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Zusammenfassung

Weltweit stellt die Praeklampsie (PE) eine der Hauptursachen fir mutterliche Morbi-
ditat und Mortalitat dar [1, 2]. Die PE kann dabei zu diversen akuten Organschaden
fuhren, zu den bekanntesten zahlen die Proteinurie und das HELLP-Syndrom (Hamo-
lyse, erhbhte Leberenzyme, niedrige Thrombozytenzahl). Allerdings steht auch das
Herz unter dem Einfluss der PE, denn sowohl kardiale Veranderungen wéhrend der
Schwangerschaft als auch ein erhéhtes Langzeitrisiko fur kardiovaskulare Probleme
nach der Schwangerschaft konnen Folge einer PE sein. [3, 4]. Die genauen patho-
physiologischen Mechanismen sind dabei noch immer unbekannt. Es wurde aber
gezeigt, dass eine Dysregulation des lokalen und zirkulierenden Renin-Angiotensin-
Systems (RAS) Teil der Pathophysiologie ist [5-7] und eine mdgliche Ursache fir die
mangelhafte uteroplazentare Durchblutung darstellt [8]. Die Blockade des RAS ware
daher ein vielversprechendes therapeutisches Ziel in der Schwangerschaft und ein
wichtiges Medikament auch fiir die Therapie der Schwangerschaftshypertonie. RAS-
Inhibitoren kénnen allerdings die Plazentaschranke passieren [9] und sind wegen ihrer
Fetotoxizitat wahrend der Schwangerschatft streng kontraindiziert [9, 10]. Zu diesem
Zwecke wurde im Rahmen dieses Versuchs die Wirksamkeit eines Peptid
Antagonisten gegen den Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1 (AT1-R) im transgenen
Rattenmodell getestet. In der Telemetrie konnte bei PE-Tieren, welche mit Peptid-
Antagonisten behandelt wurden (PE + Peptid), im Vergleich zu PE-Tieren, die mit dem
Vehikel behandelt wurden (PE), eine Verringerung des Blutdrucks an Tag 15 bis 20
festgestellt werden. Die kardiovaskularen Veranderungen wurden am Ende der
Schwangerschaft (Tag 21) mittels Echokardiographie, Immunhistochemie und Gen-
expressionsanalyse am linken Ventrikel sowie mittels BNP-ELISA (brain natriuretic
peptide Enzyme-linked Immunosorbent Assay) im Plasma untersucht. Echokardio-
graphisch konnten wir zeigen, dass PE + Peptid Tiere hohere negative Werte fir den
globalen longitudinalen Strain (GLS) im Vergleich zu PE-Tieren aufwiesen. Weiterhin
zeigten PE + Peptid Tiere immunhistochemisch eine deutlich reduzierte linksventri-
kulare Hypertrophie, perivaskulare Fibrose und mediale Wandverdickung sowie eine
reduzierte Makrophagenanzahl im Myokard. Auf der Ebene der Genexpression fiihrte
die Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten zu einer Herunterregulierung der
Genexpression des Fibrosemarkers Ctgf (connective tissue growth factor) und zu einer
Verbesserung der Herzfunktion, welche sich durch eine erhéhte Genexpression von

Myh6 (myosin heavy chain 6) und eine verringerte Genexpression von Myh7 zeigte.
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Abstract

Pre-eclampsia (PE) presents one of the main causes of maternal morbidity and
mortality worldwide [1, 2]. As such, PE can lead to various acute organ damage, with
proteinuria and HELLP syndrome (hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet
count) being among the most well-known complications. The heart, however, is also
affected during PE, as not only cardiac changes during pregnancy but also an
increased long-term risk of cardiovascular problems after pregnancy can be a
consequence of PE [3, 4]. While the exact pathophysiological mechanisms of PE are
still unknown, a dysregulation of the local and circulating renin-angiotensin system is
suspected as part of the pathophysiology [5-7] and possibly responsible for the
inadequate uteroplacental blood flow [8]. Blockade of the RAS appears to be a
promising therapeutic target and an important drug also for the therapy of gestational
hypertension. Currently prescribed RAS inhibitors during PE, however, can cross the
placenta [10], and are strictly contraindicated during pregnancy due to their fetotoxicity
[9, 10]. For this purpose, the efficacy of a peptide antagonist against the angiotensin I
receptor type 1 (AT1-R) was tested in the transgenic rat model. In this regard, telemetry
showed a reduction in blood pressure at day 15 to 20 in PE animals treated with the
peptide antagonists (PE + peptide animals) compared with PE animals treated with
vehicle (PE animals). Cardiovascular alterations were assessed at the end of
pregnancy (day 21) by echocardiography, immunhistochemistry and gene expression
analysis in the left ventricle as well as by BNP-ELISA measurement in the plasma.
Echocardiographically, we demonstrated that PE animals treated with the peptide
antagonist (PE + peptide) had higher negative global longitudinal strain (GLS) values
compared with PE animals treated with vehicle (PE). In addition, PE + peptide animals
showed significantly less perivascular fibrosis, medial wall thickening and left
ventricular hypertrophy as well as a lower number of macrophages in the myocardium
by immunohistochemical staining. At the level of gene expression, peptide antagonist
treatment resulted in downregulation of fibrosis marker Ctgf (connective tissue growth
factor) as well as to an improvement in cardiac function, as evidenced by increased
gene expression of Myh6 (myosin heavy chain 6) and decreased gene expression of
Myh7.
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1. Einleitung
1.1. Allgemein

Praeklampsie (PE) betrifft etwa 3 % aller Schwangerschaften [11, 12] und ist definiert
als neu auftretender Bluthochdruck (= 140/90 mmHg) nach der 20. Schwangerschafts-
woche in Verbindung mit mind. einer systemischen Komplikation, welche z.B. die
renalen, hamatologischen, hepatischen, neurologischen und/oder pulmonalen
Funktionen betreffen kann und keiner anderen Ursache zurtickzufihren ist (Abb.1)
[13]. Eine Proteinurie (= 300 mg/d oder Protein-Kreatinin-Ratio = 30 mg/mmol), als
zweites Charakteristikum, gehort zwar zu den haufigsten Endorganschaden [14], ist
nach aktuellen Empfehlungen jedoch nicht mehr obligatorisch fir die Diagnosestellung
und kann durch eine andere Organbeteiligung ersetzt werden. Die mutterlichen
Organkomplikationen sind divers und reichen von einer kardialen Dekompensation,
disseminierten intravasalen Koagulopathie, dem intrauterinen Fruchttod bis hin zur
Eklampsie [13].

Abb. 1 - Definition der PE

Die Diagnose einer PE kann bei Vorliegen eines neu auftretenden Bluthochdrucks sowie mind. einer
systemischen Komplikation gestellt werden. Die Komplikationen sind divers und kénnen unterschied-
liche Organsysteme (Gehirn, Leber, Niere etc.) der Mutter betreffen sowie das fetale Wachstum
beeintréachtigen. DIC = disseminierte intravasale Koagulopathie, HELLP = Haemolysis, Elevated Liver

Enzyme Levels, Low Platelet Count, IUGR = intrauterine Wachstumsrestriktion.

Neurologisch
z.B. EKklampsie

Hamatologisch
z.B. DIC, HELLP-Syndrom

Praeklampsie

Neu auftretender Bluthochdruck
nach der 20. SSW

+

Mind. 1 Organmanifestation:

Lunge
z.B. akutes Lungenédem

Niere
z.B. Proteinurie = 300 mg/d

Fetal
z.B.IUGR

Weitere:
z.B. hepatisch, kardial, ..etc.
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1.2. Epidemiologie und Atiologie

Weltweit ist die PE fur Gber 70 000 maternalen Todesfallen pro Jahr verantwortlich [15]
und stellt somit als einer der Hauptursachen fur matterliche Morbiditat und Mortalitat
ein wesentliches gesundheitliches Risiko dar [1, 2]. Die PE wird weiterhin mit 500 000
Todesfallen der Feten [15] auch mit einem erhohten fetalen Gesundheitsrisiko
assoziiert, wie z.B. ein erhohtes Risiko fir eine intrauterine Wachstumsrestriktion
(25 %), eine Fruhgeburt (27 %) bis hin zum intrauterinen Tod (4%) [16, 17]. Gleichzeitig
weisen Schwangere mit PE neben den akuten Organkomplikationen u.a. auch ein
erhohtes kardiovaskulares Langzeit-Risiko fiur z.B. Bluthochdruck, Schlaganfall,
ischdmische Herzerkrankungen und Herzinsuffizienz auf [3]. Dieses Risiko steigt
zusatzlich durch bereits bestehende Risikofaktoren wie z.B. einem metabolischen

Syndrom oder Nikotinkonsum an [18].

Bei der PE ist von einer multifaktoriellen Genese auszugehen, welche komplex verlauft
und bis heute nicht vollstandig geklart ist. Dennoch kann auf einige gemeinsame
pathophysiologischen Mechanismen geschlossen werden. Darunter zahlt das ab-
norme Remodelling der Spiralarterien in der Frihschwangerschaft [19, 20], welche als
Endarterien des uteroplazentaren Kreislaufs das Blut direkt in den intervilldsen Raum
(Kavitaten zwischen den Chorionzotten) der Plazenta leiten [2]. Des Weiteren spielt
eine endotheliale Dysfunktion mit Ausfall der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase eine wichtige Rolle. Die Folge ist sowohl eine lokale als auch systemische
Vasokonstriktion [17, 18, 20, 21]. Lokal fihrt es zu einer verminderten utero-
plazentaren Perfusion bzw. systemisch zu einer arteriellen Hypertonie, gefolgt von

verschiedensten Organkomplikationen.

1.3. Pathogenese
1.3.1. Plazentationsstdrung

Das Krankheitsbild einer PE scheint wahrscheinlich ebenso heterogen in ihrer
Entstehung, wie in ihrem klinischen Erscheinungsbild zu sein [11]. Zentral steht
pathophysiologisch eine Plazentationsstérung bzw. Plazentainsuffizienz (Abb. 2) [22].
In der gesunden Schwangerschaft entwickelt sich die Plazenta aus fetalen
Trophoblasten und der mutterlichen Decidua, welche als Teil des Endometriums durch

Verankerungszotten mit der Plazenta verbunden ist [23]. Wahrend der normalen
13



Plazentation durchqueren die Zytotrophoblasten diese plazentarisch-maternalen
Verbindungsstellen und dringen in die mitterliche Dezidua sowie in die angrenzenden
Spiralarterien ein (Abb. 2 A) [2]. Dort ersetzen sie einen Teil des mdutterlichen
Endothels und wandeln dabei kleine, hochohmige in grol3kalibrige kapazitive Gefalle
um, damit eine angemessene Plazentadurchblutung gewéhrleistet wird [24].

Bei der PE erfolgt diese Trophoblasteninvasion nur unvollstandig und beschrankt sich
auf die oberflachlichen Schichten der Dezidua (Abb. 2 B) [24]. Die Folge ist eine
plazentare Hypoperfusion und damit einhergehende hypoxische und oxidative
Schaden [2], wobei bis heute nicht klar ist, ob die PE Ursache oder Folge der

Plazentahypoxie/-ischamie ist [24].

Abb. 2 —Normale und gestorte Plazentation bei der Praeklampsie

Normale (A) und gestdrte Plazentation (B) in der 15. bis 16 Schwangerschaftswoche. Die Plazenta ist
durch Verankerungszotten mit der mditterlichen Dezidua verbunden. Wahrend der normalen
Plazentation durchqueren Zytotrophoblasten (blau) diese plazentarisch-maternalen Bricken und
dringen in die mutterliche Dezidua und die angrenzenden Spiralarterien ein. Sie durchdringen die
Wande der Arterien und ersetzen einen Teil des mutterlichen Endothels (gelb), wodurch ein Umbau der
Arterienwand angeregt wird, sodass die glatte Muskulatur verloren geht und sich die Arterie erweitert.
In der Dezidua treffen sie auf zahlreiche NK-Zellen (rot) und einige Makrophagen (lila). Wahrend einer
normalen Schwangerschaft erleichtern diese Immunzellen das tiefe Eindringen von Zytotrophoblasten
in die Myometriumsegmente (A) und fordern den umfassenden Umbau der Spiralarterie. Im préa-
klinischen Stadium der PE ist die Invasion (B) und damit das Remodelling der Spiralarterien gestort.

From Redman 2005 [2]. Reprinted with permission from AAAS.

A B

Normal placentation Abnormal placentation

hotrophoblast

Placental side

» d
Anchoring villus
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1.3.2. Vasoaktive Mediatoren

Die Hypoperfusion der Plazenta fuhrt wiederum zur Ischamie und ist damit ein
wichtiger Stimulus fur Freisetzung unterschiedlicher vasoaktiver Faktoren in den
matterlichen Blutkreislauf [20, 25], welche ein Ungleichgewicht zwischen
proangiogenen (z. B. vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), plazentarer
Wachstumsfaktor (PIGF)) und antiangiogenen Faktoren (z. B. I6sliche fms-ahnliche-
Tyrosinkinase-1 (sFlt-1) und sEndoglin (SEng) bewirken [26-28].

a) Proangiogene Faktoren

VEGF (auch als VEGF-A bezeichnet) gehort zu einer Genfamilie, zu der auch VEGF-
B, VEGF-C und VEGF-D gehdren [29], sowie das in der Schwangerschaft haufiger
vorkommende PIGF [30]. VEGF-A/B und PIGF wirken dabei vor allem tber die VEGF-
Rezeptoren 1 (VEGFR-1/ Gen: Flt-1) und/oder VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR-2/ Gen: Flk-
1) (Abb. 3) [29].

Abb. 3 - VEGF-Rezeptoren

VEGF-A/B und PIGF entfalten ihre Wirkung tber den VEGF-Rezeptor-1 (Gen: Flt-1) und VEGF-
Rezeptor-2 (Gen: FIk1).

VEGF-A PIGF
VEGF-B

VEGFR-2

VEGFR-1 Gen: FlkKl

Gen: Fldl

Zellmembran

VEGF hat eine anti-apoptotische sowie eine wachstumsfordernde Wirkung und
bestimmt in einer physiologischen Schwangerschaft die normale Endothelfunktion

[29]. PIGF beeinflusst hingegen die GefalRentwicklung und das GefalRremodelling
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insbesondere durch Bildung neuer Verzweigungen [31]. Dartiber hinaus steigert PIGF
die VEGF-Aktivitat durch kompetitive Bindung an den VEGFR-1, so dass VEGF nun

den VEGFR-2 aktiviert, welcher eine starkere Tyrosinkinase-Aktivitat besitzt [31].

b) Antiangiogene Faktoren

Die losliche fms-ahnliche Tyrosinkinase sFlt-1 stellt eine alternativ gespleifdte Form
des VEGFR-1 [32, 33] dar und wird in der praeklamptischen Plazenta vermehrt
gebildet [26]. Neben einem signifikanten Anstieg der mMRNA-Expression von sFlt-1 in
der Plazenta, konnte das Protein auch in mononukleéren Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) und in der Amnionflissigkeit nachgewiesen werden, wodurch letztendlich
auch der zirkulierende sFlt-1-Anteil ansteigt [21, 25]. Wahrend der Schwangerschaft
sezerniert die Plazenta jedoch neben sFlt-1 auch grol3e Mengen von PIGF in den
mtterlichen Kreislauf. sFlt-1 bindet wiederum freies VEGF und PIGF und reduziert so
deren Bioverfluigbarkeit fir ihre Membranrezeptoren bzw. damit ihre Aktivitat an
vaskularen Endothelzellen [34, 35]. Tatsachlich konnte in Tiermodellen ein Anstieg von
sFlt-1 bzw. ein Abfall des PIGF in Zusammenhang mit charakteristischen Zeichen der
PE (Bluthochdruck, Proteinurie, glomerulare Endotheliose etc.) gebracht werden [26].
Auch in humanen Fall-Kontroll-Studien zeigten praeklamptische Patientinnen erhéhte
zirkulierende sFIt-1-Spiegel und erniedrigte Spiegel von PIGF und VEGF, welche
sogar im Vergleich zu gesunden Schwangeren um mehrere Wochen vor den klinischen
Symptomen auftraten [35]. sFIt-1 und PIGF kénnen somit als pradiktive Werte fur das

Auftreten einer PE sowie ihrer Komplikationen verwendet werden [22, 36].

Zwei weitere Mediatoren, welche wie sFlt-1 in hohen Mengen von den
Synzytiotrophoblasten der Plazenta freigesetzt werden, sind Endothelin-1 (ET-1),
welches eine gefal3verengende Wirkung hat [37], und soluble Endoglin (SEng),
welches schon mehrere Monate vor dem Auftreten der klinischen Symptome der PE
erhohtist [38] und synergistisch mit sFlt-1 zu einer endothelialen Dysfunktion beitragen
kann [39]. Tatsachlich konnte in einer Studie von Levine et al. [38] sogar gezeigt
werden, dass der Quotient aus der Summe von sFItl und seng durch die Menge an
PIGF starker pradiktiv fur eine PE ist als die einzelnen Biomarker.
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1.4. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist entscheidend fur die renale
Natrium- und Wasserriickresorption und die Aufrechterhaltung des arteriellen
Blutdrucks [40]. Das Enzym Renin, eine Aspartylproteinase [40], wird von den
juxtaglomerularen Zellen des distalen Tubulus (Macula densa) der Nieren produziert
und als Vorstufe (Prorenin) gespeichert [41]. Stimulus zur Renin-Freisetzung sind
niedrige Natriumspiegel (tubuloglomerulare Ruckkopplung), ein niedriger Blutdruck,
sowie die Aktivierung des Sympathikus [41]. Substrat von Renin ist das von der Leber
sezernierte Angiotensinogen, das durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) 2
zum Dekapeptid Angiotensin | (ANG 1) und weiter zu Angiotensin Il (ANG II) gespalten
wird [40]. ANG Il entfaltet wiederum seine Bioaktivitat Giber verschiedene Typen seines
Rezeptors, AT1 und AT2 [42, 43]. Der ubiquitar vorkommende AT1-Rezeptor ist der
dominierende Angiotensin-Rezeptor. Er ist an ein G-Protein gekoppelt, dessen
Stimulierung zu einer Erh6hung des intrazellularen Kalziums fuhrt. Dadurch kommt es
zu einer Vasokonstriktion (GefalBverengung), einer erhdhten Sympathikusaktivitat
sowie einer Natrium- und Wasserretention, letztere durch die Stimulierung der
Aldosteronsekretion [41, 43]. Der kleinere Angiotensin-Rezeptor, AT2, wird bei
Erwachsenen weniger stark exprimiert, Uberwiegt jedoch wahrend der fetalen

Entwicklung und reguliert die fetale Gewebeentwicklung [43].

1.4.1. RAAS und normale Schwangerschaft

Wahrend der Schwangerschaft kommt neben dem zirkulierenden RAAS ein lokales,
gewebespezifisches Renin-Angiotensin-System (RAS) in der Plazenta [44, 45] hinzu.
Ein lokales RAS konnte sowohl im fetalen Plazentazottengewebe als auch im
mutterlichen Plazentagewebe, also der Dezidua [8], nachgewiesen werden, und dies
insbesondere um die Spiralarterien des Dezidua [40]. Das lokale RAS scheint wahrend
der Schwangerschaft an der Regulierung des uteroplazentaren Blutflusses, sowie des
dezidualen GefalRumbaus beteiligt zu sein. Eine erhdhte Expression von maternalem
ANG in menschlichen dezidualen Spiralarterien steht im Zusammenhang mit einem

gestorten GefalRremodelling und verringert die uteroplazentare Durchblutung [40].

Im Rahmen einer normalen Schwangerschaft steigt das zirkulierende Renin,
Angiotensinogen, ANG I, ANG II, Angiotensin 1-7 und Aldosteron an. Das ACE ist die
17



einzige Komponente des RAS, die wahrend der Schwangerschaft reduziert gebildet
wird [43]. Zusatzlich ist ihre Aktivitatsrate wahrend der normalen Schwangerschaft
geringer. Bei PE-Patientinnen steigt diese wieder auf Normwerte an [46]. Weiterhin ist
wahrend einer normalen Schwangerschaft die vaskulare Reaktionsfahigkeit auf Ang Il
trotz erhohter Plasmaspiegel vermindert [8]. Schwangere Frauen bleiben daher trotz

eines zweifachen Anstiegs des zirkulierenden Ang Il normotensiv [5].

1.4.2. RAAS und Préaeklampsie

Auch wenn die genauen pathophysiologischen Mechanismen der PE weiterhin
unbekannt bleiben, gibt es experimentelle Hinweise, dass eine Dysregulation des
lokalen und zirkulierenden Renin-Angiotensin-Systems Teil der Pathophysiologie ist
[5-7] und moglicherweise fir die mangelhafte uteroplazentare Durchblutung
verantwortlich ist [8]. So ist eine Dysregulation des RAS, insbesondere in der
Frihschwangerschaft, eng mit einer fehlerhaften Differenzierung der Trophoblasten-
zellen und einem Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren in
Richtung Anti-Angiogenese verbunden [47]. Es bleibt jedoch unklar, ob die Dys-
regulation des RAS ein primar aktiver Mechanismus in der Pathogenese der
Erkrankung ist oder ob es sich um eine organische Reaktion auf eine bereits
bestehende Erkrankung handelt [48]. So weisen praeklamptische Patientinnen zum
einen reduzierte zirkulierende ANG 1-7-Werte auf, dem vasodilatatorischen Arm des
RAS [8, 46], zum anderen aber auch erniedrigte Renin-, ANG II, Aldosteronspiegel.
Relativ gesehen sind die Aldosteronwerte allerdings bei gegebenem Reninspiegel
hoch, was auf eine erhohte Empfindlichkeit der Nebenniere gegeniber ANG Il
schlie3en lasst. [1, 8, 28]. Tatséachlich konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte
vaskulare und adrenale ANG-II-Reaktivitat zu den Hauptmerkmalen der PE (wie z.B.
erhohte Plasmaspiegel von sFLT1) gehoért und zu einem erhdhten kardiovaskularen
Langzeitrisiko von Frauen mit PE beitragt [1].

Erste Erkenntnisse bezlglich einer erhéhten ANG-II-Reaktivitat ergab sich historisch
aus der Studie von Gant et al. [49], welcher bei jungen erstgebérenden Patientinnen
wahrend der Schwangerschaft sequentiell die Blutdruckreaktion auf eine ANG-II-
Infusion untersuchte. Wéahrend eine Gruppe Uber den gesamten Schwangerschafts-
verlauf trotz Infusion von ANG Il normotensiv blieb, konnte eine weitere Gruppe

identifiziert werden, welche sich in der frihen Phase der Studie klinisch unauffallig
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prasentierte und damit wie die normotensive Gruppe resistent gegenuber der
pressorischen Wirkung von infundiertem ANG Il war. Im Verlauf zeigte diese Gruppe
jedoch klinische Anzeichen einer schwangerschaftsbedingten Hypertonie und in einem
Fall einer Eklampsie. Tatsachlich entwickelten viele bereits zwischen der 23. und 26.
Schwangerschaftswoche eine erhdhte Empfindlichkeit gegentiber ANG I, jedoch ohne
klinische Symptome zu prasentieren. Die abnehmende Resistenz trat somit also lange
vor der Entwicklung einer Hypertonie auf, sodass im Umkehrschluss die schwanger-
schaftsbedingte Hypertonie wohlmoglich ein Versagen der physiologischen An-
passung an ANG Il darstellt [49].

Neuere Studien konnten zeigen, dass die erhdhte Reaktivitdit u. a. aus der
Dimerisierung zwischen dem vasopressorischen ANG Il AT1-Rezeptor und dem
vasodepressorischen Bradykinin B2-Rezeptor resultiert. Das AT1-B2-Proteinaggregat
kann dabei eine vaskulare Signalgebung auch in Abwesenheit von ANG Il Uber eine
Verstarkung der mechanischen Stimulation (z. B. durch eine erhdhte fetale Masse im
spaten Schwangerschaftsstadium) bewirken [1].

Eine zusatzliche Begrindung fur die gesteigerte Empfindlichkeit gegeniber
Angiotensin Il bietet das Auftreten der agonistisch wirkenden AutoantikGrpern gegen
den AT1-R (AT1-AA) [50], welche bei Frauen mit PE signifikant haufiger vorhanden
sind als bei Frauen mit einer normotensiven Schwangerschaft [50, 51]. Der
Blutdruckanstieg als Reaktion auf erhdhte AT1-AA-Werte scheint hierbei unabhéngig
vom endogenen RAS und der Erh6hungen von ANG Il zu sein [52]. In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Dr. Wallukat haben wir erstmalig festgestellt, dass das
Serum von Frauen mit PE einen IgG-Autoantikorper enthélt, der den AT1-Rezeptor
stimuliert [53]. Bei spontan schlagenden neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte
zudem gezeigt werden, dass AT1-AA die spontane Schlagfrequenz erhdhen [53].
Zudem konnte die Herzfrequenz im gleichen Versuch durch Zugabe eines AT1-R-
Blockers wieder erfolgreich reduziert werden [53]. Die gleichzeitige Gabe von AT1
Antikorper und ANG Il fiihrte weiterhin im Rattenmodell neben dem Bluthochdruck zu
weiteren klassischen Symptomen der PE wie z.B. Proteinurie, intrauteriner

Wachstumsverzdgerung und Arteriolosklerose in der uteroplazentaren Einheit [54].
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1.5. Kardiovaskulares Langzeit-Risiko

Schon bei einer normalen Schwangerschaft wird eine Frau in einen zunehmend
atherogenen Stoffwechselzustand versetzt und sie entwickelt unter anderem ein
hoheres Herzzeitvolumen, eine Hyperkoagulabilitat, Hyperlipidamie, Insulinresistenz
und eine erhdhte Entzindungsaktivitat [55, 56]. Jede dieser Schwangerschafts-
veranderungen ist wiederum bei praeklamptischen Verlaufen starker ausgepragt und
stellt zum Teil einen wichtigen Risikofaktor fur die Entwicklung einer PE dar [56]. Da
also bereits eine normale Schwangerschaft eine erhebliche kardiovaskulare Belastung
fur das miutterliche Herz darstellt und die kardiovaskuléare Dysfunktion bei einer PE
dem Klinischen Krankheitsbild vorausgeht, wird vermutet, dass eine mangelnde
Adaptation des miuitterlichen Herz-Kreislauf-Systems der primare Mechanismus sein

koénnte, der zu einer sekundéaren Funktionsstérung der Plazenta fuhrt [57].

Das erhohte Blutvolumen wird dabei in einer normalen Schwangerschaft durch eine
reversible, exzentrische Herzhypertrophie des linken Ventrikels kompensiert [58].
Diese tritt physiologisch auf und ist nicht von einer erhéhten Expression des atrialen
natriuretischen Peptides (ANP) und oder des natriuretischen Peptid Typ B (BNP)
gekennzeichnet [58]. Praeklamptische Frauen weisen dagegen einen erhohten
systemischen GefalRwiderstand, sowie ein vermindertes zirkulierendes Blutvolumen
auf [59]. Folge ist daher eine konzentrische Herzhypertrophie [60, 61], die in 40 % der
betroffenen Frauen auch nach der Geburt persistiert [61]. Der engere Zusammenhang
zwischen konzentrischer Geometrie und kardiovaskularen Ereignissen lasst sich durch
eine verminderte myokardiale Kontraktilitat, sowie ein grof3eres Risiko fur Arrhythmien
und plotzlichen Tod erkléaren [62]. Tatsachlich steigt bei praeklamptischen Patientinnen
das Risiko fur Herzversagen, Schlaganfall und Tod durch Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, insbesondere in den ersten 10 Jahren nach der Schwangerschaft [63].
Jingste Erkenntnisse zeigen zudem Anzeichen einer schweren diastolischen
Dysfunktion bei Frauen mit PE, verbunden mit einem vierfach erhéhten Risiko fur die

Entwicklung einer Herzinsuffizienz [63].

Sowohl das konzentrische Remodelling als auch die diastolische Dysfunktion und die
Effektorhormone des RAAS (Renin, ANG-II, Aldosteron) stehen wiederum in einem

engen Zusammenhang mit einer perivaskularen und interstitiellen Fibrose des
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Herzens [64], welche sich durch eine Proliferation von Fibroblasten und einer erhdhten
Ablagerung von Fibronektin (Fn) und Kollagen-Typ-I (Coll) zeigt [58]. Folgen der
Fibrose sind eine erhthte Steifigkeit der Matrix, eine gestoérte Herzfunktion [65, 66]
sowie eine Verlangsamung der Reizleitung und damit einhergehend ein erhdhtes
arrhythmogenes Risiko [67].

1.6. Therapie der Praeklampsie

Die einzige wirksame Behandlung der PE ist nach wie vor die zeitgerechte Entbindung
[68]. Die medikamentdse Therapie der PE konzentriert sich daher insbesondere auf
die Kontrolle des Blutdrucks in der Schwangerschaft und ist derzeit auf drei
Substanzklassen in der Erstlinientherapie (Metyldopa, Labetolol/Metropolol oder
Calciumantagonisten) beschréankt. [69]. Es herrscht jedoch noch kein Konsens
dariiber, welche antihypertensive Substanz bei schwangeren Frauen am wirksamsten
ist [70]. In Deutschland stellt Methyldopa das Mittel der 1. Wahl dar [13], wobei die
Auswahl des richtigen Therapeutikums u.a. auch von den Nebenwirkungen, der
Schwere des Bluthochdrucks, den Begleitsymptomen und der Zielwerterreichung
abhangt [9, 71]. Unklar bleibt weiterhin, ob durch eine antihypertensive Behandlung
eine praeklamptische Schwangerschaft verlangert werden kann [70]. Studien zu den
gangigen Antihypertensiva weisen darauf hin, dass bei einer leichten bis
mittelschweren Hypertonie wahrend der Schwangerschaft zwar das Risiko eines
schweren Bluthochdrucks verringert wird, es liegt aber kein sicherer Nachweis zur
Verhinderung einer PE vor [70, 72, 73], und dies unabhangig davon, wie streng der
Blutdruck kontrolliert wurde [74]. Weiterhin sind potenzielle Nebenwirkungen unter
einer antihypertensiven Therapie zu bertcksichtigen wie der fetalen intrauterinen
Wachstumsretardierung [75]. Es ist daher festzuhalten, dass vor Behandlungsbeginn
stets die Vorteile einer Blutdruckkontrolle gegen die potenziellen Risiken fetaler
Komplikationen abgewogen werden missen, insbesondere bei Patienten mit einer
leichten Hypertonie, die moéglicherweise durch eine antihypertensive Behandlung

Ubertherapiert werden kénnten.

Die neuere randomisiert kontrollierte CHAP-Studie konnte in diesem Zusammenhang
wichtige Erkenntnisse zur Gabe von Antihypertensiva bei schwangeren Frauen mit

einem leichten chronischen Bluthochdruck bringen [69]. So wurde gezeigt, dass diese
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durch eine antihypertensive Behandlung mit einem Zielblutdruck von weniger als
140/90 mmHg im Vergleich zu denjenigen, die nur bei Auftreten eines schweren
Bluthochdrucks (= 160 mmHg systolisch oder = 105 mmHg diastolisch) therapiert
wurden, ein geringeres Risiko fur die Entwicklung einer schweren PE bestand [69].
Dies jedoch ohne Erh6hung des Risikos fur ein geringes Geburtsgewicht in Bezug auf
das Reifealter (SGA, Small for Gestational Age) [69]. Da die CHAP-Studie einen eher
geringen Effekt der antihypertensiven Therapie auf das Geburtsgewicht nahelegte,
empfehlen die neuen NICE-Leitlinien (National Institute for Health and Care
Excellence) aus dem Jahre 2019, bei schwangeren Frauen mit einem Bluthochdruck
eine strengere Blutdruckkontrolle mit einem Zielblutdruck von 135/85 mmHg

anzustreben [76].

Da die derzeit gangigen Therapeutika jedoch nicht direkt in das RAS-System
eingreifen, bleibt unklar, ob diese die Pathophysiologie der PE beeinflussen und auf
diese Weise potenziell kardiale Veranderungen bei einer PE (Hypertrophie,
Inflammation etc.) umkehren kdénnen. Trotz einiger Fortschritte im Verstandnis der
Pathophysiologie hypertensiver Schwangerschaftsstorungen sind folglich keine
parallelen Fortschritte in der Optimierung der antihypertensiven Therapien beobachtet
worden [70]. Da das RAS allerdings nachweislich an der Pathophysiologie der PE
beteiligt ist [5-7], stellt ihre Blockade eine vielversprechende Therapieoption dar.
Tatsachlich konnte im Rattenmodell bereits gezeigt werden, dass durch die Entfernung
des AT1A-R Genes eine Hypertonie, fetale Wachstumsrestriktion sowie diverse
weitere Endorganschéaden wie z.B. eine Herzhypertrophie verbessert bzw. verhindert
werden konnen [77]. Eine Sorge von RAS-Blockern ist jedoch, dass sie bei der
Verabreichung wahrend der Schwangerschaft die Plazentaschranke passieren und
mogliche negative Auswirkungen auf den Fetus ausiben [9]. Es besteht daher ein
anhaltender Bedarf einen maternal spezifischen RAS-Inhibitor zu identifizieren,
welcher das maternale Outcome verbessert, ohne dabei den fetalen Organismus zu

gefahrden.

1.7. Peptide — neues therapeutisches Target?

Peptide sind kleiner als Proteine und bestehen aus < 50 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von weniger als 5 - 10 kDa [78-80]. Viele Peptide wie z. B. Insulin

werden bereits seit vielen Jahren eingesetzt und spielen eine wichtige Rolle bei der
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Steuerung zahlreicher physiologischer Vorgange [81], sowie beim Einsatz als
Therapeutika in Bereichen wie Diabetes, Onkologie, Stoffwechsel-, Herz-Kreislauf-
und Infektionskrankheiten [78]. Die orale Verabreichung nicht modifizierter Peptide
stellt jedoch aufgrund der hohen proteolytischen Aktivitat und den niedrigen pH-Wert
des Magens nach wie vor eine grof3e Herausforderung fur die pharmazeutische
Industrie dar. Diesem Problem méchte man durch den Einsatz von an Nano-Carriern
gekoppelten Peptiden entgegentreten, welche den Peptiden durch den Schutz eines

frihzeitigen Abbaus im Magen-Darm-Trakt eine h6here Stabilitat verleihen sollen [82].

Anders als bei den konventionellen Pharmaka, ist ein wesentlicher Vorteil von
Peptiden, dass sie aus proteinogenen Aminosauren bestehen, also korpereigenen
Bausteinen, und als solche in der Regel gering toxisch sind [78, 82]. Dies ist in der
Schwangerschaft besonders fur den Fetus relevant. Aufgrund ihrer geringeren
Halbwertszeit akkumulieren Peptide zudem kaum in Geweben, was zwar die Wirkung
des Peptids in vivo verringert, aber gleichzeitig auch die Risiken, die durch
Komplikationen des Peptids, sowie ihrer Abbauprodukte hervorgerufen werden
kénnten [80]. Die hohe Selektivitat [83] und geringe Toxizitdt beruhen u.a. auf der
hohen Affinitdt und Spezifitat [80, 81, 84] von Peptiden, sowie ihrer geringen
Immunogenitat [79]. Der Peptid-Antagonist von Ferring gegen den AT1-R wurde in
diesem Zusammenhang so entwickelt, dass dieser nicht die Plazentaschranke
Uberwinden kann und wirde somit als erster maternal spezifischer RAS-Inhibitor eine
selektive Behandlung der Mutter ermdglichen. Dartber hinaus ist der Peptid-
Antagonist insbesondere fir die Behandlung der PE von Bedeutung, da dieser so
gestaltet sein soll, dass er auch die AT1-AA bindet und damit deren stimulierende
Wirkung auf AT1-R blockieren kann.

1.8. Transgenes Tiermodel

Transgene Tiermodelle helfen im Rahmen der praklinischen Phase (Phase 0) die
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit eines Wirkstoffes zu testen bzw. in diesem Fall den
Einfluss eines neuen therapeutischen Peptid-Pharmakons auf funktionelle und
strukturelle Veranderungen des mdtterlichen Herzens zu untersuchen ohne humanes

Gewebe zu verwenden.
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Die Versuche wurden an schwangeren Sprague-Dawley-Ratten (SD) der Tierart rattus
norvegicus im Alter von 8 bis 25 Wochen durchgefiihrt. Zwar konnten sowohl in Ratten
als auch in Mausen 2 Subtypen des AT1-R (AT1A-R, AT1B-R) identifiziert werden [85,
86], aber nur Ratten weisen eine dem Menschen ahnliche hamochoriale Plazentation
mit tiefer Trophoblasteninvasion und ausgepagtem uteroplazentarem Remodeling auf
[87] und sind somit am ehesten mit der humanen Situation vereinbar [88]. In der Maus
ist das mesometriale Dreieck, welches hinsichtlich der Trophoblastenzellinvasion der
menschlichen Dezidua entspricht, weniger stark ausgebildet als in der Ratte und es
findet keine endovaskulare Trophoblastenzellinvasion statt [87, 89].

Im Unterschied zur humanen Schwangerschaft bleiben allerdings die Konzentrationen
von Ang | und Il unverandert, &hnlich der humanen Situation zeigen jedoch auch
schwangere Ratten physiologisch einen Anstieg der Angiotensinogen- und
Reninspiegel, sowie verminderte ACE-Spiegel [58].

Weiblichen Ratten mit einem praeklamptischen Phanotyp entstehen nach Kreuzung
einer weiblichen fir das humane Angiotensinogen transgenen SD Ratte [SD-
TGR(hAGT)L1623] mit einer mannlichen Ratte, welche fir das humane Renin
transgen war [SD-TGR(hREN)L10J] (Abb. 4A).

Die nicht schwangere transgene Ratte prasentierte einen solchen Phénotyp nicht, da
das menschliche RAS nicht mit dem RAS der Ratte interagiert [50]. Nur bei
entsprechender Paarung fuhrt die Wechselwirkung der beiden Transgenprodukte in
der utero-plazentaren Einheit zu einer Sekretion von Renin aus der Plazenta und/oder
dem Fetus [90]. Dieses interagiert wiederum mit zirkulierendem hAGT in den Mttern.
Folge ist eine erhdhte Produktion von zirkulierendem ANG Il [91] und damit die
Entwicklung der typischen Komponenten der PE (Bluthochdruck, Proteinurie,
wachstumsretardierte Nachkommen etc.) [92]. Weiterhin zeigten sich in diesem
Tiermodell erhohte ANG 1l Werte in der Plazenta und im mesometrialen Dreieck [50].
In der umgekehrten Verpaarung (weibliche hREN x mannliche hAGT) sind in der
Plazenta ANG Il Werte ebenfalls nachweislich erhéht, im mesometrialen Dreieck sowie
Blutkreislauf jedoch unverandert [50]. Dies ist ein Indiz, dass die Uberproduktion und
Sekretion des lokalen ANG Il aus dem mutterlichen Teil der uteroplazentaren Einheit
eine entscheidende Rolle bei der PE spielen kénnte [91].

Gleichaltrige Wildtyp-Tiere (WT-Tiere) wurden flr die Versuche ebenfalls gekreuzt und
dienten als Kontrollen (Abb. 4B).
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Abb. 4 — Versuchsaufbau

Weibliche Sprague-Dawley-Ratten [SD-TGR(hAGT)L1623] wurden mit mannlichen Sprague-Dawley-
Ratten gepaart, welche wiederum fuir das menschliche Renin-Gen [SD-Tg(hREN)L10J] transgen waren
(Abb. 4A). Weibliche [SD-TGR(hAGT)L1623] Ratten entwickelten einen praeklamptischen Phanotyp
(PE) mit typischen kardiovaskularen Veranderungen und gingen in den Versuch ein. Mannliche [SD-
TGR(hREN)L10J] wurden dagegen nur fiir die Verpaarung genutzt. Gleichaltrige Sprague-Dawley-
Wildtyp-Ratten [SD-WT] wurden ebenfalls verpaart und dienten als Kontrolle (Abb. 4B).

A) 9 dl
Q % » Praeklampsie (PE)

SD-TGR(hAgt)L 1623 X  SD-TGR(hRen)L10J

@8 % » Kontrollgruppe (WT)

SD-WT X SD-WT

B)

Der Blutdruck bei diesen transgenen praeklamptischen Ratten steigt ab dem 12.
Schwangerschaftstag an und kehrt innerhalb von 3 Tagen nachdem diese geworfen
haben auf seinen Ausgangswert zurlck. Der Bluthochdruck héalt damit in der
Schwangerschaft insgesamt 8 Tage an, was einem Drittel der gesamten
Schwangerschaftsdauer entspricht. Es konnte weiterhin im gleichen Tiermodell
gezeigt werden, dass ehemalige praeklamptische Ratten 28 Tage nach der
Schwangerschaft eine signifikante Herzhypertrophie aufweisen, die sowohl in der
Speckle-Tracking-Echokardiographie als auch in immunhistologischen Farbungen
beobachtet wurde [58]. Im Herzgewebe konnte weiterhin postpartum eine erhéhte
Fibrose und eine Reduktion kapillarer GefalRe beobachtet werden [58]. Auch in
Humankohorten mit Patienten mit PE wurden echokardiographisch funktionelle
Stoérungen des Herzens nachgewiesen [93]. Kraker et al. [90] stellte zudem
echokardiographische Daten des transgenen Tiermodells mit einer humanen
postpartum Kohorte gegentber und konnte dabei nachweisen, dass das hier

verwendete Tiermodell einen translationalen Charakter hat.
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieses Versuches soll die Wirksamkeit eines Peptid Antagonisten des RAS
(Anti-AT1-R) in einem transgenen Rattenmodell mit einem praeklamptischen Phanotyp
getestet werden. Zur praklinischen Testung des Peptids wurden drei verschiedene
Konzentrationen (1 nM, 3 nM, 10 nM) eingesetzt. Ziel der Ubergeordneten Studie ist
es, den Einfluss der RAS-Blockade auf den Blutdruck und Komponenten des
praeklamptischen Phanotyps (z.B. Proteinurie) zu untersuchen und die Auswirkungen
auf das fetale Outcome zu evaluieren. Im Rahmen meiner Dissertation lag der Fokus
auf das kardiovaskulare System der Mutter mit dem Ziel, den Einfluss des
Peptidantagonisten auf kardiale Veranderungen infolge der PE zu untersuchen. Dazu
wurden funktionelle und strukturelle Verdnderungen des Herzens sowie Ver-

anderungen kardial relevanter Parameter im Herzen und im Plasma untersucht.

3. Material
3.1. Antikorper und Kits

Tab. 1 —Nummer und Herstellerangaben der Antikdrper fir die Immunhistochemie

Antikdrper Nummer Hersteller

Southern Biotech, Birmingham,

Anti-Coll Anti-Type | Collagen 1310-01 USA
Anti-ED1 Anti-CD68 MCA341R Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Anti- FN Anti-Fibronectin Ab23751 Abcam, Cambridge, UK

ANti-laG Cy3-conjugated donkey anti- 711-165- Jackson ImmunoResearch
9 rabbit IgG 152 Laboratories Inc., Ely, UK

ANti-laG Cy3-conjugated donkey anti- 715-165- Jackson ImmunoResearch
¢ mouse 1gG 150 Laboratories Inc., Ely, UK

ANti-laG Cy3-conjugated donkey anti- 705-165- Jackson ImmunoResearch
9 goat I1gG 003 Laboratories Inc., Ely, UK

WGA Wheat Germ Agglutinin FL-1021 Vector Laboratories,

Burlingame, USA
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Tab. 2 — Herstellerangaben zu den Kits fur die Genexpressionsanalyse und den ELISA

Name

cDNA Reverse Transcription Kit (4368813)

Rat BNP 45 (ab108816)

RNeasy Mini Kit (74106)

3.2. Reagenzien und Chemikalien

3.2.1 RNA-Isolation und PCR

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Abcam, Cambridge, UK
Qiagen GmbH, Hilden, DE

Tab. 3 - Nummer und Hersteller der Reagenzien und Chemikalien fur die

Genexpressionsanalyse

Name Nummer
Chloroform 102445
Destilliertes Wasser (dH20) SG
Labostar
DNA Digest Buffer 1011132
DNase |, RNase-free 1010395
Ethanol 99.8 % vergallt K928.4
Fast SYBR Green Master 4385614
Mix

TagMan Fast Universal

PCR 4367846

Master Mix [2X]

3.2.2. Immunhistochemie

Hersteller

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Evoqua Water Technologies GmbH, Giinzburg,

DE
Qiagen GmbH, Hilden, DE

Qiagen GmbH, Hilden, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tab. 4 — Nummer und Hersteller der Reagenzien und Chemikalien fur die Inmunhistochemie

Name

Normal Donkey Serum

PBS [10x] pH 7.4

QIAzol Lysis Reagent

Nummer Hersteller
017-000- Jackson ImmunoResearch
121 Laboratories Inc., Ely, UK
Thermo Fisher Scientific,
70011
Waltham, USA
79306 Qiagen GmbH, Hilden, DE
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Sigma Aldrich Chemie

Citratpuffer [10x] pH 6.0 MKCD2290 o
GmbH, Steinheim, DE

Vectashield Mounting Medium with Vector Laboratories,

H-1200
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindo) Burlingame, USA
) Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Wasserstoffperoxid 30 wt. % 216763
Steinheim, DE
Xylol 100 % 4436 Carl Roth, Karlsruhe, DE

3.3. Gerate und Software

Tab. 5 - Herstellerangaben der verwendeten Gerate

Gerate Hersteller

DNA Thermal Cycler Perkin-Elmer, Neuried, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Gewebeeinbettautomat Microm STP-120 USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
DE

Microtome HM340E

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Paraffinausgie3station EG1160 Leica Biosystems, NuR3loch, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham,

QuantStudio 5 Real-Time PCR System USA

Vortex Mixer Neolab, Heidelberg, DE

Scanner Panoramic MIDI BF/FL PMIDI-

041409 3D Histech Ltd., Budapest, HU

Zentrifuge 5424, 5810 R

Zentrifuge GS 6KR

Eppendorf, Hamburg, DE

Beckman Coulter, Miinchen, DE

Tab. 6 — Herstellerangaben der Softwares flur die Datenanalyse

Software

Adobe Reader XI 11.0.23

Case Viewer

EndNote 20

Hersteller

Adobe Systems Inc., Dublin, IRL

3D Histech Ltd., Budapest, HU

Thomson Reuters, Carlsbad, USA



GraphPad Software Inc., La Jolla,

GraphPad Prism 9.5.0. USA

Image J 1.48v National Institutes of Health, USA

Whitehead Institute for Biomedical

Primer3 web 4.0.0 Research, USA

QuantStudio Design & Analysis V1.4 Thermo Fisher Scientific, USA
Vevo Strain 5.6.0 Visual Sonics, Toronto, CAN
Office 365 (Word, Excel) Microsoft Office®, USA

3.4. Verbrauchsmaterialen

Tab. 7 — Herstellerangaben der Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterialen Hersteller
Deckglaschen 24 x 50 mm Menzel, Braunschweig, DE
Einbettkassetten fir Paraffinschnitte Roth, Karlsruhe, DE
Keramikkigelchen 2,8 mm Peglab, Erlangen, DE
Micro Amp® Fast Optical 96-well Reaction Plate Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Micro Amp™ Optical Adhesive Film Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Mikrotomklinge S35 Feather Safety Razor, Osaka, JPN
Objekttrager Superfrost Plus 25x75x1 mm Menzel, Braunschweig, DE
Pipettenspitzen Starlab, Ahrensburg, DE
Reaktionsgefale, (1,5; 2,0 ml) Eppendorf, Hamburg, DE
Zentrifugenréhrchen (15; 50 ml) BD Falcon, Franklin Lakes, USA
4. Methoden

4.1. Versuchstiere und Studiendesign

Die Planung und Durchfiihrung der Tierstudie (G0018/19, Genehmigung am

07.03.2023) erfolgte durch entsprechend ausgebildeten technischen Assistenten und
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Wissenschatftler. Die Haltung der Tiere wurde in der Tierhaltung am Max-Delbrick-
Centrum (MDC) fur Molekulare Medizin, Berlin-Buch, durchgefuhrt. Nach Abschluss
der Tierstudie wurde das enthommene und bereits adaquat gelagerte Gewebe von mir
fur die Immunhistochemie und PCR (Polymerase-Kettenreaktion) verwendet. Die
wéhrend der Studie durch technische Assistenten aufgenommenen echo-
kardiografischen und telemetrischen Daten wurden ebenfalls von mir prozessiert. Mit
der VevoStrain-Software fuhrte ich die Speckle-Tracking-Echokardiographie durch,
um den globalen longitudinalen Strain (GLS), die regionale Strain-Analyse und die
Ejektionsfraktion (EF) zu bestimmen.

Die Ratten wurden gruppenweise in Tecniplast-Kafigen vom Typ SF1400, 1500 oder
Typ IV (Grundflache von 1800 cm?) gehalten. Alle Tierversuche wurden von der
Tierschutzkommission des Landesamtes fur Gesundheit und Soziales Berlin
genehmigt. Nach erfolgter Implantation der Telemetriesender bzw. nach erfolgtem
Nachweis der Schwangerschaft hielten sich die Versuchstiere Uber den gesamten
Versuch einzeln auf, wodurch eine telemetrische Uberwachung gewahrleistet werden
konnte. Die Einzeltierhaltung erfolgte in einer offenen Haltung in Rattenkafigen des
Typs Il H (Grundflache von 800 cm?) und &hnlich wie in einer Gruppenhaltung bei
einer konstanten Temperatur von 22 + 2 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 55 + 15 % und
einem Lichtregime (12 h Wechsel Hell/Dunkel). Um eine kontinuierliche Aufzeichnung
der Blutdruckparameter zu gewahrleisten, verblieb der Kafig auf einer Telemetrie-
empfangerplatte. Das Hygienemonitoring erfolgte durch quartalsmaRige Unter-
suchungen gemal den FELASA-Richtlinien. Die Tiere hatten zu Futter und Wasser
Zugang ad libitum. Als Unterschlupf fir die Tiere diente eine Plastikrohre,
Beschéftigung war in Form von Nestbaumaterial und Papprolle gegeben (Enrichment).

Den Versuchstieren wurden im Alter von 8-12 Wochen (vor Beginn der Schwanger-
schaft) unter Inhalationsnarkose Telemetriesender implantiert (Abb. 5), durch den der
systolische, mittlere und diastolische Blutdruck und die Herzfrequenz dauerhaft
aufgezeichnet wurde. Das Telemetriesystem besteht aus einem 2,3 g schwerem
Transmitter (HD-X11, DSI), einem Empfanger und dem Erfassungssystem. Der
Transmitter wurde dabei infrarenal in der Aorta abdominalis platziert und mit einem
Wundkleber im Gefal3 befestigt bzw. anschliel3end mittels einer chirurgischen Naht am

Peritoneum. Der Eingriff dauerte ca. 30 min und wurde auf einer Wéarmeunterlage
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durchgefiihrt. Mindestens 30 min vor dem Eingriff erfolgte die Zugabe von Carprofen
(5 mg/kg s.c.), einem nichtsteroidalen Antirheumatikum. Nach der Einleitung der
Narkose mit Isofluran (2-2,5 % Isofluran-Luft-Gemisch) wurde den Tieren eine
schitzende Salbe auf die Augen aufgetragen (Regepithel). Zur postoperativen
Analgesie wurde eine 3-tdgige postoperative Gabe von Metamizol mit Himbeer-

geschmack tber das Trinkwasser verabreicht (400 mg/kg/24h; Firma: Ratiopharm).

Nach Einhaltung der 10-Tage-dauernden Erholungszeit wurden die Tiere verpaart und
der Tag, an dem ein Vaginalplug nachgewiesen werden konnte, wurde als Tag 1 der
Schwangerschaft definiert (Abb. 5). Am 15. Tag der Schwangerschaft wurde die Inter-
vention gestartet. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Versuchstiere bereits im
letzten Drittel der Schwangerschaft und wiesen einen Bluthochdruck und Proteinurie
auf [58], welche entscheidende Symptome flr die Diagnose einer PE sind [50]. Diese
Gruppe wurde daher als PE-Gruppe bezeichnet. WT-Tiere des gleichen Tierstammes
wiesen keine Auffalligkeiten in Form eines Bluthochdrucks oder einer Proteinurie auf
und galten als Kontrollgruppe. Das von Ferring hergestellte Peptid wurde dabei von
den technischen Assistenten wie vorgeschrieben suspendiert und insgesamt 7 Tage
lang (Schwangerschaftstag 15 - 21) tber eine Mini-Osmosepumpen subkutan (Modell
2002, Alzet Scientific Corporation, PaltoAlto, Ca) verabreicht. Der Peptid-Antagonist
wurde dabei in 3 Konzentrationen getestet. Daraus ergaben sich 5 Gruppen:

Gruppe 1 (n = 8), WT +Vehikel
Gruppe 2 (n =9), PE + Vehikel
Gruppe 3 (n =9), PE + Peptid (1 nM?*)
Gruppe 4 (n =9), PE + Peptid (3 nM*)

Gruppe 5 (n =9), PE + Peptid (10 nM*)

Um die durch PE verursachten maternalen Endorganschéden zu untersuchen, erfolgte
die Organentnahme nach Euthanasie fir die Muttertiere und Nachkommen am 21. Tag
(d21) der Schwangerschaft (Abb. 5). Diese erfolgte durch eine kurze Inhalations-
narkose und anschliel3ender Dekapitation entsprechend den européischen Gesetzen

des Tierschutzes, jeweils gefolgt von einer Blut- und Organentnahme. Nach
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Probenentnahme des Herzens wurde dieses gewogen, in Sticke geteilt und
anschlieBend in Formalin und Methylbutan fiir die Histologie aufbewahrt bzw. in

flissigem Stickstoff eingefroren und daraufhin bei - 80°C fur die RT-gPCR gelagert.

Abb. 5 - Durchfihrung der Tierstudie

Mittels Telemetriesender kann der Blutdruck kontinuierlich aufgezeichnet werden. Dieser wird im Alter
von 8-12 Wochen, noch vor der Schwangerschaft, implantiert. Eine Blutabnahme erfolgt an Tag 14 und
18 bzw. eine Echokardiographie an Tag 14, 16 und 21. Eine weitere Gewinnung von Blutproben fir den
BNP-ELISA sowie die Euthanasie der Muttertiere mit einer darauffolgenden Organentnahme findet am
Ende der Schwangerschaft (Tag 21, d21) statt. Die Organe werden flr weitere molekularbiologische
und histologische Arbeiten aufbewahrt. Zuséatzlich erfolgte am Tag 15 bis 21 die Intervention mit dem

Peptid-Antagonisten bei PE-Tieren in drei unterschiedlichen Konzentrationen.
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4.2. Blutabnahme

Die Blutabnahme erfolgte durch technische Assistenten an Tag 14 und 18 aus der
Schwanzvene (Abb. 5). Dabei wurden 500 pl Blut entnommen und in ein Réhrchen
gegeben, das Kalium-Ethylendiamintetraessigsaure (K2EDTA) als Antikoagulans
enthalt. Die Blutrohrchen wurden mehrmals invertiert, um eine gute Mischung zu
gewahrleisten, bevor sie bis zur Verarbeitung auf Eis gelegt wurden. AnschlieRend
wurden alle Blutproben zentrifugiert (1800 x g, 10 min, 4°C) und bei -80°C gelagert.

4.3. Ultraschall

Die Tiere wurden durch technische Assistenten von der MDC Facility Animal Pheno-

typing wahrend der transthorakalen Echokardiographie mit 1,5 % Isofluran tber eine
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Sauerstoffmaske betdubt. Wahrenddessen wurde die Herzfrequenz, die Rektal-
temperatur des Muttertiers, sowie die Atmung Uberwacht. Die Koérpertemperatur wurde
durch eine Warmeunterlage bei 36 °C bis 38 °C gehalten. Alle Haare wurden am Bauch
entfernt und es wurden vorgewarmtes Gel als Ultraschall-Kopplungsmedium ver-
wendet. Die schwangeren Ratten wurden am 14., 16. und 21. Schwangerschaftstag
(Abb. 5) mit einem Ultraschall-Biomikroskop und einem 30-MHz- oder 40-MHz-
Schallkopf mit 30 Bildern pro Sekunde abgebildet. Alle Bilder wurden von der MDC-
Facility Animal Phenotyping erfasst und fur die verblendete Offline-Analyse (Visual-
Sonics VevoStrain-Software 5.6.0., Toronto, Kanada) bereitgestellt.

Um die Ejektionsfraktion (EF) und die globale longitudinale Dehnung (global longitu-
dinal strain, GLS) zu erfassen, erfolgten die Messungen nicht-invasiv im sogenannten
B-Mode in der parasternalen langen Achse. Die globale longitudinale Spitzendehnung
stellt eine Myokarddeformationsanalyse dar und spiegelt in erster Linie die Funktion
der subendokardialen, longitudinal ausgerichteten Fasern wieder, welche insbeson-
dere durch ischamische Schaden und Wandstress beeintrachtigt werden [94]. Die GLS
wurde dabei zur Messung der systolischen Funktion verwendet und ist im Vergleich
zur EF reproduzierbarer und sensitiver und kann daher schon bei normalen Werten
der EF pathologisch ausfallen [95]. Die sogenannte globale longitudinale ,Strain-Rate*
(global longitudinal strain rate, GLSR) spiegelt hingegen die Geschwindigkeit dieser

Deformation wider.

Die Erfassung der GLS erfolgte durch mich mittels Speckle-Tracking-Analyse, wobei
drei aufeinanderfolgende Herzzyklen erfasst wurden und fir jede Aufnahme wiederum
der Mittelwert aus drei Messungen berechnet wurden. Bei der Analyse wurden
zweidimensionale Graustufenbilder verwendet und sowohl die globale als auch die
regionale linksventrikulare (LV) Funktion beurteilt [95]. Positive Werte der GLS
spiegeln eine Verlangerung der longitudinal ausgerichteten Myokardfasern wider,
wahrend negative Werte eine Faserverkirzung darstellen. Fir die Berechnung der
GLS wurde das Endokard des linken Ventrikels manuell in der in der enddiastolischen
Phase markiert, wobei sich der Messwert der myokardialen Deformation aus dem
Mittelwert der sechs einzelnen Segmente des linken Ventrikels bildete. Das Epikard
wurde hingegen durch die Software automatisch erfasst und bei Bedarf manuell an die

Wanddicke angepasst, um die Genauigkeit der Messung zu erhéhen. Die Bilder

33



wurden weiterhin auf ihre Qualitat im Hinblick auf Differenzierbarkeit der Myokard-
rander und Abwesenheit von Artefakten Uberprtift, Bilder mit einer schlechten Qualitat

wurden dabei von der Analyse ausgeschlossen.

4.4. Immunhistochemie

Zunachst wurde das Herz in Formalin fixiert. Nach einer Lagerung von mindestens 24
Stunden wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet und Gber Nacht bei 4 °C gekuhlt,
um am nachsten Tag mit einem Mikrotom zu 2 um grof3en Schnitten weiterverarbeitet,
um auf Objekttragern fixiert zu werden. Vor jeder Farbung wurden die eingebetteten
Schnitte rehydriert, indem sie zuerst zweimal in Xylol deparaffiniert wurden (2 x 5 min)
und dann eine absteigende Ethanolreihe durchlaufen (100 %, 96 %, 80 %, 70 % flr
jeweils 5 min). Zur weiteren Bearbeitung wurden die Schnitte dreimal in 1x Phosphat-

gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen.

Fluoreszenzfarbung:

Die Visualisierung der Kardiomyozyten wurde unmittelbar nach der Rehydrierung der
Proben durchgefiihrt. Nach Blockierung der unspezifischen Bindung (60 min mit 10 %
Normal Donkey Serum (NDS) in 1x PBS bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer) wurde das direkt gekoppelte Weizenkeimagglutinin (WGA) aufgetragen
(1:200 in 10 % NDS, 4 °C uber Nacht, feuchte Kammer). Ein sekundérer Antikérper
war nicht erforderlich. Nach der Inkubation konnten die Proben mit Vectashield/DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindo) abgedeckt werden.

Alle weiteren Immunfluoreszenzfarbungen (Fibronektin, Fn; Kollagen Typ 1, Col1l;
ED1-positive Makrophagen, ED1) wurden der gleichen Vorbehandlung unterzogen.
Nach der Rehydrierung erfolgte jedoch zuerst eine Demaskierung von Antigenen
durch 20-minttiges Kochen in 1x Citratpuffer, gefolgt von der Blockierung endogener
Peroxidasen durch Anwendung von 3 % Wasserstoffperoxid (H202) fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur und abschlieBendem Waschen mit destilliertem Wasser fur 3 x 5
Minuten. Im nachsten Schritt wurden unspezifische Bindungen mit 10 % NDS (in 1x
PBS) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer blockiert. Die
Proben wurden anschlie3end Gber Nacht bei 4 °C mit dem ersten Antikérper inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Objekttréager 3 x 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen und
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120 Minuten bei Raumtemperatur mit dem zweiten Antikoérper inkubiert. Im letzten
Schritt wurden die Objekttrager erneut 3 x 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen und mit
Vectashield/DAPI abgedeckt.

Die Konzentration und die Reaktionszeiten der primaren und sekundaren Antikorper

sind je nach Farbung unterschiedlich:

Tab. 8 — Verdunnungsprotokoll der primaren und sekundaren Antikorper fur die
Immunhistochemie

Farbung/

) . Verdiinnung Sekundare Antikorper Verdiinnung
Priméare Antikorper
(AB I°) (AB 1I°) (AB 11°)
(AB I°)

Fibronectin/ 1:75 (in 10 % Cy3-konjugiertes Esel-Anti- 1:300 (in 1x
Anti-Fibronectin NDS) Kaninchen-IgG PBS)
Kollagen-Typ-I/ 1:20 (in 10 % Cy3-konjugiertes Esel-Anti-Ziegen- 1:300 (in

Anti-Typ-1-Kollagen NDS) IgG 1x PBS)
ED1/ 1:100 (in 10 % Cy3-konjugiertes Esel-Anti-Maus- 1:300 (in
Anti-ED1 NDS) IgG 1x PBS)

Mit dem 3D Histec Slide Scanner kann das gesamte Gewebe sofort nach Abschluss
der Farbung offline abgebildet und ausgewertet werden. Dies verhinderte einen
Bleicheffekt oder ein Verblassen der Fluoreszenz, welche nach einer gewissen Zeit

auftritt. Die Farbungen wurden wie folgt ausgewertet:

1. WGA:
Mit Hilfe des Case Viewers wurden 50 runde Kardiomyozyten pro Schnitt ausgewahlt,
welche gleichmafig im Herzquerschnitt verteilt waren. Die WGA-Farbung bewertete
die potenzielle Hypertrophie der Kardiomyozyten durch Messung des mittleren

Umfangs der ausgewahlten Zellen.

2. Fibronektin:
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Es wurden reprasentative Bilder ohne vaskularen Inhalt mit der Software Case Viewer
aufgenommen. Mittels ImageJ konnte der interstitielle fibrotische Anteil bestimmt
werden. Pro Schnitt wurden insgesamt 10 Bilder aufgenommen und ihr Mittelwert

bestimmt.

3. Kollagen I:

Die Kollagen-I-Farbung wurde zur Bestimmung der perivaskularen Fibrose verwendet.
Samtliche intakten Gefalde eines Herzens wurden miteinander verglichen. Die mediale
und fibrotische Flache der GefaRe wurden daflr nachgezeichnet und jeweils in

Relation zum Gefal3lumen gesetzt.

4. ED1

Makrophagen wurden manuell im CaseViewer markiert. Dafir wurden 10
reprasentative Bereiche (Zoom: 40x) pro Schicht ausgewéhlt und ihr Mittelwert

gebildet.

4.5. Gewebeanalyse mittels g°PCR

Zur Analyse von spezifischen Markergenen erfolgt eine Quantifizierung der
Desoxyribonukleinsaure (DNA) mittels Real-Time-PCR/ quantitative PCR (qPCR).
Dazu wurde die Ribonukleinsdure (RNA) isoliert und anschlie3end in die stabilere
komplementéare Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben. Zum Nachweis der
cDNA koénnen bei der gPCR zwei Verfahren angewendet werden: SYBR Green oder
Tagman. Beim SYBR wird zum Nachweis von PCR-Produkten ein Farbstoff
verwendet, welches doppelstrangige DNA bindet, beim Tagman dagegen eine DNA-
Sonde, welche sequenzspezifisch ist und nach Hybridisierung mit der komplementéaren
DNA-Sequenz ein Fluoreszenzsignal abgibt. Somit ist beim Tagman nicht die Menge
des akkumulierten Endproduktes relevant, sondern der Zeitpunkt, an dem die
Amplifikation erstmals durch Freisetzung eines Fluoreszenzsignals nachgewiesen
wird. Je mehr Startkopien vorhanden sind, desto friher wird ein Anstieg des

Fluoreszenzsignals gemessen [96].
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4.5.1. RNA-Isolierung

RNA aus Rattenherzgewebe wurde mit dem RNeasy Mini Kit isoliert und nach den von
den Herstellern angegebenen Protokollen extrahiert. Dazu wurde unter einem Abzug
ein kleines Stick der Herzspitze in ein 2 ml Eppendorf-Réhrchen mit 700 pl Qiazol und
sechs Precellys-Keramikkigelchen dberfuhrt. AnschlieBend erfolgt die Homo-
genisierung in zwei Zyklen fir jeweils 15 s in einem Precellys Gewebehomo-genisator
bei 5500 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm), sowie eine Inkubation
bei Raumtemperatur fir 5 min. Zu dem Homogenisat wurde dann 140 pl Chloroform
hinzugegeben, 30 s manuell gemischt und fir 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einer 15-minutigen Zentrifugation bei 12000 xg und 4 °C wurden 350 pl der
wassrigen oberen Phase mit einem gleichen Volumen 70 %-igen Ethanols versetzt,
gemischt und auf die RNeasy Mini Column aufgetragen. Nach einmindtiger Inkubation
bei Raumtemperatur und 30 Sekunden Zentrifugation bei 8000 xg wurde der
Durchfluss verworfen und die Saule mit RW1-Puffer gereinigt. Die auf der S&aule
verbliebene DNA wurde mit 10 pl DNase + 70 pl RDD-Puffer verdunnt, verdaut und
mindestens 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschlielend wurden die Saulen nochmal
mit dem RWZ1-Puffer und zweimal mit RPE-Puffer gewaschen, wobei dazwischen
jeweils eine Zentrifugation fir 30 Sekunden bei 8600 xg erfolgt. Die Saule wurde 2
Minuten lang mit 30 pl RNase-freiem H20 inkubiert, und die RNA wurde durch
Zentrifugation fir 1 Minute bei 12900 x g geliert. Die Proben konnten schlief3lich bei -
80 °C gelagert werden oder aber zuerst auf Eis gestellt werden, um die RNA-
Konzentration am Spektrophotometer NanoDrop bei einer Wellenlange von 260 nm zu
messen. Dazu wurde zuerst RNase-freies Wasser auf das Messgerat aufgetragen und
ihr Leerwert bestimmt, anschlieend konnte 1 Mikroliter der Proben aufgetragen
werden, wobei bei einer zu hohen Ausbeute an RNA, die Probe 1:1 mit RNase freiem
H20 verdinnt wurde. Ziel war eine RNA-Konzentration von weniger als 2 pg/ul. Die
Qualitat der isolierten RNA konnte anhand des Absorptionsverhaltnisses 260/280 und
260/230 beurteilt werden. Der Wert sollte bei etwa 2,0 liegen; liegt er darunter, ist die
Probe wahrscheinlich mit Proteinen (Verhaltnis 260/280) oder Phenol (Verhaltnis
260/230) verunreinigt.
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4.5.2. Umschreibung (RNA zu cDNA)

Fur die Synthese einzelstrangiger cDNA aus der RNA wurde das cDNA-Kit fur die
reverse Transkription nach dem Protokoll des Herstellers verwendet (siehe Abschnitt
7.1.2.). Das Kit verwendet kurze Oligonukleotid-Primer, die aus sechs zufallig
kombinierten Basenpaaren bestehen. Daher haben sie eine hohe Wahrscheinlichkeit,
an die Ziel-RNA zu binden [97]. Um die eine Konzentration von 2 pg/ul in einem
Gesamtvolumen von 10 pl zu erreichen, wurden die RNA-Proben vor der Transkription
mit Wasser verdinnt. Im néchsten Schritt wurde der 2x Reverse Transkription Master
Mix (Tabelle 1) hinzugegeben und die RNA-Proben wurden in den Thermozykler
gestellt. Dort erfolgte die Erwarmung der Proben zunachst fir 10 min auf 25 °C, im
nachsten Schritt fur 120 min auf 37 °C und schlieflich fur 5 min auf 85 °C. In einem

letzten Schritt wurden die cDNA-Proben auf 4 °C heruntergekuhlt.

Tab. 9 — Zusammensetzung des Mastermix fur die Reverse Transkription

Darstellung der Zusammensetzung des Mastermixs. Dieser besteht aus der Reverse Transkriptase,
einem Puffer, den Random Primer, Wasser und dem Nukleotiden-Gemisch. dNTP =

Desoxynukleosidtriphosphat

Bestandteile Volumen (pl)/ Reaktion

10X Reverse Transkriptase Buffer 2
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X Reverse Transkriptase Random Primer 2,0
Reverse Transkriptase 1,0
Nuclease-free H,0 4,2

Total 10

4.5.3. qPCR

Die Nachweisverfahren (SYBR Green, Tagman), die bei der gPCR zum Einsatz
kommen, beruhen beide auf eine Amplifikation, sowie Quantifizierung des Zielgens in
Echtzeit. Beide Methoden verwenden Carboxy-X-Rhodamin (ROX) in einer konstanten
Konzentration als passiven Referenzfarbstoff, der wahrend der Reaktion nicht

verandert wird.
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Beim Tagman wird die 5°-3‘-Exonuklease Aktivitat der Tag-Polymerase verwendet, um
ein Fluoreszenzsignal zu erzeugen. Tagman Oligonukleotid-Sonden sind dabei am 5'-
Ende mit einem Reporter Farbstoff (FAM = 6-Carboxyfluorescin) markiert und am 3'-
Ende der Sonde mit einem nicht-fluoreszierenden Akzeptor Farbstoff, dem Quencher
(TAMRA = Tetramethylrhodamin). Die Spektralkurve der TAMRA-Anregung Uber-
schneidet sich dabei zum Teil mit derjenigen der FAM-Emission. So hat TAMRA ein
Maximum der Anregungswellenlange bei 544 nm und ein Maximum der Emissions-
wellenlange bei 570 nm, wahrend FAM ein Maximum der Anregungswellenl&nge bei
492 nm bzw. ein Maximum der Emissionswellenlange bei 517 nm hat. In einer intakten
Oligonukleotid-Sonde fuhrt die raumliche Nahe des Reporter Farbstoffs und des
Quenchers dazu, dass das emittierte Fluoreszenzsignal des Reporters reduziert wird,
da seine Energie auf den Quencher tbertragen wird. Der Quencher befindet sich zwar
in einem elektronisch angeregten Zustand, emittiert jedoch kein Licht. Dieser Vorgang
wird als Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) bezeichnet.

Sobald die Zielsequenz vorhanden ist, bindet die Sonde an den komplementaren
Strang zwischen den Primerstellen. Die 5-Exonuklease Aktivitat der thermostabilen
DNA-Polymerase bewirkt die Freisetzung des Reporters vom Quencher. Durch
Unterbrechen der raumlichen Nahe zwischen Reporter und Quencher steigt das
Fluoreszenzsignal schlieBlich im linearen Abschnitt der exponentiellen Phase pro-
portional zur Menge des PCR-Produkts an.

Der grine SYBR-Farbstoff erzeugt im Gegensatz dazu ein Fluoreszenzsignal durch
Interkalieren in die doppelstrangige DNA. Der SYBR-Farbstoff unterscheidet daher

nicht zwischen Ziel-Oligonukleotiden und unspezifischen PCR-Produkten.

Um eine Konzentration von 10 ng/pl zu erreichen wird die cDNA 1:5 verdunnt (20 pl
cDNA + 80 pl H20). AnschlieBend wird ein Mastermix mit Puffer, Vorwarts- und
Ruckwartsprimer, Sonde (Tagman; beim SYBR mit Wasser ersetzt) und destilliertem
Wasser hergestellt (Tab. 2). Zur Quantifizierung der Probenkonzentration wurde eine
Standardreihe verwendet. Dazu wurden 4 pl jeder cDNA-Probe als Standardmix
kombiniert und funf Verdinnungen (20, 10, 5, 2,5, 1,25 ng/pl) hergestellt. Fir die
Probenanalyse wurde der Mastermix (18,4 pl) mit jeweils 1,6 pl cDNA [10 ng/ul]
erganzt. Weiterhin wurde eine Negativkontrolle verwendet, bei der die 1,6 pl cDNA
durch Wasser ersetzt wurde (NTC = no template control). 5 pl jeder Probe und jedes

Standards und des NTC wurden als Duplikate in eine 96-Well-Platte gegeben. Die
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gesamte Platte wurde im n&chsten Schritt mit einer optischen Klebefolie abgedeckt,
um eine Kontamination zwischen den Wells zu vermeiden, und bei 2200 rpm fur 5
Minuten zentrifugiert. Die Amplifikation der Proben erfolgte schliel3lich durch

Platzierung der Platte in das QuantStudio 5 Real-Time PCR System.

Tab. 10 — Zusammensetzung des Mastermix fur die RT-qPCR (TagMan oder SYBR Green
Methode)

Darstellung der Komponenten des Mastermixs. Dieser besteht aus einem MM Buffer, den Primern, einer
Sonde, Wasser und der RNA. Beim Tagman wird die Sonde durch Wasser ersetzt. 1 Rxn = 1 Reaktion.

MM = Mastermix, RNA = Ribonukleinsaure, cDNA = komplementére Desoxyribonukleinsédure

Reagenzien pl pro 1 rxn

[2x] uni MM Buffer (TagMan Fast Universal PCR Master 55
Mix oder Fast SYBR Green Master Mix) ’

Vorwiértsprimer [10 mM)] 0,15

Rlckwartsprimer [10 mM] 0,15

Sonde (optional) 0,15

cDNA [5 mM] 0,4

Nuklease-freies Wasser 1,65
Gesamtvolumen 5

Das Protokoll fur die Amplifikation im QuantStudio 5 Real-Time PCR System ist in der
folgenden Tabelle (Tab.3) aufgefihrt:

Tab. 11 — PCR-Protokoll

Die Tabelle zeigt den Temperaturablauf der verschiedenen Reaktionsschritte der Genexpressions-
analyse. Schritt 2 und 3 werden sowohl beim Tagman als auch beim SYBR in 45 Zyklen wiederholt.
* Reaktionsschritte 4-6 fallen beim SYBR weg.

Temperatur Zeit
Schritt 1 95 °C 20 Sekunden
Schritt 2 95 °C 1 Sekunde
X 45
Schritt 3 60 °C 20 Sekunden
Schritt 4* 95 °C 1 Sekunde
Schritt 5* 60 °C 20 Sekunden
Schritt 6* 95 °C 1 Sekunde
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4.5.4. Primerdesign und Herstellung

Die Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden wurden mit der Software Primer
Express 3.0 entworfen. Anschliel3end erfolgte die Synthese durch BioTez, in Berlin
Buch. Das Primerpaar/ Sonde wurde dabei Exon-tbergreifend hergestellt, damit eine
Amplifikation von genomischer DNA vermieden werden konnte. Die Primer waren
bereits vorhanden und standen mir zur Verfiigung. Die Primersequenzen wurden zuvor

von unserer Forschungsgruppe veréffentlicht [58, 98].

Tab. 12 — Primer- und Sondensequenzen

Alle Primer/Sonden wurden bestellt bei BioTeZ Berlin Buch GmbH. Die Nukleotidsequenzen sind in 5'-
bis 3'-Richtung angegeben. A = Desoxyadenosintriphosphat, C = Desoxycytosintriphosphat, G =
Desoxyguanosintriphosphat, T = Desoxythymidintriphosphat

Sequenz forward Primer
Abk. Genname Sequenz reverse Primer
Sequenz Probe

5 GCC CAG AGG TGC TGG ACA T3

36B4 | Saures ribosomales 5 ATT GCG GAC ACC CTC TAG GA 3°
Phosphoprotein PO

5" ACA GAG CAG GCC CTG CAC ACT CG &

5 TCT GCC CTC TTG AAA AGC AAA 3

Anp _Atriales . 5' CCC GAA GCA GCT TGA CCT T 3
natriuretisches Peptid

5 CTC TGC TCG CTG GCC CTC GGA ¥

5' CAA GCT GCT TTG GGC AGA AG 3'

Natriuretisches
Bnp Peptid Typ B 5' AAA CAA CCT CAG CCC GTC AC &
5" AGA CCG GAT CGG CGC AGT CAG TCG CTT 3’
5' AGA GCG GAG AGT ACT GGA 3
Coll Kollagen Typ 1 5" CTG ACC TGT CTC CAT GTT GCA 3'

5 CAA GGC TGC AAC CTG GAT GCC ATC 3’
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5 CGC CAA CCG CAAGAT TG 3

Bindegewebs- , ,
Ctgf Wachstumsfaktor 5" CAC GGA CCC ACC GAA GAC 3

5 CAC TGC CAA AGA TGG TGC ACC CTG 3’

. . 5 CAC TTC GGG CCATGC TTC T 3
CD68 Differenzierungscluster

68 5 GGA GGA CCA GGC CAA TGA T 3'
5 GGA CCT GCA CGC CAA TAG CT 3
Fn Fibronektin 5' TCC CCC ACG ACG TAG GAA 3'
5' AGA AAT GTT TTG ATC ACG CTG CTG GGA 3'
5 TGC AGT TAA TGC CCC ACT CA 3'
Monozyten-
Mcp-1 Chemotaktisches 5 TCT CCA GCC GAC TCA TTG G 3'
Protein-1
SYBR
5 CGG GAG AAC CAG TCC ATC CT 3’
Myh 6 Myoigttsec,':]""ere 5 ACA CGC TTC GTG TTG ACA GTC T 3’
5 ATC ACT GAG AAT CCG GAG CGG G 3’
5 GCC AAG ACA GTT CGG AAT GAT AA 3'
Myh 7 Myosin ‘schwere 5 CCT GTT GCC CCA AAA TGG 3'
Kette’ B
5 TCC TCC CGA TTT GGG AAA TTC ATT CG 3’
5' AGG GAA AAC CCT GTC CCA AG 3'
Et-1 Endothelin 1 5' CAC GGG GCT CTG TAG TCA AT 3'

SYBR

4.5.5. Analyse der Genexpressionsmessung

Die Analyse der Genexpressionsmessung erfolgte mittels Zyklusschwellenmethode,
wobei der sogenannte Ct-Wert (Cycle Threshold, Schwellenwertzyklus) als Parameter
zur Quantifizierung der anfanglichen DNA-Kopien verwendet wurde und der
Zyklusanzahl entspricht, bei der das Fluoreszenzsignal einen festgelegten Schwellen-

wert Uberschreitet [99]. Der Ct-Wert steht dabei im umgekehrten Verhaltnis zur
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Ausgangsmenge des Targets. Beim Vergleich von Echtzeit-PCR-Ergebnissen von
Proben, die unterschiedliche Mengen des Zielmolekiils enthalten, ergab eine Probe
mit der doppelten Ausgangsmenge damit einen Ct-Wert, der einen Zyklus friher liegt
als bei einer Probe, die vor der Amplifikation nur halb so viele Kopien des Zielmolekuls
enthalt [100].

Der Schwellenwert markiert den Nachweis von Fluoreszenz tber dem Hintergrund-
signal und wird fur alle gemessenen Gene einheitlich auf 0,1 gesetzt, um die
Vergleichbarkeit der Messungen zu gewéahrleisten. Das Reporter-Fluoreszenz-signal
wurde bei der Analyse auf ROX normiert und das Hintergrundsignal wird im nachsten
Schritt von diesen normalisierten Reporterwerten (Rn) subtrahiert, um ARn zu
erhalten. Wahrend der Amplifikation unterscheidet man drei Phasen. In der
exponentiellen Phase kommt es aufgrund der hohen Verfiigbarkeit von Reagenzien zu
einer konstanten Amplifikation und Verdopplung des Produkts, da die DNA-
Polymerase noch hocheffizient arbeitet und die geringe Menge des Amplifikations-
produkt nicht mit den Primern konkurriert [100]. All diese Faktoren tragen zu einer
genaueren Quantifizierung in der exponentiellen Phase bei [100]. In der linearen
Phase nimmt die Steigung dagegen ab. Die Plateauphase zeigt schlie3lich das Ende

der Reaktion an, da die Verfugbarkeit der Reagenzien abnimmt.

Die sogenannten Baseline-Werte kdnnen mit dem Hintergrund oder "Rauschen” der
Reaktion gleichgesetzt werden und werden von der Analyse der Genexpression
ausgeschlossen. Sie wurden empirisch auf drei Zyklen festgelegt, noch bevor die erste
Probe den Schwellenwert Gberschritt, wodurch genigend Zyklen berlcksichtigt
wurden, um den Hintergrund in den ersten Zyklen der Amplifikation zu eliminieren,
jedoch ohne die Zyklen zu bertcksichtigen, in denen das Amplifikationssignal schon
Uber den Hintergrund anstieg [100]. Beim Vergleich verschiedener Echtzeit-PCR-
Reaktionen oder Experimenten sollte die Basislinie fur alle auf dieselbe Weise definiert

werden.

4.6. Proteinnachweis mittels ELISA

Ein Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde zur quantitativen Messung

von BNP im Blutplasma bestimmt und nach den Herstellerangaben durch eine
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technische Assistentin durchgefuhrt. Ein spezifischer BNP-45-Antikorper ist hierbei auf
96-Well-Platten vorbeschichtet und blockiert. Im ersten Schritt werden die Standard-
oder Kontrollproben sowie der BNP-45-spezifische biotinylierte Nachweisantikérper in
die jeweiligen Vertiefungen pipettiert. AnschlieRend erfolgt die Auswaschung mit
einem Waschpuffer und die Zugabe einer Substratldsung, dem Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat. Ungebundene Konjugate werden in einem weiteren Wasch-
schritt weggespult. TMB (3, 3', 5, 5' - Tetramethyl-benzidin) wird zur Visualisierung der
enzymatischen Reaktion herangezogen. Nach Zugabe von TMB wird es durch die
Streptavidin-Peroxidase katalysiert. Dabei entsteht ein blau gefarbtes Produkt, das
nach Zugabe einer sauren Stopplésung in eine gelbe Farbe umschlagt. Die Dichte der
Gelbfarbung bzw. die im Photometer gemessene Absorption (bei 450 nm) ist direkt
proportional zu der in der Platte nachgewiesenen Menge an BNP 45. Die
Konzentrationen des Nachweisproteins erh&lt man schlie3lich Uber eine Standard-

kurve.

4.7. Statistik

Statistische Analysen wurden mit der Software Prism 9.5.0. (GraphPad Software Inc.)
durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte als Mittelwert + SEM (standard error
of mean, Standardfehler). Bilddateien (Echokardiographie und histologische
Farbungen) von schlechter Qualitat, die eine Analyse nicht ermdglichten, wurden von
der Analyse ausgeschlossen. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Fir die statistische Analyse erfolgte zuerst ein Normalverteilungstest mit
dem D'Agostino-Pearson und Shapiro-Wilk Test, bei einer parametrischen Verteilung
wurde anschlie3end ein einfacher ANOVA mit Dunnett-Test durchgefihrt, bei nicht-
parametrischer Verteilung dagegen ein Kruskal-Wallis Test. Um den Blutdruckverlauf,
den regionalen Strain sowie die regionale Strain-Rate zu analysieren wurde ein

repeated measurement two-way ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test verwendet.

5. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die Wirkung des Peptid-Antagonisten
auf den kardiovaskularen Phanotyp bei schwangeren Ratten mit PE zu untersuchen.
Im Ergebnisteil wurden die Daten der Gruppe mit der hdchsten Peptid-Konzentration
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(10 nM) aufgefiihrt, da diese Gruppe zusammenfassend die meisten positiven
Veranderungen in der Telemetrie, Echokardiographie, Immunhistologie, PCR und im
BNP-ELISA aufwies.

5.1. Telemetrie

Uber einen Telemetriesender konnte der mittlere arterielle Blutdruck (MAP, Tab. 5),
der systolische (SBP, Tab. 6) und der diastolische Blutdruck (DBP, Tab. 7)
kontinuierlich aufgezeichnet werden. Die Graphen in der Abbildung 6 (1 — 3) zeigen
den Mittelwert des jeweiligen Blutdruckwerts (MAP, SBP, DBP) von WT (grun), PE
(rot) und PE + Peptid (blau) Uber die Zeit auf.

Der MAP wies an Tag 13 in PE + Peptid im Vergleich zu PE signifikant erhohte Werte
auf (PE 101,21 + 4,22 vs. PE + Peptid 111,17 = 3,76, p = 0,004). WT und PE zeigten
am selben Tag keine signifikanten Unterschiede auf, jedoch eine Tendenz zu
erniedrigten Werten (WT 108,4 + 4,36 vs. PE 123,15 + 4,19, p = 0,09). Ein Tag darauf
stieg der MAP in der PE-Gruppe im Unterschied zu WT-Tieren signifikant an (WT
113,84 + 3,5 vs. PE 156,77 £ 4,76, p < 0,0001) und erreichte schlief3lich von Tag 14
bis 16 ein Plateau mit einem maximalen MAP von 160,93 + 4,1 an Tag 16.

Der maximale MAP der PE + Peptid Gruppe wurde bereits 2 Tage friher erreicht und
zwar an Tag 14 mit einem Wert von 169,58 + 2,69. Dieser Wert unterschied sich am
gleichen Tag nicht signifikant zu PE-Tieren (PE 156,77 + 4,76 vs. PE + Peptid 169,58
+ 2,69, p = 0,12). AnschlieBend waren bei PE + Peptid fallende Blutdruckwerte
nachweisbar. Von Tag 15 bis zum Ende der Blutdruckaufzeichnung (Tag 21) zeigten
sowohl WT als auch PE + Peptid stets einen signifikant verringerten MAP. WT-Tiere
wiesen Uber die gesamte Zeit nur geringe Blutdruckschwankungen auf und zeigten
allenfalls geringe Erhdhungen des MAP an Tag 14-16 mit einem maximalen Wert von
113,84 + 3,5 an Tag 14.

Fur den SBP und DBP konnte ein ahnlicher Verlauf beobachtet werden. Der SBP war

jedoch bei WT-Tieren im Vergleich zu PE-Tieren auch am Tag 13 signifikant erniedrigt
(WT 127,77 + 4,82 vs. PE 146,74 £ 3,91, p = 0,02).
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Abb. 6 — Mittlere arterielle Blutdruck (MAP), systolische Blutdruck (SBP) und diastolische
Blutdruck (DBP)

Die Graphen zeigen die Mittelwerte + SEM des MAP (1), SBP (1) und DBP (3). Gruin: WT, rot: PE, blau:
PE + Peptid. Es wurde auf eine Darstellung der statistischen Auswertung zu Zwecken der
Ubersichtlichkeit verzichtet. Repeated measurement two-way ANOVA: Ab Tag 13 der Schwangerschaft
konnte bei PE-Tieren und PE + Peptid Tieren ein erhdhter MAP beobachtet werden, wobei PE + Peptid
Tiere zu Beginn noch einen signifikant erhdhten Wert im Vergleich zu PE-Tieren aufwiesen. WT-Tiere
zeigten hingegen uUber den gesamten Schwangerschaftsverlauf minimale Blutdruckschwankungen mit
einer nur geringen Erhdhung des Blutdrucks ab Tag 14. PE-Tiere wiesen im Gegensatz dazu tber den
weiteren Verlauf stetig erhdhte Blutdruckwerte auf und erreichten ein Plateau an Tag 14-16. In der PE
+ Peptid Gruppe stieg der Blutdruck ab Tag 14 zuerst an, im weiteren Verlauf waren erniedrigte Werte
nachweisbar. Ab Tag 15-20 zeigten sowohl WT-Tiere als auch PE + Peptid Tiere stets einen signifikant
erniedrigten MAP. Der SBP und DBP zeigten einen @hnlichen Blutdruckverlauf wie der MAP, wobei der
SBP bei WT-Tieren im Vergleich zu PE-Tieren schon ab Tag 13 erniedrigt war. An Tag 17 und/oder 18
war zum Teil eine telemetrische Aufzeichnung nicht moglich, da die Tiere 24 Stunden lang in
metabolischen Kafigen gehalten wurden, um Urin zu sammeln. Daher waren insbesondere fur WT-Tiere
am Tag 17 keine Blutdruckdaten verfiugbar. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-
Kontrollgruppe (n = 5), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 6), PE + Peptid = mit dem Peptid-
Antagonisten behandelte Préaeklampsiegruppe (n = 7), MAP = mittlere arterielle Blutdruck, SBP =
systolische Blutdruck, DBP = diastolische Blutdruck.

() SBP @) DBP
111 —— WT Vehikel

- PE Vehikel

— PE + Peptid

Mittlerer arterieller
Blutdruk [mmHg]

Systolischer Blutdruck

" Diastolischer Blutdruck
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(L]
.
o
-
o
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Tab. 13 — Telemetrie: mittlere arterielle Blutdruck (Tag 1 — 20)

Der MAP wurde von Tag 1 bis 20 mit Hilfe eines Telemetriesenders aufgezeichnet. Dieser war am Tag
13 bei PE + Peptid Tieren im Vergleich zu PE-Tieren signifikant erhdht. WT-Tiere und PE + Peptid
zeigten im Gegensatz zu den PE-Tieren von Tag 15 — 20 signifikant erniedrigte Werte. Alle Werte sind
als Mittelwert + SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 5),
PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 6), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Préaeklampsie-gruppe (n = 7). ° Fehlende Daten: An Tag 17 und/oder 18 war eine telemetrische
Aufzeichnung nicht mdglich, da die Tiere 24 Stunden lang in metabolischen Kéfigen gehalten wurden,
um Urin zu sammeln. Repeated measurement two-way ANOVA, *WT vs. PE: signifikant (p < 0,05),
PE vs. PE + Peptid: signifikant (p < 0,05).
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Tag WT PE PE + Peptid
1 107,71 £ 5,65 110,28 + 4,62 111,49+ 1,54
2 105,70 £ 4,39 105,82 + 3,77 111,89 + 1,97
3 105,52 £ 5,35 105,08 + 3,77 111,36 £ 1,72
4 105,61 + 5,08 103,89 + 3,75 110,54 + 1,88
5 107,20 £ 5,57 101,30 + 3,16 110,27 £ 2,81
6 107,07 £ 6,48 100,76 £ 4,04 110,55 + 3,16
7 106,73 +5,4 102,21 + 3,73 110,36 + 2,48
8 108,92 + 6,41 103,65 + 2,96 110,98 + 3,18
9 113,29 +7,8 105,30 + 3,26 109,68 £ 2,71
10 110,19 + 6,36 105,85 + 3,64 107,92 + 3,03
11 108,24 £ 5,51 101,74 £ 3,3 106,44 + 2,3
12 108,47 + 5,36 101,21 + 4,22 111,17 £ 3,76
13 108,40 + 4,36 123,15 + 4,19 142,86 + 4,44%
14 113,84 + 3,51* 156,77 £ 4,76 169,58 + 2,69
15 112,68 + 2,34* 157,70 £ 4,36 114,19 + 5,45%
16 111,55 +2,13* 160,93 +4,1 108,72 £ 3,01t
17 Fehlend® 134,27 + 4,63° 113,91 £ 5,7¢°
18 108,78 + 3,47*° 130,18 + 6,42 112,52 + 3,571
19 104,27 £ 2,18* 126,95 + 8,98 111,11 £ 2,05¢%
20 98,81 + 2,84* 126,65 + 11,32 106,65 + 2,44%

Tab. 14 — Telemetrie: systolische arterielle Blutdruck (Tag 1 — 20)

Der SBP wurde von Tag 1 bis 20 mit Hilfe eines Telemetriesenders aufgezeichnet. Dieser war am Tag
13 bei PE + Peptid Tieren im Vergleich zu PE-Tieren signifikant erhoht. WT-Tiere zeigten im Vergleich
zu PE-Tiere ab Tag 14 signifikant erniedrigte Werte. PE + Peptid Tiere dagegen ab Tag 15. Alle Werte
sind als Mittelwert £+ SEM angegeben. SEM = Standardabweichung, WT Vehikel = Wildtyp-
Kontrollgruppe (n = 5), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 6), PE + Peptid = mit dem Peptid-
Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 7). ° Fehlende Daten: An Tag 17 und/oder 18 war
eine telemetrische Aufzeichnung nicht mdglich, da die Tiere 24 Stunden lang in metabolischen Kafigen
gehalten wurden, um Urin zu sammeln. Repeated measurement two-way ANOVA, *WT vs. PE:
signifikant (p < 0,05), T PE vs. PE + Peptid: signifikant (p < 0,05).

Tag WT PE
1 127.93 + 6.02 134.09 + 3.82

PE + Peptid
137.19+1.71
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Tab. 15 - Telemetrie: diastolische arterielle Blutdruck (Tag 1 — 20)

124.06 £4.71
123.92 £5.72
123.82 +5.48
125.77 £5.99
12590 +6.91
125.38 £5.72
127.62 £6.73
131.87 £8.10
128.68 + 6.30
126.66 £ 5.63
126.80 £ 5.59
127.77 £ 4.82*
135.97 + 4.56*
135.91 + 3.36*
135.45 £ 2.21*
Fehlend®
131.68 + 3.11*°
126.83 + 2.32*
120.72 + 3.26*

129.01 £3.71
128.12 + 3.59
126.81 + 3.32
124.36 £ 2.97
124.06 = 3.96
125.12 + 3.67
126.62 + 2.76
128.63 + 3.20
128.98 + 3.23
124.81 + 3.09
124.46 + 3.93
146.74 + 3.91
180.74 + 5.56
182.39 £5.10
188.83 + 4.52
159.33 + 4.25°
157.46 £5.79
154.46 + 8.17
152.60 + 10.51

137.00 + 2.12
136.60 + 1.70
135.47 +2.23
134.73 + 3.09
135.09 + 3.30
135.10 + 2.69
135.74 + 3.35
134.47 +2.82
132.83 + 3.45
131.37 £ 2.73
136.38 + 4.52
169.79 + 5.19t
195.91 + 3.31
143.42 +5.13t
136.63 + 3.27t

141.68 + 5.98%°

140.03 + 3.72¢F
138.25 + 2.61t
134.19 + 2.90t

Der DBP wurde von Tag 1 bis 20 mit Hilfe eines Telemetriesenders aufgezeichnet und war am Tag 13

bei PE + Peptid Tieren im Gegensatz zu den PE-Tieren signifikant erhdht. WT-Tiere und PE + Peptid

wiesen im Vergleich zu den PE-Tieren von Tag 15 — 20 signifikant erniedrigte Werte auf. Alle Werte sind
als Mittelwert + SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 5),

PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 6), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte

Praeklampsie-gruppe (n = 7). ° Fehlende Daten: An Tag 17 und/oder 18 war eine telemetrische

Aufzeichnung nicht mdglich, da die Tiere 24 Stunden lang in metabolischen Kafigen gehalten wurden,

um Urin zu sammeln. Repeated measurement two-way ANOVA, *WT vs. PE: signifikant (p < 0,05),

PE vs. PE + Peptid: signifikant (p < 0,05).

Tag
1
2
3

WT
90.63 + 4.62
90.28 + 3.58
86.51 +5.41

PE
89.15+5.91
85.70 £ 4.29
84.96 + 4.33

PE + Peptid
89.36 + 1.66
90.51 +2.22
89.70 £ 2.06
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4 81.45 + 9.65 83.88 + 4.52 89.13 +1.94
5 79.39 £13.04 81.44 +3.71 89.36 + 2.86
6 79.08 +13.24 80.68 + 4.38 89.71 +3.34
7 79.05+12.71 82.41 +4.14 89.30 + 2.56
8 80.76 + 13.37 83.64 + 3.62 89.86 + 3.30
9 84.87 +£14.21 84.84 + 3.68 88.65 + 2.80
10 82.45+13.34 85.62 +4.47 86.98 + 2.90
11 80.11 + 13.66 82.00 + 3.81 85.69 +2.11
12 79.25+14.44 81.38 £4.79 90.03 +3.17
13 78.10 + 14.47 103.02 +4.72 120.83 + 3.87t
14 79.97 £15.18* 137.04 £ 4.22 148.98 + 2.43
15 78.09 + 14.90* 137.60 + 3.71 90.96 + 6.15%
16 76.80 + 14.32* 138.35 +4.03 85.31 + 2.76%
17 Fehlend® 115.66 £5.31° 89.75 £ 5.91¢%°
18 89.30 £ 4.07*° 108.24 + 6.92 88.14 + 3.46%
19 72.80 +12.47* 103.64 +9.14 87.00 + 1.70%t
20 69.12 + 11.54* 103.88 +11.24 82.41 +2.21%

5.2. Basisparameter

WT und PE + Peptid wiesen im Gegensatz zu PE ein erhdhtes Korpergewicht (Abb. 7
A: WT 381,5 + 6,28 vs. PE 293,4 + 4,12 p < 0,0001; PE 293,4 + 4,12 vs. PE + Peptid
326,8 + 25,81 p = 0,0007) und ein erhohtes Herzzeitvolumen auf (Abb. 7 B: WT 98,71
+ 3,75 vs. PE 75,52 + 4,94, p = 0,01; PE 75,52 + 4,94 vs. PE + Peptid 97,74 £ 6,17, p
= 0,008). Beim Vergleich von PE mit WT konnte bei PE eine erhdhte Herzfrequenz
festgestellt werden (Abb. 7 C: WT 361,2 £ 6,78 vs. PE 403,1 = 8,15 p = 0,0008). Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Herzfrequenz zwischen
PE und PE + Peptid (Abb. 7 C: PE 403,1 + 8,15 vs. PE + Peptid 404,9 + 6,63, p = 0,98)

Abb. 7 — Basisparameter: Kdrpergewicht, Herzzeitvolumen und Herzfrequenz

Das Korpergewicht war in der gesunden Kontrollgruppe und in den Tieren, die mit dem Peptid-
Antagonisten behandelt wurden, signifikant erhoht (A). Weiterhin wiesen beide Gruppen im Vergleich
zu PE-Tieren ein erhohtes Herzzeitvolumen auf (B). Bei PE-Tieren konnte zudem eine erhdhte
Herzfrequenz im Vergleich zu WT-Tieren nachgewiesen werden. Alle Werte sind als Mittelwert £+ SEM
angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 10), PE Vehikel =
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Praeklampsiegruppe (n = 12), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Praeklampsiegruppe (n = 13), One-way ANOVA **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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5.3. Echokardiographische Parameter

Das Schlagvolumen (SV) war bei PE im Vergleich zu WT signifikant erniedrigt (Abb. 8
A: WT 273,7 = 9,87 vs. PE 186,7 £ 10,53 p < 0,0001). Durch Behandlung mit dem
Peptid-Antagonisten konnte eine Normalisierung des SV beobachtet werden (Abb. 8A:
PE 186,7 £ 10,53 vs. PE + Peptid 240,6 £ 13,43, p = 0,004). Fir das enddiastolische
Volumen konnten signifikant erniedrigte Werte bei PE im Vergleich zu WT nach-
gewiesen werden (Abb. 8 B: WT 362,4 + 13,46 vs. PE 268 + 15,13, p = 0,0004).
Dariiber hinaus bestand eine Tendenz zu einem erh6hten enddiastolischen Volumen
bei PE + Peptid im Vergleich zu PE (Abb. 8 B: PE 268 + 15,13 vs. PE + Peptid 314,4
+ 16,36, p = 0,06), die im t-Test und somit im alleinigen Vergleich beider Gruppen eine
Signifikanz erreichte (PE vs. PE + Peptid, p = 0,05). Beim Vergleich zwischen WT und
PE sowie PE + Peptid und PE wurden keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf
das endsystolische Volumen festgestellt (Abb. 8 C: WT 88,73 £ 5,21 vs. PE 81,29 +
10,82, p =0,78; PE 81,29 + 10,82 vs. PE + Peptid 74,78 + 7,80, p = 0,8).

Abb. 8 — Echokardiographische Parameter (1): Schlagvolumen, enddiastolisches und
endsystolisches Volumen

PE-Tiere wiesen ein verringertes Schlagvolumen (A) und enddiastolisches Volumen (B) auf. FlUr das
endsystolische Volumen (C) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen allen drei Gruppen
festgestellt werden. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. SEM = Standardfehler WT Vehikel
= Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 10), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 12), PE + Peptid = mit dem
Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 13), One-way ANOVA **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001.
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Es konnten endsystolisch keine signifikanten Unterschiede fur den linksventrikuléaren
Durchmesser (LVESD) zwischen WT und PE bzw. PE und PE + Peptid gezeigt werden
(Abb. 9 A: WT 4,01 £ 0,16 vs. PE 3,79 £ 0,33, p=0,74; PE 3,79 + 0,33 vs. PE + Peptid
4,01 £ 0,12, p = 0,72). Enddiastolisch hingegen konnten bei PE im Vergleich zu WT
erniedrigte Werte fur den linksventrikularen Durchmesser (LVEDD) nachgewiesen
werden (Abb. 9 B: WT 7,51 + 0,13 vs. PE 6,81 + 0,22, p = 0,01). Nach Behandlung mit
dem Peptid-Antagonisten zeigte sich bei PE + Peptid im Vergleich zu PE ein
signifikanter Anstieg des LVEDD (Abb. 9B: 6,81 + 0,22 vs. PE + Peptid 7,47 £ 0,09, p
=0,01).

Abb. 9 - Echokardiographische Parameter (2): linksventrikularer enddiastolischer

Durchmesser systolisch und diastolisch

Es zeigten sich im Vergleich zu PE-Tieren keine signifikanten Unterschiede flir den linksventrikularen
endsystolischen Durchmesser (LVESD) (A). Bei PE-Tieren konnte im Vergleich zu WT-Tieren ein
erniedrigter LVEDD nachgewiesen werden, welcher wiederum nach Behandlung mit dem Peptid-
Antagonisten bei PE + Peptid im Vergleich zu PE signifikant erhoht war (B). Alle Werte sind als Mittelwert
+ SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 10), PE Vehikel
= Praeklampsiegruppe (n = 12), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Praeklampsiegruppe (n = 13), LVESD = linksventrikularer endsystolischer Durchmesser, LVEDD =

linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser, One-way ANOVA *p < 0,05, **p < 0,01

B) LVEDD

10- * *

Linksventrikuldrer end-
diastolischer Durchmesser [mm]

Linksventrikuldrer end-
systolischer Durchmesser [mm]
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5.4. Speckle-Tracking Echokardiographie

Die EF unterschied sich beim Vergleich von WT bzw. PE + Peptid mit PE nicht
signifikant (Abb. 10 A; WT 65,8 + 2,94 vs. PE 58,39 £ 5,77, p = 0,75, PE 58,39 = 5,77
vs. PE + Peptid 71,1 = 2,61, p = 0,09), wobei PE + Peptid im Gegensatz zu PE
tendenziell erhohte Werte aufwiesen. Mit Hilfe der Speckle-Tracking Echo-
kardiographie konnte Uber den longitudinalen Strain die Myokardverformung global
und regional gemessen und damit die kontraktile Funktion bestimmt werden. Global
wurden fur den longitudinalen Strain erhdhte negative Werte fur WT-Tiere und PE +
Peptid Tiere nachgewiesen (Abb. 10 B: WT -25,71 + 2,4 vs. PE -16,39 + 2,16, p =
0,007; PE -16,39 + 2,16 vs. PE + Peptid -23,18 + 1,20 p = 0,05).

Abb. 10 - Speckle-Tracking Echokardiographie: Ejektionsfraktion und globaler longitudinaler

Strain

Beim Vergleich mit PE-Tieren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede fir die EF (A). WT-Tiere
und PE + Peptid Tiere wiesen im Vergleich zu PE-Tieren hdhere negative Werte fir den GLS auf (B).
Um die EF und den GLS zu erfassen, erfolgten die Messungen echokardiographisch im B-Mode in der
parasternalen langen Achse (C, D). Bei der Analyse wurden zweidimensionale Graustufenbilder
verwendet und sowohl die globale als auch die regionale LV-Funktion (s. Abb. 11) beurteilt. Fir die
Berechnung des GLS wurde das Endokard des linken Ventrikels manuell in der in der enddiastolischen
Phase markiert. Der Messwert der myokardialen Deformation ergibt sich aus dem Mittelwert der sechs
einzelnen Segmente des LV (s. Abb 11 C). Das Epikard wurde durch die Software automatisch erfasst
und bei Bedarf manuell an die Wanddicke angepasst. Zur Erfassung der GLS wurden drei
aufeinanderfolgende Herzzyklen erfasst (E) und fur jede Aufnahme wiederum der Mittelwert aus drei
Messungen berechnet wurden. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. SEM = Standardfehler,
WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 7), PE + Peptid =
mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 8), LV = Linker Ventrikel, LA = linker
Vorhof, RVOT = rechtsventrikularer Ausflusstrakt, AO = Aorta, AoV = Aortenklappe, MV = Mitralklappe.
EF: Kruskal-Wallis Test, GLS: One-way ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01. Figure D was created by

BioRender.com.
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Speckle-Tracking Echokardiographie: EF und GLS
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Regional betrachtet zeigten sich im basoseptalen Abschnitt (Segment 1) des linken
Ventrikels signifikant erniedrigte Werte fur den longitudinalen Strain in WT-Tieren
sowie PE + Peptid Tieren im Vergleich zu PE-Tieren (Abb. 11 A: WT 23,28 + 3,23 vs.
PE -10,73 £ 2,82, p = 0,02, PE -10,73 £+ 2,82 vs. PE + Peptid -22,01 + 1,93, p = 0,03).
Im Unterschied zu PE-Tieren zeigten WT-Tiere weiterhin auch im basolateralen
Segment (Segment 6) erhéhte negative Werte auf (Abb. 11 A: Segment 6 WT -19,34
+ 3,06 vs. -10,17 + 1,7, p = 0.04). FUr die apikalen und lateralen Anteile (Segment 2 -
5) konnten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich mit PE-Tieren festgestellt
werden (Tab. 8). Gleiches gilt fur die longitudinale Strain-Rate fir die Segmente 1-6,
in denen keine signifikanten Unterschiede verglichen mit PE-Tieren nachgewiesen
wurden (Abb. 11 B, Tab. 9).

Abb. 11 - Speckle-Tracking-Echokardiographie: regionale Analyse (longitudinaler Strain und
longitudinale Strain-Rate)

Bei WT-Tieren (schwarze Linie) und PE + Peptid Tieren (blaue Linie) waren im Unterschied zu PE-

Tieren (rote Linie) erhdhte negative Werte fur den longitudinalen Strain im Segment 1 nachweisbar, bei
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WT-Tieren weiterhin auch im Segment 6 (A). Beim Vergleich mit PE-Tieren zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede fur die longitudinale Strain-Rate in den Segmenten 1 - 6 (B). In C werden die
Segmente 1 - 6 in der langen Achse des linken Ventrikels dargestellt. Die Segmente 1 - 2 entsprechen
den septalen, 3 - 4 den apikalen und 5 - 6 den lateralen Anteilen. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel =
Praeklampsiegruppe (n = 7), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Praeklampsiegruppe (n = 8). Repeated measurement two-way ANOVA, *WT vs. PE: signifikant (p <
0,05), T PE vs. PE + Peptid: signifikant (p < 0,05).

Speckle -Tracking-Echokardiographie : regionale Analyse
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Tab. 16 — Speckle-Tracking-Echokardiographie: Longitudinaler Strain

Der longitudinale Strain wurde mittels Speckle-Tracking-Echokardiographie bestimmt. Beim Vergleich
mit der praeklamptischen Gruppe konnten signifikant hdher negative Werte fir WT und PE + Peptid im
Segment 1 bzw. fur WT-Tiere auch im Segment 6 nachgewiesen werden. Alle Werte sind als Mittelwert
+ SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE = Praeklampsie-
gruppe (n = 7), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 8).
Repeated measurement two-way ANOVA, *WT vs. PE: signifikant (p < 0,05), T PE vs. PE + Peptid:
signifikant (p < 0,05).

Segment WT PE PE + Peptid
1 -23,28 + 3,23* -10,73 £ 2,82 -22,01 £ 1,93t
2 -33,69 + 4,47 -19,49 £ 5,24 -28,79+ 3,1
3 -28,12+5,3 -25,53 + 3,73 -27,5+ 3,6
4 -12,41 + 3,31 -16,53 + 3,09 -21,04 £ 2,61
5 -15,71+ 2,41 -11,06 £ 1,69 -16,55+1,72
6 -19,34 + 3,06* -10,17 +1,7 -14,16 + 2,27
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Tab. 17 — Speckle-Tracking-Echokardiographie: Longitudinale Strain-Rate

Die longitudinale Strain-Rate wird ebenfalls Uber die Speckle-Tracking-Echokardiographie gemessen.
In allen sechs Segmenten bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen PE und WT bzw. PE
und PE + Peptid. Alle Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT =
Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE = Praeklampsiegruppe (n = 7), PE + Peptid = mit dem Peptid-
Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 8). Repeated measurement two-way ANOVA, *WT
vs. PE: signifikant (p < 0,05), T PE vs. PE + Peptid: signifikant (p < 0,05).

Segment WT PE PE + Peptid
1 -5,46 £ 0,77 -4,62+1,34 -6,02 + 0,65
2 -8,79+1,46 -7,19 + 2,62 -8,25+1,01
3 -8,02 £ 1,53 -8,61+ 1,59 -8,39+1,39
4 -3,13+0,75 -4,92 + 0,82 -6,23 £ 0,86
5 -3,64 + 0,65 -3,48 £ 0,55 -4,35 + 0,53
6 -4,86 + 0,8 -3,64 + 0,65 -4,01+0,6

In der Abbildung 12 ist eine zusammenfassende Darstellung der Basisparameter, der
echokardiographischen Parameter und der Ergebnisse der Speckle-Tracking-
Echokardiographie (EF, GLS) zwischen PE und PE + Peptid Tieren in Form eines
Spiderplots dargestellt. Die Messwerte von PE wurden normalisiert (rote Linie), so
dass die Parameter der PE + Peptid-Tiere als relative Werte (blaue Linie) abgebildet
sind. Weitere echokardiographische Parameter, die im Rahmen dieser Dissertation
ausgewertet wurden und im Spiderplot zu sehen sind, sind die LV-Masse, die IVS
(interventrikulare Septumdicke) systolisch und diastolisch sowie die LVPW
(linksventrikulére posteriore Wand) systolisch und diastolisch. Fir diese Messwerte
wurden keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich mit PE-Tieren festgestellt.

Die absoluten Werte sind in der Tabelle 10 angegeben.

Abb. 12 - Spiderplot: Vergleich von Basisparameter und echokardiographischen Parametern
zwischen PE und PE + Peptid Tieren

Im Spiderplot wurden die Mittelwerte von Basisparametern und echokardiographischen Parameter von
PE-Tieren mit PE + Peptid Tieren verglichen. Die Messwerte von PE-Tieren wurden dabei normalisiert
(rote Linie). Parameter von PE + Peptid Tieren wurden als relative Werte dargestellt (blaue Linie). PE +

Peptid Tiere zeigten an Tag 21 ein signifikant erhdhtes Koérpergewicht im Vergleich zu PE-Tieren.
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Weiterhin wiesen die mit dem Peptid-Antagonisten behandelten Tiere ein signifikant erhdhtes
Schlagvolumen, Herzzeitvolumen und diastolisches Volumen auf. Wéhrend die Ejektionsfraktion keine
signifikanten Unterschiede zwischen PE und PE + Peptid Tieren zeigte, konnten fiir den GLS erhohte
negative Werte bei PE + Peptid nachgewiesen werden. Auch fiir den LVEDD konnten signifikant héhere
Werte bei PE + Peptid Tieren festgestellt werden. LV = Linker Ventrikel/ linksventrikular, EF =
Ejektionsfraktion, GLS = Globaler longitudinaler Strain, LVESD = linksventrikularer endsystolischer
Durchmesser, LVEDD = linksventrikulérer enddiastolischer Durchmesser, IVS = interventrikuléare
Septumdicke, LVPW = linksventrikulare posteriore Wand; PE = Praeklampsiegruppe, PE + Peptid = mit
dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe.

Basisparameter und echokardiographische Parameter
—e—PE --»- PE + Peptid

Korpergewicht

LVPW diastolisch [mm] /15/\ Herzminutenvolumen [ml/min]

) e m=——R \ Herzfrequenz [Schldge pro
LVPW systolisch [mm] / e \ Minute]

\

\

IVS diastolisch [mm]

- N Schlagvolumen [pl]

IVS systolisch [mm] Endsystolisches Volumen [pl]

LV Masse [mg] Enddiastolisches Volumen [ul]

LVEDD [mm]

LVESD [mm] GLS [%]

Tab. 18 — Basisparameter und echokardiographische Parameter

Die Tabelle zeigt die Messwerte der Basisparameter sowie verschiedener echokardiographischer
Parameter. Alle Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben. SEM = Standardfehler LV = Linker
Ventrikel/ linksventrikular, EF = Ejektionsfraktion, GLS = Globaler longitudinaler Strain, LVESD =
linksventrikularer endsystolischer Durchmesser, LVEDD = linksventrikularer enddiastolischer
Durchmesser, IVS = interventrikulare Septumdicke, LVPW = linksventrikulére posteriore Wand, WT =
Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 10), PE = Praeklampsiegruppe (n = 12), PE + Peptid = mit dem Peptid-
Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 13; LVESD, LVEDD, LVPW d, IVS syst/d: n = 12,
LVPW syst: n = 11). One-ANOVA, *WT vs. PE: signifikant (p < 0,05), T PE vs. PE + Peptid: signifikant
(p <0,05).
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WT PE PE + Peptid
Kdrpergewicht 381,5 + 6,28* PE 293,4+£4,12 326,8 + 25,81
LV-Masse [mg] 782,0 £ 43,93 744.4 + 45,33 829,4 + 28,06
Herzfrequenz 361,2 £ 6,78* 403,1 + 8,15 404,9 + 6,63
Schlagvolumen 273,7 £ 9,87* 186,7 + 10,53 240,6 £ 13,43t
Herzminutenvolumen 98,71 + 3,75* 75,52 £+ 4,94 97,74 + 6,171
Systolisches Volumen [pl] 88,73+£5,21 81,29 £ 10,82 74,78 £ 7,8
Diastolisches Volumen [pl] 362,4 + 13,46* 268 £ 15,13 314,4 £ 16,36
LVESD [mm] 4,01 +0,16 3,79 +0,33 4,01+0,12
LVEDD [mm] 7,51+0,13* 6,81 + 0,22 7,47 =+ 0,09%
IVS systolisch [mm] 2,51+ 0,06 2,48 £ 0,55 2,61+ 0,09
IVS diastolisch [mm] 1,5+0,04 1,61 + 0,06 1,53 +0,05
LVPW systolisch [mm] 2,58 £ 0,06 2,65+0,11 2,8+0,06
LVPW diastolisch [mm] 1,5+ 0,06 1,65 + 0,07 1,63 + 0,06

5.5. Gewebedopplerparameter

Die Gewebedopplerwerte zeigten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich mit
PE-Tieren (Tab. 11). Gleiches gilt auch fur die jeweiligen Quotientenwerte (Tab. 11).
Einzig fur die frihdiastolische, aktive Mitralanulusgeschwindigkeit konnten erhéhte
Werte sowohl bei WT-Tieren als auch PE + Peptid Tieren im Unterschied zu PE-Tieren
nachgewiesen werden (Abb. 13 A; WT 70,46 + 1,73 vs. PE 52,96 + 2,44, p = 0,004;
PE 52,96 + 2,44 vs. PE + Peptid, p = 0,009).

Abb. 13 - Gewebedopplerparameter

WT-Tiere und PE + Peptid Tiere zeigten beim Vergleich zu PE-Tieren eine signifikant verringerte
frihdiastolische, aktive Mitralanulusgeschwindigkeit A' (A). Fir die weiteren Gewebedopplerparameter
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (B, C, D). Alle Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 10), PE Vehikel =
Praeklampsiegruppe (n = 12), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsie-
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gruppe (n = 13). Zur Berechnung der p-Werte von A wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Mit Hilfe
des One-way ANOVA wurden die p-Werte von E, E‘ und A berechnet. *p<0,05, **p<0,01
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Tab. 19 — Gewebedopplerparameter

WT und PE + Peptid wiesen im Vergleich zu PE eine signifikant verringerte frihdiastolische, aktive
Mitralanulusgeschwindigkeit A*. Fur die weiteren Gewebedopplerparameter sowie ihre Quotientenwerte
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p > 0,05). Alle Werte sind als Mittelwert
+ SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 10), PE Vehikel
= Praeklampsiegruppe (n = 12), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Praeklampsiegruppe (n = 13). Der Kruskal-Wallis-Test wurde zur Berechnung der p-Werte von A und
E/A verwendet. Mit Hilfe des One-way ANOVA wurden die p-Werte von E, E', E/E’, E/A" und A’
berechnet. *WT vs. PE: signifikant (p < 0,05), T PE vs. PE + Peptid: signifikant (p < 0,05).

Dopplerparameter WT PE PE + Peptid
A 510 £ 43,56 535,1+£45,34 | 659,5+54,1
A 70,46 +1,73* | 52,96 +2,44 | 67,77 + 4,861
E 759,9 + 46,99 | 826,4+ 27,16 | 971,1 + 40,05
E’ 55,17 + 4,74 52,55+ 4,19 57,41 + 3,78
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E/A 1,52 + 0,06 1,63+0,11 1,55+ 0,09

E'/E’ 14,35+ 1,13 17,04 + 1,64 17,5+ 0,94

E/A 0,79 + 0,08 1,01 +£0,09 0,92+0,1

5.6. Immunhistologische Ergebnisse

Die Ergebnisse der immunhistologischen Farbungen von PE-Tieren wurden mit den
Werten von WT-Tieren sowie PE + Peptid Tieren des gleichen Rattenstamms
verglichen. Die Farbungen konnten zeigen, dass PE an Tag 21 der Schwangerschaft
im Vergleich zu WT eine signifikant erh6hte perivaskulare (Abb. 14 A; WT 2,28 + 0,25
vs. PE 6,52 + 0,38, p = 0,0008) und interstitielle Fibrose (Abb. 14 C; WT 1,94 + 0,21
vs. PE 3,41 £ 0,29, p = 0,01) aufwies. Die Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten
fuhrte bei PE-Tieren zu einer Verringerung der perivaskuléaren Fibrose (Abb. 14 A; PE
6,52 + 0,38 vs. PE + Peptid 2,305 + 2,31 + 0,31, p = 0,002) und der Media-Dicke (PE
2,8 £ 0,29 vs. PE + Peptid 1,76 £ 0,12, p = 0,03). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen PE-Tieren und WT-Tieren beztglich der Media-Dicke (Abb. 14
B; WT 2,42 + 0,27 vs. PE 2,8 £ 0,29, p = 0,47). Eine Behandlung mit dem Peptid-
Antagonisten bei PE-Tieren zeigte keinen Einfluss auf die interstitielle Fibrose (Abb.
14 C; PE 3,41 + 0,29 vs. PE + Peptid 2,77 + 0,47, p = 0,33).

In der Weizenkeim Agglutinin Farbung wurde die Zellmembran von Kardiomyozyten
gefarbt und ihr Umfang zur Quantifizierung der Hypertrophie verglichen. PE + Peptid
Tiere wiesen einen signifikant verringerten Umfang der Kardiomyozyten im Vergleich
zu PE-Tieren auf (Abb. 14 D; PE 79 £ 0,87 vs. PE + Peptid 67,2 + 1,08, p < 0,003). Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und PE-Tieren (Abb. 14
D; WT 71,64 + 0,86 vs. PE 79 = 0,87, p = 0,25) in Bezug auf den Kardiomyozyten-
Umfang.

Abb. 14 - Quantitative Proteinanalyse mittels immunohistologischer Farbungen

PE-Tiere zeigten am Ende der Schwangerschaft (d21) gegeniuber WT-Tieren eine signifikant erhdhte
perivaskulare Fibrose in der Coll-Farbung (A). Nach Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten wiesen
PE + Peptid Tiere eine signifikant verringerte perivaskulare Fibrose (A) sowie Media-Dicke (B) auf.
Weiterhin konnte bei PE-Tieren und PE + Peptid Tieren im Vergleich zu WT-Tieren eine erhohte

interstitielle Fibrose (Fn-Farbung) nachgewiesen werden. In der Weizenkeim Agglutinin (WGA) Farbung
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zeigten WT-Tiere und PE + Peptid Tiere einen verringerten Umfang der Kardiomyozyten (D). Alle Werte
sind als Mittelwert + SEM angegeben. Mal3stabsbalken Coll 50 um, WGA 20 pm, Fn 50 um. SEM =
Standardfehler, WGA = wheat germ agglutinin, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel
= Praeklampsiegruppe (n = 9), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsie-
gruppe (n =9, Coll: n = 6). One-way ANOVA *p < 0,05, **p < 0,01 ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Inflammatorische Prozesse fihren zur Einwanderung von Makrophagen ins Herz-
gewebe. Mit Hilfe der ED1 Farbung kénnen diese CD68-positive Zellen (cluster of
differentiation 68) markiert werden (Abb. 15). An Tag 21 der Schwangerschaft wies PE
im Gegensatz zu WT einen signifikant erh6hten Anteil an Makrophagen im linken
Ventrikel auf (Abb. 15; WT 1,55 + 0,07 vs. PE 8,67 + 1,15, p < 0,0001), welcher nach
Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten bei PE + Peptid verglichen mit PE signifikant
erniedrigt war (Abb. 15; PE 8,67 + 1,15 vs. PE + Peptid 2,69 £ 0,33, p < 0,0001).

Abb. 15 - ED1 Farbung zur Analyse inflammatorischer Vorgange im linken Ventrikel

Am Ende der Schwangerschaft (d21) zeigten praeklamptischen Tieren eine signifikant erhéhte Anzahl
von Makrophagen im Herzgewebe. Die Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten flihrte zu einer
signifikanten Verringerung von Makrophagen im linken Ventrikel. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Mal3stabsbalken 20 um. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n =
8), PE Vehikel = Préaeklampsiegruppe (n = 6), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Praeklampsie-gruppe (n = 9). One-way ANOVA ****p < 0,0001.
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5.7. Genexpressionsanalyse und ELISA

Es erfolgte eine Genexpressionsanalyse der Herzspitze am letzten Tag der Schwan-
gerschaft (d21). Die Genexpression von PE-Tieren wurde mit WT-Tieren, sowie PE +
Peptid Tieren des gleichen Rattenstamms verglichen. Fir die Genexpressionsanalyse

wurde der Mittelwert in Relation zum housekeeping Gen 36b4 gebildet.

Mcp-1 ist ein Chemokin, welches von vielen verschiedenen Zelltypen, darunter
Endothelzellen, Monozyten und Adipozyten, als Reaktion auf Entzindungsreize
produziert wird und zur Anlockung von Makrophagen und T-Zellen in Entziindungs-
herde fihrt [101]. CD68 ist im Gegensatz zu Mcp-1 ein glykolysiertes Transmembran-
protein, welches in Makrophagen und anderen mononukledren Phagozyten in hohem
Mafl3e exprimiert wird. Zum Ende der Schwangerschaft zeigte PE im Unterschied zu
WT eine signifikant erniedrigte Genexpression von Cd68 (Abb. 16 A; WT 1,69 £ 0,4
vs. PE 0,92 + 0,11, p = 0,05) sowie Mcp-1 (Abb. 16 B; WT 2,27 + 0,45 vs. PE 0,91 £
0,17, p = 0,02). PE + Peptid wiesen im Vergleich zu PE keine signifikanten
Unterschiede in der Genexpression von Mcp-1 und Cd68 auf (Abb. 16 A; Mcp-1: 0,91
+ 0,17 vs. PE + Peptid 1,41 + 0,34, p = 0,53; Abb. 16 B; Cd68: PE 0,92 + 0,11 vs. PE
+ Peptid 0,81 + 0,06, p = 0,75).

Abb. 16 — Genexpressionsanalyse von den Immunmarkern Mcp-1 und Cd68

Bei PE konnte im Vergleich zu WT eine signifikant verringerte Genexpression fur Mcp-1 und Cd68
nachgewiesen werden. Fur beide Marker zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen PE
und PE + Peptid. Alle Werte sind als + SEM angegeben. SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-
Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 8), PE + Peptid = mit dem Peptid-
Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 6), a.u. = arbitrary units (willkirliche Einheiten). Der
Kruskal-Wallis-Test wurde zur Berechnung der p-Werte von Cd68 verwendet. Mit Hilfe des One-way

ANOVA wurden die p-Werte von Mcp-1 berechnet. *p < 0,05.
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Anp und Bnp werden bei myokardialer Dehnung freigesetzt und Klinisch zur
Diagnosestellung der Herzinsuffizienz verwendet [102]. WT-Tieren und PE + Peptid
Tiere wiesen im Unterschied zu PE-Tieren keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression von Anp (Abb. 17 A; WT 0,73 £ 0,18 vs. PE 1,15 £ 0,20, p = 0,45; PE
1,15 + 0,20 vs. PE + Peptid 0,99 £ 0,27, p = 1) und Bnp (Abb. 17 B: WT 0,86 = 0,11
vs. PE 1,12 £ 0,20, p =0,37; PE 1,12 + 0,20 vs. PE + Peptid 0,84 + 0.09, p = 0,37) auf.
Das Plasma-BNP hingegen war bei PE-Tieren im Vergleich zu WT-Tieren tendenziell
erhoht, jedoch ohne eine Signifikanz zu erreichen (Abb. 17 C: WT 0,1 £ 0,01 vs. PE
0,27 £ 0,04, p = 0,1). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen PE
und PE + Peptid (Abb. 17 C; PE 0,27 + 0,04 vs. PE + Peptid 0,28 £+ 0,08, p = 0,87).

Abb. 17 — Genexpressionsanalyse von Anp/Bnp

Es zeigten sich zwischen WT und PE bzw. PE und PE + Peptid keine signifikanten Unterschiede fur die
Genexpression von Anp (A) und Bnp (B). Fir das Plasma-BNP (C) konnten tendenziell erhdhte Werte
in PE im Vergleich zu WT nachgewiesen werden. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel = Préeklampsiegruppe
(n = 8, Plasma-BNP: n = 7), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte
Praeklampsiegruppe (n = 6, Plasma-BNP: n = 7), a.u. = arbitrary units (willkiirliche Einheiten). Der
Kruskal-Wallis-Test wurde zur Berechnung der p-Werte von Anp und dem Plasma-BNP verwendet. Mit

Hilfe des One-way ANOVA wurden die p-Werte von Bnp berechnet.
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PE-Tiere exprimierten das Gen Myh6 (Protein: a-MHC) im Unterschied zu WT-Tieren
vermindert (Abb. 18 A; WT 1,37 + 0,06 vs. PE 0,86 £ 0,08, p = 0,004). In der mit dem
Peptid-Antagonisten behandelten Gruppe (PE + Peptid) konnte im Vergleich zu PE
sowohl eine erhdhte Genexpression von Mhy6 (Abb. 18 A: 0,86 + 0,08 vs. PE + Peptid
1,21 £ 0,12, p = 0,02) als auch verringerte Werte fir Myh7 (Abb. 18 B: PE 1,51 £ 0,21
vs. PE + Peptid 0,56 £ 0,10, p = 0,004) nachgewiesen werden. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Genexpression von Myh7 (Protein: B-
MHC) zwischen WT und PE (Abb. 18 B; WT 1,44 + 0,082 vs. PE 1,51 + 0,21, p = 1).
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Abb. 18 — Genexpressionsanalyse von Myh6 und Myh7

Die Genexpressionsanalyse fur Myh6 (A) und Myh7 (B) zeigte in der mit dem Peptid-Antagonisten
behandelten Gruppe (PE + Peptid) im Vergleich zu den PE erhthte Werte fir Myh6 sowie verringerte
Werte fur Myh7. Auch fur Myh6 konnten erniedrigte Werte in der gesunden Kontrollgruppe im
Unterschied zu PE festgestellt werden. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. SEM =
Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n =
8), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 6), a.u. = arbitrary
units (willkarliche Einheiten), Der Kruskal-Wallis-Test wurde zur Berechnung der p-Werte von Myh7
verwendet. Mit Hilfe des One-way ANOVA wurden die p-Werte von Myh6 berechnet. *p < 0,05, ***p <
0,001.
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Zu den Fibrosemarkern gehéren Coll, Fn sowie Ctgf, (connective tissue growth factor,
Bindegewebs-Wachstumsfaktor). Der Bindegewebswachstumsfaktor (CTGF) wird von
einer Vielzahl von Zellen produziert, darunter Fibroblasten, Endothelzellen, Chondro-
zyten und glatte Muskelzelle [103]. Es bt einen chemotaktischen und mitogenen
Einfluss auf Fibroblasten aus und gilt als Schlisselmediator der Produktion von
extrazellularer Matrix unter pathologischen fibrotischen Bedingungen [104]. Wir
konnten zeigen, dass die Genexpression von Ctgf bei PE im Vergleich zu WT
signifikant erhéht war (Abb. 19 A; WT 0,57 £ 0,05 vs. PE 0,91 + 0,08, p = 0,001). Nach
Behandlung mit Peptid-Antagonisten konnte wiederum eine Normalisierung der Ctgf
Werte bei PE + Peptid beobachtet werden (Abb. 19 A; PE 0,91 £ 0,08 vs. PE + Peptid
0,68 + 0,05, p = 0,03). Fur Fn konnten &hnlich wie in der Histologie keine signifikanten
Unterschiede zwischen WT und PE bzw. PE und PE + Peptid nachgewiesen werden
(Abb. 19 B: WT 1,34 + 0,13 vs. PE 1,37 £ 0,19, p = 0,99, PE 1,37 + 0,19 vs. PE +
Peptid 1,15 + 0,08, p = 0,55). Coll zeigte signifikant erniedrigte Werte bei PE im
Vergleich zu WT (Abb. 19 C: WT 1,8 £ 0,13 vs. PE 1,22 + 0,16, p = 0,01). Es konnten
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keine signifikanten Unter-schiede zwischen PE und PE + Peptid festgestellt werden
(Abb. 19 C: PE 1,22 + 0,16 vs. PE + Peptid 0,99 £ 0,12, p = 0,46).

Abb. 19 — Genexpression von Fibrosemarkern

Die Genexpressionsanalyse der Fibrosemarker zeigte signifikant erhohte Werte fur Ctgf in PE im
Vergleich zu WT. Nach Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten konnte eine Normalisierung der Ctgf
Werte beobachtet werden (A). Die Genexpression von Fibronektin unterschied sich nicht signifikant
zwischen WT und PE bzw. PE und PE + Peptid (B). PE-Tiere zeigten weiterhin im Vergleich zu WT-
Tieren eine erniedrigte Expression von Coll (C). Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. SEM
= Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel = Préaeklampsiegruppe (n =
8), PE + Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Préaeklampsiegruppe (n = 6), a.u. = arbitrary
units (willkirrliche Einheiten), One-way ANOVA: **p < 0,01, *p < 0,05.
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Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der verschiedenen Markergene wurden
in Form eines Heatmap visualisiert (Abb. 20). Die einzelnen Zeilen der Matrix stehen
fur die verschiedenen Gene, die gemessen wurden, wahrend die Spalten die
verschiedenen Gruppen (WT-Vehikel, PE-Vehikel, PE + Peptid) darstellen. Die
Farbpalette spiegelt wiederum die Variationen in der Genexpression wider. Niedrige
Werte wurden durch helle Rotténe dargestellt, wahrend hohe Werte durch dunklere
Rottoéne abgebildet wurden. Die Farbkodierung basiert auf den Mittelwerten der
einzelnen Gruppen, die in der Tabelle 12 als absolute Zahlen angegeben sind.

Abb. 20 - Heatmap veranderter Markerene

Die Heatmap wurde verwendet, um die Genexpression bestimmter Markergene darzustellen. Die
Farbkodierung basiert auf den Mittelwerten der einzelnen Gruppen, die in der Tabelle 12 nochmals
aufgefuhrt wurden. Die Werte wurden zuvor bereits mit dem Housekeeping-Gen 36b4 normalisiert, so
dass die Farbe der einzelnen Kéastchen relative Werte reprasentiert. Niedrige Werte wurden mittels
heller Rottone veranschaulicht, wahrend hohe Werte durch dunklere Rottone dargestellt wurden. Die

Werte von WT-Tieren bzw. PE + Peptid Tieren wurden jeweils mit PE-Tieren verglichen. Zur
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Berechnung der p-Werte von Cd68, Anp und Myh7 wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Mit Hilfe
des One-way ANOVA wurden die p-Werte von Mcp-1, Bnp, Coll, Ctgf, Fn, Myh6 und Etl berechnet.
WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe (n = 8), PE Vehikel = Praeklampsiegruppe (n = 8), PE + Peptid =
mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe (n = 6). *signifikant im Vergleich zu PE:
p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001.
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Tab. 20 — Genexpressionsanalyse der spezifischen Markergene

Die Tabelle 12 zeigt die Quantifizierung der Genexpression spezifischer Markergene unter Angabe ihrer
Mittelwerte in Relation zum housekeeping Gen 36b4. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
SEM = Standardfehler, WT Vehikel = Wildtyp-Kontrollgruppe, PE Vehikel = Praeklampsiegruppe, PE +
Peptid = mit dem Peptid-Antagonisten behandelte Praeklampsiegruppe. Zur Berechnung der p-Werte
von Cd68, Anp und Myh7 wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Mit Hilfe des One-way ANOVA
wurden die p-Werte von Mcp-1, Bnp, Coll, Ctgf, Fn, Myh6 und Etl berechnet. °"WT vs. PE oder PE +
Peptid: signifikant (p < 0,05), *WT vs. PE: signifikant (p < 0,05), 1+ PE vs. PE + Peptid: signifikant (p <
0,05).

36b4 22.1 + 0,094 20,96 + 0,08° 21,16 +0,11°

Mcp-1 2,27 + 0,45* 0,91 +0,17 1,41 + 0,34
Cd68 1,69 + 0,4* 0,92+0,11 0,81 + 0,06
Anp 0,73+0.18 1,15 + 0,20 0,99 + 0,27
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Bnp

0,86 + 0,11 1,12 +0,20 0,84 + 0,09

Coll 1,8+0,13* 1,22 + 0,16 0,99 +0,12
Ctgf 0,57 + 0,05* 0,91 + 0,08 0,68 + 0,05*
Fn 1,34 +0,13 1,37 +0,19 1,15+ 0,08
Myh6 1,37 + 0,06* 0,86 + 0,08 1,21+0,12*
Myh7 1,44 + 0,082 1,51+0,21 0,56 + 0,10*
Etl 0,96 + 0,11 1,17 + 0,16 0,96 + 0,13

6. Diskussion

Hauptaussage:

An Tag 21 der Schwangerschaft zeigten PE + Peptid Tiere im Vergleich zu PE-Tieren
eine Verbesserung der Herzfunktion, welche sich echokardiographisch durch erhdhte
negative Werte fir die GLS zeigte. Immunhistologisch konnte weiterhin eine
Verringerung der Entziindungs- und Fibrosemarker im Myokard sowie eine reduzierte
LV-Hypertrophie nachgewiesen werden. Charakteristische krankheitsbedingte
Unterschiede, wie funktionelle Verdnderungen sowie das strukturelle Remodelling des
Herzens zwischen PE-Tieren und WT-Tieren konnten von unserer Arbeitsgruppe
bereits im gleichen Tiermodell sowohl am Ende der Schwangerschaft als auch in
Langzeituntersuchungen nachgewiesen werden [90]. Aus diesem Grund nimmt die
folgende Diskussion gezielteren Fokus auf den Effekt des Peptid-Antagonisten bei PE-
Tieren (PE + Peptid) im Vergleich zu PE-Tieren, die mit dem Vehikel behandelt

wurden.

6.1. Therapeutische Effekte des Peptid-Antagonisten auf das Herz

Als echokardiographisches Korrelat der Herzfunktion konnte zwar keine signifikante
Verbesserung der EF nachgewiesen werden, es zeigten sich jedoch héher negative
Werte fur den GLS in der PE + Peptid Gruppe im Vergleich zu PE-Tieren. Regional

wurde die deutlichste Verbesserung im basoseptalen Segment beobachtet. Dies
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deutet auf eine verbesserte Pumpleistung hin und bestatigt die h6here Sensitivitat des
GLS im Vergleich zur EF, welche in vorherigen Studien bereits nhachgewiesen wurde
[105]. Die Ursache dafur, dass die GLS beim Nachweis einer myokardialen
Dysfunktion sensitiver zu sein scheint, konnte zum Teil auf die eingeschrénkte
Fahigkeit der EF zurtckzufuihren sein, die systolische Funktion bei Hypertrophie zu
beurteilen [106]. Dies liegt daran, dass hypertrophe Ventrikel bei der Kontraktion
aufgrund einer starkeren Verdickung der Ventrikelwande eine gréf3ere Verringerung
des Hohlraumvolumens aufweisen als Ventrikel mit normaler Wanddicke [106]. Dies
ist insofern relevant fur die Diagnostik von Patienten mit PE, da bei diesen eine
Hypertrophie nachweisbar ist [107]. Gleichzeitig konnte bei Patienten mit PE
beobachtet werden, dass diese zwar eine tendenziell erniedrigte, jedoch zum Teil eine
erhaltene Pumpfunktion aufweisen [108], wahrend sich in der GLS jedoch bereits eine
myokardiale Dysfunktion abzeichnet [109]. Ein weiterer Grund fir die erhohte
Sensitivitat der GLS liegt in der Tatsache, dass sich die longitudinalen Myokardfasern
vorwiegend im Subendokard befinden, also in der Wandschicht, die am anfalligsten fur
eine Ischamie ist [106]. Herzspezifische Troponine sind dabei wichtige zirkulierende
Biomarker bei Verdacht auf eine Myokardischamie. In einigen Studien (nicht allen)
konnte gezeigt werden, dass das Troponin | bei Frauen mit Praeklampsie erhdht ist
[110]. Tatsachlich steigt bei Frauen mit Praeklampsie nicht nur das Risiko fir das
Auftreten eines Myokardinfarkts an [110], sondern auch fur die Entwicklung einer
ischamischen Herzkrankheit [56]. Das Vorhandensein neuer regionaler
Wandbewegungsanomalien wurde bereits von der ESC als diagnostisches Kriterium
fur die Diagnose eines Myokardinfarkts aufgenommen und als solches mit
ischdmischen EKG-Veranderungen gleichgesetzt [111]. Der Nachweis von Stérungen
der regionalen Wandbewegung kénnte daher in Zukunft helfen, auch die Diagnose
einer PE zu unterstitzen und so eine frihere Erkennung von Herzfunktionsstérungen

bei Patienten mit PE zu ermdglichen [112].

Nach Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten konnten weiterhin erhéhte Werte fur
den linksventrikularen enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) und das end-
diastolische Volumen (EDV) nachgewiesen werden, wobei sich erst im t-Test
signifikant erhéhte Werte (p < 0,05) fir das EDV ergaben. Die Differenz aus EDV und
endsystolischen Volumen (ESV) bildet das Schlagvolumen (SV). In unseren

Versuchen konnten wir sowohl eine Erhéhung der SV als auch der EDV nachweisen.
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Das ESV blieb dagegen unverandert. Ursache fir das erhdhte SV nach Behandlung
konnte daher entweder eine erhdhte Vorlast oder eine verbesserte Relaxation sein.

In diesem Zusammenhang ist bereits bekannt, dass ACE-Hemmer nachweislich
sowohl die Vor- als auch die Nachlast durch arterielle und venése Dilatation verringern,
wobei dies insbesondere bei Vorliegen einer linksventrikularen Dysfunktion von Vorteil
ist [113]. Auch Frauen mit PE zeigten in Studien Anzeichen einer diastolischen
Dysfunktion [114], welche postpartum bestehen bleibt [93] und mit einem vierfach
erhohten Risiko fir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz verbunden ist [63]. In den
Gewebedopplerparametern wiesen wir zudem bei PE + Peptid Tieren eine Erh6hung
der frihdiastolischen, aktiven Mitralanulusgeschwindigkeit nach. Erniedrigte Werte
waren zwar nicht beweisend, jedoch hinweisend fir eine Relaxationsstérung, sodass
die Behandlung mit dem Peptid-Antagonisten gegen den AT1-R wohlmdglich tber
beide Mechanismen (erhthte Vorlast, verbesserte Relaxation) zu einem erh6htem SV
fuhrte.

Ahnliche Ergebnisse wurden in der randomisierten kontrollierten Studie von Ormesher
et al. [115] beobachtet, welche eine sechsmonatige Behandlung mit dem ACE-
Hemmer Enalapril bei Frauen mit PE zur Verbesserung der postnatalen Herz-
Kreislauf-Funktion untersuchte. In dieser Studie fuhrte die Behandlung mit dem ACE-
Hemmer im Vergleich zu Placebo zu einer Verbesserung der diastolischen Funktion,
welche anhand des E/E'-Quotienten (Verhaltnis der frihen mitralen Einstrém-
geschwindigkeit zur frihen diastolischen Mitralanulusgeschwindigkeit) bestimmt
wurde. In welchem Ausmal} diese frilhen Verbesserungen jedoch auch zur
Verringerung des langfristigen Risikos kardiovaskularer Erkrankungen beitragen

konnten [115], musste anhand von Langzeitdaten Uberpruft werden.

Mit dem Peptidantagonisten behandelte Tiere wiesen weiterhin immunhistologisch an
Tag 21 der Schwangerschaft im Vergleich zu PE-Tieren eine signifikant reduzierte LV-
Hypertrophie auf. Die Erhéhung der LV-Masse in PE-Tieren kann dabei nicht nur als
adaptive Reaktion zur Verringerung der mit einer erhéhten Nachlast verbundenen
Wandspannung verstanden werden [114], sondern dient auch der Wiederherstellung
der Herzmuskelfunktion [116]. Praeklamptische Frauen zeigen im Gegensatz zur
physiologisch wahrend der Schwangerschatft auftretenden exzentrischen Hypertrophie
eine konzentrische Hypertrophie des Herzens [60, 61], welche durch eine verminderte

myokardiale Kontraktilitdt gekennzeichnet ist [62]. Myosin ist das molekulare

69



Motorprotein und interagiert als hexamerer Proteinkomplex mit Aktin, um die Energie
der ATP-Hydrolyse in mechanische Arbeit umzuwandeln [117]. Es setzt sich
zusammen aus zwei schweren und vier leichten Ketten [118]. Im menschlichen Herzen
unterscheidet man zwei Untereinheiten der schweren Kette (MHC, myosin heavy
chain). Die B-Untereinheit (Gen: Myh7) wird Giberwiegend in den Ventrikel, wohingegen
die a-Isoform (Gen: Myh6) primér in den Vorhofen gebildet wird [119]. Infolge einer
pathologischen Hypertrophie wird insbesondere B-MHC vermehrt gebildet [117].
Passend dazu zeigten die mit dem Peptid-Antagonisten behandelten Tiere in unseren
Experimenten zusétzlich zu einer reduzierten LV-Hypertrophie auch eine signifikant
verringerte Genexpression von Myh7.

Trotz der geringen Gesamtmenge des a-MHC im Herzen, hat diese Isoform einen
unverhaltnismalig groBen Einfluss auf die kontraktile Kraftproduktion der
Herzmuskelzellen [118]. Grund hierflr ist u.a. die hohere ATPase Aktivitat des a-MHC,
welche mit der Verkirzungsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten korreliert. Daher
steht eine verringerte Expression von a-MHC in einem engen Zusammenhang mit
einer Herzinsuffizienz [117, 120] und ist auch wahrend einer praeklamptischen
Schwangerschaft reduziert [90]. Tatsachlich konnte auch in unseren Versuchen
gezeigt werden, dass sich die Genexpression von Myh6 bei Behandlung mit dem

Peptid-Antagonisten signifikant anstieg.

PE + Peptid Tiere wiesen in der Immunhistochemie einen verringerten Anteil von
Makrophagen im Myokard auf, welche an der pathologischen Umstrukturierung des
linken Ventrikels beteiligt sind [90]. Weiterhin zeigten PE + Peptid Tiere eine
verminderte perivaskulare Fibrose und mediale Wandverdickung. Sowohl das
konzentrische Remodelling des Herzens als auch die Effektorhormone des RAS
(Renin, ANG I, Aldosteron) stehen dabei in einem engen Zusammenhang mit der
perivaskularen und interstitiellen Fibrose des Herzens [64]. Umgekehrt werden
fibrosebedingten Strukturveranderungen nachweislich durch verschiedene RAS-
Inhibitoren gunstig beeinflusst und spielen unter anderem eine wesentliche Rolle bei
der Ruckbildung der LV-Hypertrophie und Verbesserung der koronaren Flussreserve
[121]. CTGF qilt dabei als Schlisselmediator in der Produktion der extrazellularen
Matrix unter pathologischen fibrotischen Bedingungen. Er wird sowohl in
Kardiomyozyten bei pro-hypertrophen Stimuli als auch in Fibroblasten rasch

hochreguliert [122]. Eine Hochregulierung der Ctgf-Expression konnte zudem unter
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Ang Il Infusion beobachtet werden [104]. Die erhthte Expression im erwachsenen
Herzen konnte wiederum in verschiedenen Modellen von Fibrose, Herzinsuffizienz und
Herzhypertrophie nachgewiesen werden [104]. Passend dazu beobachteten wir in
unseren Experimenten, dass die Behandlung mit dem Peptidantagonisten neben einer
Verringerung der LV-Hypertrophie und perivaskularen Fibrose auch zu einer

Herunterregulierung der Ctgf-Genexpression flihrte.

Fur die Marker Anp, Bnp, Fn und Et1 konnten wir keine signifikante Anderung der
Genexpression zwischen PE + Peptid bzw. WT und PE-Tieren feststellen. Diese
Ergebnisse stimmen dabei fur die Marker Anp, Bnp und Fn nicht vollstandig mit den
histologischen Resultaten tberein. Denn zum einen zeigten PE-Tiere im Vergleich zu
WT-Tieren eine erhdhte interstitielle Fibrose und zum anderen wiesen mit dem Peptid-
Antagonisten behandelte PE-Tiere eine verringerte Linksherzhypertrophie auf. Ahnlich
wie unsere Ergebnisse konnten in vorherigen Versuchen von Kraker et al. [90]
beobachtet werden, dass die PE zu einem persistierenden strukturellen Remodelling
sowie funktionellen Ver&dnderungen im mutterlichen Herzen fuhrt. Zudem wurde
nachgewiesen, dass typische Gene fur kardiale Hypertrophie, Fibrose oder
proinflammatorische Marker keine Veranderungen der Genexpression am Ende der
praeklamptischen Schwangerschaft im Bereich des Apex aufweisen (Abb. 21), welche
auch in unseren Versuchen untersucht wurde. Ein Vergleich der verschiedenen
Regionen im Herzen (Apex, Septum, rechter und linker Ventrikel) konnte letztendlich
eine regionenspezifische Genexpression verschiedener Marker aufdecken und nach-
weisen, dass die meisten Veranderungen der Genexpression von Markergenen im
linken Ventrikel stattfinden (Abb. 21) [90]. Insbesondere zeigten sich im linken
Ventrikel auch erhdhte Werte fur Anp, Bnp und Fn zwischen WT und PE-Tieren. Dies
steht im Einklang mit den histologischen Daten, zumal die immunhistologischen

Farbungen in unseren Versuchen ebenfalls am linken Ventrikel durchgefuhrt wurden.

Abb. 21 - Regionenspezifische Genexpression des Herzens

Um einen Vergleich zu ermdglichen, werden verschiedene spezifische Markergene in unterschiedlichen
Regionen des Herzens von WT und PE-Tieren gemessen und analysiert. In der Herzspitze (A) zeigt
sich Ubereinstimmend mit unseren jetzigen Versuchen keine signifikanten Veranderungen der
Genexpression fur Anp, Bnp, und Fn zwischen WT und PE-Tieren. In den gleichen Herzen zeigt jedoch
die Genexpressionsanalyse des linken Ventrikels (B) signifikante Unterschiede fur alle 5 genannten

Marker. Im Herzseptum (C) findet sich dagegen nur eine erhdhte Expression fur Anp. Im rechten
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Ventrikel (D) konnte ebenfalls fir Fn und Mcpl eine erhthte Genexpression bei praeklampsischen
Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werde. Anp = atriales natriuretisches Peptid,
Bnp = natriuretisches Peptid des Gehirns, Coll = Kollagen Typ 1, Fn = Fibronektin, Mcpl = Monozyten-
Chemoattractant-Protein-1; WT = Wildtyp-Kontrollgruppe, PE = Praeklampsiegruppe, d21 = letzter Tag
der Schwangerschaft; Students t-test ns = nicht signifikant, *p<0,05 **p<0,01. Abbildung aus Kraker
2019 [90].
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6.2. RAS-Inhibitoren und Peptid-Antagonisten als potenzieller Therapieansatz

Ursache der PE ist multifaktoriell, wobei pathophysiologisch eine Dysregulation des
lokalen und zirkulierenden RAS nachgewiesen wurde [5-7]. Die wichtigsten patho-
logischen Folgen der RAS-Aktivierung werden dabei durch den AT1-R vermittelt [123].
Neben seinem blutdrucksteigernden Effekt konnen AT1-Rezeptoren zu weiteren
maladaptiven Reaktionen in Kardiomyozyten fuhren [123]. Dazu gehdrt z. B. die
Induktion einer zellularen Hypertrophie sowie die Aktivierung von Signalwegen, die mit
Fibrose und Entziindung in Verbindung stehen. Aufgrund der wesentlichen Beteiligung
einer erhohten vaskularen und adrenalen Angiotensin-lI-Reaktivitat an der
Pathophysiologie der PE [1], scheinen RAS-Inhibitoren daher vielversprechende
therapeutische Medikamente zu sein.

Tatsachlich wurde bereits fur ACE-Hemmer nicht nur eine Senkung des mittleren,

systolischen sowie diastolischen Blutdrucks bei nicht schwangeren Hypertonikern
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[124] beobachtet, sondern auch Uuber verschiedene Mechanismen eine
Kardioprotektion nachgewiesen. Zu diesen Mechanismen gehéren neben einer
verminderten Fibrose [125] auch eine verringerte Makrophageninfiltration des Herzens
[126]. Weiterhin kdonnen diverse RAS-Inhibitoren zu einer Ruckbildung der LV-
Hypertrophie und einer Verbesserung der koronaren Reserve fuhren [121]. Bei
Patienten mit hypertensiver Herzerkrankung konnte zudem gezeigt werden, dass die
Hemmung des Enzyms ACE die Myokardfiborose unabhéngig von einer LV-
Hypertrophie zuriickbildet und damit eine Verbesserung der diastolischen LV-Funktion
bewirken kann [125]. ACE-Hemmer besitzen zwar eine kardioprotektive Funktion, sind
jedoch wahrend der Schwangerschaft aufgrund ihrer fetotoxischen oder teratogenen
Wirkung kontraindiziert, da sie langfristig eine fetale Hypotonie, renale tubulare
Dysplasie, Anurie, Oligohydramnion, Wachstumsretardierung bis hin zum Tod des
Fetus verursachen kdnnen [10]. Das Mittel der Wahl zur Senkung des Blutdrucks bei
PE ist daher in Deutschland a-Methyldopa [13], wobei fir keine der géngigen
Antihypertensiva sicher nachgewiesen werden konnte, dass sie das langfristige
kardiovaskulare Risiko nach PE verbessern [90], weshalb dringend nach neuen
therapeutischen Targets, insbesondere RAS-Inhibitoren, gesucht wird, welche die

Plazentaschranke nicht berwinden und den Fetus nicht gefahrden.

Wir konnten in unseren Experimenten zeigen, dass die Behandlung mit dem Peptid-
Antagonisten gegen den AT1-R in PE-Tieren ahnlich den ACE-Hemmern zu einer
Reduktion des MAP, SBP und DBP fuhrte, ohne die Herzfrequenz signifikant zu
verandern [124]. Einer der zentralen Vorteile der AT1-R-Blockade besteht darin, dass
durch die Hemmung des RAS sehr frih in verschiedenste pathophysiologische
Mechanismen eingegriffen wird und somit zahlreiche Pathologien des Herzens
(Fibrose, LV-Hypertrophie, Inflammation) zeitgleich positiv beeinflussen werden (Abb.
21). Dies ist insbesondere angesichts der vielschichtigen Pathophysiologie der PE
winschenswert, um so der Komplexitat des Krankheitsbildes gerecht zu werden.

Der Peptid-Antagonist von Ferring ist weiterhin so aufgebaut, dass dieser die
Plazentaschranke nicht tUberwinden kann und stellt somit den ersten maternal
spezifischen RAS-Inhibitor dar. Dies ist besonders relevant, da sich die Indikation fur
eine antihypertensive Therapie derzeit auf mdutterliche Faktoren konzentriert und
gegenwartige Antihypertensiva keinen sicheren Nutzen fur das fetale Outcome gezeigt
haben [70, 72].
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Abb. 22 —funktionelle und strukturelle Verdnderungen des Herzens bei PE

Wesentliches Merkmal der PE ist eine Ubermafiige Aktivierung des RAS aufgrund einer vaskularen und
adrenalen Sensibilitat gegentiber Ang Il. Unklar bleibt jedoch, ob die Dysregulation des RAS ein primar
aktiver Mechanismus in der Pathogenese der Erkrankung ist oder ob es sich um eine organische
Reaktion auf eine bereits bestehende Erkrankung handelt [48]. Die Aktivierung des RAS fuhrt wiederum
zu zahlreichen funktionellen und strukturellen Veranderungen am Herzen. Dazu gehdren insbesondere
eine Fibrose (perivaskular und interstitiell), LV-Hypertrophie und eine Inflammation, welche gemeinsam
zu einer kardialen Dysfunktion beitragen und somit das kardiovaskulare Langzeit-Risiko erhéhen. Die
Blockade des AT1-R durch den Peptidantagonisten kann ihrerseits an der Quelle der
pathophysiologischen Mechanismen ansetzen, indem sie eine UbermaRige Aktivierung des RAS
verhindert und so die oben genannten pathophysiologischen Prozesse positiv beeinflusst. Folge ist ein
Ruckgang der Fibrose, Hypertrophie und Inflammation sowie eine Verbesserung der Funktionsstdrung

des Herzens (blau).
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7. Perspektive und Limitationen

Ziel der Behandlung mit dem Peptidantagonisten ist nicht nur eine solide Senkung des
Blutdrucks, sondern auch die Verbesserung der mutterlichen Endorganschaden der
PE, ohne dabei jedoch die fetale Gesundheit zu beeintrachtigen. Zukinftige Studien

mussen allerdings den Effekt der RAS-Blockade auf den Fetus und das fetoplazentare
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Gefal3system beleuchten, insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung einer
intrauterinen Wachstumsretardierung, die sowohl als Komplikation der PE auftreten
kann [16, 17] als auch als Nebenwirkung bei Behandlung mit RAS-Inhibitoren
beschrieben wurde [10]. Als weitere wesentliche Komplikation misste zudem eine
Hypotonie der Mutter und des Fetus beachtet werden, welche sich aus dem
physiologischen Wirkmechanismus des Therapeutikums ergibt. So wurde fir ACE-
Hemmern gezeigt, dass bei Risikopatienten schon eine einmalige Gabe innerhalb von
wenigen Stunden zu einem Blutdruckabfall fihren kann, wobei ein Blutdruckabfall
wiederum das Risiko einer Nieren-, Myokard- oder zerebralen Hypoperfusion erhdht
[127]. Bekannte Risikofaktoren fir diese sogenannte first-dose-Hypotonie ist z.B. eine
Herzinsuffizienz [128] oder ein akuter Herzinfarkt [129]. Da bei der PE neben
funktionellen und strukturellen Veranderungen des Herzens [90] auch ein erhdhtes
Risiko fur das Auftreten eines Myokardinfarkts [110] nachgewiesen wurde, muss die
Hypotonie als wesentliche Komplikation bei der Gabe des Peptid-Antagonisten gegen

den AT1-R stets beriicksichtigt werden.

Weiterhin ist zu beachten, dass das angewandte transgene Rattenmodell eine
Monokausalitat in Bezug auf die Dysregulation des RAS vermuten lasst, insbesondere
da wir uns auf die Blockade des AT1-R in einem transgenen Rattenmodell konzentriert
haben, welches auf eine erhéhte Produktion von zirkulierendem Ang Il beruht [91]. Die
PE stellt jedoch eine komplexe Erkrankung mit multiplen Ursachen und Mechanismen
dar, weshalb der Effekt einer Behandlung mit dem Peptid-Antagonist auch in anderen
Tiermodellen der PE wie z.B. dem RUPP-Modell [130] oder dem transgenen sFlt1-
Mausmodell [131] gepruft werden sollte. Das RUPP-Modell beruht dabei auf die
Annahme, dass eine Verringerung des uterinen Blutflusses zur Entwicklung der
typischen Komponenten einer PE (z.B. Bluthochdruck und Proteinurie) fahrt [130]. Im
Gegensatz dazu stitzt sich das transgene sFlt1-Mausmodell auf die Erkenntnis, dass
erhohte Konzentrationen des anti-angiogenen Faktors sFltl den Umbau der
Spiralarterien beeintrachtigen kénnen und so zur Manifestation von PE-Symptomen
bei der Mutter fuhren [131]. Da tatsachlich auch bei Patienten mit PE eine Erh6hung
von sFlt-1 und eine Verringerung der pro-angiogenen Faktoren PIGF und VEGF
nachgewiesen wurde, besteht eine wesentliche Einschréankung dieser Dissertation
darin, dass die pro-angiogenen Faktoren VEGF und PIGF sowie die antiangiogen

wirkende sFlt-1 nicht bestimmt wurden. Von besonderem Interesse wére dabei die
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Wirkung der RAS-Blockade auf die durch sFlt-1 vermittelte endotheliale Dysfunktion.
Da ein Teil der Pathogenese der PE auch auf eine Plazentainsuffizienz zurtckgefihrt
wird, missten in kinftigen Studien auch die Auswirkungen der RAS-Blockade auf die
uteroplazentare Einheit untersucht werden, wobei der Schwerpunkt hierbei unter
anderem auf die uterine Perfusion und plazentare Ischdmie sowie die fetale
Gesundheit liegen sollte. Das im Rahmen dieser Dissertation verwendete Tiermodell
sollte daher als Teil eines umfassenderen Forschungsansatzes gewertet werden,
welches durch Einbeziehung weiterer Tiermodelle dazu beitragt, die Evaluation neuer
therapeutische Ansatze zu verbessern und unser Verstandnis der Pathophysiologie

der PE zu vertiefen.

Eine weitere Limitation dieser Doktorarbeit ist, dass die Verabreichung des
Therapeutikums in unseren Versuchen téaglich subkutan tber eine Osmosepumpe
erfolgte. Die Vorhersage der subkutanen Absorption von Biotherapeutika beim
Menschen aus préaklinischen Experimenten ist jedoch weitgehend unbefriedigend, was
vor allem auf das begrenzte Verstandnis der Mechanismen der subkutanen Absorption
und die erheblichen Unterschiede zwischen den Tierarten zuriickzufihren ist [132].
Wichtige Spezies-spezifische Unterschiede in der Arzneimittelabsorption ergeben sich
dabei unter anderem aus der unterschiedlichen Struktur der Haut und des subkutanen
Raums sowie dem Katabolismus an der Injektionsstelle [133]. Bereits bei den
préklinischen Sicherheitstests an Tieren scheitern etwa ein Drittel der experimentellen
Arzneimittel, da sie sich als unwirksam oder zu gefahrlich erweisen [134]. Die
schlechte Korrelation von Tierversuchen mit der Toxizitat und Wirksamkeit beim
Menschen hat daher Forscher dazu veranlasst, den Wert von Tierversuchen fur die
Auswahl von Arzneimitteln fir Versuche am Menschen in Frage zu stellen [134]. Das
Herz stellt jedoch eine gro3e Herausforderung fur die Reduzierung von Tierversuchen
dar, zumal nicht nur die pharmakologische Wirkung von Arzneimitteln auf die Zellen
untersucht wird, sondern auch die Auswirkungen der topografischen Eigenschaften,
Bewegung und der Kréfte auf die mechanische Funktion des Herzens gepruft werden
[134]. Tiermodelle scheinen daher nach wie vor essentiell zur Untersuchung der
Wirksamkeit neuer Arzneimittel am Herzen zu sein, insbesondere bei Krankheiten mit
multifaktorieller Atiologie wie der PE. Perspektivisch konnten jedoch Algorithmen des
maschinellen Lernens zur fir Reduktion von Misserfolgen zukinftiger Wirksamkeits-

studien beitragen. Tatsachlich werden zu diesem Zwecke bereits Vorhersagemodelle
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zur Analyse der Bindungsaffinitat [135], Wirksamkeit [136] und Toxizitat [137] neuer
Arzneimittelkandidaten verwendet. Auch in Tierversuchen kdnnte maschinelles Lernen
zur Analyse von histologischen und echokardiographischen Bildern und anderer
grol3er Datenmengen eingesetzt werden, was auch eine Standardisierung der
Analysen ermdglichen wirde. Fir das verwendete Tiermodell muss jedoch die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die humane Situation gepriift werden. In der Studie
von Kréker et. al. [90] liel3 sich bereits in der Echokardiographie 4 Wochen postpartal
die Ubertragbarkeit des verwendeten transgenen Rattenmodells auf die humane
Situation sichern, sodass fur das dieses Tiermodell ein translationaler Ansatz vermutet
wird. Da jedoch Schwangere mit PE auch ein erhdhtes kardiovaskulédres Langzeit-
Risiko fur z.B. Bluthochdruck, Schlaganfall, ischamische Herzerkrankungen und
Herzinsuffizienz aufweisen [3], sind dementsprechend auch Langzeit-Daten zum
Einfluss der Behandlung mit dem Peptidantagonisten auf postpartale strukturelle und
funktionelle Veranderungen notwendig, welche im Rahmen dieser Dissertation nicht
erhoben wurden.

Der besondere Beitrag dieser Dissertation liegt in der Fokussierung auf das kardio-
vaskulare System der Mutter, dessen Auswirkungen bei PE lange Zeit vernachlassigt
wurden, nun aber zunehmend in den Fokus ricken. Da das Peptid die Plazenta-
schranke nicht passieren und somit den Fotus nicht beeintrachtigen sollte, besteht die
Moglichkeit, mit einem peptidbasierten Therapieansatz die Mutter wéahrend der
Schwangerschaft selektiv zu behandeln. Die Attraktivitat von Peptiden besteht dabei
darin, dass es sich um korpereigene Bausteine handelt, die sich aufgrund ihrer
kurzeren Halbwertszeit kaum in den Geweben anreichern [80]. Die geringe Toxizitat
beruht u.a. auch auf der hohen Affinitat und Spezifitat [80, 81, 84] von Peptiden, sowie
ihrer geringen Immunogenitat [79]. Zusammenfassend stellt unsere praklinische
Studie zur Wirksamkeit der Peptid-Antagonisten am transgenen Rattenmodell daher
einen kleinen, aber bedeutenden Schritt bei der Erprobung des ersten maternal
spezifischen RAS-Inhibitors dar, und zwar vor der Translation der Ergebnisse in
klinischen Studien.
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