Einfluss auf die Zellform u. -funktion nimmt
[48]. Ein intaktes Aktin-Zytoskelett ist fiir die kontraktile Funktion der Kardiomyozyten essentiell.
In einer Studie an Ratten konnte durch Shende et al. gezeigt werden, dass die Aufrechterhaltung
der Kontraktilitdt von Kardiomyozyten unter einer Druckbelastung von einer intakten mTORC2-
Signaltransduktion abhéngig ist [[141]]. Das funktionelle Ausschalten des mTORC?2 ging bei diesen
Tieren mit einer signifikanten Reduktion der EF und einem dilatativen Kardiophéinotypen einher.
Neben der Beeinflussung der Kontraktilitit nimmt der mTORC?2 auch Einfluss auf den Zellmeta-

bolismus und die Energiebereitstellung, was die Aufrechterhaltung der Zellfunktionen unter Stress
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ebenfalls positiv beeinflusst [[142]]. Weiterhin nimmt der mTORC?2 iiber die Phosphorylierung der
SGK1 Einfluss auf den Zellzyklus. Uber die Inaktivierung des pro-apoptotischen Molekiils ,,fork-
head box O1/3a (FoxO1/3a)* geht eine hohe mTORC2-Aktivitdt mit einer verminderten Apoptose-
Rate einher. In Kombination mit einer effizienten Energiebereitstellung wird also das Zelliiberleben
positiv beeinflusst. Im Rahmen von pathologischen Stresssituationen ist der mTORC?2 also in der
Lage, einen positiven Einfluss auf das Uberleben der Kardiomyozyten zu nehmen, was letztendlich
auch das kardiale Remodeling positiv beeinflussen kann. In der Zukunft konnten weitere Studien
den Fokus vermehrt auf die isolierte Betrachtung der beiden mTOR-Komplexe legen und sowohl
,upstream* als auch ,,downstream‘-Proteine beider Komplexe im Zusammenhang mit dem DOCA-

Salz Modell untersuchen.

4.5.2 Der ERK1/2- u. p38- Signalweg

Die beiden Signalproteine p38 und ERK1/2 gehoren zur Gruppe eines komplexen Netzwerks von
Signaltransduktionskaskaden, die unter dem Begriff mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKSs)
zusammengefasst werden. Es handelt sich um dreifach abgestufte, kanonische Signalwege, die
aufgrund ihrer mannigfaltigen Aktivierungsmoglichkeiten eine zentrale Rolle fiir die Zellentwick-
lung, das Zelliiberleben sowie fiir die Stressantwort einnehmen. Eine Gruppe der Effektormolekiile,
die iiber die MAPK-Signalkaskaden aktiviert werden, sind die so genannten extracellular signal-
regulated kinases (ERKs). Die zwei Vertreter dieser Gruppe ERK1 und ERK2 sind zwei struk-
turdhnliche Kinasen mit einer Homologie von 83%, die zu einem GroBteil ebenfalls identische
biologische Funktionen ausfiihren. Deshalb werden sie funktionell zu einem Enzym ERK1/2 zu-
sammengefasst oder aufgrund ihrer Gro3e von 44 bzw. 42 kiloDalton (kDa) auch als p44/42MAPK
bezeichnet. Die Aktivierung von ERK1/2 erfolgt durch die doppelte Phosphorylierung der Amino-
sauren Threonin 202 und Tyrosin 204 (Thr202/Tyr204) innerhalb der Proteinsequenz und wird in
erster Linie durch das Einwirken von Wachstumsfaktoren vermittelt [[143]].

Der ERK1/2-Signalweg ist von genereller Bedeutung fiir das Zellwachstum und die Zelldifferenzie-
rung, spielt aber auch eine wichtige Rolle fiir weitere zelluldre Prozesse wie die Apoptose und die
Stressantwort. Schon im Jahre 1995 konnte ein Einfluss der ERK-Kaskade auf die Genexpression
unter hypertrophen Stimuli nachgewiesen werden [144]]. Spiter konnte auch im Tierversuch an
Mausen gezeigt werden, dass eine chronische ERK1/2-Aktivierung zu einer kompensierten, kon-
zentrischen Hypertrophie des Herzens mit gesteigerter Pumpfunktion fiihrt [[145]. Mechanistisch
besteht eine direkte Verbindung zwischen ERK1/2 und der Cn/NFAT-Signalkaskade, die fiir die
Expression von Hypertrophie-vermittelnden Genen verantwortlich ist [146]. In spéteren Versuchen
konnte auch in vivo bestitigt werden, dass die ERK1/2-induzierte Hypertrophie von der Cn/NFAT-

Aktivitit abhingig ist [147]. In unserer Studie wiesen die Minnchen und Weibchen konsekutiv
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vergleichbare ERK1/2-Aktivititen auf. Unterschiede ergaben sich zwischen den Interventionsgrup-
pen. Wihrend bei den Minnchen der Einfluss des Rapamycins zu einer signifikanten Aktivitats-
steigerung von ERK1/2 fiihrte, so konnte bei den Weibchen unter Rapamycin ein signifikanter
Abfall der ERK1/2-Aktivitit im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen gemessen werden (siehe Abb.
[3.20). Zunéchst unterstreicht diese Beobachtung die zentrale Hypothese dieser Arbeit, dass die
kardiale Anpassungsreaktion unter dem DOCA-Salz-Stimulus zwischen den Geschlechtern unter-
schiedlichen Regulierungsmechanismen unterliegt. Eine genaue Interpretation dieser Ergebnisse
ist aufgrund der vielen Zielmolekiile von ERK1/2 schwierig und zu dem nicht Gegenstand dieser
Arbeit. Von entscheidender Bedeutung fiir den kardialen Phanotypen ist zudem nicht alleinig die

Kinaseaktivitit von ERK1/2, sondern auch dessen subzelluldre Lokalisation.

Lorenz et al. konnten in einer Arbeit eine Autophosphorylierung von ERK1/2 an der Stelle Thr188
beobachten, wenn ERK1/2 eine Interaktion mit einem Gg-Protein eingeht [[148]]. Diese fiihrte ohne
die Kinaseaktivitat an sich zu beeinflussen zu einer Translokation von ERK1/2 in den Zellkern,
wodurch Hypertrophie assozzierte Gene aktiviert werden konnen. Wie schon erwihnt, fiihrt die
alleinige Aktivierung von ERK1/2 zu einer kompensierten MH mit Steigerung der Pumpleistung
und ohne pathologische Beeintrachtigungen [145]. Bei Lorenz et al. reagierten transgene Miuse mit
einer Mutation an der Thr188-Phosphorylierungsstelle von ERK1/2 auf eine Druckiiberladung mit
der Ausbildung einer starken MH mit kontraktiler Dysfunktion. Gleichzeitig konnte eine Transloka-
tion vom ERK1/2-Molekiil nach intranukledr nachgewiesen werden. Demnach scheint die nukleire
Lokalisation von ERK1/2 einen negativen Einfluss auf die kardiale Adaptation auf eine Druckbelas-
tung auszuiiben und die Ausbildung einer dekompensierten MH zu begiinstigen. Anhand von spe-
zifischen Antikorpern gegen Phospho-ERK1/2 konnte in der vorliegenden Studie die subzellulére
Lokalisation des Proteins mit Hilfe von immunhistochemischen Firbemethoden sichtbar gemacht
werden (siehe Abb. [3.2T)). Beziiglich der Lokalisation von p-ERK1/2 zeigten sich Geschlechts-
unterschiede. Bei den Vehikel-Gruppen wiesen die ménnlichen Tiere eine {iberwiegend nukleire
Lokalisation des Proteins auf, wohingegen die p-ERK1/2 bei den Weibchen eher zytosolisch loka-
lisiert war. Durch die Rapamycin-Intervention kehrten sich die Verhéltnisse um. Ménnliche Tiere
zeigten unter Rapamycin nun eine zytosolische Lokalisation von pERK1/2. Bei den Weibchen
verlagerte sich die Lokalisation des Proteins nach intranukledr. Unter morphologischen Aspekten
war die Verlagerung von p-ERK1/2 in den Zellkern bei den Weibchen mit der Ausbildung eines
dilatativen Kardiophidnotypen vergesellschaftet, der mit einem verstirkten fibrotischen Umbau die
Kriterien einer maladaptiven MH erfiillt. Unter Applikation der Vehikel-Substanz entwickelten die
Weibchen die am geringsten ausgeprigte MH aller Versuchsgruppen. Die zytosolische Lokalisation
von pERK1/2 war bei diesen Tieren mit einer konzentrischen Morphologie und geringer Fibrose
verbunden. Auch bei den Miannchen war die zytosolische Lokalisation der pERK1/2, die hier aller-
dings in den Rapamycin-Gruppen nachgewiesen wurde, mit einer Abschwichung der hypertrophen

kardialen Adaptation unter DOCA-Salz verbunden. Die Ergebnisse der Immunhistologie sind also
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mit dem von Lorenz et al. beschriebenen Mechanismus in Einklang zu bringen, wonach eine nukle-
are Translokation von pERK1/2 zu einer maladaptiven MH fiihrt. Umgekehrt kann die zytosolische
Lokalisation des Proteins als moglicher Mechanismus einer relativen Kardioprotektion angesehen
werden. Es wird deutlich, dass zwischen ménnlichen und weiblichen Versuchstieren Unterschiede
in der Signaltransduktion zu bestehen scheinen und das Zusammenspiel mit anderen Signalwegen
eine grofe Rolle spielt. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass unabhingig von der Behandlung
bereits basal zwischen den Geschlechtern eine unterschiedliche Regulation der an der MH betei-
ligten Signaltransduktionswege besteht. In einer vorangegangenen Studie im gleichen Tiermodell
konnte bereits gezeigt werden, dass die MH unter DOCA+Salz bei den Méannchen eher iiber die
Calcineurin/NFAT-Signalkaskade vermittelt wird [112]]. Die Weibchen zeigten in der genannten
Arbeit signifikant niedrigere Aktivitidten der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade. In der vorliegenden
Arbeit wiesen die Ménnchen der Vehikel-Kontrollgruppe vorwiegend eine nukledre Lokalisation
von ERK auf. Durch intranukleir lokalisiertes ERK kann aktiviertes Calcineurin im Zellkern ak-
kumuliert werden, wodurch letztendlich NFAT dephosphoryliert wird und als Transkriptionsfaktor
die Genexpression prohypertropher Gene regulieren kann. Die erhaltenen Ergebniss konnten also
eine mogliche Erkliarung fiir die stirkere Ausprigung der MH unter DOCA-Salz bei ménnlichen

Mausen liefern.

Die p38 ist eine andere MAPK, die im Gegensatz zu ERK1/2 eher einen antihypertrophen Effekt
besitzt. Durch die Phosphorylierung von NFAT ist sie in der Lage, dessen Translokation in den
Zellkern zu verhindern und so die Aktivitdt von NFAT als prohypertrophen Transkriptionsfaktor
herabzusetzen [149] (siehe auch Kap[I.5.1). Die p38-MAPK dient somit als Negativ-Regulator des
pro-hypertrophen Cn/NFAT-Signalweges. Uber den Phosphorylierungsstatus konnte die Aktivitiit
der p38 mittels Western-Blot untersucht werden (siche Abb/3.22). Sowohl ménnliche als auch weib-
liche Versuchstiere wiesen konsekutiv vergleichbare Aktivititen der p38 auf. Durch die Rapamycin-
Intervention konnte bei den Minnchen ein signifikanter Anstieg des Phosporylierungsgrades der
p38 verzeichnet werden, wohingegen es bei den Weibchen zu einem Abfall kam. Ohne die einge-
hende Untersuchung des Cn/NFAT-Signalweges bleibt eine Interpretation dieser Ergebnisse rein
spekulativ. Letztendlich ergeben sich jedoch Hinweise darauf, dass durch die mTOR-Inhibition mit
Rapamycin in den ménnlichen Versuchsgruppen protektive Signalwege in Gang gesetzt werden,
die eine mogliche MH abmildern. In der Auswertung der Herzmorphologie konnte dies auch in
den Ergebnissen der vorliegenden Studie nachvollzogen werden. Bei den Weibchen scheinen diese
protektiven Mechanismen durch die Rapamycin-Intervention eher negativ beeinflusst zu werden,

was sich in der Ausbildung einer maladaptiven MH widerspiegelt.
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4.5.3 Der Einfluss von Ostrogen auf den mTOR-Signalweg

Die Ostrogene bilden die Familie der weiblichen Sexualhormone. Das Ostradiol (E2) ist das poten-
teste und wichtigste Mitglied der Ostrogene [[150]. Als Vertreter der Steroidhormone sind Ostro-
gene in der Lage als Transkriptionsfaktoren zu wirken und die Genexpression zu regulieren. Sie
vermitteln ihre Effekte auf genomischer Ebene mit einer Verzogerung von wenigen Stunden [151),
152]]. Detektiert wird E2 iiber intrazelluldr lokalisierte Rezeptoren, von denen der ER« und ER(
die am besten untersuchten Vertreter darstellen und zur Familie der nukledren Rezeptoren gezahlt
werden [[153]]. Bei beiden Rezeptoren handelt es sich jedoch nicht um Isoformen, sondern vielmehr
unterschiedliche Proteine mit separaten Genloci [[150]. Dennoch besitzen ihre Doménen eine struk-
turelle und funktionelle Ahnlichkeit [153]). Es gibt Hinweise darauf, dass Ostrogene neben ihren
genomischen Effekten zusitzlich in der Lage sind intrazelluldre Signalwege direkt zu beeinflussen
[154]]. Diese beiden Varianten der Signaltransduktionen scheinen unabhéngig voneinander abzu-
laufen [150]. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist die Tatsache, dass von beiden Rezeptorsubtypen
verschiedene Splicevarianten existieren [[153]]. Ostrogenrezeptoren werden von einer Vielzahl an
Geweben im menschlichen Organismus exprimiert. Neben seiner Rolle als Sexualhormon wurden
zahlreiche weitere biologische Effekte der Ostrogene auf das kardiovaskulire, immunologische
oder Nervensystem sowie auf den Bewegungsapparat beschrieben [153]]. Auch Kardiomyozyten
besitzen funktionelle Formen der beiden ER-Subtypen [155]. Der ER« ist tiberwiegend nukleir
lokalisiert, wiahrend der ERf iliberwiegend zytoplasmatisch bzw. perinukleér zu finden ist [[156].
Dem Ostrogen werden kardioprotektive Eigenschaften zugeschrieben. Im Hinblick auf die MH
konnte im Tiermodell ein antihypertropher Effekt von E2 vermittelt durch den ER/3 nachgewie-
sen werden [[157]]. In einer klinischen Studie konnte bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
eine ER« abhingige Abmilderung der Progredienz der Erkrankung in eine HI beobachtet werden
[158]. Die zugrunde liegenden Wirkungsmechanismen des antihypertropen Effekts der Ostrogene
ist noch nicht vollends erforscht. Es ist bekannt, dass sowohl der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
als auch die MAPK durch E2 aktiviert werden konnen [|14] [159]]. Durch die Interaktion von PI3K
mit E2 ist ebenfalls eine Aktivierung von ERK1/2 moglich [151]. Im Gegenzug scheinen jedoch
aktiviertes ERK1/2 aber auch IGF]1 in der Lage zu sein liber eine Phosphorylierung von ER« eine
ligandenunabhingige Rezeptoraktivierung herbeizufiihren [[160, [161]]. Auch im Herz von Miusen
werden die beiden Ostrogenrezeptoren ER« und ER3 exprimiert [[162] und kommen daher fiir die

Vermittlung dieser nicht-genomischen Effekte in Frage.

Das enge Zusammenspiel zwischen E2 und dem PI3K/AKT/mTOR - Signalweg bzw. deren gegen-
seitige Aktivierung scheint fiir die weibliche Kardioprotektion eine wichtige Rolle zu spielen. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen darauf schlie3en, dass eine Intervention mit Rapamycin
dieses Gleichgewicht stort und so einen negativen Einfluss auf die weibliche Kardioprotektion
auslibt. Die weiblichen Tiere unserer Versuchsreihe reagierten auf die Rapamycin-Intervention mit

einer verminderten Expression des ER(, was in direktem Zusammenhang zu dem beobachteten
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maladaptiven Phénotypen in diesen Tieren stehen konnte (Kap[3.6.6). Die Expression des ER«
blieb hingegen unverindert. Ein interessanter Fakt in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass
in Zelllinien fiir das Mamma-Karzinom gezeigt werden konnte, dass die antiproliferativen Effekte
von Rapamycin abhingig von einem intakten ER-Signaling sind [[163]]. Uber die Mechanismen des
ER3-Signalings ist noch deutlich weniger bekannt als tiber jenes des ERa [164]. In einer friiheren
Studie unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ER3-defiziente weibliche Mause unter
DOCA-Salz ein maladaptives Remodeling mit stirkerer Fibrose und einen groferen Abfall der
Herzfunktion entwickelten als ihre Wildtyp-Vergleichsgruppe. Interessanterweise konnte bei diesen
Tieren keine erhohte Aktivierung von maladaptiven Signalkaskaden, wie z.B. Calcineurin/NFAT
verzeichnet werden (84, 85]. Lediglich bei den weiblichen Tieren ging die ER/3-Depletion aller-
dings gleichzeitig mit einer Aktivititsminderung sowohl des MTORCI1 als auch des MTORC2
einher [165] und hatte damit genau die selben Effekte auf die mTOR-Aktivitit, die wir auch in
der vorliegenden Studie durch die Rapamycin-Intervention beobachten konnten. Einhergehend mit
diesen vergleichbaren Effekten auf molekularer Ebene, konnte bei den weiblichen Versuchstie-
ren beider Studien eine dhnliche Auswirkung der Interventionen auf den kardialen Phénotypen
beobachtet werden. Sowohl der ER3-Knockout als auch die pharmakologische mTOR-Blockade
mit Rapamycin ging bei den weiblichen Versuchstieren mit einer vermehrten kardialen Fibro-
se und einer Ventrikeldilatation verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe einher [85] [1635].
Diese Beobachtung unterstreicht die Schliisselrolle eines intakten Gleichgewichts zwischen den
Signaltransduktionen von ER3, mTORC1 und mTORC?2 fiir die intrinsische Kardioprotektion des
weiblichen Geschlechts. Hinweise auf eine direkte Interaktion zwischen E2 und Rapamycin mit
Einfluss auf die mTORC2-Aktivitit lieferte eine Studie an weiblichen Kardiomyozyten [[166]. In
der genannten Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die mTORC2-Aktivitdt weiblicher Kar-
diomyozyten unter einer mTOR-Blockade mit Rapamycin und ohne Einfluss von E2 intakt ist. Erst
unter Kostimulation mit E2 fiihrte Rapamycin zu einer Blockade des mTORC?2, wie sie auch im
vorliegenden Versuch in den Herzen der weiblichen Méuse unter Rapamycin zu beobachten war.
Diese Beobachtung fiihrt zur Annahme, dass Ostrogene Einfluss auf die Sensitivitdt des mTORC2
gegeniiber Rapamycin nehmen. Als Folge der mTORC2-Blockade durch Rapamycin und E2 verlo-
ren die weiblichen Kardiomyozyten der genannten Studie ihre Fahigkeit zur adaptiven Hypertrophie
auf einen IGF1-Stimulus, wie er in der adaptiven MH eine Rolle spielt [166]. Interessanterweise
fiihrte die Kostimulation mit E2 unf IGF-1 zu einem Anstieg der mTORC2-Aktivitét in diesen
Zellen|166. Auch im vorliegenden Versuch konnten in den weiblichen Herzen der Vehikel-Gruppen
eine hohe intrinsische mTORC2-Aktivitidt gemessen werden. Es liegt also die Vermutung nahe,
dass die Mechanismen der weiblichen Kardioprotektion durch den mTORC?2 vermittelt werden
und dass der negative Effekt der Rapamycinbehandlung fiir die weiblichen Versuchstiere durch

eine E2-vermittelte Sensitivititsinderung des mTORC?2 gegeniiber Rapamycin begriindet ist.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise darauf, dass eine pharmakologische mTOR-Inhibition mit
Rapamycin im Kontext des renokardialen Syndroms zu geschlechtsspezifischen Unterschieden der
kardialen Anpassungsreaktion fiihrt. Unter den Bedingungen des normotensiven DOCA-Salz Mo-
dells der Maus konnte durch die Applikation von Rapamycin in ménnlichen Versuchsgruppen eine
Abmilderung der Myokardhypertrophie und des kardialen Remodelings verzeichnet werden. Bei
den Weibchen hingegen fiihrte die Rapamycinintervention zu einer maladaptiven MH mit Ventri-
keldilatation, gesteigerter Fibrose und tendenziell hoheren Herzgewichten. Auf molekularer Ebene
ging die mMTOR-Blockade mit Rapamycin in den weiblichen Herzen mit einer Inhibition von sowohl
mTORCI als auch mTORC?2 einher, wihrend die Aktivitiat des mTORC?2 bei den mannlichen Ver-
suchstieren nicht reduziert wurde. Ferner liefern die Ergebnisse der vorliegenden Studie Hinweise
darauf, dass der Einfluss von Ostrogen zu einer geschlechtsspezifischen Aktivierung der mTOR-
Signaltransduktion fiihrt. Eine Schliisselrolle scheint dabei vor allem die unterschiedliche Aktivie-
rung des mTORC?2 zu spielen. Ein intaktes Gleichgewicht vom Ostrogen- und mTOR-Signaling
scheint fiir die weibliche Kardioprotektion von enormer Wichtigkeit zu sein.

Die vorliegende Studie bildet eine gingige Situation des klinischen Alltags ab. Viele Patienten wer-
den nach einer Nierentransplantation zur immunsuppressiven Therapie mit einem mTOR-Inhibitor
behandelt. Auch nach erfolgreicher Nierentransplantation leiden diese Patienten an einer chroni-
schen NI und konnen damit ein renokardiales Syndrom ausbilden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
geben Anlass zu der Annahme, dass sich eine Immunsuppression mit einem mTOR-Inhibitor bei
pramenopausalen Frauen nachteilig auf das kardiale Outcome auswirken konnte. Es wire daher
interessant im Rahmen von klinischen Studien zu tiberpriifen, ob sich die Ergebnisse des vorliegen-
den Versuches auch in der klinischen Anwendung nachvollziehen lassen. Daraus konnten sich ge-
schlechtsspezifische Behandlungsstrategien beziiglich der Immunsuppressiven Therapie nach NTx

ableiten lassen.

Weiterhin lassen sich anhand der vorliegenden Ergebnisse Hinweise ableiten, dass unter Beteili-
gung des ER( unterschiedliche zelluldre Regulationsmechanismen der beiden mTOR-Komplexe
mTORC1 und mTORC?2 existieren. Im weiblichen Geschlecht scheinen iiber den ER kardiopro-
tektive Mechanismen aktiviert zu werden, die eine Aktivititssteigerung des MTORC?2 zur Folge
haben. Ein funktionelles Ausschalten des ER5 durch einen ER 3-Knockout fiihrt nur bei weiblichen
Mausen zu einem maladaptiven kardialen Remodeling. Im vorliegenden Versuch konnte in den
weiblichen Versuchsgruppen mit Rapamycinbehandlung eine verminderte Proteinexpression des
ERbeta beobachtet werden, die ebenfalls mit einem maladaptiven Remodeling vergesellschaftet
war. In den minnlichen Versuchsgruppen hingegen waren diese Zusammenhénge nicht zu beobach-

ten. Wie bereits erwihnt gilt Rapamycin vorwiegend als Inhibitor des mTORCI, eine Interaktion
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mit dem mTORC?2 kann jedoch nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Fiir die exakt separa-
te Betrachtung der beiden mTOR-Komplexe wire ein genetischer Ansatz denkbar. So existieren
beispielsweise Mauslinien, in denen die Gene fiir die beiden mTORC-bildenden Proteine Raptor
und Rictor kardiomyozytenspezifisch ausgeschaltet werden konnen. Unter einem derartigen Ver-
suchsdesign wire eine noch genauere Beurteilung zur Bedeutung von mTORC1 und mTORC2
fiir die kardiale Adaptation unter pathologischen Bedingungen moglich. Mit den gewonnenen Er-
kenntnissen konnten selektive mTOR-Antagonisten bzw. -Agonisten entwickelt werden, die unter
geschlechtsspezifischen Gesichtspunkten eine Modulation der an der kardialen Adaptation betei-
ligten Signalwege ermdglichen. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wiren vor allem
mTORC?2-gerichtete Therapiestrategien von Interesse, die individualisiert fiir das weibliche und

mannliche Geschlecht entwickelt werden konnten.

Auch in der Onkologie gibt es bereits etablierte Behandlungsstrategien, die spezifisch auf das
mTOR-Molekiil bzw. den ER abzielen. Anhand der vorliegenden Ergebnisse wiren auch in diesem
Zusammenhang geschlechtsspezifische Unterschiede in der kardialen Adaptation unter der Krebs-
therapie denkbar. In der Zukunft konnte eine erhohte Aufmerksamkeit gegeniiber kardiovaskuldren

Pathologien bei diesen Patienten neue Erkenntnisse liefern.

Die kardioprotektive Wirkung der Ostrogene ist bereits seit lingerem bekannt. Nach der Menopause
kommt es bei Frauen zu einem drastischen Anstieg der Inzidenz kardiovaskulédrer Erkrankungen,
wodurch ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten kardiovaskuldrer Komplikationen und den
sinkenden Ostrogenspiegeln erkennbar wird. Vor diesem Hintergrund entstand die Idee der Hor-
monersatztherapie, die das kardiovaskulédre Risiko dieser Patientengruppe senken sollte. Allerdings
bleibt dieser Therapieansatz vor allem wegen dem erhohten Risiko fiir das Auftreten von Brustkrebs
kontrovers diskutiert. Die vorliegenden Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass eine mTOR-
Blockade mit Rapamycin in der Situation des renokardialen Syndroms nur fiir Frauen in ihren repro-
duktiven Jahren nachteilig fiir das kardiovaskuldre Outcome sein konnte. Der nachteilige Effekt des
Rapamycins scheint zumindest teilweise durch eine Beeinflussung des Ostrogen-Signalings bedingt
zu sein. Durch den Wegfall der protektiven Wirkung des Ostrogens nach der Menopause ergibt
sich eine vollig andere Ausgangslage im Bezug auf die Signaltransduktion in der myokardialen
Hypertrophie. Vor diesem Hintergrund wire eine Wiederholung des Versuches an Méusen nach
Ovarektomie interessant. Ein anderer Ansatz fiir die Hormonersatztherapie konnte in der Entwick-
lung von selektiven ER/3-Agonisten liegen. Die vorliegende Arbeit bzw. vorangegangene Studien
[85]] geben berechtigten Grund zu der Annahme, dass die kardioprotektive Wirkung der Ostrogene
durch den ER/ vermittelt wird. Es wire interessant zu iiberpriifen, ob selektive ER/3-Agonisten in
der Lage sind die Inzidenz kardiovaskuldrer Ereignisse nach der Menopause signifikant zu senken

und welche Auswirkung diese auf das Risiko gynikologischer Malignomerkrankungen besitzen.
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Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Anhang

Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien Hersteller Katalog Nr.
2-Propanol, Isopropanol Carl Roth CP41.4
Aceton Carl Roth 9372.1
Acrylamid 37,5:1, Rotiphorese®) Gel Carl Roth 3029.1
Agarose Serva 11404
Albumin Fraktion V, BSA Carl Roth 8076.2
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich A9164
Aqua Poly Mount Polysciences Inc 18606
BICIN Carl Roth 9162.3
Bis-Tris AppliChem A1025
Borsdure Roth 5935
Bromphenolblau Sigma Aldrich B6131
Direkt Rot 80 Fluka 43665
Essigséure Carl Roth 7332.1
Ethanol (absolut) Carl Roth 9065.1
Ethanol (MEK, vergillt) Herbeta Arzneimittel 70, 80, 96, 99%
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Carl Roth 8040.2
Ethylenglykoltetraessigsdure (EGTA) Carl Roth 3054.3
Glycerin Carl Roth 3783.2
Glycin Serva 23390
Igepal CA-630 Sigma Aldrich 13021
Isol-RNALysis Reagenz SPrime 2302700
Kaliumchlorid Merck 104.936
Kaliumhydroxid Merck 105.033
Kalziumcarbonat Roth 6230.1
Kalziumchlorid Roth Al19.1
Magermilchpulver AppliChem A0830
Methanol Carl Roth 4627.2
Morpholinopropansulfonsidure (MOPS) AppliChem A1076
Natriumchlorid Carl Roth 3957.1
Natriumdihydrogensulfit Lsg. Carl Roth 2371.1
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Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth CN30.2
Natriumfluorid Fluka 71518
Natriumhydroxid Sigma Aldrich 6771.1
Phenol Carl Roth 38.1
Paraformaldehyd Sigma 158127
Pikrinsdure Lsg. 1,2% Sigma Aldrich P6744_16A
Ponceau Red S Carl Roth 5938.2
Salzsdure (37%), rauchend Carl Roth 9277.1
B-Glycerophosphat AppliChem A2253
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich 87689
Tris Carl Roth 4855.3
Tween 20 Applichem A7564
Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog-Nr.
Aluminiumfolie Carl Roth 1770.1
Elektrodengel Spectra 360 Parker Ref;2 — 08
Enthaarungscreme Veet Sensitive 125ml
Gefrierreaktionsgefdle 1,0 ml Sarstedt 72.377
Gefrierreaktionsgefile 1,6 ml Sarstedt 72.380
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 300 400
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 301 300
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 302 200
Injektionsspritzen 1, 10 und 15 ml Becton Dickinson 300 1/47
KapillargefiBBe (Blutentnahme) Kabe Labortechnik 6K150SE
Mersilene Nahtmaterial Ethicon RH697H
6/0 USP Seide Nahtmaterial Resorba IHF
Operationsbesteck, diverse Fine Science Tools diverse
Parafilm M Pechiney Plastic Packaging PM-999
Pasteurpipetten Brand 7477_15
Pipettenspitzen 0,5-10 pl Sarstedt 701.130
Pipettenspitzen 10-200 ul Sarstedt 70.760.002
Pipettenspitzen 10-200 ul Carl Roth Y4119.1
Pipettenspitzen 200-1000 pl Sarstedt 70.762.100
Pipettenspitzen 1-5 ml Gilson F161571
Reaktionsgefdfle 1,5 und 2 ml Sarstedt 72.706, 72.695
Rontgenfilme CL-Xposure™ Film ThermoScientific 34089

serologische Pipetten 1, 5, 10
und 25ml (steril)
Skalpell (einmal, steril)

BectonDickinson Labware

Feather (Japan)
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Puffer, Losungen und Stocks

Transfermembran BioTrace™ NT
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) Pall Corporation (FL, USA) P/N 66485
(Nitrocellulose 0,2 um)
Transfermembran
(PVDF 045 pum) St Cruz PV4HYO000GL
Ultraschallgel, Sonogel® Sonogel 3010
Verbandsmaterial, DuraporeTM
(Kompressen, Klebeband usw.) M 1538-0
Verpackungsfolie (Saran) Dow Chemical Company 710903
Wattestidbchen RotilLab Carl Roth EHI11.1
Zentrifugenréhrchen 15 ml BectonDickson Labware 352070
Zentrifugenrohrchen 50 ml BectonDickson Labware 352096
Medikamente Hersteller Katalog-Nr.
Ampuwa Fresenius KABI 16-01-FAM10
Deoxycorticosterone acetat (DOCA) InnovatiV(? Research of SM-121
America (IRA) 75mg/60Tage
Hydralazin Sigma Aldrich H1753
Isofluran, Forenen® Abbott B506
Isotonische NaCl 0,9% Fresenius KABI 7152-3
Nahtmaterial Seide Resorba USP 6-0
Nahtmaterial Polyester Ethicon USP 6-0
Rapamycin LC Laboratories R-5000
Spriihpflaster Johnson&Johnson 8710N
Tramadol (Tramal) 1A Pharma GmbH Z.Nr.: 1-24618
Lidocain-Gel 2,0%, Xylocain® AstraZeneca 8.456
Puffer, Losungen und Stocks
Puﬂ‘er., Losu.mge.n, Zusammensetzung Endkonzentration
Reaktionseinheiten
Ammoniumpersulfatlosung (10%) 1 g APS ad 10 ml dH20 10%
20x Tris-buffered salin (TBS) Tris (Pufferan) 50 mM
aus Ampuwa, pH 7,6-8,0 NaCl 150 mM
1x TBS-0.1% Tween (TBS-T)/Ampuwa aus 20x TBS 1x
1ml/l Tween 0,1%



Puffer, Losungen und Stocks

1x Phosphate buffered saline (PBS)

pH 7.3

10x TBE

Transfer-Puffer

MOPS-Puffer

5x Laemmli Puffer

Magermilchblocklosung

Stripping-Puffer

3,5x Gelpuffer

Marker fiir Elektrophorese

NaCl
KC1
Na2HPO4
KH2PO4

Tris (Pufferan)
Borsaure
EDTA

BICIN
Bis-Tris
EDTA, pH 8,0
MeOH

MOPS
Tris (Pufferan)
EDTA, pH 8,0

SDS

Tris-HCl
DTT
Glycerol
SDS

Bromphenolblau

100ml Magermilchpulver
BSA
Ix TBS-T

Glycin
SDS
H2S04 bis pH 2,0

bis-Tris
HCl bis pH 6,5-6,8

Applichem A8889
prestained 10-245 kDa
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137 mM
2,7 mM

9 mM
2,3 mM

0,89 M
0,89 M
20 mM

25 mM
25 mM
1 mM
20%

250 mM
250 mM
5 mM
0,5%

250 mM, pH 7,5
500 mM

30%

5%

0,25%

5%

1%

94 ml
25 mM

3,5 mM

1,25M

2-5 Pl pro Gel



Puffer, Losungen und Stocks

Fermentas Pageruler Plus
prestained 10-250 kDa

RIPA-Lysepuffer Tris-HCI 20 mM

NaCl 150 mM

EDTA 1 mM

EGTA 1 mM

Igepal-C630 1%

SDS 0,1%

10x Zitratpuffer Zitronensaure 0,1 M
pH 6,0 mit NaOH

BioRad DC"" Protein Assay Losung A 500-0113

Losung S 500-0114

Losung B 500-0115

Isol-RNALysis Reagenz SPrime 2302700

DNA-Isolation aus Gewebe Invitek Invisorb Spin Tissue

Mini Kit

Phire® Animal Tissue Direct PCR Kit Finnzymes F-140X

Inhibitoren Stocklosung Endkonzentration

B-Glycerophosphat 1 M Stocklésung 10 mM

Natriumfluorid 500 mM Stocklosung 10 mM

Natriumorthovanadat 100 mM Stocklosung 1 mM

Natriumpyrophosphat 100 mM Stocklosung 1 mM

Proteaseinhibitor ,,.komplett* 25x Stocklosung Ix

Detektionsreagenzien Hersteller Katalog-Nr.

Pierce ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific 32209

SuperSignal West Pico Thermo Scientific 34087

SuperSignal West Dura Thermo Scientific 34076

PCR-Komponenten Hersteller Katalog-Nr

DNA-Polymerase, AmpliTaq® Applied Biosystems MO9946

dATP, dGTP, dCTP, dTTP Promega U120-124B

MgCI2 (20 mM) Applied Biosystems MO8472
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Laborgeritschaften
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10x PCR Puffer (500 mM KCl, Applied Biosystems MOS8805
100 mM Tris-HCL pH=8,3)
Reverse Transkriptase (MuLV) Applied Biosystems M11093
Histologie Hersteller Katalog-Nr
AEC-Firbelosung DAKO K3169
Amplifikationsreagenz DAKO K1500
Antikorperverdiinnungslosung DAKO S3032
Avidin/Biotin Reagenz Vecta Shield SP-2001
DeckgldserStandard Menzel Glaser BB020020A1
DAB Chromogen DAKO K1500
Entellan Eindeckmedium Merck 107961.0500
Héamalaun-Farbelosung Merck 109249.0500
Objekttriiger SuperFrost Ultra® Menzel Glaser J3800AMNZ
PAS-Fiérbelosung Merck 101646.0001
Peroxidase Blockierungslosung DAKO S2001
Protein Blockierungslosung DAKO K1500
RotiClear®, Xylolersatz Carl Roth A538.5
Roti®Histofix, 4% PFA Carl Roth P087.3
RotiMount®, Eindeckmedium Carl Roth HP68.1
Signalverstirkung CSA-Kit DAKO K1500
Streptavidin-Biotin-Komplex DAKO K1500
Laborgeratschaften
Gerite Hersteller Katalogbezeichnung
Kombigeriite
Kiihl/Gefrierschrank Liebherr Comfort ,,no frost*
Kiihl/Gefrierschrank Liebherr Premium Kombi
Kiihl/Gefrierschrank Liebherr Profi line (+ 4°C/-20°C)
Tiefkiihlgerite (- 20°C)
Gefrierschrank Liebherr Premium ,,no frost*
Tiefkiihlgeriite (- 80°C)
Gefrierschrank New Brunswick Ultra Low Freezer
Gefrierschrank Heraeus Hera freeze
Analysenwaagen
Feinwaage Ohaus Discovery DV 214 CM
Feinwaage Mettler Toledo AE 260 Delta Range



Laborgeritschaften

Laborwaage
Zentrifugen

Multifuge 15-R
Kiihlzentrifuge Mikro200R
Kiihlzentrifuge
Ultrazentrifuge
Mischgerite

Minishaker (Vortexer)
Riitteltisch Titramax
Schwenktisch
Taumelrollenmischer
Rollmischer

Netzgerite

1000 mA

Power Source 300 V
Power Supply2.0 P System
Elektrophoresekammer
Proteinelektrophorese
Proteinelektrophorese
Transferkammer
Transferkammer
RNA-Elektrophorese
Cycler

Peltier Thermal PTC-200
Thermal Cycler PX2
Real Time PCR

PCR System
Pipettierhilfen

Einkanalpipetten 0,5 — 1000 pl
Einkanalpipetten 10 — 5000 pl

Mehrkanalpipette
Mehrkanalpipette
pH-Messung
pH-EleltrodeAg/AgCl
pH-Messgerit
pH-Losungen 4,7,10
Detektionsgeriite/zubehor
Rontgenfilmentwicklung
UV-Detektion

Sartorius

Heraeus
Hettich
Eppendorf

Sorvall

IKA Labortechnik
Heidolph
Heidolph

Marienfeld, Karl Hecht
VWR

Biometra
VWR
BioRad

BioRad
BioStep
InvitroGen
BioRad
VWR

MJ Research
Electron Corparation
Roche
Applied Biosystems

Eppendorf
Gilson
Brand
VWR

VWR
VWR

Orion

Protec®
Syngene Bio Imaging
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Universal U 5000 D

Multifuge 15-R
Typ 2405
Centrifuge 5403
Ultra Pro 80

MS1

Titramax 100
Polymax 1040 T
RM 5-40
VWR®Tube Rotator

PowerPack P25T
TYP 300 Volt
Modell 200/2.0

Mini Protean 4Cell
TV 400

X Cell II Blot Module
Transblot Cell

AGT-2

PTC-200

PX2

Light Cycler II

7500 Fast Real-Time

research

pipetMan
Transferpette®-8E
613-5256

4002-789
SymbHony SB 70P
910_104/_107_110

Protec Compact?
Gene Flash



Antikorper

Blotdetektionseinheit Syngene Bio Imaging G-Box XL 1.4
X-ray film HypercasseteTM Amersham RPN 12642
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Axio Imager Al
Kamera Carl Zeiss Axiocam HR
Mikroskop Carl Zeiss Axiovert CFL
Kamera Canon PowerShotA640
Antikorper
Antikorper kDa Verdiinnung Spezie Hersteller
Primirantikorper fiir Western Blot
AKT 60 1:1000 Kaninchen CST 9272
a-Tubulin 53 1:6000 Maus Sigma T9026
GAP-DH 38 1:50 000 Maus hytest
mTOR 289 1:1000 Kaninchen CST 2972
p38 MAPK 40 1:1000 Kaninchen CST 9212
P70, S6K1, P70-S6 70 1:1000 Kaninchen CST 9202
phospho AKTS73 60 1:1000 Kaninchen CST 4060S
phospho AKTT3% 60 1:1000 Kaninchen CST 9275S
phospho p38TI80/Y182 43 1:1000 Kaninchen CST 4511
phospho-P70 T3%° 73 1:1000 Kaninchen CST 9205S
phospho-P70T#21/5424 73 1:1000 Kaninchen CST9204S
Raptor 150 1:1000 Kaninchen CST 2280
Rictor 200 1:1000 Kaninchen CST 2114
Sekundirantikorper fiir Western Blot
anti-rabbit IgG, HRPO konj. 1:25 000 Esel Dianova 711-035-152
anti-mouse IgG, HRPO konj. 1:25 000 Esel Dianova 715-035-151
Primirantikorper fiir Inmunhistochemie
pAkt(Serd73) 1:1000 Kaninchen CST 4060S
pERK(Th240/Tyr242) 1:3000 Kaninchen CST 4377
Sekundirantikorper fiir Inmunhistochemie
anti-rabbit IgG, HRPO konj. 1:7500 Ziege Calbiochem DCO3L
anti-rat IgG, HRPO konj. 1:7500 Esel Amersham NXA931
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