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1. Einleitung

1.1 Endothelin

Endothelin (ET) besteht aus 21 Aminosiuren, enthilt einen hydrophoben C-Terminus und
dariiber hinaus zwei intramolekulare Disulfidbriicken am N-Terminus, welche zu einer
charakteristischen Haarnadelform fiithren'. Seine relative molekulare Masse betrigt 2,52. Es
gibt die drei Isoformen ET-1, ET-2 und ET-3, die sich nur in wenigen Aminosduren
unterscheiden (siehe Abbildung 1—1)1’ 2. Endotheline haben Ahnlichkeit mit dem Erdnattergift
Sarafotoxin S6b, welches als Kardiotoxin eine starke Muskelkontraktion in den glatten
GefiBmuskelzellen der HerzkranzgefiBe verursacht und dadurch zum Tod fiihrt. '+?
Endotheline sind autokrine und parakrine Peptid-Hormone, welche hauptsidchlich von
Endothelzellen aber auch in zahlreichen anderen Geweben und Zelltypen gebildet werden,
wie z.B. in Kardiomyozyten, glatter GefdBmuskulatur, renalen endothelialen Tubuluszellen,
glomeruldirem Mesangium, Glia-Zellen, Hypophyse, Makrophagen und Mastzellen" * *. Die
Syntheseraten unterscheiden sich allerdings sehr in den unterschiedlichen Geweben. ET-1
wird hauptsédchlich vom Endothel der Gefidfle gebildet, aber auch von epithelialen Zellen der
Lunge, Makrophagen, kardialen Fibroblasten, Kardiomyozyten, Neuronen und anderen
Zellen® >'!. Endothelin 2 (ET-2) wird in intestinalen Endothelzellen, der Niere, Plazenta,
Chorion, Amnion, Endometrium, Myometrium und im linken Ventrikel exprimiert 112,13
Endothelin 3 (ET-3) wird dagegen hauptsidchlich im Darm, in der Lunge, im Grof3- und
Kleinhirn und in der Hypophyse gebildet1’14.

Endothelin (v.a. ET-1) ist als einer der stirksten bisher bekannten Vasokonstriktoren an der
Regelung des vaskuldren Tonus in Arterien und Venen beteiligt und wirkt in vielen Geweben
mitogen, antiapoptotisch, pro-fibrotisch und inflammatorisch'. Ferner ist es an der
embryonalen Entwicklung craniofacialer, arterieller und enteraler neuronaler Strukturen

beteiligt, besonders an der Ausdifferenzierung von Zellen aus der Neuralleiste (v.a. ET-3 und

ET-1)- 1517,
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Abbildung 1-1 Struktur von Endothelin 1, 2 und 3 sowie Sarafotoxin S6b*

1.1.1 Genetik, Transkription und Bildung der aktiven Form

Beim Menschen sind das prepro-ET-1-Gen auf Chromosom 6p23-p24, das prepro-ET-2-Gen
auf Chromosom 1p34.1 und das prepro-ET-3-Gen auf Chromosom 20ql3.2-q13.3
lokalisiert'®,

Das ET-1-Gen enthilt fiinf Exons, die fiir prepro-Endothelin-1 kodieren. In der 5’-Region
befinden sich mehrere regulatorische Elemente, so die Bindungs-Sequenz fiir den
Transkriptionsfaktor NF-xB, vier Kopien des regulatorischen Hexanukleotides CTGGA und
homologe Sequenzen der Oktanukleotids AP1-Jun-Bindungs-Sequenz. Die Promotorregion
des Endothelin-Gens weist auBerdem noch GAAT- und TATA-Sequenzen auf, welche durch
Bildung einer Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor GATA-2-Protein die Transkription

stimulieren'’.

Aus der prepro-ET-mRNA werden prepro-Endotheline translatiert, welche aus ca. 200
Aminosdureresten bestehen. Diese werden in Vesikeln der Endothelzellen durch Furin-
Konvertase in Big-Endotheline gespalten, welche 37-41 Aminosduren lang sind. Big-
Endotheline werden wiederum vom Endothelin-konvertierenden Enzym (ECE) zwischen
Tryptophan (Trp) und Valin (Val) bei ET-1 und ET-2 und zwischen Tryptophan und Isoleucin
(Ile) bei ET-3 in die aktiven Endotheline mit 21 Aminosduren gespalten (sieche Abbildung
1-2)". Das ECE gehort zu der Matrixmetalloproteinase-13-Familie und unterteilt sich in drei
bis heute bekannte Isoformen: Endothelin-konvertierendes Enzym-1 (ECE-1), Endothelin-
konvertierendes Enzym-2 (ECE-2) und Endothelin-konvertierendes Enzym-3 (ECE-3).
Alternativ konnen Big-Endotheline auBlerdem von weiteren Matrix-Metalloproteinasen
(MMP2, MMP9) oder Chymasen gespalten werden. Mduseembryonen mit ECE-1- und ECE-
2-knockout wiesen nur eine Reduktion des Endothelins um ein Drittel auf (im Homogenat

hergestellt aus dem gesamten Embryo)zo. Big-Endotheline werden durch diese Enzyme in 31
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Aminosduren lange Isoformen gespalten, die auch vasoaktiv sind (z.B. ET-1 (1-31), wirkt

agonistisch auf ETA—Rezeptoren)zl.

preproET-2

protease l:ur]n-lke orotease

big ET-2
ECE-2 lECE-1, ECE-2
ET-2

Abbildung 1-2 Endothelin-Synthese'

1.1.2 Regulation der Endothelin-Synthese

Es gibt zahlreiche verschiedene physikalische und chemische Faktoren, die ET
hochregulieren, so z.B. oxidativer Stress, Angiotensin II, Entziindungen, oxidiertes LDL,
Insulin, Thrombin, transforming growth-factor beta (TGF-B), tumor-necrosis-factor alpha
(TNF-a)), Verotoxin, vascular endothelial growth factor (VEGF), Immunglobulin-1,
Norepinephrin, Vasopressin und Bradykininlx’ 22 Auch Scherkrifte regulieren die ET-1-
mRNA-Transkription iiber upstream-cis-Elemente”>. Hoher oder pulsatiler (d.h. schubweiser)
Stress steigern kurzfristig die Expression der prepro-ET-1-mRNA, allerdings fithren lang
anhaltende Scherkriifte zu einer Senkung der prepro-ET-1-mRNA-Expression”. Niedrige
Scherkrifte steigern sie wiederum®. Faktoren, welche die prepro-ET-mRNA-Expression
herunterregulieren sind NO und andere Faktoren, die iiber cGMP als second messenger

agieren, Prostacyclin, ANP und Heparin (hemmt Proteinkinase C)*>. ET hemmt auBerdem
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seine eigene Expression. Die Bindung von ET an den ETB-Rezeptor der Endothelzellen
bewirkt eine Hemmung der prepro-ET-mRNA-Synthese iiber zwei Wege, zum einen iiber
NO, zum anderen direkt iiber Internalisierung der ETB-Rezeptoren in das Zytoplasma der

Endothelzellen (gesteuert durch B-Arrestin und Dynamin/Clathrin)*.
1.1.3 Signaltransduktion durch ETA und ETB-Rezeptoren

1.1.3.1 ETA-Rezeptor

ET-1 kann durch zwei Rezeptor-Subtypen gebunden werden: den ETA- und den ETB-
Rezeptor. Hierbei handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Transmembran-Rezeptoren. ET-1
und ET-2 weisen eine subnanomolare und damit sehr hohe Affinitit zu ETA auf, wihrend die
Affinitdt zwischen ET-3 zu ETA etwa halb so grof3 ist. ETB bindet alle drei ET-Isoformen
gleichermaBen stark im subnanomolaren Bereich'.

In Arterien wird der ETA-Rezeptor hauptsdchlich auf den Zellen der glatten GefdBmuskulatur
exprimiert, wihrend der ETB-Rezeptor sowohl auf den glatten GefaBmuskelzellen als auch
den Endothelzellen der Intima exprimiert wird. Endothelin wird zu 80 Prozent basal sezerniert
(d.h. in Richtung glatte GefaBmuskulatur) und zu 20 Prozent luminal. Im Cytosol der glatten
GefidBmuskelzellen, die einen Endothelin-Rezeptor tragen, ist an den Rezeptor ein Ggi1-
Protein-Komplex  gebunden. Bindet Endothelin an den ETA-Rezeptor, wird
Guanosindiphosphat (GDP) abgespalten und Guanosintriphosphat (GTP) gebunden, wodurch
der G-Potein-Komplex in seine P+y- und seine a-Untereinheit zerfillt. Die o-Untereinheit
aktiviert die Phospholipase C, welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in
Inositoltrisphosphat  (IP;) und Diacylglycerin (DAG) spaltet. [1P; aktiviert im
endoplasmatischen Retikulum die Freisetzung von Ca®* in das Cytosol. Ca®* bindet an eine
Calmodulin-Untereinheit der Myosin-Leichtketten-Kinase und aktiviert diese, wodurch sie die
Muskelkontraktion in Gang setzt. Dabei bewirkt die Myosin-Leichtketten-Kinase eine
Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins, wodurch es mit den Actinfilamenten
binden und die Muskulatur kontrahieren kann®*°.

Obwohl der ETA-Rezeptor in glatten Gefdlmuskelzellen nicht an Gs-Proteine gekoppelt zu
sein scheint, kann ET-1 dennoch in glatten GefaBmuskelzellen Gs-Proteine aktivieren, welche
wiederum die Adenylatzyklase bildet, die fiir die Bildung des second-messengers cAMP

30-33 CAMP aktiviert wiederum die

(cyclisches Adenosinmonophosphat) verantwortlich ist
Proteinkinase A, welche die die Myosin-Leichtketten-Kinase phosphoryliert, was zur einer
Relaxation der glatten GefiBmuskulatur fiihrt. In zweiter Linie phosphoryliert die

Proteinkinase A allerdings auch Calciumkanile und aktiviert diese, so dass bei Anderung des
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Membranpotentials Ca** einstromen kann. So wird die Muskelkontraktion der glatten
GefiaBmuskulatur wiederum begﬁnstigt34'36.

Desweiteren sind ETA-Rezeptoren in glatten GefdBmuskelzellen auch an Gjz- und Gjs3-
Rezeptoren gebunden®. Uber die Aktivierung der kleinen GTPase Rho und anschlieBender
Aktivierung der Rho-Kinase (ROCK, Rho-associated coiled coil containing protein kinase)
kommt es zur Phosphorylierung und damit Inhibition der Myosin-Leichtkettenkinase. Das
fiihrt in glatten GefdBmuskelzellen zu einer erhohten Kontraktion und stressinduzierten
Fibrosierung der extrazelluliren Matrix™. Die Aktivierung der Rho-Kaskade iiber den ETA-
Rezeptor fiihrt in vitro auch zu einer Hochregulierung der connective tissue growth factor-
mRNA (CTGF-mRNA) in glatten GefidBmuskelzellen von Ratten. CTGF fordert die Bildung

der extrazelluldren Matrix, so z.B. die Kollagen-I-mRNA-Synthese und die Fibronektin-

Protein-Synthese™.

1.1.3.2 ETB-Rezeptor

ETB-Rezeptoren sind in verschiedenen Zelltypen an Gj-, Go-, Ggi1 und Giz-Proteine
gebunden. Die Funktion des ETB-Rezeptors ist widerspriichlich. Auf glatten
GefdBmuskelzellen vermitteln ETB-Rezeptoren eine Vasokonstriktion genauso wie ETA-
Rezeptoren. Auf den Endothelzellen der GefidB3e fungiert der ETB-Rezeptor als Mediator fiir
Vasodilatation, indem er die Produktion und Ausscheidung von NO aktiviert. NO bewirkt in
glatten GefidBmuskelzellen eine Vasodilatation und hemmt in den Endothelzellen die
Expression von prepro-ET-mRNA. Es handelt sich hierbei um einen negativ-gekoppelten
Feedback-Mechanismus, mit dem sich Endothelin selbst herunterreguliert4o'42. ETB-
Rezeptoren, die Gj-gekoppelt sind, inhibieren die Adenylatzyklase, wodurch die cAMP-
Konzentration in den Zellen sinkt und die Aktivitit der Proteinkinase A verringert wird”'.
Dadurch wird u.a. die Phosphorylierung von Calcium-Kanidlen gehemmt und damit der
Einstrom von Ca”* in die Zelle’*™.

Dariiber hinaus sorgen ETB-Rezeptoren fiir die Eliminierung des Endothelins. Nach Bindung
des Endothelins findet eine Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes statt mit einem
anschlieBenden intrazelluldren Abbau. Hierzu interagieren ETB-Rezeptoren mit B-Arrestinen
tiber Clathrin als Mediator. Dabei wird B-Arrestin phosphoryliert, wodurch es an den G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren binden kann und die Aktivitit der Untereinheiten hemmt.
AuBlerdem fiihrt das phosphorylierte -Arrestin iiber Clathrin zu einer Internalisierung von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren in intrazellulédre Endosomen®™®. Hier wird der ETB-

Rezeptor in Lysosomen abgebaut, was vermutlich der Mechanismus ist, mittels dem die
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Endothelin-Eliminierung ~ stattfindet’®. Diese Prozess findet vorwiegend in den
PulmonalgefidBen statt, aber ein Teil des Endothelins wird iiber ETB-Rezeptoren in den
Nierengefifien abgefangen und ausgeschieden'*. Auch ETA-Rezeptoren konnen in die
Zelle internalisiert werden, allerdings wird der ETA-Rezeptor wieder in seine aktive Form
iiberfiihrt und in die Zellwand zuriicktransportiert**.

Hohe physiologische ET-Konzentrationen fithren auflerdem zu einer Abnahme der
Rezeptorsensibilitit bei beiden ET-Rezeptor-Subtypen. Nach Bindung des Endothelins
phosphorylieren G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinasen (GRKs) sowohl den ETA als auch

den ETB-Rezeptor, wodurch diese die Fihigkeit zur Aktivierung des G-Proteins verlieren”.

1.2 Stickstoffmonoxid (NO)

1.2.1 NO-Synthese und Regulation

Stickstoffmonoxid (NO) als vasodilatierendes Hormon wurde erstmals 1986 beschieben.
Davor wusste man nur von einer vasorelaxierenden Substanz, die im Gefidl3endothel gebildet
wird und als endothelium-derived relaxing-factor (EDRF) bezeichnet wurde’'>*. NO wird
durch die Stickstoffmonixid-Synthasen (NOS, nitric-oxide synthase) gebildet. Es handelt sich
hierbei um Oxygenasen, die unter Umwandlung von Nicotinamidadenindinukleotid-phosphat

(NADPH) zu NADP" L-Arginin in NO und L-Citrullin umwandeln (sieche Abbildung 1-3) 35
58

0=0 + L-Arginine + NADPH . N=O+ Citrulline

A
A

R i R R R
L-arginine | .: NC-hydroxy- | | Citrulline |

NH ! L-arginine  NH NH NH

H,N NH, ! HN NH, HN NH, o NH,
| |
OH OH

Nitric oxide N=0

Heme

T—u—7—o—0
2 :
—o—3

F|e+3
I
\W/ N A 4 . 4

0 0=0 + 0.5NADPH 10

Abbildung 1-3 NO-Synthese aus L-Arginin durch NO-Synthasen®
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Die NO-Produktion wird hochreguliert durch verschiedene Faktoren, v.a. Acetylcholin, aber
auch ATP und ADP, Substanz P, Bradykinin, Histamin, Thrombin, Serotonin, Vasopressin
und Scherkrifte’’. Bis heute sind drei Haupt-Isoformen der NOS bekannt, die auf
unterschiedlichen Genen codiert werden: die neuronale NOS (nNOS, NOSI1-Typ), die
endotheliale NOS (eNOS, NOS3-Typ) und die induzierbare NOS (iNOS, Typ2-NOS)*" > ¢,
nNOS, eNOS und iNOS sind im wesentlichen membranstindig. eNOS ist hier in den
Calveolae lokalisiert und kommt dariiber hinaus auch im Golgi-Apparat vor®. Bei der
neuronalen und endothelialen NOS handelt es sich um konstitutiv gebildete NOS, d.h. sie
werden immer exprimiert und bilden bestindig NO im nanomolaren Bereich. Dabei werden
Calmodulin/Ca2+—K0mplexe als Kofaktoren benétigtSI.

eNOS kommt in der Endothelzellen der Gefifle und anderer Organe/Gewebe vor, aber auch in
Neuronen. Sie ist fiir die Endothelium-abhingige Vasorelaxation verantwortlich, die man
friiher dem EDRF zugeschrieben hat. nNOS wurde erstmals in Neuronen beschrieben, kommt
aber auch in Kardiomyozyten, Skelettmuskelzellen, Granulozyten, Pankreasinselzellen und
dem Endometrium vor®®. Durch nNOS gebildetes NO fungiert auch als Vasodilator und als

Neurotransmitter® %,

Die iNOS-Expression kann in allen kernhaltigen Zellen auf
Transkriptionsebene induziert werden, meistens geschieht dies durch Bakterien oder durch
Cytokine und ist Teil der Immunantwort®. Die induzierbare NOS agiert, im Gegensatz zur
eNOS und nNOS, Calcium-unabhiéngig und ist in der Lage, innerhalb kiirzester Zeit gro3e
Mengen an NO zu bilden (im mikromolaren Bereich)64’ % NO wirkt toxisch auf Bakterien
und andere Zellen und totet diese ab. Von iNOS gebildetes NO ist an dem massiven

Blutdruckabfall bei Sepsis und anaphylaktischen Schock beteiligt66.

1.2.2 Signaltransduktion durch NO

NO bindet im Cytosol der Zielzellen an die Himgruppe der 16slichen Guanylatzyklase, wo es
die Bildung des second messengers cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat) induziert’".
cGMP aktiviert die cGMP-abhiéngige Proteinkinase G, welche wiederum die leichte Kette des
Myosins phosphoryliert und so seine Bindung an Actinfilamente hemmt. Dariiber hinaus
phosphoryliert die Proteinkinase G kalziumabhédngige Kalium-Kandle, 6ffnet diese, und fiihrt
so zu einer Hyperpolarisation und damit zu einer Hemmung der Muskelkontraktion. NO kann
auerdem eine  Apoptose der Endothelzellen  vermitteln, es hemmt die
Thrombozytenaggregation und die Interaktion und Einwanderung von Leukozyten mit das

Endothelium der GefiBe® "’
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1.3 Endothelin und NO-Interaktion

1.3.1 Endothelin und NO in Gefifien

Es sind bereits mehrere Mausmodelle mit einem Knockout einer der NO-Synthasen
entwickelt worden. Bei diesen zeigte sich, dass eNOS-knockout-Mduse einen hdoheren
Blutdruck aufwiesen als Wildtypen, was bei nNOS- und iNOS-knockout-Méusen nicht der
Fall war®. Dies zeigt, dass vor allem von eNOS gebildetes NO den GefiBtonus reguliert.

Im Endothelium der Gefille wird vorwiegend ET-1 produziert, welches auch hauptsichlich
fir die ET-induzierte Vasokonstriktion verantwortlich ist'. Bei Entziindungsprozessen kann
Endothelin auch von den glatten GefiBmuskelzellen selbst gebildet werden'. In Zellkulturen
aus humanen AortengefiBmuskelzellen konnte auch die Expression von ET-2-mRNA’' und in
Endothelzellen aus der humanen Umbilikalvene ET-1, ET-2 und ET-3 nachgewiesen
werden’”. Die Endothelin-bedingte Vasokonstriktion wird nicht nur allein durch die Menge an
gebildeten Endothelin bestimmt, sondern auch durch die Menge und Verteilung der ETA und
ETB-Rezeptoren. Die Bindung von Endothelin an ETA-Rezeptoren der glatten
GefiBmuskulatur bewirkt eine Kontraktion der Gefidle. Die Rolle von ETB ist
widerspriichlicher: Zum einen wird tiber ETB-Rezeptoren auf Endothelzellen die Produktion
und Ausscheidung von NO aktiviert. Damit wird sowohl eine Vasodilatation ausgelost als
auch die Synthese der prepro-ET-mRNA herunterreguliert. ETB-Rezeptoren kommen aber
auch auf glatten GefdBmuskelzellen vor, wo sie eine Vasokonstriktion wie ETA-Rezeptoren
vermitteln®'. Die Wirkung von Endothelin kann somit in vivo gleichzeitig vasokonstriktorisch
und vasodilatorisch sein. So fiihrte eine Bolus-Injektion bei Ratten in mehreren Studien zu
einer kurzeitigen Vasodilatation, zum Teil durch eine NO-Ausschiittung, gefolgt von einer
langanhaltenden Vasokonstriktion (ca. 20 min)™ ",

Es zeigte sich, dass die Endothelinspiegel im vaskulidren Gewebe in einigen hypertensiven
Tiermodellen erhoht ist, hdufig in Hypertonieformen mit Salzempfindlichkeit z.B.
Deoxycorticosteron-Acetat-Salz  hypertensiven Ratten (DOCA-salt hypertensive rats)'*.
Salzabhingige Bluthochdruckmodelle weisen meistens auch eine verdnderte Gefd3geometrie
auf mit Hypertrophie der Media auf. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Endothelin an
der Entstehung bestimmter Hypertonieformen beteiligt sein konnte. Allerdings zeigen human-
Endothelin-1-transgene Miuse mit nachgewiesener Uberexpression des Endothelin-1 in

76 Auch Miuse mit endothel-

verschiedenen Geweben keinen erhdhten Blutdruck’™
spezifischer Uberexpression human-prepro-ET-1, entwickeln keinen erhohten Blutdruck.

Beide Tiermodelle weisen eine hypertrophe GefdaBmorphologie und Inflammation der
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Mesenterialarterien auf > ”’. An human-ET-1-transgenen Miusen konnte allerdings gezeigt
werden, dass eine Injektion mit dem NOS-Inhibitor L-NAME (No-Nitro-L-Arginin
Methylester) bei human-ET-1-transgenen Miusen zu einem signifikant hoheren Anstieg der
mittleren arteriellen Blutdrucks fiihrt als bei Wildtyp-Kontroll-Tieren. Die Entstehung eines
ET-1-bedingten Bluthochdrucks wird somit vermutlich durch eine verstirkte Produktion von
NO verhindert””.

Beim Menschen ist die Frage nur schwer zu beantworten, ob Endothelin bzw. eine Imbalance
zwischen Endothelin und NO an der Entstehung von Bluthochdruck beteiligt ist und wenn ja,
in welcher Form. Eine klinische Studie mit 1492 Patienten zeigte keine Korrelation zwischen
dem immunoreaktiven Plasma-Endothelin-Spiegel und dem Blutdruck, allerdings gab es
einen signifikanten Zusammenhang zwischen ET-1-Spiegel und Alter, Plasma-
Kreatininspiegel und Rauchen’®. Andere Studien zeigten auch keinen Zusammenhang
zwischen Hypertonie und Plasma-Endothelinspiegel”” *°. In einer weiteren klinischen Studie
konnte mittels in-situ-Hybridisierung wiederum gezeigt werden, dass bei einigen Patienten
mit unbehandelter essentieller Hypertonie im Endothel kleiner Arterien die Expression von
prepro-Endothelin-1-mRNA signifikant erhoht war. (Ergidnzend muss hier gesagt werden,
dass die Studie nur fiinf normotensive und je vier Patienten mit milder bis schwerer
Hypertonie einschloss)®'. Eine weitere Studie hat die Plasma ET-1-Spiegel von Patienten mit
Phaeochromocytom mit und ohne Bluthochdruck, Patienten mit essentieller Hypertonie und
normotensiven Patienten verglichen. Hier waren die ET-1-Spiegel erhoht bei Patienten mit
Phaeochromocytom und unter diesen vor allem bei denen mit hohem Blutdruck®.

Andere Studien haben versucht, iiber ET-Rezeptor-Antagonisten die Rolle von ET an der
Entstehung von Bluthochdruck zu kldren. Im Tiermodell zeigte sich bei Médusen und Ratten,
dass eine selektive ETB-Blockade zu Bluthochdruck fiihrt, der in vielen Fillen salzsensitiv
ist*> ¥ Beim Menschen sind die Ergebnisse diesbeziiglich widerspriichlicher: Studien mit
ETA- und ETB-Rezeptorantagonisten zeigten, dass die Anzahl und Verteilung von ETA- und
ETB-Rezeptoren Einfluss auf die Entstechung von Bluthochdruck nehmen konnten. So zeigte
eine Studie mit dem ETA- Rezeptorantagonisten BQ-123 und dem ETB-Rezeptorantagonisten
BQ-788 an normotensiven und Patienten mit essentieller Hypertonie, dass die ETA-
Rezeptorblockade bei hypertensiven Patienten zu einer groBeren Vasodilatation und einer

85.86 Der selektive

besseren Durchblutung im Unterarm fiihrt als bei normotensiven Patienten
ETB-Rezeptorantagonist BQ-788 fithrte bei normotensiven Patienten zu einer
Vasokonstriktion im Unterarm, wéhrend er bei hypertensiven Patienten zu einer

Vasodilatation im Unterarm fiihrte ** *’. Daraus kann geschlossen werden, dass die Zahl der
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ETA- und ETB-Rezeptoren auf den glatten GefiBBmuskelzellen erhoht war und zu einer
verstdrkten Vasokonstriktion gefiihrt hat.

Fiir die gestorte Vasodilatation bei essentieller Hypertonie scheint eine mangelnde Produktion
an NO mit verantwortlich zu sein. So zeigte eine Studie an Patienten mit essentieller
Hypertonie, dass die Durchblutung des Unterarms nach intraarterieller Gabe von Acetylcholin
(vermittelt Vasodilatation iiber physiologisch vorhandenes NO) nicht so stark anstieg wie bei
normotensiven Patienten. Die Gabe des -Adrenorezeptor-Agonisten Isoprotenerol (stimuliert
NO-Synthese) bzw. des NO-Donors Nitroprussid (erhoht kiinstlich den NO-Spiegel) fiihrte
bei hypertensiven und normotensiven Patienten zu einem gleich starken Anstieg der
Unterarmdurchblutung. Die Gabe des NOS-Inhibitors NG-monomethyl-L-arginine (L-
NMMA) verringerte bei beiden Patientenkollektiven die Durchblutung im gleicher Stirke.
Daraus kann geschlossen werden, dass bei Patienten mit Hypertonie die NO-Synthese gestort
ist, bei intaktgebliebener Responsivitit der GefiBe auf NO®.

Es gab bereits auch Studien, bei denen kombinierte ETA/ETB- und selektive ETA-
Rezeptorantagonisten fiir die Behandlung von Hypertonie eingesetzt wurden. In einer Studie
konnte der unselektive ETA/ETB-Rezeptorantagonist Bosentan den diastolischen Blutdruck
um 5,7 mmHg senken (500 mg — 2000 mg/Tag, vier Wochen), was in dieser Studie der
Wirksamkeit des ACE-Hemmers Enalapril entsprach (20 mg/Tag)Sg.

1.3.2 Endothelin- und NO-Interaktion im Herzen
Im kardialen Gewebe wird Endothelin von Kardiomyozyten, vaskulidren und endokardialen

Endothelzellen und Fibroblasten gebildet" *. Hierbei handelt es sich hauptsichlich um ET-1.
ETA und ETB-Rezeptoren werden auf den Kardiomyozyten, den Fibroblasten und in den
glatten GefdBmuskelzellen sowie den Endothelzellen der Aorta und den Koronargefden
exprimiert" 390,

Endothelin wirkt mitogen und proliferativ, so dass es das Fibroblastenwachstum fordert und
zur vermehrten Bildung und Einlagerung von Kollagen im Interstitium beitriigt’’. In der
Literatur ist eine Beteiligung von Endothelin an der dilatativen Kardiomyopathie (DCM)
beschrieben. So fiihrte die gezielte und sehr starke (10-fache) Uberexpression von ET-1 in
Kardiomyozyten bei Méusen zu Hypertrophie und erhohtem Herzgewicht, die spéter in eine
dilatative Kardiomyopathie iiberging und nach einigen Wochen letal war. Dariiber hinaus
wiesen die Herzen eine inflammatorische Makrophageninfiltration und einen erhohten
interstitiellen Kollagengehalt auf’’. Studien unserer Arbeitsgruppe an transgenen Miusen mit

Uberexpression von human-ET-1 haben auch gezeigt, dass diese eine vermehrte Expression

von Kollagen IIT und Laminin im Interstitium aufwiesen’”. Andere Studien zeigten in vitro,



Seite 15

dass Endothelin positiv inotrop und chronotrop wirkt’*. Es ist unklar, ob dies auch in vivo der
Fall ist.

Endothelin kann auch infolge anderer pathologischer Prozesse an der Entstehung eines
Endorganschadens beteiligt sein. Bei Ratten mit chronischer Ischimie und daraus
resultierender kongestiver Herzinsuffizienz fiihrte die Minderdurchblutung des Herzgewebes
zu erhohten ET-1-Spiegeln im Plasma und im Gewebe des linken Ventrikels, einer erhohten
prepro-ET-1 mRNA-Produktion im linken Ventrikel und zu einer hoheren ET-Rezeptordichte
im Myokard. Eine ETA-Rezeptor-Blockade mit BQ-123 fiihrte zu einer Reduktion der
Herzfrequenz und der linksventrikuliren maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit’”. Hieraus
kann geschlossen werden, dass Endothelin bei einer Schidigung des Myokards durch
Ischdmie zur Aufrechterhaltung der kardialen Kontraktilitdat beitrdgt, aber aufgrund seiner
proinflammatorischen und profibrotischen Wirkung auf Dauer zum Endorganschaden
beitragt.

Inzwischen = wurden mehrere groe multizentrische Studien mit Endothelin-
Rezeptorantagonisten bei chronischer Herzinsuffizienz durchgefiihrt, wobei die Ergebnisse
eher enttduschend waren. In der REACH-1-Studie (Research on Endothelin Antagonism in
Chronic Heart Failure) und der ENABLE-Studie (Endothelin Antagonist Bosentan for
Lowering Cardiac Events in Heart Failure) wurde getestet, ob der kombinierte ETA/ETB-
Rezeptorantagonist Bosentan zu einer Verbesserung des Krankheitsverlaufes bei chronischer
Herzinsuffizienz beitragen kann. Tatsidchlich zeigte sich eine Verbesserung der Morbiditit
und Mortalitidt nach sechs Monaten Behandlung. REACH-1 wurde allerdings abgebrochen,
weil ernste Nebenwirkungen auftraten (erhohte ALT- und AST-Werte, Dosis > 500
mg/Tag)%. Bei der ENABLE-Studie wurden geringere Dosen verwendet (125 mg/Tag), die
aber keinerlei protektive Wirkung bei chronischem Herzinsuffizienz erbrachten. Auch hier
kam es zu Nebenwirkungen (z.B. Kopfschmerzen, Odeme, Ubelkeit, Schlaflosigkeit). Weitere
Studien lieferten @hnliche Ergebnisse. So zeigten der selektive ETA-Rezeptorantagonisten
Enrasentan (100-fach selektiver fiir ETA als fiir ETB) und der ETA-Rezeptor selektive
Antagonist Darusentan (150-fach selektiver fiir ETA als fiir ETB) auch keine positiven
Effekte bei chronischer Herzinsuffizienz. Bislang gibt es keine Studie, die direkt ETA-
selektive mit unselektiven ET-Rezeptorantagonisten vergleicht’” °®. Somit bleibt weiterhin
unklar, inwieweit Endothelin zu der Entstehung eines kardialen Endorganschadens beitrigt
und ob ein pharmakologischer Eingriff in dieses System von Nutzen ist.

Ein weiterer Ansatz kann eine ECE-Inhibition sein’®. Der kombinierte ECE/NEP-Hemmer

SLV306 fiihrte bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz zu einer Reduzierung des
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Druck in den Pulmonalgefden und dem rechten Atrium des Herzens, allerdings zeigten sich

keine Anderungen im kardialen Output, der Herzfrequenz und dem Blutdruck”.

Die Funktion von NO im Herzen kann zweischneidig sein. Zum einen ist es, wie im restlichen
Organismus, an der Regulation des Gefidltonus der kardialen und koronaren Gefille als
Vasodilator beteiligt, hilt die Blutperfusion des Myokards mit aufrecht und inhibiert die ET-
Synthese. So konnte in Miusen mit eNOS-knockout gezeigt werden, dass diese nach
Induktion einer myokardialen Ischimie groBere Infarktflichen aufwiesen als Wildtypen'®.
Eine iibermadBige Produktion von NO kann aber nitrosativen Stress induzieren. NO reagiert
mit Superoxid zum hochreaktiven Peroxynitrit. Dieses kann zu oxidativen
Proteinschiddigungen wie der Bildung von Nitrotyrosin-Resten fithren, und damit toxisch auf
die meisten Zelltypen wirken'"".

Die dauerhafte Inhibition von NOS durch L-Arginin-Analoga fiihrte in verschiedenen Studien

102-104

zu einer kardialen Hypertrophie . In zwei voneinander unabhingigen transgenen

Miusemodellen mit eNOS-knockout zeigte sich zunichst keine kardiale Hypertrophielo5 106,
die aber unter Stress, wie Hypoxie oder (kiinstlich induzierter) Aortenstenose rasch prisent

wurde'”'% . Die anti-hypertrophen Effekte von NO werden vermutlich cGMP-vermittelt'®"

"0 In neonatalen Ratten-Kardiomyozyten inhibiert NO die Calcineurin-NFAT-Kaskade
(NFAT: nuclear factor of activated T cells) und die Bildung des Myosin-like-Proteins (MLP,
nucledrer Faktor, der die Kardiomyozytenausdifferenzierung reguliert)''''2. NO inhibiert
auBerdem die Fibrobastenproliferation, und verringert damit vermutlich die

. . . 109,110
Matrixproteinexpression o110,

1.3.3 Endothelin- und NO-Interaktion in der Niere

Physiologisch beeinflussen sich Niere, Herz und GefidBsystem gegenseitig sehr stark, und
Storungen in einem Organ/System ziehen Schiden an den jeweils anderen Organen/Systemen
nach sich. So wei3 man heute, dass eine Minderdurchblutung der Niere durch chronische
Herzinsuffizienz, morphologischen Veridnderungen der Gefdfe und/oder Hypertonie hiaufige
Ursachen fiir ein daraus resultierendes Nierenversagen sind'"”. Umgekehrt sind bei Patienten
mit dialysepflichtiger Niereninsuffizienz Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Hauptursache fiir
Morbiditit und Mortalitit'". Bei einer Minderdurchblutung der Niere (z.B. durch verengte,
der Niere zufiihrenden Gefille) kommt es zu einer massiven Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Durch die verminderte Durchblutung des Vas
afferens und des Nierenkorperchens wird im juxtaglomeruldren Apparat Renin freigesetzt.

Renin spaltet vom in der Leber gebildete Angiotensinogen Angiotensin I ab, welches
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wiederum vom angiotensin-converting-enzyme (ACE) zu Angiotensin Il gespalten wird.
Angiotensin II vermittelt im gesamten Organismus eine Vasokonstriktion und fiihrt in der
Nebennierenrinde zur Freisetzung von Aldosteron. Dieses erhoht die Natriumreabsorption
und damit das Blutvolumen iiber Osmose. Das erhohte Plasmavolumen fiihrt zu einer
erhohten Belastung des Herzens (v.a. des linken Ventrikels) und Scherkréften in den Gefif3en.
Es kommt zu morphologischen Gefdl3schidigungen (Hypertrophie und/oder exzentrisches
remodelling) und aulBerdem zu einer kardialen linksventrikuliren Hypertrophie mit
Funktionsstrung' > ''°.

Etwa neun Prozent der Endothelin-1-Clearance findet in der Niere statt’’*. ET bindet an
ETB-Rezeptoren, welche anschlieBend in die Zellen internalisiert und dort in
Endosomen/Lysosomen aufgenommen werden, wo das ET abgebaut wird, wihrend der
Rezeptor wieder in seine aktive Form {iiberfithrt und zur Zellmembran zuriicktransportiert
wird'"”. Dariiber hinaus produziert die Niere selbst ET-1, welches zum Teil im Urin
ausgeschieden wird, so dass die ET-Ausscheidung im Urin ein guter Parameter fiir die renale
ET-Produktion ist. Diese Produktion kann relativ autonom zu der ET-1-Produktion im
Endothel der Gefifie erfolgen''®. In Schweinegeweben gilt die innere renale Medulla als Ort
der hichsten ET-1-Konzentration®.

Morphologisch bewirkt eine chronische Uberexpression des ET-1 die Entstehung von
Glomerulosklerose und interstitieller Fibrose, was zu einem renalen Endorganschaden fithren
und so indirekt zu einer moglichen kardialen Schidigung beitragen kann’®.

Endothelin spielt auBerdem eine Rolle in der Regulierung der renalen Durchblutung und der
Wasser- und Natriumreabsorption sowie der Natriumausscheidung. Endothelin kann in der
Niere iiber ETA wund ETB-Rezeptoren auf den glatten GefdBBmuskelzellen eine
Vasokonstriktion bewirken. Geschieht dies in der Arteria renalis und/oder den Vasa afferentia
der Glomerula, kann es zu einer Minderdurchblutung kommen, so dass RAAS-System
aktiviert wird.

Endothelin greift wahrscheinlich iiber den Salzhaushalt auch direkt in die Regulierung des
Blutdrucks ein. So zeigte sich bei Ratten mit ETB-knockout, dass diese eine salzsensitive

119

Hypertonie entwickeln Miause mit ETA-knockout im Sammelrohr zeigten keine

salzsensitive Hypertonie, wihrend Mause mit Sammelrohr-spezifischen ETB-knockout diese

Hypertonie entwickelten'*" '*!

. Vermutlich fiihrt die Aktivierung der ETB-Rezeptoren im
Sammelrohr zu einer vermehrten Natrium-Ausscheidung, was zu einer Absenkung des

Blutdrucks fiihrt.
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NO ist an der Regulation der glomeruliren Mikrozirkulation beteilig'*® und vermindert die
vasokonstriktorische Wirkung von Angiotensin II. eNOS wird in den afferenten Geféden
exprimiert und iiber Scherkrifte aktiviert, wihrend nNOS in der Macula densa exprimiert
wird. Die Kontraktion des Vas afferens wird somit vermutlich tiber die eNOS im Gefal selber
und iiber die nNOS in der Macula densa reguliert' "%

Ein Mangel an NO kann auch morphologische Verdnderungen in der Niere bewirken. In einer
Studie, die sich mit der Nierenmorphologie von eNOS-knockout-Miusen befasst hat, wiesen
diese gehduft vergroBerte sklerotische Glomeruli auf, und es kam zu Narbenbildungen,
welche zahlreiche kleine Glomeruli enthalten, die an keine intakten Tubuli gekoppelt sind,
dafiir aber mit einer dichten Kollagenmatrix umgeben sind, die auch durch eine
Makrophageninfiltration gekennzeichnet ist. AuBerhalb dieser Narbengebiete ist die
Kollagenverteilung und Makrophageninfiltration nicht veridndert im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrolltieren'?’.

1.3.4 Endothelin- und NO-Interaktion in der Lunge

Der hauptsidchliche Abbauort fiir zirkulierendes Endothelin sind, wie bereits beschrieben,
ETB-Rezeptoren in der Lunge*’ ™.

In der Lunge ist ET-1 beteiligt an der Entstehung von pulmonal-arterieller Hypertonie (PAH),
was sekundir u.a. zu einer Rechtsherzinsuffizienz fiihren kann'*® '*. Dariiber hinaus wirkt
Endothelin als Wachstumsfaktor fiir bronchiale glatte GefﬁBmuskelzellen130, fihrt zu
Inflammation und ist an der Entstehung von pulmonaler Fibrose beteiligt13 ! Das Endothelin-
System ist einer der therapeutischen Angriffspunkte bei der Behandlung der PAH. Bislang
sind in Deutschland der kombinierte ETA/ETB-Rezeptorantagonisten Bosentan sowie die
ETA-selektiven Rezeptorantagonisten Sitaxentan und Ambrisentan zugelassen'>.

In der Lunge werden alle drei NOS-Isoformen exprimiert. nNOS wird in Nervenzellen, eNOS
in Endothelzellen und in epithelialen Zellen und iNOS in epithelialen Zellen sowie in
alveolaren Makrophagen exprimiert®. Die normale pulmonale Zirkulation weist bestindig
einen niedrigen Blutdruck auf, auch bei verstirkter Durchblutung, und das von konstitutiven
NO-Synthasen gebildete NO spielt eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung dieses
Niedrigdrucks (in Interaktion mit anderen Substanzen wie Prostacyclin)64. Nicht nur hohe ET-
1-Spiegel, sondern auch zu niedrige NO-Spiegel konnen zu endothelialer Dysfunktion und
infolge dessen zu einer PAH fiihren (z.B. bei verminderter Expression der konstitutiven NO-
Synthasen oder bei oxidativem Stress)®" '** %% So zeigen eNOS-knockout-Miuse nur einen
geringen Anstieg des pulmonal-arteriellen Drucks, aber unter Hypoxie steigt er bei ihnen

starker an als in den Wildtyp—Kontrollgruppenl35. In der Klink ist die Inhalation von NO
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zugelassen bei der Behandlung von persistierenden pulmonalen Bluthochdruck bei
Neugeborenen und es gibt weitere Studien zur Behandlung von pulmonal arterieller
Hypertonie mit NO bei Erwachsenen, bei denen sich diese Therapieform erfolgreich gezeigt
hat!36-139.
Die exzessive Synthese von NO spielt wiederum bei anderen pulmonalen Erkrankungen eine
Rolle, wie z.B. Asthma oder Atemnot-Syndrom des Erwachsenen (ARDS). Hier tréigt

vermutlich nitrosativer Stress (durch Bildung von Peroxynitriten) zur Pathogenese bei'®. I

n
Tiermodellen fiihrte die Inhibition von iNOS zu einer Verringerung der Entziindung und der
Hyperresponsivitidt gegeniiber einem Allergen, allerdings konnen auch iNOS-knockout-

Modelle allergisches Asthma entwickeln'®’.

1.3.5 Endothelin und NO in der Pathogenese weiterer Erkrankungen

1.3.5.1 Diabetes mellitus

Endothelin ist wahrscheinlich bei der Pathogenese und der Entstehung von Endorganschiden
infolge von Diabetes mellitus involviert. In einigen Studien an Patienten mit Diabetes mellitus

wurden erhohte Endothelin-Spiegel gemessen'*'

. Auch in einigen diabetischen Tiermodellen
zeigten sich erhohte Endothelinspiegel. So war in einer Studie an Ratten mit Streptozocin
induziertem Diabetes die ET-1-Expression in den Mesenterialarterien erhoht'*?. Bei Zucker-
Fatty Ratten, einem Tiermodell fiir Ubergewicht und Insulin-Resistenz, zeigte sich, dass die
ET-1 Plasma-Spiegel erhoht sind, wenn die Tiere nach einer Ausniichterungsperiode wieder

Futter erhalten (Mahlzeit-Toleranz-Test)'*

. In demselben Tiermodell konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung mit dem ETA-Rezeptor Antagonisten Atrasentan in Zucker-Fatty Ratten
die Hyperinsulindmie nach sechs Wochen Behandlung um ca. 50 Prozent reduziert. Dariiber
hinaus zeigte sich in den behandelten Zucker-Fatty Ratten eine deutlich verbesserte

Insulinsensitivitit'**

. Endothelin ist somit in die Entstehung einer gestorten Glukosetoleranz
verwickelt und vermittelt dariiber hinaus die Diabetes-induzierte Gewebe- und
Endorganschidden. Therapeutisch konnte zudem gezeigt werden, dass bei diabetischen Ratten
die Gabe eines ETA-Rezeptorantagonisten zu einer verringerten Makrophageninfiltration,
einer verminderten Mikroalbuminurie und einer verminderten Ausscheidung von TGF- und

Prostaglandin- Ey-Metaboliten im Urin fiihrt'*.

1.3.5.2 Sklerodermie

Endothelin ist vermutlich an der Entstehung der Sklerodermie beteiligt, einer Erkrankung, die

durch Kollagenosen der Haut und bei der systemischen Sklerodermie der inneren Organe,
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Inflammation und vaskuldre endotheliale Zellschiden gekennzeichnet ist. Die Ursachen sind
bislang wenig geklidrt, umfassen aber genetische Faktoren und das Vorliegen von
pathologischen Autoimmunprozessen. So zeigte sich, dass ET-1 {iberexprimiert wird in
BlutgefiBen, Lunge, Niere und Haut von Patienten mit systemischer Sklerodermie'*® '/
Erhohte ET-1-Spiegel und eine verdanderte ETA- und ETB-Rezeptorexpression wurden in pra-
sklerotischen Hautldsionen beobachtet, wobei die zirkulierenden ET-1-Spiegel mit dem Grad

der Hautfibrosierung und bisherigen Erkrankungsdauer korrelierte'**.
1.4 Beschreibung der von uns verwendeten Tiermodelle

1.4.1 Human-ET-1-transgene Miuse (ET+/+)

Die von uns verwendeten human-ET-1-transgenen Méduse wurden von Prof. Theuring, Charité
Berlin, Center for Cardiovascular Research, hergestellt76. Es handelt sich um Maiuse mit
NMRI-Stammbhintergrund. Uber Northern Blot wurde die Expression des human-ET-1 in
Gehirn, Lunge und Niere nachgewiesen. Die ET-1-Spiegel waren signifikant erhoht in den
Nieren von 3 und 14 Monaten alten human-ET-1-transgenen Miusen versus Wildtypen und
tendenziell im Plasma um 35 Prozent. Die Tiere entwickelten renale Zysten, renale
interstitielle Fibrose und Glomerulosklerose mit Verringerung der glomerulidren
Filtrationsrate’®. Es zeigte sich auch eine erhhte NO-Exkretion im Urin und eine Infiltration
mit CD4-positiven Lymphozyten und Makrophagen in die Niere. Die Expression von iNOS
war erhoht in den intrarenalen Gefdlen, wihrend die Expression der eNOS unverédndert war
im Vergleich zu Wildtyp—Kontrolltieren75.

Dariiber hinaus zeigten die Tiere eine erhohte interstitielle Fibrose im Herzen. Hier waren
Kollagen III und Laminin hochreguliert”. Die Tiere wiesen keinen erhohten Blutdruck auf,
allerdings fiihrte eine Injektion mit dem NOS-Inhibitor L-NAME (Nwo-Nitro-L-Arginin
Methylester) zu einem signifikant hoheren Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks als bei
Wildtyp-Kontroll-Tieren”.

Relaxations-Kontraktions-Experimente mit isolierten Aortenringen aus human-ET-1-
transgenen Miusen zeigten, dass die Relaxation bei Inkubation der Ringe mit Acetylcholin
(induziert NO-Ausschiittung) signifikant hoher war gegeniiber Wildtyp-Kontrolltieren. Diese
Relaxation konnte bei beiden Gruppen inhibiert werden durch Prdinkubation mit L-NAME.
Die maximale Kontraktion bei Inkubation mit ET-1 und Big ET-1 war dagegen signifikant
niedriger in ET-1-transgenen Miusen, d.h. die Sensitivitit der Aortenringe gegeniiber ET-1
war verringert. Hier konnte Prdinkubation mit L-NAME die Kontraktilitit steigern. Bei den

ET-1-transgenen Tieren in diesem Versuch war dariiber hinaus die Nitrit- und Nitrat-



Seite 21

Konzentration (NO-Metabolite) im Urin signifikant erhoht. Die Endothelium-unabhingige
Relaxation zu Norepinephrin war dagegen gleichermalen stark in transgenen und nicht-
transgenen Tieren.'* Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieses Tiermodell vermehrt

NO bildet um so der Vasokonstriktion durch ET-1-Uberexpression entgegenzuwirken.

1.4.2 eNOS-knockout-Miuse (eNOS-/-)

Die von uns verwendeten eNOS-defizienten Miduse wurden von Prof. Godecke, Heinrich-
Heine-Universitiat, Diisseldorf, hergestelltlos. Es handelt sich um Maiuse mit C57BL/6-
Stammbhintergrund. Das Fehlen der eNOS in Herz, Leber, Lunge, und Niere der transgenen
Tiere wurde mittels Western-Blot und Immunhistologie bestitigt. Die eNOS-Defizienz fiihrte
bei diesen Tieren zu erhohtem Blutdruck (13515 mmHg versus 10748 mm Hg in
Wildtypen). Die Tiere entwickelten keine kardiale Hypertrophie, aber Versuche an isoliert-
perfundierten Herzen zeigten eine 70 prozentige Reduktion der Vasodilatation der
KoronargefiBle nach Perfusion mit Acetylcholin im Vergleich zu Wildtypen. Der basale
koronararterielle Druck war unverédndert. Durch Perfusion mit dem Cyclooxygenasehemmer
Diclofenac wandelte sich die Acetylcholin-induzierte Vasodilatation in eine Vasokonstriktion
um, wobei dieser Phinotyp stirker bei den eNOS-defizienten Tieren ausgeprigt war. Hier

fand vermutlich eine Kompensation iiber Prostaglandine statt'®.

1.5 Fragestellung der Arbeit

Obwohl ET-1 ein starker Vasokonstriktor ist, fiihrt die alleinige Uberexpression von human-
ET-1 (in human-ET-1-transgenen Maiusen) nicht zu Bluthochdruck. Vermutlich liegt eine
erhohte NO-Produktion durch die in den Endothelzellen der Gefidfle exprimierte eNOS vor.
Um diese Frage zu kldaren, wurden ET-1-transgene Miuse mit eNOS-knockout-Miusen
gekreuzt und iiber Riickzucht homozygote eNOS-knockout-human-ET-1-transgene Miuse
(eNOS-/- ET+/+) geziichtet. Es wurden weiterhin die entsprechenden Kontrollgruppen mit
gleichen Stammhintergrund geziichtet, d.h. Wildtypen, nur human-ET-1-transgen (ET+/+)
und nur eNOS-knockout (eNOS-/-). Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine
Imbalance zwischen NO und ET-1 fiir die Entstehung von Bluthochdruck verantwortlich sein
kann. Dariiber hinaus soll an diesem Tiermodell untersucht werden, ob eine human-ET-1-
Uberexpression und ein gleichzeitiger NO-Mangel (durch Knockout der eNOS) die
Entstehung einer verdnderten Herzmorphologie und einem Endorganschadens verstirken
kann, und ob dies die Herzfunktion beeintrichtigt. Dazu werden bei den Tieren iiber einen
Herzkatheter die Druckverhiltnisse im linken Ventrikel untersucht, und die Herzen

histologisch analysiert.



Seite 22

Die folgende Aufzihlung fasst die Fragestellungen dieser Arbeit noch einmal kurz zusammen:

1. Fiihrt die Uberexpression von human-ET-1 und das gleichzeitige Mangel an NO durch
knockout des eNOS zu einer weiteren Erhohung des Bluthochdrucks (im Vergleich
zum eNOS-knockout allein)?

2. Entstehen morphologische Verinderung der Gefidlle (am Beispiel der Koronargefilie)?

3. Kommt es zu morphologischen Verianderungen im Herzgewebe, und wenn ja, welcher
Art (Fibrose, Inflammation, Hypertrophie, Dilatative Kardiomyopathie), und werden
diese durch die Endothelin-NO-Imbalance verstérkt?

4. Fihrt dies zu einer veranderten Herzfunktion?
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2 Material und Methoden

2.1.1 Materialien, Chemikalien und gebrauchsfertige Losungen

1,5ml-Reaktionsgefilie, frei von humaner DNA, DNAse und RNAse,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Agarose, SeaKem® LE Agarose, Cambrex, Rockland, ME, USA
Borsidure, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Deckgldschen, R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Depex, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, USA
Desinfektionsmittel, Sterillium®, Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
dNTPs (100mM), Bioron, Ludwigshafen, Deutschland
Eisenhdmatoxylin nach Weigert, Losung A + B, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Eisessig, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin, C.I. 45380, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol, Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland

Ethidiumbromid, amresco®, 10mg/ml-Losung, Solon, Ohio, USA
fliissiger Stickstoff

Formaldehyd 37%ig, JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA

Handschuhe, Latex

HCI 37%ig, rauchend

Kaniilen (27G), Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
KCl, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

KH,PO,, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Meyers Himalaunlosung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
MgCl,, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Mikro-Haematokrit-Kapillaren, Typ A, Natrium-heparinisiert, Brand,
Wertheim, Deutschland

Na,HPO,, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Na-EDTA, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaOH, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Narkotikum: Isofluran, FORENE®, Nr. B506, Abbott, Ludwigshafen,
Deutschland

nicht resorbierbare Nihseide, BBraun Melsungen, Melsungen, Deutschland
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- Objekttrager, Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland
- Paraffin 6, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland
- Paraffin 9, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland
- Pipettenspitzen, steril, PCR-clean, verschieden Gréen, VWR, Deutschland
- Primer, TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland
- Proteinase K, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
- Resorcin-Fuchsin nach Weigert Waldeck GmbH & CoKG, Division Chroma,
Miinster, Deutschland
- Sirius Red, F3BA, Chromagesellschaft, Schmidt GmbH + Co, Koéngen/N,
Deutschland
- Skalpelle, Typ 10, Feather, Osaka, Japan
- sterile 0,9%-ige Kochsalzlosung, BBraun Melsungen, Melsungen, Deutschland
- sterile Tupfer
- Taq DNA Polymerase (5 Units /uL) + zugehorige Losungen, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA:
o 10 x PCR Puffer
o AmpliTaq Gold® DNA Polymerase
o MgCl,-Losung (25 mM)
- Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan), Pufferan®, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
- Tween
- vanGieson-Farbegemisch, Waldeck GmbH & CoKG, Division Chroma,
Miinster, Deutschland
- Wasser, Wasser PCR grade + autoklaviert, Ambion, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA
- wissrige Pikrinsdure (ca. 13 g/l), Fluka, Sigma Aldrich Chemie, Deutschland
Xylol, JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA

2.1.2 Losungs- und Pufferansitze

- 0,1 %ige Eosinlosung: (Eosin 0,1 % w/v, 100uL Eisessig, abs. Ethanol)

- 0,5M EDTA-L6sung (0,5 M Na-EDTA, Wasser PCR grade + autoklaviert,
Losung wird nach Mischen nochmals autoklaviert)

- 4% Formalin in PBS (108 ml 37%-ige Formalinlosung + 892 ml PBS-Puffer)

- Blaumarker (0,25% Bromphenolblau, 15% Ficoll Typ 400, in 1x TBE-Puffer

16sen)
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Eisenhdmatoxylin nach Weigert Losung A enthilt: 1g Hamatoxylin + 100ml
96%iges Ethanol; Losung B enthilt: 1.16g Eisen(IIl)-chlorid + 99ml Aqua
dest. + 1ml 25%ige HCI-Losung); Losung A + Losung B im Verhiltnis 1 : 1
mischen)

Ethidiumbromid-TBE-Puffer (1000 mL TBE-Puffer, 0,625 mg
Ethidiumbromid)

K-Puffer (50 mmol KCl, 10 mmol Tris, 2,5 mmol MgCl, Wasser PCR grade +
autoklaviert, pH 8,3, Puffer wird nach Mischen nochmals autoklaviert)
Lysis-Puffer (10 uL Proteinase-K-Losung + Sul Tween + 985 uL. K-Puffer)
PBS-Puffer (123 mM NaCl, 2,4 mM KCl, 5,8 mM N2HPO4, 1,3 mM
KH,PO,)

Proteinase-K-Losung (100ug Proteinase K + 1 ml K-Puffer)

Sirius Red-Farbelosung (0,1 % w/v Sirius Rot in Pikrinsdurelosung)
TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borsiure, 20 mM Na-EDTA, Wasser bidest,
pH 8.5)

TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM Na-EDTA, Wasser)

- Blutentnahme und Genotypisierung:

o

O

o

Eppendorf-Pipetten (0,1-10ul, 10-100ul, 100-1000ul) Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Zentrifuge: Biofuge 13, Heraeus, Berlin, Deutschland

INTAS Gel-Imager + PC-Arbeitsstation + Software GDS 1.5.0.1, Géttingen,
Deutschland

Waage 0,1 - 600 g, BCL 600, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Feinwaage 0,001 - 210g, SBC 22, Scaltec, Gottingen, Deutschland
Thermoblock, Thermostat TCR 100, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
T3Thermocycler, Biometra, Gottingen, Deutschland

Wasserbad, Typ 1013, Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland

Elektrophoresekammer, Agagel Midi-Wide, Biometra, Gottingen, Deutschland

Power Pack P25, Biometra, Gottingen, Deutschland

- Schwanzplethysmographie:

O

Druck- Pulsmesseinheit, PowerLab / 4 SP, AD Instruments, NSW, 2153
AUSTRALIA
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Power Lab Software, Chart and Scope for Windows, Version 4.4.1., AD
Instuments, NSW, 2153 AUSTRALIA

Druck- Pulsmesseinheit und Software, LE 5007 Automatic Blood Pressure
Computer, Letitia Scientific Instuments, Panlab s.I., Barcelona, Spanien
Wirmeplatte, Priazitherm 28-1, Stork-Tronic, Deutschland

Fixierenheit fiir Mause, MLAS5018 Rodent Restrainer (bis 50g), ), NSW, 2153
AUSTRALIA

- Herzkatheter:

(@)

O

Millar Micro-Tip-Transducer, 1,4 French, HSE, March, Deutschland
Powerlab System 4/25, AD Instruments, FMI (Fohr Medical-GmbH),
Seeheim-Ober-Beerbach, Deutschland

Pressure control unit, PCU-200, AD Instuments, NSW, 2153 AUSTRALIA
Animal Bio Amp,ML136 (EKG), AD Instuments, NSW, 2153 AUSTRALIA
Stereolupe, LEICA M651, JungHistoservice, Wetzlar, Deutschland
Narkosebox Eigenherstellung

Narkosemaske, Eigenherstellung

Isofluran Verdampfer, Driagerwerk AG & Co. KGaA, Liibeck, Deutschland
2 Kniipfpinzetten, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

1 Pripariereschere, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

1 Mosquito Klemme, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Wirmeplatte, Priazitherm 28-1, Stork-Tronic, Deutschland

- Organentnahme und Einbetten der Organe:

O

(@)

(@)

O

Préparierschere, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Kniipfpinzetten, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland

Einbettstation, Shandon Citadel 1000, Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

Ausbettstation, Microm EC 350, Walldorf, Deutschland

- Féarbung und Mikroskopie:

(@)

(@)

O

Wirmeschrank ST6030, Heraeus, Berlin, Deutschland

Mikroskop, BH-2, Olympus, Hamburg, Deutschland

Farbkamera, Model CFW-1310 C mit dem dazugehorigen Programm Scion
Visicapture Application Version 1.0, Scion Corporation, Frederick, MD, USA
Programm ImageJ, Version 1.61 (eine Shareware des National Institut of

Health, USA)
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- Statistik:
o SPSS Version 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zichtung

Es wurden zwei bereits in der Literatur beschriebene transgene Maiusestimme verwendet:
NMRI / human ET-1-transgene Méuse / Linie 856 wurden gekreuzt mit C57BL/6 eNOS-

76, 105

knockout-Méausen . Durch mehrere Riickkreuzungsschritte (siche Abbildung 2-1) wurde

ein homogener genetischer Hintergrund erzeugt und schlieBlich folgende Gruppen geziichtet:

eNOS Wildtyp + human ET-1 Wildtyp (im folgenden als WT abgekiirzt)

eNOS Wildtyp + human ET-1+/4+ (homozygot) (im folgenden als ET+/+ abgekiirzt)
eNOS-/- + human ET-1 Wildtyp (homozygot) (im folgenden als eNOS-/- abgekiirzt)
eNOS-/- + human ET-1+/+ (homozygot) (im folgenden als eNOS-/- ET+/+ abgekiirzt)
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F, human ET-1+4 eNOS/-

i l

human ET-1+/- human ET-1+/-
F, eNOS+/- eNOS+/-
F,
human human ET-1+ human ET-1WT human
ET-1+4+ | — T | eNOS/- elNOS+/- ET-1 WT
human ET-1+/+ human ET-1+4% human ET-1 WT human ET-1WT
F, eNOS WT eMNOS-/- eMNOS-/- eNOSWT

Abbildung 2-1 Zuchtverfahren, vereinfachte Darstellung

Fiir die folgenden Untersuchungen wurden nur homozygote Tiere verwendet (bzw. WT als

Kontrolltiere), die mittels Standard-PCR typisiert wurden.

2.2.2 Tierhaltung

Alle Mause wurden unter kontrollierten Umgebungsbedingungen mit 20°C Temperatur, 46%
Luftfeuchtigkeit und einer Lichtperiode von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr gehalten. Den Tieren
wurden Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung gestellt. Bei dem pelletierten Futter

handelte es sich um ein standardisiertes Ratten und Miuse- Alleinfuttermittel (Altromin).

2.2.3 Blutentnahme zur Genotypisierung

Das Blut fiir die Typisierung wurde frithestens im Alter von sechs Wochen gewonnen. Die
Blutentnahme erfolgte mittels Punktion des retrobulbdren Venenplexus unter
Inhalationskurznarkose mit Isofluran. Das Blut wurde in 1,5 ml Reaktionsgefi3en

aufgefangen, welche 10 ul 0,5 M EDTA enthielten. Anschlieend wurde das Blut 5 Minuten
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mit 2000 g zentrifugiert, das Plasma verworfen und die Zellen 1:2 mit isotoner NaCl-Losung

versetzt und gemischt.

2.2.3.1 DNA-Isolierung

50 pl mit NaCl-Losung versetztes Blut wurde mit 500 pl TE-Puffer gemischt und drei
Minuten mit 13000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
500ul TE-Puffer resuspendiert und erneut eine Minute mit 13000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut verworfen und der Vorgang wurde dreimal wiederholt. Das
gewonnene Pellet wurde in 100ul Lysis-Puffer resuspendiert und mindestens 90 Minuten im
Thermoblock bei 56°C inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt nach 30 Minuten bei 95°C.
Anschlieend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt und bei -20°C gelagert.

2.2.3.2 Genotypisierung mittels Standard-PCR + Agarosegelelektrophorese

2.2.3.2.1 PCR

Es wurden jeweils die in Tabelle 2-1 beschriebenen Primer verwendet und die PCR Ansitze
wie in Tabelle 2-2 beschrieben angesetzt. Die Amplifikation ist in Tabelle 2-3, Tabelle 2-4
und Tabelle 2-5 beschrieben.

Tabelle 2-1 verwendete Primer

PCR: Primer Sequenz Bandengrofle

eNOS-WT eNOS-WT 3 (DD) |5' Agg ACA TAT gTT TgT CTg Cgg 3' ca. 900bp
eNOS-WT 4 (DD) |5'CTg Agg ACT gCA CCT gTT CA 3

NeoR-PCR | NeoR?2 ase 5' ACA AgA CCg ¢gCT TCC ATC Cg 3' ca. 275 bp
NeoR?2 se 5'TTg TCA AgA CCg ACC TgT CC 3'
human-ET-1- | ET-1 9003 se 5'CCC CAT TCT AAg CAT Agg ggC 3" |ca.503 bp

PCR ET-19507 ase 5'AgC CAg TgA AgA Tgg TTg ggg 3'
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Material Volumen pro |Ansatz fiir 50
Ansatz (22ul) [Proben
Wasser (aqua ad inject.) 13,728 686,4
10 x PCR Puffer 2,2 110,0
MgCl, (25 mM) 1,76 88,0
dNTPs (Mix) (2,5 mM) 0,44 22,0
Primer 1 (10 nmol/L) 0,88 44,0
Primer 2 (10nmol/L) 0,88 44,0
Taq DNA Polymerase (5 Units /uL) 0,132 6,6
Template (ca. 25-50 pg/mL) 1,98 99,0
Total (Summe) 22 1100,0
Tabelle 2-3 eNOS-WT-PCR
Schritt Temperatur Zeit Anmerkungen
Temperatur Heizdeckel 105°C
Vorlauftemperatur 94°C
erste Denaturierung 94°C 6 min
weitere Denaturierungsschritte 94°C 30 sek diese 3 Schritte
Annealing 60°C 30 sek wiederholen
Elongation 72°C 2 min sich 39 Mal
letzter Elongationsschritt 72°C 10 min
Lagertemperatur des PCR-Produkts bis|10°C
zur Entnahme
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Tabelle 2-4 NeoR-PCR

Schritt Temperatur Zeit Anmerkungen
Temperatur Heizdeckel 105°C

Vorlauftemperatur 94°C

erste Denaturierung 94°C 6 min

weitere Denaturierungsschritte 94°C 30 sek diese 3 Schritte
Annealing 60°C 30 sek wiederholen
Elongation 72°C 2 min sich 39 Mal
letzter Elongationsschritt 72°C 10 min

Lagertemperatur des PCR-Produkts bis | 10°C

zur Entnahme

Tabelle 2-5 human-ET-1-PCR

Schritt Temperatur Zeit Anmerkungen
Temperatur Heizdeckel 105°C

Vorlauftemperatur 94°C

erste Denaturierung 94°C 6 min

weitere Denaturierungsschritte 94°C 30 sek diese 3 Schritte
Annealing 60°C 30 sek wiederholen
Elongation 72°C 2 min sich 39 Mal
letzter Elongationsschritt 72°C 10 min

Lagertemperatur des PCR-Produkts bis|10°C

zur Entnahme

2.2.3.2.2 Agarosegelelektrophorese

Das jeweilige PCR-Produkt wurde auf ein 1,5 %iges Agarose-Gel aufgetragen, gefolgt von

einer Elektrophorese bei 100 V, 250 mA fiir ca. 20 Minuten. Dann erfolgte eine Anfirbung

der amplifizierten DNA-Fragmente mit 0,05% (0,5ug/ml) Ethidiumbromid. Die fragmente

wurden sichtbar gemacht durch UV-Licht mittels Transilluminator. Die Produktgroe der ET
PCR liegt bei 503 bp, die der eNOS WT PCR bei 900 bp und die der NeoR PCR bei ca. 275
bp. Mit der eNOS-WT-PCR wurde das Vorliegen eines eNOS-Wildtyp-Allels nachgewiesen.
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Mit der NeoR-PCR wurde das Vorliegen eines eNOS-Allels mit Insertion einer Neomycin-
Kassette nachgewisen (eNOS-knockout-Allel). Mit der human-ET-1-PCR wurde das
Vorliegen eines human-ET-1-Allels nachgewiesen. Es 148t sich jedoch nicht bestimmen, ob es
homo-oder heterozygot vorliegt. Dies kann man nur durch Verpaarung mit Wildtypen und
Typisierung ihrer Nachkommen bestimmt werden. Sind die Nachkommen alle heterozygot
ET-1 transgen, so muss das zu bestimmende Elterntier homozygot sein (Mindestwurfgrofe: 6
Jungtiere). Um eine Aussage iiber eNOS Homo- oder Heterozygotie treffen zu konnen, kann
man die Ergebnisse der NeoR-PCR und der eNOS-WT-PCR heranziehen. Ist nur eine Bande
in der eNOS-WT-PCR zu erkennen, liegt ein homozygoter eNOS-Wildtyp vor, ist nur eine
Bande in der NeoR-PCR zu sehen, liegt ein homozygoter eNOS-knockout vor, und weisen

beide PCR-Produkte Banden auf, liegt ein heterozygoter eNOS-knockout vor.

2.2.4 Blutdruckmessung mittels Schwanzplethysmographie

Die Messung der 9 Monate alten Serie erfolgte mittels einer Druck- Pulsmesseinheit der
Firma AD Instruments (PowerLab / 4 SP). Monitoring, Messung sowie Auswertung erfolgten
computergestiitzt (Software: AD Instuments, Power Lab, Software: Chart and Scope for
Windows, Version 4.4.1.) Die Messung der 5+9 Monate alten Serie (d.h. Mausserie, in der ein
Teil der Tiere 5 Monate alt war und ein Teil der Tiere 9 Monate) erfolgte in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe Quaschning (Universitit Wiirzburg). Hierzu wurde die Druck-
Pulsmesseinheit und Software der Firma Letitia Scientific Instuments (LE 5007 Automatic
Blood Pressure Computer) verwendet.

Die Tiere wurden vor der eigentlichen Messung 1 mal trainiert und frithestens am folgenden
Tag fand die die eigentliche Messung statt. Sie erfolgte immer zur selben Tageszeit, um
Schwankungen durch den Tag-Nacht-Rhythmus der Tiere zu verringern. Der Blutdruck wurde
tiber die Schwanzarterie mittels einer nicht-invasiven ,,Tail-Cuff*-Plethysmographie
gemessen. Die Maus wurde dazu in einer schmalen Plexiglas-Rohre fixiert, die iiber eine
verschiebbare Stirnwand verfiigt, um sie der GroBe der Maus anzupassen, und eine Offnung
fiir den Schwanz. Die Maus wurde so auf einer Warmeplattte bei 37 °C gelagert. An der
Schwanzwurzel wurde eine aufblasbare Druckmanschette (verbunden mit Druckmesseinheit)
befestigt und direkt dahinter ein piezoelektrischer Pulsaufnehmer. Wéhrend die Maus fixiert
war, erfolgte computergestiitzt eine stindige Beobachtung des Pulses. Sobald eine stabile
Pulsamplitude zu sehen war, das Tier sich beruhigt hat und sich nicht mehr bewegt, frithestens
jedoch nach 10 Minuten Eingewohnung, wurde der Puls aufgezeichnet, um die Herzfrequenz
kontinuierlich durch  Mittelwertbildung zu ermitteln. AnschlieBend wurde der

Druckmanschette aufgeblasen bis auf 215 mmHg (hier zeigt die Pulskurve keine Amplitude
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mehr), und die Luft wurde wieder abgelassen. Die Auswertung erfolgte nach der Korotkoff-
Methode. Beim Ablassen der Luft aus der Druckmanschette wurde derjenige Druck
registriert, bei welchem die Pulskurve wieder einsetzte. Dieser Druck entsprach hier dem
systolischen arteriellen Blutdruck (actio und reactio). Es wurden nur Kurven in die
Auswertung einbezogen, in der der Beginn der Amplitude eindeutig zu erkennen war. Die
nichste Messung erfolgte frithestens 30 Sekunden spiter. In der Praxis sind pro Tier
mindestens 4 Messungen notig, um einen verlidsslichen Mittelwert der Herzfrequenz und des

Blutdrucks zu erhalten.
2.2.5 Herzkatheter

2.2.5.1 Das Druck-Volumen-Diagramm

SV
—p
cr
-
= B
= i SW - +dpidt
Tau
vD A
s
’Vclumen

LVPmin
Abbildung 2-2 Das Druck-Volumen-Diagramm

Im Druck Volumen-Diagramm (sieche Abbildung 2-2) werden das Fiillvolumen der
Herzkammer (linker Ventrikel) auf der X-Achse und der Druck (linker Ventrikel) auf der Y-
Achse aufgetragen, wodurch sich eine geschlossene Schleife ergibt (loop). Es soll hier
verdeutlichen, in welche Phase die von uns gemessenen Parameter eingeordnet sind. Der
zeitliche Ablauf wird im Folgenden beschrieben:

Systole

A — B Anspannungsphase: Der linke Ventrikel ist mit Blut gefiillt und kontrahiert, wodurch
sich in den Herzkammern der Druck erhoht, die Aortenklappe und die Pulmonalklappe sind
geschlossen.

B — C Austreibungsphase (ventrikulidre Systole): Sobald der Druck in den Kammern den

Druck in der Aorta iibersteigt, 6ffnen sich die Herzklappen (links Aortenklappe, rechts
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Pulmonalklappe), und das Blut wird in die Aorta bzw. die Lungenschlagader (Truncus
pulmonalis) gepresst. Am Ende dieser Phase schlieBen sich die Aorten- und Pulmonalklappe.
Diastole

C — D Entspannungsphase: Die Muskulatur des Herzens entspannt sich, wodurch der Druck
wieder fillt. Da die Aorten- und Pulmonalklappe geschlossen sind, kann das Blut nicht in die
Herzkammer zuriickflieBen. Die Vorhofe fiillen sich wieder mit Blut: sauerstoffreiches Blut
aus den Lungenvenen fliet in den linken Vorhof, sauerstoffarmes Blut aus den groBen
Korpervenen flieBt in den rechten Vorhof, aber die Segelklappen sind noch geschlossen.

D — A Fillungsphase und atriale Systole: Die Segelklappen (Trikuspidalklappe rechts,
Mitralklappe links) offnen sich, und durch den nun vorhandenen Unterduck in den Ventrikeln
fiillen sich diese wieder. Am Ende dieser Phase sind die Kammern zu ungefihr 80 Prozent
ihrer Kapazitit gefiillt. Kurz vor Ende dieser Phase kontrahieren die Vorhofe, wodurch

weiteres Blut in die Herzkammern gedriickt wird.

2.2.5.2 Erfasste Parameter (siehe auch Abbildung 2-3 und Tabelle 2-6)

2.2.5.2.1 LVP max

(systolic left ventricular pressure bzw. linksventrikuldrer maximaler systolischer Druck,
(mmHg)):

Mit LVP max korrigiert wurde im linken Ventrikel der maximale Druck erfasst, der
vorherrscht, wenn das Herz zu Beginn der Systole noch stark mit Blut gefiillt ist, und bereits
kontrahiert. Bei einer Abnahme der Elastizitit der Herzwinde durch interstitielle Fibrose oder
bei einer ausgeprigte Herzhypertrophie mit Verengung der Herzkammer kann er sich

erhohen.

2.2.5.2.2 LVP min
(diastolic left ventricular pressure bzw. linksventrikuldrer maximaler diastolischer Druck,

(mmHg)):

Bei LVP min diastolisch handelt es sich um den minimalsten Druck in der linken
Hezkammer, der vorliegt, wenn zu Beginn der Diastole der Herzmuskel entspannt ist, und die
Kammer noch nicht mit Blut gefiillt ist. Bei einer Abnahme der Elastizitdt der Herzwénde
durch interstitielle Fibrose oder bei einer ausgeprigte Herzhypertophie mit Verengung der

Herzkammer kann er sich erhohen.

2.2.5.2.3 LVEDP korrigiert
(left ventricular end diastolic pressure bzw. linksventrikuldrer endiastolischer Druck,

(mmHg)).
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Hierbei handelt es sich um den Druck, der am Ende der diatolischen Fiillphase vorliegt, bevor
der Herzmuskel kontrahiert. Er ist ein direkter Parameter fiir die Elastizitit der Herzwénde,
und kann sich durch interstitielle Fibrose oder bei einer ausgeprigte Herzhypertophie mit

Verengung der Herzkammer erhohen.

2.2.5.2.4 dpdt max
(maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit, (mmHg/s)):

Hierbei handelt es sich um die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit wihrend der Systole,
wenn der Herzmuskel kontrahiert, die Aortenklappe aber noch geschlossen ist. Eine
konzentrische Herzhypertrophie fiihrt zu einer Erhohung dieses Parameters, wéhrend eine
eingeschriankte Kontraktilitit des Herzmuskels diesen Wert senken kann. Auflerdem erhoht er
sich, wenn der Widerstand der systemischen Blutzirkulation erhoht ist, und so der

Blutaustreibung in der Systole einen Widerstand entgegen setzt.

2.2.5.2.5 dpdt min
(minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit (mmHg/s)):

Hierbei handelt es sich um die hochste Abfallgeschwindigkeit des Drucks zu Beginn der
Diastole, wenn das Blut aus dem Herzen ausgetrieben wurde und der Herzmuskel sich wieder

entspannt. Sie ist herabgesetzt, wenn die Kontraktilitdt des Herzmuskels eingeschrinkt ist.

2.2.5.2.6 Tau
(Zeitkonstante des linksventrikuldren Druckabfalls, (s)):

Der Parameter Tau besagt, wie lange die linksventrikuldre Druckabfallsphase dauert. Bei
morphologischen  Verdnderungen der Herzmuskelzellen (z.B. des Anteils/der
Zusammensetzung der Myosin/Actinfilamente) oder verdnderter Ca2+—Verfiigbarkeit in den
einzelnen Zellen kann die Relaxationsphase ldnger andauern und Tau sich erhohen. Bei
Abnahme der Elastizitit der Herzwinde oder veringerten Widerstand der systemischen

Blutzirkulation kann sich Tau verringern.

2.2.5.2.7 Berechnung korrigierte Werte
Die Daten fiir LVP max und LVEDP wurden korrigiert, d.h., es wurde die Differenz zwischen

LVP max und LVP min ermittelt und in der Auswertung verwendet:
LVPmaxrie; x — LVPminTie; x = LVPmax korrigiertrier x

LVEDPrie; x — LVPminyer x = LVEDP korrigiertrier x
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Tabelle 2-6 Erfasste Parameter bei den Messungen mittels linksventrikuliren

Herzkatheters
Parameter Abkiirzung Einheit
systolic left ventricular pressure bzw. LVP max mmHg

linksventrikuldrer maximaler systolischer Druck

diastolic left ventricular pressure bzw. LVP min mmHg

linksventrikuldrer maximaler diastolischer Druck

left ventricular end diastolic pressure bzw. LVEDP mmHg

linksventrikuldrer endiastolischer Druck

maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit dPdt max mmHg/s
minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit dPdt min mmHg/s
Zeitkonstante des linksventrikulidren Druckabfalls Tau S
Herzfrequenz - bpm

2.2.5.3 Durchfiihrung Linksventrikulirer Herzkatheter

Die Narkoseeinleitung und Aufrechterhaltung erfolgte mit Isofluran. Dazu wurde die Maus in
einen gefluteten Narkosekdfig (5%) fiir zwei Minuten gesetzt. Nach Erreichen der
notwendigen Narkosetiefe (chirurgische Toleranz) wurde das Tier in Riickenlage gelagert,
eine Narkosemaske aufgesetzt und die Narkose mit ~2,5%-igem Isofluran (abhingig von
Narkosetiefe der Maus) aufrecht erhalten. Nach Scheren und Desinfizieren der ventralen
Halspartie wurde die A. carotis dextra zwischen M. sternothyroideus und M.
sternomastoideus freipripariert und vom N. vagus abgetrennt. Drei Unterbindungsschlingen
wurden um die A. carotis gelegt, die kranial gelegene Schlinge wurde verknotet, etwas unter
Zug gespannt und an der Narkosemaske festgeklebt. Zwei weiteren Schlingen wurden
Richtung caudal positioniert und jeweils eine lockere Ligatur vorgelegt. Die letzte Schlinge
wurde mit der Klemme festgehalten und das Gefi3 so gestaut. Mit einer Kaniile wurde caudal
in die A.carotis gestochen und durch die so entstandene Offnung der Tip-Katheter (Millar
Micro-Tip-Transducer, 1,4 French, Firma HSE) in den linken Ventrikel iiber die Aorta
ascendens vorgeschoben. Nach einer Wartezeit von drei Minuten erfolgte dann die eigentliche
Aufnahme (2 Minuten). Nach der Aufnahme wurde der Tip-Katheter wieder zuriickgezogen
und das Gefid3 abgebunden. Der Sender des Tip-Katheters wurde wieder ins Wasser geben
zum Kalibrieren. AnschlieBend erfolgte eine Blutentnahme iiber die V. iliaca communis,

wobei das Tier aufgrund des schnellen Blutentzugs starb.
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Abbildung 2-3 Druckkurve aus Messungen mit Herzkatheter

2.2.6 Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte zwischen 10 und 14 Uhr. Die Méuse wurden mit Isofluran
betdubt bis zum Einsetzen des Atemstillstandes. Anschliefend erfolgte ein zusétzliches
Strecken. Es wurde der Thorax erdffnet, das Herz entnommen und gewogen. Das Herz wurde
transversal auf Hohe der Herzkammern mit einem Skalpell durchgeschnitten, der Apex in eine
Biopsiekassette tiberfiihrt und in 4% Formalin in PBS fiir 24 Std. fixiert. AnschlieBend
wurden die Organe in 70% Ethanol iiberfiihrt und bis zum Einbetten in Paraffin eingelagert.
Der andere Teil des Herzens (mit Vorhofen) wurde sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C eingelagert. Desweiteren wurden Lunge, Niere, Leber, Milz
und Aorta entnommen, je ein Teil in Formalin fixiert und der zweite in fliissigem Stickstoff

schockgefroren.

2.2.7 Einbetten von Organen in Paraffin

Das Einbetten erfolgte in dem Einbettautomaten Shandon Citadel 1000 (Schritte: siehe
Tabelle 2-7).



Seite 38

Tabelle 2-7 Einbettprogramm Shandon Citadel 1000

Schritt Losungsmittel Zeit

1. 70% Ethanol 1 Stunde

2 96% Ethanol 1 Stunde

3.-5. 3 x 100% Ethanol je 1 Stunde

6. Aceton 30 Minuten

7 Paraffin 6 2 Stunden

8 Paraffin 9 bis zur Entnahme

AnschlieBend wurden die Proben in das Paraffinbad der Ausbettstation Microm EC 350
iberfithrt. Die Organe wurden aus den Einbettungskassetten herausgenommen und in
Metallformen iiberfithrt mit der vorgesehenen Anschnittfliche nach unten. Die
Einbettungskassette wurde auf der Metallkassette festgedriickt, mit Paraffin aufgefiillt und
anschlieBend vorsichtig auf eine Kiihlplatte gelegt. Nach dem Aushirten des Paraffins wurden

die fertigen Blockchen aus Metallkassette gelost und bei Raumtemperatur eingelagert.

2.2.8 Anfertigen von Diinnschnitten

Fiir weitere histologische Analysen wurden Gewebediinnschnitte am Microtom Leica Jung
RM 2025 angefertigt. Fiir die Sirius-Rot-Firbung und die Elastica-vanGieson-Firbung
wurden 3 pm dicke Schnitte hergestellt, fiir die HE-Fiarbung 1 pm dicke Schnitte.

2.2.9 Fiarbungen, Mikroskopie und histologische Auswertung

Es wurde an den Diinnschnitten der Herzen jeweils eine Sirius-Rot-, Elastika-vanGiesson-
und HE-Féarbung durchgefiihrt. Die Methodik fiir alle drei genannten Firbungen lassen sich

wie folgt zusammenfassen

1. Entparaffinieren und Bewissern:

Die Schnitte wurden zweimal 10 Minuten in Xylol getaucht um das Paraffin zu
entfernen, und in absteigender Ethanolreihe (jeweils 5 Minuten in absolutem,
96%igem, 80%igem und 70%igem Ethanol) wurde die Hydrophilitit der Schnitte

gesteigert.
2. Einsatz der Firbelosungen:

Mit den Firbelosungen wurden zelluldre Strukturen angefdrbt (z.B. Zellkerne,

GefilBe, Bindegewebe).
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3. Entwissern:

Die gefiarbten Schnitte wurden dann in der aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 5
Minuten in 70%igem, 80%igem, 96%igem und absolutem Ethanol) und 2 mal
10Minuten mitttels Xylolbad in ein lipophiles Medium iiberfiihrt.

5. Eindecken:

Anschlieend wurden alle Schnitte DEPEX®-Histokitt und einem Deckglas
eingedeckt.

2.2.9.1 Die Sirius-Rot-Farbung

2.2.9.1.1 Prinzip

Sirius-Rot ist ein anionischer Farbstoff, der auf Grund seiner Sulfonsduregruppen basische

Gruppen im Kollagenmolekiil anfirbt.

2.2.9.1.2 Bendotigte Fiirbelosungen
1. Gesittigte wissrige Pikrinsdure

2. Sirius Red- 0,1 %ige Losung

- 0,2 g Sirius-Rot in 200 ml gesittigter wissriger Pikrinsdure 16sen, mischen und

filtrieren
3. HCL 0,01 M
- 0,5ml HCL in 199,5 ml abs. Ethanol

2.2.9.1.3 Firbung
1. Entparaffinieren

2. 60 min in 0,1 %iger Sirius-Rot-Losung
3. kurz spiilen in 0,01 M HC1
4. Entwissern

5. Eindecken
2.2.9.1.4 Auswertung

2.2.9.1.4.1 Analyse der interstitiellen Fibrose am Herzen
Zur digitalen Bildverarbeitung wurde ein PowerMac G4 (Macintosh) und das Programm

ImageJ in der Version 1.29d (Shareware des National Institute of Health, NIH, USA) genutzt.
Zur morphometrischen Analyse wurden von jedem Pridparat 30 Bilder der linken

Ventrikelwand und des Septums fotographiert. Dazu wurde ein Olympus BH-2 Mikroskop
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mit einer Farbkamera von Scion Corporation Model CFW-1310 C mit dem dazugehorigen
Programm Scion Visicapture Application Version 1.0 verwendet. Zur Bestimmung des
Anteils an kollagener Matrix pro Bildausschnitt wurden die Farbbilder vom Typ RGB color in
Bilder 8-bit (grayscale) konvertiert. Es wurde dann eine Hell-/Dunkel-Grenze festgelegt (sog.
Threshold), bei der die kollagenhaltigen Flichen als dunkler Kontrast erkannt wurden. Alle
Préiparate wurden mit derselben Hell-Dunkel-Grenze gemessen. Der Computer ermittelte die
Gesamtflache und die Sirius-Rot-positive dunkle Fliche in Pixel. Die interstitielle Fibrose
wurde dann als prozentualer Anteil der Sirius-Rot-positiven Flache an der Gesamtfldche des

Bildausschnitts angegeben.

2.2.9.1.5 Analyse des perivaskuliren Fibroseindex der kardialen Arterien
Die Bewertung der perivaskulidren Fibrose beruht auf einem Scoring-System. Es wird der

Durchmesser des Bindegewebes um die Gefidle herum mit dem Durchmesser der GefidBmedia
verglichen. Dabei gibt es fiinf Schweregrade: 1 (0-25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%), 4 (75-
100%) und 5 (>100%). Ein Score von 2 bedeutet z.B., dass der Durchmesser des
Bindegewebes etwa 25-50% des Durchmessers der GefdBBmedia entspricht. Dazu werden
unter dem Mikroskop alle Arterien beurteilt, deren GefdBwinde von gleichméBiger Stirke
sind, die also transversal (quer) angeschnitten wurden. Bei der Auswertung des perivaskulédren
Fibroseindex werden die jeweiligen Scores (1, 2, 3, 4, 5) mit der Anzahl der entsprechenden
GefiBe (ny) multipliziert und durch die Gesamtzahl der gezédhlten Gefidle geteilt (N), um den
mittleren Index fiir den Diinnschnitt zu errechnen:

Perivaskulirer Fibroseindex = (1*n1+2*n,+3*n3+4*n4+5%ns) / N

Da es sich um eine sehr subjektive Methode handelt, wurden alle Gewebeschnitte auf diese
Weise von zwei Personen beurteilt, die hinsichtlich der Gruppenzugehorigkeit verblindet
waren. Ein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen wurde nur dann als solcher anerkannt,

wenn er sich aus dem gemessenen Index beider Personen ergab.
2.2.9.2 Die HE Firbung

2.2.9.2.1 Prinzip

Die HE Firbung ist eine sukzessive Lackfirbung mit einem basischen Kernfarbstoff
(Himalaun nach Mayer) und einem sauren Cytoplasmafarbstoff (Eosin).

In dieser Fiarbung werden saure Molekiile und Strukturen im Schnitt durch das Hidmatoxilin
blau angefirbt, wie z.B. Kerne, saure Schleimsubstanzen, Bakterien und Kalk.
Kationische/proteinhaltige Strukturen wie das Zytoplasma der Zellen, Kollagen u.a. werden

rotlich angefirbt.
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2.2.9.2.2 Bendtigte Fiirbelosungen
1. Meyers Himalaunlosung
2. 0,1 %ige Eosinlosung: 0,1 g Eosin in 100 ml abs. Ethanol 16sen und

1 Tropfen Eisessig dazugeben

2.2.9.2.3 Firbung

1. Entparaffinieren

kurz spiilen in A. dest.

1,5 min in Hamalaun nach Mayer

10 min in flieBendem Leitungswasser
spiilen in A. dest.

30 Sekunden in 0,1%igem Eosin.
spiilen in A. dest.

Entwassern

A e N

Eindecken

2.2.9.2.4 Auswertung

Zur Analyse des Kardiomyozytendurchmessers wurden 1 pm dicke, HE gefirbte Préiparate
verwendet. Dazu wurde 30 Fotos mit ldngs angeschnittenen Kardiomyozyten aus der linken
Ventrikelwad und des Septums. Dazu wurde ein Olympus BH-2 Mikroskop mit einer
Farbkamera von Scion Corporation Model CFW-1310 C mit dem dazugehorigen Programm
Scion Visicapture Application Version 1.0 verwendet und die Fotos mit dem Programm
ImagelJ, Version 1.61 (eine Shareware des National Institut of Health, USA) analysiert. Es
wurde der Durchmesser der Kardiomyozyten in Hohe des Kardiomyozytenkernes moglichst
im rechten Winkel zum Faserverlauf markiert. Das Programm gibt diesen Durchmesser in
Pixel an. AnschlieBend wurde am Mikroskop eine Neubauer-Zihlkammer unter den gleichen
Bedingungen mit der gleichen Vergroerung fotografiert, die Kantenldngen der kleinsten
Quadrate vermessen (in Pixel, Linge eines Quadrates entspricht 0,05 mm) und mit Hilfe

dieses Wertes ein Umrechnungsfaktor bestimmt.
2.2.9.3 Die Elastica-vanGiesson- Firbung

2.2.9.3.1 Prinzip
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Diese Fiarbung dient der Darstellung von elastischen Fasern. Durch das Resorcin werden die
Hiillschichten der Fasern aufgeraut. An dieser derart vergroBBerten Oberfldche kann sich nun
das Fuchsin iiber die Grenzflichenadsorption an die Fasern anlagern. Saure Molekiile und
Strukturen im Schnitt werden durch das Hamatoxilin blau angefirbt, wie z.B. Kerne, saure
Schleimsubstanzen, Bakterien und Kalk. Bindegewebe und Muskulatur wird durch die

vanGieson-Losung rétlich angefirbt.
2.2.9.3.2 Bendtigte Fiirbelosungen
1. Resorcin-Fuchsin nach Weigert
2. Eisenhidmatoxylin nach Weigert

3. vanGieson-Gemisch

2.2.9.3.3 Firbung

1. Entparaffinieren (nur bis 80% Ethanol)
kurz spiilen in A. dest.

10 min Resorcin-Fuchsin nach Weigert
3 min Leitungswasser, flieBend

kurzes Spiilen in 1% HCI-Ethanol

kurzes Spiilen in flieBendem Leitungswasser

L

spiilen in A. dest.

8. 1 min 70% Ethanol.

9. 2 min 80% Ethanol.

10.3 min Eisenhdmatoxylin nach Weigert
11.3 min Leitungswasser, flieBend

12. kurzes Spiilen in 1% HCI-Ethanol

13. kurzes Spiilen in flieBendem Leitungswasser
14. 7 min Leitungswasser, flieBend

15. spiilen in A. dest.

16. vanGieson-Gemisch

17. kurz in 95% Ethanol spiilen

18. 1 min abs. Ethanol

19. Entwissern
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20. Eindecken

2.2.9.3.4 Auswertung

Zur Analyse der Media-Lumen-Ratio der Arterienwurden 3 pum dicke, Elastika-vanGiesson-
geférbte Priparate verwendet. Dazu wurde 30 Fotos mit quer angeschnittenen Arterien aus der
linken Ventrikelwand und des Septums und 10 Fotos aus der rechten Ventrikelwand
angefertigt. Dazu wurde ein Olympus BH-2 Mikroskop mit einer Farbkamera von Scion
Corporation Model CFW-1310 C mit dem dazugehorigen Programm Scion Visicapture
Application Version 1.0 verwendet und die Fotos mit dem Programm Imagel, Version 1.61
analysiert (eine Shareware des National Institut of Health, USA). Die duflere und innere
Begrenzung der Media der Arterien wurde mit Hilfe eines Zeichentools des Imagel-
Programms umfahren und der Umfang sowie der Flicheninhalt bestimmt. Aus dem Umfang
kann mit der Kreisformel die Flicheninhalte errechnet werden, wenn das Gefiaf ideal rund
wire (so werden Verzerrungen rausgerechnet, die sich durch Stauchungen der Gefidlle beim
Schneiden ergeben haben kénnen).

Es gilt: A=n*r? (A = Flacheninhalt; T = ca. 3,14159; r = Radius)

U=2*n*r (U=Umfang,)

Daraus ergibt sich durch einsetzen und umstellen folgende Formel:

A=n*(U/(2*m))?

Anschliefend wurden aus diesen Fldcheninhalten folgendermallen die Mediafldche und die
Media zu Lumen Ratio berechnet:

AMediaftiche = AGesamtfliche — ALumenfliche

Media zu Lumen Ratio = Apediafiiche / ALumenfliche

Um die Lumen- und Mediafliche von Pixel in pum?” umzurechnen, wurde am Mikroskop eine
Neubauer-Zdahlkammer unter den gleichen Bedingungen mit der gleichen VergroBerung
fotografiert, die Fldache der kleinsten Quadrate vermessen (in Pixel, Fliche eines Quadrates

entspricht 0,0025 mmz), und mit Hilfe dieses Wertes ein Umrechnungsfaktor bestimmt.

2.2.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Version 16.0. Mittels eines
Boxplots wurden Ausreiler und Extremwerte bestimmt und ausgeschlossen. Anschliefend
wurden die Daten auf Vorliegen einer Normalverteilung getestet mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test. Lag diese vor, wurden statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen mittels einfaktorieller ANOVA und T-Test ermittelt. Lag keine Normalverteilung

vor, erfolgte die weitere Auswertung mittel Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-U-Test.
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Das Signifikanzniveau wurde auf P < 0,05 festgelegt, und in den Abbildungen und Tabellen
mit *, # und § markiert. In den Tabellen und Grafiken sind die Mittelwerte =+

Standardabweichung (1-fach) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht und Herzgewicht

3.1.1 Korpergewicht

Das Korpergewicht war bei den ET+/+ und den eNOS-/- ET+/+ signifikant niedriger
gegeniiber den WT und den eNOS-/-.

'
[hy]
1
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Mittelwert Korpergewicht (g)
=]
1
)

]
1

T T
WT ET++ ehOS-/- aMOS-~ ET+'+
Genotyp

Abbildung 3-1 Korpergewicht, Aufteilung nach Genotyp
angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung
ANOVA: P =0,001

T-Test:

* P <0,05vs. WT und eNOS-/-

** P <0,05 vs. WT und eNOS-/-
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Tabelle 3-1 Korpergwicht, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp Korpergewicht (g)
WT 39,773

ET+/+ 334+4,0*
eNOS-/- 40,0£7,5
eNOS-/- ET+/+ 34,9 +£3,6 **

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung; n = 17-20; ANOVA: P = 0,001
T-Test: * P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-; ** P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-

3.1.2 Aufteilung nach Geschlecht

Das Korpergewicht war bei den ménnlichen ET+/+ und den minnlichen eNOS-/- ET+/+
signifikant niedriger gegeniiber den méannlichen WT und den ménnlichen eNOS-/-. Dariiber
hinaus war es bei den weiblichen ET+/+ signifikant niedriger gegeniiber den weiblichen
eNOS-/-. Es war auflerdem bei den ménnlichen WT signifikant hoher als bei den weiblichen
WT, gleiches gilt fiir die ménnlichen ET+/+, eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ gegeniiber den

weiblichen Tieren mit gleichen Genotyp.

Tabelle 3-2 Kopergewicht, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp Korpergewicht (g)
m WT 45,6 + 4,1 §

m ET+/+ 372+£34§*

m eNOS-/- 453+7,2 §

m eNOS-/- ET+/+ |37,6 £ 2.1 § **

w WT 33,7+4,2
w ET+/+ 31425 #
w eNOS-/- 35,745

w eNOS-/- ET+/+ (32,6 3,1

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung; n = 7-13; ANOVA: P = 0,000
T-Test:; * P < 0,05 vs. m WT und m eNOS-/-; ** P < 0,05 vs. m WT und m eNOS-/-; # P < 0,05 vs. w eNOS-/-
; § P < 0,05 vs. Weibchen mit gleichem Genotyp

3.1.3 Herzgewicht

Das Herzgewicht war bei den ET+/+ signifikant niedriger als bei den WT und den eNOS-/-

ET+/+-Tieren.
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Tabelle 3-3 Herzgewicht und relatives Herzgewicht, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp Herzgewicht (g) |relatives
Herzgewicht
(mg/g)

WT 0,196 + 0,042 4,83 £0,70

ET+/+ 0,171 £ 0,046 * 4,93 £0,80

eNOS-/- 0,216 £ 0,036 5,00 £ 0,94

eNOS-/- ET+/+ 0,175+ 0,036 4,74 £ 0,73

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;
absolutes Herzgewicht: n = 18-21; Kruskall-Wallis: P = 0,041; Mann Whitney U-Test: * P < 0,05 vs. WT und
eNOS-/-

relatives Herzgewicht: n = 17-21; keine signifikanten Unterschiede

3.1.4 Aufteilung nach Geschlecht

Bei den Minnchen war das Herzgewicht signifikant erhoht bei den minnlichen eNOS-/- vs.
den minnlichen WT, ET+/+ und eNOS-/- ET+/+. Das Herzgewicht der ménnlichen eNOS-/-
ET+/+ war signifikant niedriger gegeniiber den ménnlichen WT. Bei den Weibchen war das
Herzgewicht signifikant niedriger bei den weiblichen ET+/+ gegeniiber den weiblichen WT.
Das Herzgewicht war bei den minnlichen WT signifikant hoher als bei den weiblichen WT,
gleiches gilt fiir die ménnlichen ET+/+ vs. die weiblichen ET+/+, die minnlichen eNOS-/- vs.
die weiblichen eNOS-/- sowie die méinnlichen eNOS-/- ET+/+ vs. die weiblichen eNOS-/-
ET+/+.
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Abbildung 3-2 absolutes Herzgewicht, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
Kruskall-Wallis: P = 0,000

Mann Whitney U-Test:

* P<0,05vs.mWT, m ET+/+ und m eNOS-/- ET+/+

** P <0,05vs.mWT

# P<0,05vs.wWT

§ P <0,05 vs. Weibchen mit dem gleichen Genotyp
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Tabelle 3-4 absolutes und relatives Herzgewicht, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp Herzgewicht (g) relatives
Herzgewicht (mg/g)

m WT 0,219 £ 0,022 § 4,802 £ 0,444

m ET+/+ 0,218 £ 0,039 § 5,582 10,747 § *

m eNOS-/- 0,280+ 0,045 § * 5,948 £1,299 § **

m eNOS-/- ET+/+ 0,198 £ 0,026 § ** |5,112£0,265 §

w WT 0,166 + 0,032 4,695 + 0,790
w ET+/+ 0,140 £ 0,000 # 4,435 £0,427
w eNOS-/- 0,164 + 0,029 4,625+ 0,810
w eNOS-/- ET+/+ 0,147 £0,010 4,386 + 0,556

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

absolutes Herzgewicht: n = 8-11; Kruskall-Wallis: P = 0,000

Mann Whitney U-Test:; * P < 0,05 vs. m WT, m ET+/+ und m eNOS-/- ET+/+; ** P < 0,05 vs. m WT ; # P <
0,05 vs.wWT ;§ P <0,05vs. Weibchen mit dem gleichen Genotyp

relatives Herzgewicht: n = 8-12; Kruskall-Wallis: P = 0,001; Mann Whitney U-Test:; * P < 0,05 vs. m WT; **
P<0,05vs. mWT

§ P <0,05 vs. Weibchen mit dem gleichen Genotyp

3.1.5 relatives Herzgewicht

Fiir diesen Parameter wurde das Herzgewicht durch das Korpergewicht geteilt. Es gab keine

signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen.

3.1.6 Aufteilung nach Geschlecht

Bei den Minnchen war das relative Herzgewicht signifikant erhoht bei den minnlichen
eNOS-/- vs. den méannlichen WT, und den ménnlichen ET+/+ vs. den minnlichen WT. Bei
den Weibchen gab es keine signifikanten Unterschiede. Das Herzgewicht war bei den
minnlichen ET+/+ signifikant hoher als bei den weiblichen ET+/+, gleiches gilt fiir die die
minnlichen eNOS-/- vs. den weiblichen eNOS-/- sowie die médnnlichen eNOS-/- ET+/+ vs.

den weiblichen eNOS-/- ET+/+.
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Abbildung 3-3 relatives Herzgewicht, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
Kruskall-Wallis: P = 0,001

Mann Whitney U-Test:

* P<0,05vs. mWT

** P <0,05vs. mWT

3.2 Histologie

3.2.1 Kardiomyozytendurchmesser
Der Kardiomyozytendurchmesser war bei den eNOS-/- signifikant erhoht gegeniiber den WT
und den ET+/+.
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Abbildung 3-4 Kardiomyozytendurchmesser, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P = 0,008
T-Test: # P < 0,05 vs. WT und ET+/+

Tabelle 3-5 Kardiomyozytendurchmesser, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp Kardiomyozytendurchmesser
(um)

WT 9,067 £ 1,081

ET+/+ 8,796 + 1,004

eNOS-/- 10,225 £ 1,552 #

eNOS-/- ET+/+ 9,616 £ 1,307

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung; n = 15-20; ANOVA: P = 0,008; T-Test: # P < 0,05 vs.
WT und ET+/+

3.2.2 Aufteilung nach Geschlecht

Der Kardiomyozytendurchmesser war bei den médnnlichen eNOS-/- signifikant hoher als bei
den minnlichen WT. Bei den Weibchen gab es keine signifikanten Unterschiede. Der
Kardiomyozytendurchmesser war bei den minnlichen ET+/+ gegeniiber den weiblichen

ET+/+, und den ménnlichen eNOS-/- signifikant hoher gegeniiber den weiblichen eNOS-/-.
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Abbildung 3-5 Kardiomyozytenmesser, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P =0,000
T-Test: #P < 0,05 vs. m WT

Tabelle 3-6 Kardiomyozytendurchmesser, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp Kardiomyozytendurchmesser
(um)

m WT 9,219 £ 0,957

m ET+/+ 9,811 £0,835

m eNOS-/- 11,079 £ 1,137 § #

m eNOS-/- ET+/+ 10,137 £ 1,152 §

w WT 8,916+ 1,224
w ET+/+ 8,288 £ 0,632
w eNOS-/- 9,466 + 1,520

w eNOS-/- ET+/+ 9,147 £ 1,313

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung; n = 5-10; ANOVA: P = 0,000; T-Test: # P < 0,05 vs. m
WT; § P <0,05 vs. Weibchen mit dem gleichen Genotyp
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3.2.3 Interstitielle Fibrose

Der interstitielle Kollagengehalt (interstitielle Fibrose) im Herzgewebe der linken
Ventrikelwand und des Septums war bei eNOS-/- ET+/+-Miusen signifikant erhoht im

Vergleich zu allen anderen Gruppen .

4,004

3,007

3

1,007

Mittelwert interstitielle Fibrose (9 Monate, ohne
AusreiBer)

0,00 T T T
WT ET++ aMoS-/-

Genotyp

eMOS-/- ETH+

Abbildung 3-6 Interstitielle Fibrose, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P < 0,001
T-Test: * P < 0,05 vs. WT, ET+/+ und eNOS-/-

Tabelle 3-7 Interstitielle Fibrose, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp interstitielle Fibrose (%)
WT 1,10£0,43

ET+/+ 1,35+0,55

eNOS-/- 1,27 £0,43

eNOS-/- ET+/+ 1,96 + 1,05 *

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung; n = 18-20; ANOVA: P < 0,001; T-Test: * P < 0,05 vs.
WT, ET+/+ und eNOS-/-

3.2.4 Aufteilung nach Geschlecht

Zwischen den minnlichen Tieren gab es keine signifikanten Gruppenunterschiede in der
interstitiellen Fibrose. Bei den Weibchen war die interstitielle Fibrose bei den eNOS-/- ET+/+
signifikant erhoht gegeniiber den WT und den eNOS-/-. Ein direkter Vergleich zwischen

Minnchen und Weibchen des gleichen Genotyps ergab keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3-7 Interstitielle Fibrose, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P < 0,05
T-Test: # P < 0,05 vs. w WT und w eNOS-/-

Tabelle 3-8 Interstitielle Fibrose, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp interstitielle Fibrose (%)
m WT 1,24 + 0,45
m ET+/+ 1,41 £ 0,56
m eNOS-/- 1,38 £ 0,50

m eNOS-/- ET+/+ [2,07+ 1,18

w WT 0,96 £0,39
w ET+/+ 1,32+0,57
w eNOS-/- 1,18 £0,37

w eNOS-/- ET+/+  |1,85£0,96 #

angegebene Werte: Mittelwerte £ Standardabweichung; n = 7-12; ANOVA: P < 0,05; T-Test: # P < 0,05 vs. w
WT und w eNOS-/-

3.2.5 Media-Lumen-Ratio, Lumenfliche und Mediafliche
Die Media-Lumen-Ratio war bei den ET+/+ und den eNOS-/- ET+/+ -Tieren signifikant
niedriger als bei den WT und die Media-Lumen-Ratio war bei den ET+/+ signifikant

niedriger gegeniiber den eNOS-/-. Die Lumenfliche war bei den ET+/+ und den eNOS-/-



ET+/+ -Tieren signifikant erhoht gegeniiber den WT und eNOS-/-. Es gab keine signifikanten
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Abbildung 3-8 Lumenfliche, Aufteilung nach Genotyp

ANOVA: P < 0,000

T-Test:

* P <0,05 vs. WT und eNOS-/-
** P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-

%%

eMOSJ- ET+H+

Tabelle 3-9  Media-Lumen-Ratio, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp Media-Lumen-Ratio | Lumenfldche (um?) | Mediafldche(um?)
WT 1,71 £ 0,59 1249 + 576 1186 £471
ET+/+ 1,05+ 0,49 * 2553 £ 1222 * 1753 £ 1056
eNOS-/- 1,50 £ 0,68 1499 + 783 1433 £ 909
eNOS-/- ET+/+ 1,26 £ 0,47 ** 2162 £ 711 ** 1619+ 713

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung;

Media-Lumen-Ratio: n = 16-20; ANOVA: P =0,004; T-Test: ; * P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-; ** P < 0,05 vs.

WT

Lumenfliche: n = 15-19; ANOVA: P = 0,000; T-Test: *

und eNOS-/-

Mediafliche: n = 15-19; keine signifikanten Unterschiede

P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-; ¥* P < 0,05 vs. WT
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3.2.6 Aufteilung nach Geschlecht

Die Media-Lumen-Ratio war bei den weiblichen ET+/+ signifikant niedriger als bei den
weiblichen WT, weiblichen eNOS-/- und weiblichen eNOS-/- ET+/+ . Die Lumenfliche ist
bei den méinnlichen ET+/+ und eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher als bei den médnnlichen WT.
Sie war bei den weiblichen ET+/+ signifikant hoher als bei den weiblichen WT und eNOS-/-,
und sie war bei den weiblichen eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher als bei den weiblichen
eNOS-/-. Die Mediafldche unterschied sich nicht signifikant zwischen den verschiedenen

Gruppen nach Aufteilung nach Geschlecht.

Tabelle 3-10 Media-Lumen-Ratio, Lumenfléiche, Mediafliche, Aufteilung nach Genotyp und
Geschlecht

Genotyp Media-Lumen-Ratio | Lumenfldche (um?) | Mediafldche(um?)
m WT 1,51 £ 0,64 1156 = 546 1145 £ 457

m ET+/+ 1,46 £ 0,51 2737+ 1617 * 2163 £ 1531

m eNOS-/- 1,56 £ 0,67 1770 £ 973 1776 £ 1279

m eNOS-/- ET+/+ |1,17£0,29 2145 + 486 ** 1675 £ 620

w WT 1,92 £0,48 1342 + 622 1227 £ 508

w ET+/+ 0,77 £ 0,21 # 2418 £ 901 # 1424 + 334

w eNOS-/- 1,44 £0,72 1288 £ 571 1165 =375

w eNOS-/- ET+/+ [1,36 £ 0,62 2182 + 950 ## 1554 + 853

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

Media-Lumen-Ratio: n = 7-12; ANOVA: P =0,001; T-Test: # P < 0,05 vs. w WT, w eNOS-/- und w eNOS-/-
ET+/+

Lumenfliche: n = 7-11; ANOVA: P =0,002; T-Test: ; * P < 0,05 vs. WT; ** P < 0,05 vs. WT; # P < 0,05 vs.
WT und eNOS-/-; ## P < 0,05 vs. eNOS-/-

Mediafléiche: n = 7-11; keine signifikanten Unterschiede

3.2.7 Perivaskuléire Fibrose
Die perivaskulédre Fibrose war in der ersten Messung (1. Score) im linken Ventrikel bei den

ET+/+ signifikant erhoht gegeniiber den eNOS-/-. In der zweiten Messung (2. Score) war er
bei den ET+/+ signifikant erhoht gegeniiber den WT und den eNOS-/-, und sie war bei den
eNOS-/- ET+/+ signifikant erhoht gegeniiber den WT und den eNOS-/-.
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Tabelle 3-11 Perivaskulire Fibrose, 1. und 2. Score, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp perivaskuldre | perivaskulire
Fibrose linker |Fibrose linker

Ventrikel (1. | Ventrikel (2.

Score) Score)
WT 1,91 £ 0,56 1,89 + 0,26
ET+/+ 2,17+£043 (*) 2,36 £0,20 *
eNOS-/- 1,90 + 0,37 2,10 £ 0,35

eNOS-/- ET+/+ | 2,27 £ 0,74 2,54 £ 0,61 **

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

perivaskuliire Fibrose linker Ventrikel 1. Score: n = 19-21; ANOVA: kein signifikanter Unterschied; T-Test:
(*) P<0,05 vs. eNOS-/-

perivaskulidre Fibrose linker Ventrikel 2. Score: n = 14-18; ANOVA: P = 0,000; T-Test: * P < 0,05 vs. WT
und eNOS-/-; ** P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-

3.2.8 Aufteilung nach Geschlecht

In der ersten Messung war die linksventrikulidre perivaskuldre Fibrose signifikant erhdht bei
den weiblichen ET+/+ und den weiblichen eNOS-/- ET+4/+ gegeniiber den weiblichen WT. In
der zweiten Messung war die perivaskuldre Fibrose bei den weiblichen ET+/+ und den
weiblichen eNOS-/- ET+/+ gegeniiber den weiblichen WT auch erhoht. Dariiber hinaus war
sie bei den minnlichen ET+/+ signifikant hoher als bei den minnlichen WT und den
minnlichen eNOS-/-, und sie war bei den méinnlichen eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher

gegeniiber den minnlichen WT.
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Tabelle 3-12 Perivaskulire Fibrose, 1. und 2. Score, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp perivaskulére perivaskulére
Fibrose linker Fibrose linker
Ventrikel (1. Ventrikel (2.
Score) Score)

mWT 2,11 +£0,57 1,95+0,15

m ET+/+ 1,99 + 0,40 245%+0,18 *

m eNOS-/- 1,87 £ 0,37 2,08 £0,32

m eNOS-/- ET+/+ 2,08 £0,61 2,41 £ 0,54 **

w WT 1,70 £ 0,48 1,85+0,33

w ET+/+ 2,28 +0,43 (#) 2,30+ 0,20 #

w eNOS-/- 1,93 £ 0,38 2,12+0,39

w eNOS-/- ET+/+ (2,43 £ 0,84 (##) 2,67 £ 0,69 ##

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

perivaskuliire Fibrose linker Ventrikel 1. Score: n = 8-10; ANOVA: kein signifikanter Unterschied; T-Test:
(#) P < 0,05 vs. wWT; (##) P <0,05 vs. w WT

perivaskuliire Fibrose linker Ventrikel 2. Score: n = 6-9; ANOVA: P = 0,026; T-Test: * P < 0,05 vs. m WT
und m eNOS-/-; ** P < 0,05 vs. m WT; # P < 0,05 vs. w WT; ## P < 0,05 vs. w WT

3.3 Blutdruck und Herfrequenz

3.3.1 Blutdruck 5+9 Monate alte Tiere

3.3.1.1 Blutdruck systolisch
Es gab keinen signifikanten Unterschied im systolischen Blutdruck zwischen WT und den

ET+/+, aber er war signifikant erhoht bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ vs. WT und ET+/+.
dariiber hinaus war der Blutdruck signifikant erhoht bei eNOS-/- ET+/+ gegeniiber eNOS-/-.
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Abbildung 3-9 5+9 Monate alte Tiere, Blutdruck systolisch, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,000

T-Test:

* P<0,05vs. WT und ET+/+

** P < 0,05 vs. WT, ET+/+ und eNOS

3.3.1.2 Aufteilung nach Geschlecht
Sowohl bei Minnchen als auch bei Weibchen gab es keinen signifikanten Unterschied im

systolischen Blutdruck zwischen WT und den ET+/4, aber er war jeweils signifikant erhoht
bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ vs. WT und ET+/+. Er war dariiber hinaus bei den Weibchen
signifikant erhoht bei den eNOS-/- ET+/+ gegeniiber den eNOS-/-. Es gab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den maénnlichen und weiblichen Tieren gleichen

Genotyps.
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Abbildung 3-10 5+9 Monate alte Tiere, Blutdruck systolisch, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P =0,000

T-Test:

* P<0,05vs.mWT und m ET+/+

** P < 0,05 vs. m WT und m ET+/+

# P<0,05vs.wWT und w ET+/+

## P <0,05 vs. wWT, w ET+/+ und w eNOS-/-

3.3.1.3 Blutdruck diastolisch
Es gab keinen signifikanten Unterschied im diastolischen Blutdruck zwischen WT und den

ET+/+, aber er war signifikant erhoht bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ vs. WT und ET+/+. Es
gab keinen signifikanten Unterschied zwischen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+.
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Abbildung 3-11 5+9 Monate alte Tiere, Blutdruck diastolisch, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,000

T-Test:

* P<0,05vs. WT und ET+/+

** P < 0,05 vs. WT und ET+/+

3.3.1.4 Aufteilung nach Geschlecht
Sowohl bei Minnchen als auch bei Weibchen gab es keinen signifikanten Unterschied im

diastolischen Blutdruck zwischen WT und den ET+/+, aber er war jeweils signifikant erhoht
bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ vs. WT und ET+/+. Es gab keinen signifikanten Unterschied

zwischen den ménnlichen und weiblichen Tieren gleichen Genotyps.
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Abbildung 3-12 5+9 Monate alte Tiere, Blutdruck diastolisch, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P =0,000

T-Test:

* P<0,05vs.m WT und m ET+/+

** P <(0,05 vs.m WT und m ET+/+

# P<0,05vs.wWT und w ET+/+

## P <0,05 vs. w WT und w ET+/+

3.3.1.5 Herzfrequenz
Bei den ET+/+ war die Herzfrequenz signifikant hoher gegeniiber allen anderen Gruppen.
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Abbildung 3-13 5+9 Monate alte Tiere, Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P = 0,000

T-Test:

* P <0,05vs. WT, eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+

3.3.1.6 Aufteilung nach Geschlecht
Bei den Minnchen war die Herzfrequenz signifikant hoher bei den ET+/+ im Vergleich zu

den WT, eNOS-/- und den eNOS-/- ET. Bei den Weibchen war die Herzfrequenz signifikant
hoher bei den ET+/+ gegeniiber den weiblichen WT, eNOS-/- und den eNOS-/- ET+/+.
AuBerdem war sie bei den weiblichen eNOS-/- ET+/+ signifikant niedriger gegeniiber allen
anderen weiblichen Gruppen. Der Vergleich zwischen den Geschlechtern ergab, dass bei den
méinnlichen eNOS-/- die Herzfrequenz signifikant niedriger war als bei den weiblichen eNOS-

/-.
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Abbildung 3-14 5+9 Monate alte Tiere, Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P = 0,000

T-Test:

* P<0,05vs.mWT, m eNOS-/- und m eNOS-/- ET+/+

# P<0,05vs.wWT, weNOS-/- und w eNOS-/- ET+/+

## P <0,05vs.wWT



Tabelle 3-13

Aufteilung nach Genotyp
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549 Monate alte Tiere, Systolischer Blutdruck, diastolischer Blutdruck, Herfrequenz,

Genotyp systolischer diastolischer Herzfrequenz 5+9
Blutdruck 549 Blutdruck Monate alte Tiere
Monate alte Tiere |diastolisch 549 (mmHg/bpm)
(mmHg) Monate alte Tiere
(bpm)
WT 89,2+ 134 66,1 £11,3 610,8 £ 52,2
ET+/+ 95,7+ 10,2 67,6 +9,5 695,5 +46,1 *
eNOS-/- 116,51+ 18,4 * 88,0+ 154 * 581,7 £ 63,6
eNOS-/- ET+/+ 130,3 + 18,3 ** 96,6 £ 17,0 ** 581,0 £ 59,1

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

systolischer Blutdruck: n = 15-25; ANOVA: P =0,000 ; T-Test: ; * P <0,05 vs. WT und ET+/+ ; ** P < 0,05

vs. WT, ET+/+ und eNOS

diastolischer Blutdruck: n = 14-25; ANOVA: P =0,000; T-Test: * P < 0,05 vs. WT und ET+/+; ** P < 0,05 vs.

WT und ET+/+

Herzfrequenz: n = 16-25; ANOVA: P =0,000; T-Test: * P < 0,05 vs. WT , eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+
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Tabelle 3-14 549 Monate alte Tiere, Systolischer Blutdruck, diastolischer Blutdruck, Herfrequenz,
Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp systolischer diastolischer Herzfrequenz 5+9
Blutdruck 549 Blutdruck Monate alte Tiere
Monate alte Tiere |diastolisch 549 (mmHg/bpm)
(mmHg) Monate alte Tiere

(bpm)

m WT 88,8 £ 16,6 66,7 £ 14,2 5949 + 57,7

m ET+/+ 95,0+£9,5 68,6 £ 10,6 701,6 +48,3 *

m eNOS-/- 119,1 £ 18,8 * 89,2+17,8 * 556,6 £45,9

m eNOS-/- ET+/+ | 124,4 £ 15,4 ** 95,7+ 17,1 ** 5939 + 63,5

w WT 89,9 £33 65,1 £3,5 637,3 + 28,8

w ET+/+ 96,3+ 11,3 66,8 £+ 8,8 689,3 +46,2 #

w eNOS-/- 113,7+ 18,3 # 86,7+ 13,0 # 609,0 + 70,5 § ##

w eNOS-/- ET+/+ | 136,3 £ 19,6 ## 97,6 £ 17,8 ## 568,2 £54,2

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

systolischer Blutdruck: n = 5-13; ANOVA: P = 0,000; T-Test: * P < 0,05 vs. m WT und m ET+/+; ** P < 0,05
vs.m WT und m ET+/+; # P < 0,05 vs. w WT und w ET+/+; ## P < 0,05 vs. w WT, w ET+/+ und w eNOS-/-
diastolischer Blutdruck: n = 5-13; ANOVA: P = 0,000; T-Test: * P <0,05vs. m WT und m ET+/+; ** P <
0,05 vs. m WT und m ET+/+; # P < 0,05 vs. w WT und w ET+/+; ## P < 0,05 vs. w WT und w ET+/+
Herzfrequenz: n = 6-13; ANOVA: P = 0,000; T-Test: ; * P < 0,05 vs. m WT, m eNOS-/- und m eNOS-/-
ET+/+;# P<0,05vs.wWT, weNOS-/- und w eNOS-/- ET+/+; ## P < 0,05 vs. w WT

§ P < 0,05 vs. Miédnnchen mit gleichem Genotyp

3.3.2 Blutdruck 9 Monate alte Tiere

3.3.2.1 Blutdruck systolisch
Es gab keinen signifikanten Unterschied im Blutdruck zwischen WT und den ET+/+, aber er

war signifikant erhoht bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ vs. WT und ET+/+. Es gab keinen
signifikanten Unterschied zwischen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+.
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Abbildung 3-15 9 Monate alte Tiere, Blutdruck systolisch, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,000

T-Test:

* P<0,05vs. WT und ET+/+

** P < 0,05 vs. WT und ET+/+

3.3.2.2 Aufteilung nach Geschlecht
Sowohl bei Minnchen als auch bei Weibchen gab es keinen signifikanten Unterschied im

Blutdruck zwischen WT und den ET+/+, aber er war jeweils signifikant erhoht bei eNOS-/-
und eNOS-/- ET+/+ vs. WT und ET+/+. Es gab weder bei den Minnchen noch bei den
Weibchen keinen signifikanten Unterschied zwischen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+. Es gab
keinen signifikanten Unterschied zwischen den minnlichen und weiblichen Tieren gleichen

Genotyps.
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Abbildung 3-16 9 Monate alte Tiere, Blutdruck systolisch, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P = 0,000

T-Test:

* P<0,05vs.m WT und m ET+/+

** P <(0,05 vs.m WT und m ET+/+

# P<0,05vs.wWT und w ET+/+

## P <0,05 vs. w WT und w ET+/+

3.3.2.3 Herzfrequenz
Bei den ET+/+ war die Herzfrequenz signifikant hoher gegeniiber allen anderen Gruppen. Die

Herzfrequenz war dariiber hinaus signifikant niedriger bei eNOS-/- ET+/+ im Vergleich zu

allen anderen Gruppen.



Seite 69

E

700+ —_—
E —_—
e
a
E ——
@ G504
=
(=
1]
= £
o
£
T 6007 -
1]
2
[
E
=

550

500 T T T

WT ET-++ gMNOS-/- gl 0S-/- ET+/+

Genotyp

Abbildung 3-17 9 Monate alte Tiere, Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P = 0,000

T-Test:

* P<0,05vs. WT , eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+

** P <0,05 vs. WT , ET+/+ und eNOS-/-

3.3.2.4 Aufteilung nach Geschlecht
Bei den Minnchen war die Herzfrequenz signifikant niedriger bei den eNOS-/- ET+/+ im

Vergleich zu den eNOS-/- und den ET+/+, aber nicht zu den WT. Bei den Weibchen war die
Herzfrequenz signifikant hoher bei den ET+/+ gegeniiber den weiblichen WT, eNOS-/- und
den eNOS-/- ET+/+. Der Vergleich zwischen den Geschlechtern ergab, dass bei den

ménnlichen eNOS-/- die Herzfrequenz signifikant hoher war als bei den weiblichen eNOS-/-.
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Abbildung 3-18 9 Monate alte Tiere, Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P = 0,000

T-Test:

* P <0,05 vs. m ET+/+ und m eNOS-/-

# P<0,05vs.wWT, weNOS-/- und w eNOS-/- ET+/+

Tabelle 3-15 9 Monate alte Tiere, Blutdruck und Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp systolischer Herzfrequenz 9 Monate
Blutdruck 9 alte Tiere (mmHg/bpm)
Monate alte Tiere
(mmHg)

WT 92,3+99 601 £78

ET+/+ 92,3 +10,3 645 £ 51 *

eNOS-/- 113,7+ 16,5 * 595 £62

eNOS-/- ET+/+ 107,5 £ 9,2 ** 553 + 53 **

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

systolischer Blutdruck: n =22-27; ANOVA: P =0,000 ; T-Test: ; * P <0,05 vs. WT und ET+/+ ; ** P < 0,05
vs. WT und ET+/+

Herzfrequenz: n = 21-28; ANOVA: P =0,000; T-Test: * P < 0,05 vs. WT , eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+;

** P <0,05vs. WT , ET+/+ und eNOS-/-
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Tabelle 3-16 9 Monate alte Tiere, Blutdruck und Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp und
Geschlecht

Genotyp systolischer Herzfrequenz 5+9
Blutdruck 9 Herzfrequenz 9 Monate
Monate alte Tiere |alte Tiere (mmHg/bpm)
(mmHg)

m WT 939+11,5 620 + 87

m ET+/+ 92,9 +10,7 645 + 60

m eNOS-/- 1169+ 17,3 * 631 £ 47

m eNOS-/- ET+/+ | 106,3 £9,9 ** 561 +46 *

w WT 91,0 £ 8,8 587 +72

w ET+/+ 91,5+10,3 645 £33 #

w eNOS-/- 111,4 + 16,1 # 567 £ 59

w eNOS-/- ET+/+ | 108,7 £ 8,6 ## 545 £ 60

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung

systolischer Blutdruck: n = 10-16; ANOVA: P = 0,000; T-Test: * P < 0,05 vs. m WT und m ET+/+; ** P <
0,05 vs. m WT und m ET+/+; # P < 0,05 vs. w WT und w ET+/+; ## P < 0,05 vs. w WT und w ET+/+
Herzfrequenz: n = 9-16; ANOVA: P = 0,000; T-Test: ; * P < 0,05 vs. m ET+/+ und m eNOS-/-; # P < 0,05 vs.
w WT, w eNOS-/- und w eNOS-/- ET+/+

3.4 Herzkatheter

3.4.1 LVP max korrigiert

Obwohl LVP max korrigiert in den eNOS-/- -Mdiusen tendenziell erhoht war, gab es keinen

signifikanten Unterschied zischen den Gruppen.

3.4.2 nach Genotyp und Geschlecht

Es gab im LVP max korrigiert weder zwischen den verschiedenen Genotypen innerhalb eines
Geschlechts signifikante Unterschiede, noch zwischen den Geschlechtern beim Vergleich des
jeweils selben Genotyps, obwohl auch hier bei den minnlichen eNOS-/- die Werte tendenziell

hoher waren.

3.4.3 LVP min diastolisch

Der linksventrikuldre minimale diastolische Druck LVP min diastolisch war bei den eNOS-/-

signifikant hoher gegeniiber WT und eNOS-/- ET+4/+, aber nicht gegeniiber ET+/+.
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Abbildung 3-19 LVP min, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,002
T-Test: * P < 0,05 vs. WT und eNOS-/- ET+/+

3.4.4 nach Genotyp und Geschlecht

Bei den Miénnchen war LVP min diastolisch bei den eNOS-/- signifikant hoher gegeniiber
WT und eNOS-/- ET+/+, aber nicht gegeniiber ET+/+. Bei den Weibchen war LVP min
diastolisch bei den eNOS-/- signifikant hoher gegeniiber WT, aber nicht gegeniiber ET+/+
und eNOS-/- ET+/+. Dariiber hinaus war LVP min diastolisch bei den eNOS-/-Ménnchen
signifikant hoher als bei den eNOS-/- Weibchen.
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Abbildung 3-20 LVP min, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P =0,001

T-Test:

*P <0,05 vs. m WT, m eNOS-/- ET+/+ und w eNOS-/-

#P<0,05vs. wWT

3.4.5 LVEDP korrigiert
Der linksventrikuldre enddiastolische Druck LVEDP korrigiert war bei den eNOS-/-

signifikant hoher gegeniiber allen anderen Gruppen.
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Abbildung 3-21 LVEDP korrigiert, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,001

T-Test:

* P<0,05vs. WT und ET+/+

** P <0,05 vs. WT

3.4.6 nach Genotyp und Geschlecht

Bei den Miénnchen war der LVEDP korrigiert bei den eNOS-/- signifikant hoher gegeniiber
allen anderen Genotypen. Bei den Weibchen war LVEDP korrigiert bei den eNOS-/-
signifikant hoher gegeniiber WT und ET+/+, aber nicht gegeniiber eNOS-/- ET+/+. Dartiber
hinaus war LVEDP korrigiert bei den eNOS-/-Minnchen signifikant hoher als bei den eNOS-
/- Weibchen.
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Abbildung 3-22 LVEDP korrigiert, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

ANOVA: P = 0,004

* P<0,05vs. mWT
** P <0,05vs.mWT

# P<0,05vs.wWT und w ET+/+

Tabelle 3-17

LVP max korrigiert, LVP min, LVEDP korrigiert, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp LVP max LVP min (mmHg) |LVEDP korrigiert
korrigiert (mmHg) (mmHg)

WT 105+ 19 -0,30 £3,92 7,16 £2,52

ET+/+ 108 = 14 1,21 £3,20 8,16 £2,14

eNOS-/- 118 £22 5,52 £ 6,25 11,70 £2,80

eNOS-/- ET+/+ 108 £ 13 -0,85 + 1,93 9,81 +2,73

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung

LVP max korrigiert: 10-12; keine signifikanten Unterschiede

LVP min : n=10-12; ANOVA: P=0,002 ; T-Test: * P < 0,05 vs. WT und eNOS-/- ET+/+

LVEDP korrigiert: n = 10-12; ANOVA: P = 0,001; T-Test: *

WT

P < 0,05 vs. WT und ET+/+; ** P < 0,05 vs.
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LVP max korrigiert, LVP min, LVEDP korrigiert, Aufteilung nach Genotyp und

Geschlecht
Genotyp LVP max korrigiert | LVP min (mmHg) |LVEDP korrigiert
(mmHg) (mmHg)
mWT 104 + 28 0,73 +£5,57 6,41 £ 2,61
m ET+/+ 115+ 15 2,12+ 4,06 9,19 +2.38
m eNOS-/- 124 +29 9,09 £7,07 § 12,46 £ 3,69
m eNOS-/- ET+/+ | 109 + 14 -0,99 + 0,86 10,38 + 3,44
w WT 107 £7 -1,32£0,42 7,91 +2,40
w ET+/+ 101 £9 0,29 +2,13 7,13 + 1,41
w eNOS-/- 112+ 10 1,95 + 2,30 10,94 £ 1,49
w eNOS-/- ET+/+ [107£13 -0,70 £2,72 9,24 + 1,95

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

LVP sys korrigiert: n = 5-6; keine signifikanten Unterschiede

LVP dias : n = 5-6; ANOVA: P =0,001 ; T-Test: * P < 0,05 vs. m WT, m eNOS-/- ET+/+ und w eNOS-/- ; # P
< 0,05 vs. w WT; § P < 0,05 vs. Weibchen mit gleichem Genotyp

LVEDP Kkorrigiert: n = 5-6; ANOVA: P =0,004; T-Test: * P < 0,05 vs. m WT; ** P < 0,05 vs. m WT; # P <
0,05 vs. w WT und w ET+/+

3.4.7 dPTdt max

Es gab fiir dPdt max keinen signifikanten Unterschied zischen den Gruppen.

3.4.8 nach Genotyp und Geschlecht

Es gab fiir dPdt max weder zwischen den verschiedenen Genotypen innerhalb eines
Geschlechts signifikante Unterschiede, noch zwischen den Geschlechtern beim Vergleich des

jeweils selben Genotyps.

3.49 dPdtmin

Die minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit dPdt min war bei den eNOS-/- signifikant

niedriger gegeniiber allen anderen Gruppen.
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Abbildung 3-23 dpdt min, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,013
T-Test: * P < 0,05 vs. WT, ET+/+ und eNOS-/- ET+/+

3.4.10 Genotyp und Geschlecht

Bei den weiblichen eNOS-/- war die minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit dPdt min bei
signifikant niedriger gegeniiber den weiblichen WT und eNOS-/- ET+/+. Es gab keine

signifikanten Unterschiede zwischen Minnchen und Weibchen desselben Genotyps.
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Abbildung 3-24 dpdt min, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P =0,034

T-Test:

#P <0,05 vs. w WT und w eNOS-/- ET+/+

3.4.11 Tau

Die Zeitkonstante des linksventrikuldren Druckabfalls Tau ist bei den eNOS-/- signifikant

erhoht gegeniiber allen anderen Gruppen. Dariiber hinaus ist sie bei den ET+/+ signifikant

niedriger gegeniiber allen anderen Gruppen.
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Abbildung 3-25 Tau, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P < 0,001

T-Test:

* P<0,05vs. WT, ET+/+ und eNOS-/- ET+/+
** P < 0,05 vs. WT, eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+

3.4.12 nach Genotyp und Geschlecht

Bei den weiblichen eNOS-/- ist Tau signifikant hoher gegeniiber den weiblichen WT, ET+/+
und eNOS-/- ET+/+. Beid en Weiblichen ET+/+ ist Tau nur tendenziell niedriger als bei allen
andere Gruppen. Bei den Minnchen ist Tau dagegen signifikant niedriger bei den ET+/+
versus WT und eNOS-/-, aber nicht eNOS-/- ET+/+, dafir ist Tau bei den eNOS-/- nur
tendenziell hoher als bei allen anderen Gruppen. Es gab keine signifikanten Unterschiede

zwischen Minnchen und Weibchen desselben Genotyps.
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Abbildung 3-26 Tau, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht
ANOVA: P < 0,001

*P < 0,05 vs. m WT und m eNOS-/-

#P<0,05vs.wWT, w ET+/+ und w eNOS-/- ET+/+

Tabelle 3-19 dpdt max, dpdt min, Tau, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp dPdt max dPdt min Tau (s)
(mmHg/s) (mmHg/s)

WT 6734 + 1851 -7795 £ 2155 0,014 + 0,003

ET+/+ 7986 £ 1576 -8905 £ 2542 0,011 + 0,002 **

eNOS-/- 6096 + 1402 -5892 + 1495 * 0,021 + 0,005 *

eNOS-/- ET+/+  |7076 £ 1546 -7714 £2098 0,014 + 0,004

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung;

dPdt max: n = 10-12; keine signifikanten Unterschiede

dPdt min: n = 10-12; ANOVA: P =0,013; T-Test: * P < 0,05 vs. WT, ET+/+ und eNOS-/- ET+/+

Tau: n = 10-12; ANOVA: P <0,001; T-Test: * P < 0,05 vs. WT, ET+/+ und eNOS-/- ET+/+ ; ** P < 0,05 vs.
WT, eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+
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dpdt max, dpdt min, Tau, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp dPdt max dPdt min Tau (s)
(mmHg/s) (mmHg/s)

WT 5991 + 1869 -6774 + 2228 0,016 + 0,003
m ET+/+ 8110 + 1320 -8166 £ 1014 0,012 + 0,002 *
m eNOS-/- 6542 + 1941 -6145 £2162 0,021 £ 0,007
m eNOS-/- ET+/+ | 6858 + 1261 -7272 £ 1694 0,014 £ 0,004
w WT 7477 £ 1649 -8816 + 1658 0,013 + 0,002
w ET+/+ 7861 + 1952 -9644 + 3485 0,010 + 0,003
w eNOS-/- 5651 + 286 -5640 + 297 # 0,021 £ 0,004 #
w eNOS-/- ET+/+ | 7294 + 1885 -8156 £2519 0,013 £ 0,004

angegebene Werte: Mittelwerte = Standardabweichung;

dPdt max: n = 5-6; keine signifikanten Unterschiede

dPdt min: n = 5-6; ANOVA: P =0,034; T-Test:; # P < 0,05 vs. w WT und w eNOS-/- ET+/+

Tau: n = 5-6; ANOVA: P <0,001; T-Test: * P < 0,05 vs. m WT und m eNOS-/- # P < 0,05 vs. w WT, w ET+/+

und w eNOS-/- ET+/+

3.4.13 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz ist bei den ET+/+ signifikant hoher gegeniiber den WT und den eNOS-/-,

jedoch nicht gegeniiber den eNOS-/- ET+/+.
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Abbildung 3-27 Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp
ANOVA: P =0,048

T-Test:

*P < 0,05 vs. WT und eNOS-/-

3.4.14 Aufteilung nach Geschlecht

Bei den Minnchen ist die Herzfrequenz bei den WT signifikant niedriger gegeniiber allen
anderen ménnlichen Gruppen. Bei den Weibchen ist die Herzfrequenz bei den ET+/+
signifikant hoher gegeniiber den weiblichen eNOS-/-.

Der Vergleich der Geschlechter ergab, dass die Herzfrequenz bei den minnlichen eNOS-/-

signifikant hoher ist als bei den weiblichen eNOS-/-.
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Tabelle 3-21 Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp

Genotyp Herzfrequenz
(bpm)

WT 416 + 53

ET+/+ 467 £ 54 *

eNOS-/- 419 + 33

eNOS-/- ET+/+ 430 £ 37

angegebene Werte: Mittelwerte £ Standardabweichung; n = 10-12; ANOVA: P = 0,048; T-Test: * P < 0,05 vs.
WT und eNOS-/-

Tabelle 3-22 Herzfrequenz, Aufteilung nach Genotyp und Geschlecht

Genotyp dPdt max (mmHg/s)
WT 390 + 34 *

m ET+/+ 454 + 32

m eNOS-/- 439 £ 22

m eNOS-/- ET+/+ 440 + 33

w WT 442 + 58

w ET+/+ 479 +71 #

w eNOS-/- 399+£32§

w eNOS-/- ET+/+ [420+42

angegebene Werte: Mittelwerte + Standardabweichung; n = 5-6; ANOVA: P = 0,026; T-Test: * P < 0,05 vs. m
ET+/+, m eNOS-/- und m eNOS-/- ET+/+; # P < 0,05 vs. w eNOS-/-; § P < 0,05 vs. Weibchen mit gleichem
Genotyp
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Interaktion des Endothelin- und NO-Systems analysiert werden. Es
wurde tierexperimentell untersucht, ob die chronische Uberexpression von humanem ET-1
und das gleichzeitige Fehlen von NO, welches durch die eNOS gebildet wird, zu einer
Erhohung des Blutdrucks fiithren. Es sollte weiterhin gekldrt werden, ob morphologische
Verdnderungen im Herzgewebe und an den GefidBBen (am Beispiel der Koronargefif3e)
entstehen. Weiterhin sollte gekldrt werden, ob dies zu einer verdnderten Herzfunktion fiihrt.
AuBerdem sollte durch den direkten Vergleich mit nur human-ET-1-transgenen Tieren und
nur eNOS-knockout-Tieren differenziert werden, welche Schiden allein durch ET-1-
Uberexpression, durch einen eNOS-Knockout oder durch das Zusammentreffen beider

Faktoren entstehen.

4.1 Blutdriicke der 5+9 Monate alten Tiere

Die erste Messung des Blutdrucks erfolgte an einer Miuseserie, die sowohl 5 als auch 9
Monate alte Mause einschloss (5+9 Monate alt). Es zeigte sich, dass der systolische Blutdruck
bei den eNOS-/- und den eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher war gegeniiber ET+/+ und WT-
Tieren, und dariiber hinaus war der Blutdruck bei den eNOS-/- ET+/+ zusitzlich signifikant
hoher gegeniiber den eNOS-/-. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Geschlechtern, deshalb konnen die Daten zusammengefasst werden. Hier zeigt sich, dass ein
eNOS-knockout zu einer Erhhung des Blutdrucks fiihrt. Dies deckt sich mit der Literatur®>
19 Die zusiitzliche Blutdrucksteigerung bei den eNOS-/- ET+/+ zeigt, dass eine ET-1-NO-
Imbalance zu einer weiteren Blutdruckerhthung fiihrt. Die ET-NO-Interaktion ist somit ein
wichtiger Bestandteil der lokalen Blutdruckregulation in den GefidB3en. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass das NO, welches im Gefid3 die Balance zu ET-1 herstellt, im wesentlichen
von der eNOS gebildet wird.

Ferner zeigt sich auch in dieser Studie keine Erhohung des systolischen Blutdrucks bei
ET+/+, was sich mit fritheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe mit human-ET-1-transgenen
NMRI-Miusen deckt’®. Bei human-ET-1-transgenen Miusen mehrerer von uns unabhingigen

Arbeitsgruppen und ET-2-transgenen-Ratten zeigte sich auch kein erhéhter Blutdruck’” 130.

151
Der Blutdruck wurde in diesen Modellen vermutlich durch NO wieder gesenkt, was in
unseren eNOS-/-ET+/+-Miusen nicht moglich war. Dies hatte zur Folge, dass der Blutdruck

stiarker anstieg als bei Tieren mit eNOS-Knockout allein.
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4.2 Blutdruck der 9 Monate alten Tiere

Im Alter von neun Monaten war der systolische Blutdruck zwar bei eNOS-/- und eNOS-/-
ET+/+ signifikant hoher gegeniiber WT und ET+/+, aber es konnte kein signifikanter
Unterschied beobachtet werden zwischen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+, obwohl dies bei den
Daten der 5+9 Monate alten Tieren der Fall war. Es ist moglich, dass sich die eNOS-
induzierte Blutdruckerhhung mit steigendem Alter stirker manifestiert und so die ET-
Uberexpression keinen relevanten zusitzlichen Effekt auf den Blutdruck mehr hat. Moglich
ist auch, dass es zu dilatativen Verdnderungen der GefidBmorphologie gekommen ist. Wie
noch genauer beschrieben werden soll (siehe Kapitel 4.3), haben eNOS-/- ET+/+ eine
signifikant hohere Lumenfliche der koronaren Gefidle gegeniiber den WT. Diese
LumenvergoBerung ist vermutlich blutdruckunabhéngig, denn die ET+/+ weisen sie auch auf,
aber diese Tiere haben keinen hoheren Blutdruck als die WT. Wenn die Lumenvergoferung
in den Geféden des gesamten Organismus vorliegt, konnte sie moglicherweise den Blutdruck
der eNOS-/- ET+/+ senken. Um diese Frage genauer zu Kkldren, sind weitere
Blutdruckmessungen und die Bestimmung der GefidBmorphologie an fiinf Monate alten
Tieren und ggf. jiingeren Tieren notwendig sowie eine Weiterverfolgung des Blutdrucks bei
dlteren Tieren.

Als weiterer Grund dafiir, dass die Blutdruckergebnisse der 5+9 Monate alten Tiere nicht
reproduziert werden konnten, kommt auch ein Sublinieneffekt in Frage, der durch Zucht
entstanden ist. Die Tiere in der 9 Monate alten Versuchsreihe sind einige Generationen spéiter
geboren worden als die Tiere in der Messreihe der 5+9 Monate alten Miuse. Da die eNOS-/-
ET+/+ eine eingeschrinkte Fruchtbarkeit aufweisen, gab es moglicherweise eine Selektion
zugunsten der Tiere, bei denen die ET-NO-Imbalance nicht so stark zum Tragen kommt. In
diesem Fall wiirden die von uns geziichteten Tiere ein Tiermodell darstellen, in dem
protektive Mechanismen bei chronischer ET-NO-Imbalance untersucht werden konnten (z.B.
Aktivierung anderer cGMP-abhingiger Stoffwechselwege, NO/ROS-Redox-Equilibrium).
Um eindeutig zu klédren, ob eine Imbalance des ET-NO-Systems den Blutdruck steigern kann,
wiren dennoch Riickkreuzungen zwischen allen vier Versuchsgruppen notwendig. Alternativ
wiren auch Versuche denkbar, in denen bei human-ET-1-transgenen Miusen ein eNOS-
knockdown mit RNAi durchgefiihrt wird, oder selektive Blocker der eNOS eigesetzt werden
(Cavtratin).

Es gab auch bei den 9 Monate alten Tieren keinen Unterschied in der Hohe des Blutdrucks
zwischen Minnchen und Weibchen gleichen Genotyps, d.h. die Blutdruckregulation iiber

eNOS und ET ist geschlechtsunabhéngig.
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4.3 GefiaBmorphologie

Die Media-Lumen-Ratio der Koronarien ist bei den ET+/+ und den eNOS-/- ET+/+
signifikant niedriger gegeniiber den WT und den eNOS-/-, wobei die Aufteilung nach
Geschlecht keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern ergab. Die
Mediafliche war nicht signifikant unterschiedlich zwischen den verschiedenen Genotypen.
Die Lumenflache war dagegen signifikant hoher bei den ET+/+ und den eNOS-/- ET+/+
gegeniiber den WT und den eNOS-/-. Es ergab sich auch hier kein Unterschied zwischen den
Geschlechtern. Eine ET-1-Uberexpression scheint zu einer exzentrischen Morphologie der
Arteriolen in der Herzwand zu fiihren mit vergroBBerter Lumenfldche, aber ohne verringerte
Flache der Media. Diese Verdnderungen sind geschlechts- und blutdruckunabhingig, denn die
ET+/+ haben keinen erhohten Blutdruck.

Die Bestimmung der perivaskuldre Fibrose ergab im ersten Score fiir ET+/+ und eNOS-/-
ET+/+ eine erhohte perivaskuldre Fibrose gegeniiber WT und eNOS-/-, wihrend sich dies
beim zweiten Score nur tendenziell abzeichnete. Ein Unterschied zwischen den beiden
Geschlechtern war in keiner Messung erkennbar. Aus diesen Daten kann abgeleitet werden,
dass eine ET-1-Uberexpression zu einer tendenziell hoheren Matrixproteinsynthese um
kardiale Arteriolen herum fiihrt. Diese Verdnderungen sind geschlechts- und
blutdruckunabhéngig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine ET-1-Uberexpression unabhingig von
Geschlecht, Blutdruck (dieser war bei den ET+/+ nicht erhoht) und der Verfiigbarkeit von NO
zu morphologischen Veridnderungen an den Koronarien fiihrt. Diese sind gekennzeichnet
durch eine exzentrische Morphologie der Gefdfle mit Erhohung der Lumenfliche und
vermehrter perivaskuldrer Fibrose. Diese Ergebnisse decken sich zum Teil mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So zeigte sich bei Miusen mit einer Endothelzellen-
spezifischen ~ ET-1-Uberexpression eine  vaskulire = Hypertrophie  (auch  ohne
Blutdruckerhohung), allerdings war diese eher konzentrisch und nicht wie bei unseren ET-1-

. . 77
transgenen Méusen exzentrisch' .

44 Herzgewicht, Kardiomyozytendurchmesser und
Herzwandmorphologie

Es zeigte sich ein geschlechtsabhiingig erhohtes Herzgewicht bei den ménnlichen eNOS-/-,

jedoch nicht bei den eNOS-/- ET+/+. Auch der Kardiomyozytendurchmesser war bei den

minnlichen eNOS-/- signifikant erhoht, wahrend dies den eNOS-/- ET+/+ nicht der Fall war.

Die Gesamtfldche des Querschnitts des linken Ventrikels (einschlieBlich Herzkammer, linke



Seite 87

Herzwand und Septum) war nur tendenziell bei den eNOS-/- erhoht, und die Aufteilung nach
Geschlecht ergab nur eine signifikante Erhohung bei den weiblichen eNOS-/- gegeniiber allen
anderen weiblichen Gruppen. Der mittlere Wanddurchmesser war signifikant hoher bei den
minnlichen eNOS-/- und den eNOS-/- ET+/+ gegeniiber den minnlichen WT.

Daraus kann geschlossen werden, dass es bei den weiblichen eNOS-/- zu einer eher
exzentrischen Morphologie der Herzkammer ohne Zeichen einer Hypertrophie gekommen ist,
wihrend bei den ménnlichen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ eine Verdickung der Herzwinde
vorlag. Zusammen mit dem Myozytendurchmesser und den Herzgewichten zeigte sich, dass
die mannlichen eNOS-/- die stirksten Anzeichen einer Linksherzhypertophie aufweisen.

In der Literatur zeigte sich bei zwei von einander unabhingigen transgenen Mausmodellen
mit eNOS-knockout keine kardiale Hypertrophielos’ 106, Allerdings gibt es in keinem der
beiden Publikationen eine genaue Angabe zum Alter der Tiere bei Totung, so dass die Tiere
durchaus jiinger gewesen sein konnen als neun Monate. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass im
Alter der eNOS-knockout allein schon fiir die Entwicklung einer Herzhypertrophie ausreicht,
wihrend in der Literatur beschrieben ist, dass bei jungen Tieren der eNOS-knockout nur in
Verbindung mit Stress (Hypoxie, Aortenstenose) zu Hypertrophie fiihrt'®” 1%,

Es war zu erwarten, dass die Kombination aus eNOS-knockout und ET—l—Uberexpression die
Ausprigung einer kardialen Hypertrophie moglicherweise begiinstigt, entweder direkt iiber
die antiapoptotischen Effekte von ET-1 und durch den NO-Mangel, oder sekundir durch
einen erhohten systolischen Blutdruck. Der Blutdruck war bei den eNOS-/- ET+/+
gleichermallen erhoht wie bei den eNOS-/-, fiihrte aber bei den eNOS-/- ET+/+ nicht zu der
deutlichen Linksherzhypertrophie, die vor allem bei den ménnlichen eNOS-/- vorlag.
Entweder liegen hier morphologische Schiden eines anderen Typus vor (z.B. interstitielle
Fibrose, siehe Kapitel 4.5), oder es spielen andere protektive Mechanismen eine Rolle (siehe

in Kapitel 4.6).

4.5 Interstitielle Fibrose

Die interstitielle Fibrose ist bei den eNOS-/- ET+/+ signifikant erhoht gegeniiber allen
anderen Genotypen. Die Aufteilung nach Geschlecht zeigt keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Geschlechtern.

Offensichtlich fiihrt eine gestorte ET-NO-Balance zu der hier beobachteten Fibrose. Weder
eine ET—Uberexpression allein, noch ein eNOS-knockout mit einem konsekutiv erhohten
Blutdruck I6sen diesen Phinotyp aus. Eine mogliche Ursache fiir die vermehrte interstitielle

Fibrose kann eine chronische Entziindungsreaktion sein. Auch in anderen Tiermodellen
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fungiert ET-1 als Mediator fiir Inflammation. So konnte eine Studie an Ratten mit DOCA-
salzsensitiver Hypertonie (Tiermodell, welches durch hohe vaskulidre Expressionslevel von
ET-1 gekennzeichnet ist) zeigen, dass die Expression von vascular cell adhesion molecule
(VCAM) in kardialen Arterien und Venen erhoht ist. Dies fithrte zu einer
Makrophageninfiltration des kardialen Gewebes und damit verbundener starker Zunahme des
interstitiellen und perivaskuldren Kollagengehalteslsz.

In fritheren Studien mit human-ET-1-transgenen Miusen zeigte sich keine Vermehrung der
Gesamtmatrixproteine im Interstitium, wohl aber eine erhohte Expression von Kollagen Typ
I und Laminin®’. Moglicherweise ist bei unseren ET+/+ auch die Expression von Kollagen
I und Laminin erhoht, allerdings reicht diese nicht aus, um den Gesamtgehalt an
Matrixproteinen signifikant zu erhohen, wihrend bei den eNOS-/- ET+/+ die Expression
dieser Matrixproteine sowie anderer Subtypen offensichtlich weiter gesteigert wurde. In
weiterfithrenden Studien an diesen  Tieren  wire eine  Analyse  der
Matrixproteinzusammensetzung z.B. durch Immunhistologie sinnvoll. AuBBerdem konnte iiber
Immunbhistologie die Expression von proinflammatorischen Molekiilen wie VCAM oder
ICAM (Adhisionsmolekiile fiir Monozyten und Neutrophile) untersucht werden, sowie eine
mogliche Makrophageninfiltration iiber cluster of differentiation-Oberflachenproteine (CD-

Oberfldachenproteine).

4.6 Herzkatheter

Mittels Herzkatheter sollte die Frage geklirt werden, ob die von uns beobachtete
Linksherzhypertrophie bei den eNOS-/- und die interstitielle Fibrose bei den eNOS-/- ET+/+
zu einer Einschrinkung der kardialen Funktion fithrt. Dazu wurden Parameter erfasst, die die
Herzfunktion in der Systole (LVP max, dpdt max) und der Diastole (LVP min, LVEDP, dpdt
min, Tau) beschreiben. LVP min (Erlduterung: siehe Kapitel 2.2.5.1) war bei den eNOS-/-
signifikant hoher gegeniiber den WT, was auf eine Abnahme des Kammervolumens durch
Hypertrophie oder eine Abnahme der Wandelastizitit hindeutet. Es handelt sich hierbei
vermutlich um einen durch Hypertrophie verursachten Phinotyp, der eine Folgeerscheinung
des chronisch erhohten systolischen Blutdrucks ist. Darauf deuten auch die bereits
diskutierten morphologischen Veridnderungen der Herzen bei den eNOS-/- hin, die vor allem
bei den Minnchen ausgepriagt waren (Herzgewicht, Myozytendurchmesser und
Wanddurchmesser waren erhoht). Die Auswertung des LVP min nach Geschlecht ergab, dass
er sowohl bei den ménnlichen als auch den weiblichen eNOS-/- signifikant hoher war

gegeniiber den WT gleichen Geschlechts. Dariiber hinaus war LVP min signifikant hoher bei
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den ménnlichen eNOS-/- gegeniiber den weiblichen eNOS-/-, d.h. auch hier zeigte sich eine
geschlechtabhiingige stiarkere Ausprigung des Phinotyps bei ménnlichen Tieren.

Der linksventrikulidre enddiastolische Druck (LVEDP korrigiert) war bei den eNOS-/- und
den eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher gegeniiber den WT, was bei den eNOS-/- vermutlich
auf die bereits beschriebene Hypertrophie zuriickzufiihren ist. Bei den eNOS-/- ET+/+ ist es
allerdings vermutlich auf die interstitielle Fibrose zuriickzufiihren, da hier weder das
Herzgewicht noch der Kardiomyozytendurchmesser signifikant hoher waren, dafiir aber der
Anteil an interstitiellen Kollagen im Gewebe des linken Ventrikels. Die Aufteilung nach
Geschlecht ergab, dass sowohl bei den ménnlichen als auch den weiblichen eNOS-/- der
LVEDP signifikant hoher war gegeniiber den WT gleichen Geschlechts. Der LVEDP war
auflerdem nur noch bei den ménnlichen eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher gegeniiber den WT,
was auch hier auf eine geschlechtsabhingig stirkere Abnahme der Ventrikelwandelastizitit
bei Minnchen hindeutet. Bei bei der interstitiellen Fibrose gab keinen signifikanten
Unterschied zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren, aber der Wanddurchmesser war bei
den ménnlichen eNOS-/- ET+/+ signifikant hoher gegeniiber den ménnlichen WT. Die
starkere Abnahme der Wandelastizitét ist bei den minnlichen eNOS-/- ET+/+ also vermutlich
auf eine Kombination aus interstitieller Fibrose und beginnender Linksherzhypertrophie
zuriickzufiihren.

Die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit dp/dt min war bei den eNOS-/- signifikant
niedriger als bei allen anderen Gruppen, was darauf zuriickzufiihren sein kann, dass durch die
Verdickung der Herzwinde der Kardiomyozyten die Dehnbarkeit abgenommen hat und
deshalb der Druck nicht soweit abfiel wie bei den anderen Gruppen, was sich auch in dem
hoheren LVP min zeigt. Zwischen Médnnchen und Weibchen gleichen Phinotyps gab es keine
signifikanten Unterschiede, d.h. die Daten konnen zusammengefasst werden.

Die Zeitkonstante des linksventrikuldren Druckabfalls Tau (Erldauterung: siehe Kapitel
2.2.5.1) ist bei den eNOS-/- signifikant hoher als bei allen anderen Gruppen, wihrend sie fiir
ET+/+ signifikant niedriger ist als fiir alle anderen Gruppen. Die Erhohung wird bei den
eNOS-/- vermutlich auch bedingt durch die bereits beschriebene Hypertrophie, die zu einem
geringeren und langsameren Druckabfall fiihrt.

Die Verringerung von Tau bei den ET+/+ ist auf eine Erhohung der Herzfrequenz
zuriickzufithren, wodurch sich die Dauer der Kontraktion und Entspannung des Herzmuskels
verkiirzt (siehe Kapitel 4.7). Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den

Geschlechtern.
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Zusammenfassend kann aus den hamodynamischen Daten geschlossen werden, dass bei den
eNOS-/- der hohere Blutdruck iiber eine Erhohung der Nachlast zu einer linksventrikuldren
Hypertrophie gefiihrt hat. Durch die Verdickung der Herzwinde kam es zu einer Abnahme
der Herzwanddehnbarkeit und damit zu einer Einschrinkung der diastolischen kardialen
Funktion. Diese Funktionsminderung ist gekennzeichnet durch eine Erhohung des minimalen
linksventrikuldren Drucks in der Diastole, einem hdheren linksventrikulidren enddiastolischen
Druck und einer verldngerte Zeitkonstante des linksventrikuldren Druckabfalls Tau. Die
Analyse der Gesamtventrikelfliche und der Herzwinde hat gezeigt, dass das innere
Ventrikelvolumen noch nicht stark verringert ist. Bei kardialen Hypertrophien, die durch eine
hohe Nachlast verursacht wurden, tritt dies charakteristischerweise ein. Auflerdem fiihrt eine
kardiale Hypertrophie im Verlauf hédufig zu einer Koronarinsuffizienz, die dann in einer
symptomatischen Herzinsuffizienz resultiert.

Die hiamodynamischen Daten haben gezeigt, dass auch die eNOS-/- ET+/+ einen hoheren
Blutdruck entwickeln, bei einer Messung (5+9 Monate alte Tiere) sogar hoher als bei den
eNOS-/-. Im Alter von neun Monaten konnte dieser Effekt nicht reproduziert werden, aber der
Blutdruck war gleichermaB3en erhoht wie bei den eNOS-/-. Umso mehr ist es aber
verwunderlich, dass sich kaum eine Hypertrophie mit Verdnderungen in der kardialen
Funktion bei den eNOS-/- ET+/+ gezeigt haben. Bei diesen Tieren war nur der
linksventrikuldre enddiastolische Druck hoher gegeniiber den WT. Die morphologischen
Veridnderungen der Herzen bei den eNOS-/- ET+/+ sind von einem anderen Typus: Hier liegt
eine stirkere interstitielle Fibrose vor, aber keine Hypertrophie wie bei den eNOS-/-. Es ist
davon auszugehen, dass kompensatorische Mechanismen eine Rolle spielen. Zum einen kann
die verdnderte GefdBBmorphologie eine Rolle spielen. Wenn die Lumina der peripheren
GefiBle im gesamten Organismus wie in den Koronarien groler geworden sind, kann es zu
einer Senkung der Nachlast gekommen sein. Weiterfithrende Studien unserer Arbeitsgruppe
haben auBerdem ergeben, dass die Media-Lumen-Ratio der Aorta bei den eNOS-/- ET+/+

3 Auch dies kann zu einer

signifikant niedriger war als bei allen anderen Gruppen'
Nachlastsenkung beigetragen haben. Moglich ist aber auch, dass es iiber Sublinieneffekte z.B.
zu einer Aktivierung anderer cGMP-abhingiger Stoffwechselwege gekommen ist, oder ein
giinstigeres NO/ROS-Redox-Equilibrium im Herzgewebe mit vorliegt (z.B. weniger
nitrosativer Stress durch niedrigere NO-Spiegel, siehe Kapitel 4.11).

Eine noch bessere Aussage iiber den Phinotyp konnte getroffen werden, wenn parallel zur

Druckbestimmung im Herzkatheterversuch eine Bestimmung der Fiillvolumina, der
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Ejektionsfraktion und der diastolischen Steifigkeit erfolgen wiirde, die ein guter Parameter fiir

die Wandelastizititsabnahme durch Fibrose ist.

4.7 Herzfrequenz
Die Herzfrequenz war bei den 549 Monate alten Tieren bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+

unverdndert, allerdings war sie bei den ET+/+ signifikant hoher gegeniiber allen anderen
Gruppen. Ein gleiches Bild zeigte sich fiir ET+/+ bei der Messung der neun Monate alten
Tiere und in den Herzkatheterversuchen.

Dass Endothelin positiv chronotrop wirken kann, konnte auch schon in anderen Studien
gezeigt werden. So erhohte z.B. eine Bolus-Injektion von Endothelin in Ratten deren
Herzfrequenz94' Bei human-ET-1-transgenen-Méusen zeigte sich bisher kein signifikanter
Unterschied der Herzfrequenz'® " 2. Allerdings lagen die Fallzahlen bei maximal zehn
Tieren pro Gruppe, wihrend es bei unserer Studie ca. 20 Tiere pro Genotyp waren.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine chronische ET—l—Uberexpression in vivo
geschlechtsunabhiingig eine hohere Herzfrequenz verursacht. Ein Knockout der eNOS scheint

dies wieder zu verhindern, und sie eher abzusenken.

4.8 Korpergewicht

Das Korpergewicht war bei den human-ET-1-transgenen Gruppen (ET+/+ und eNOS-/-
ET+/+) signifikant niedriger gegeniiber den Wildtypen und den eNOS-/-. Bei den weiblichen
ET+/+ war das Kopergewicht nur signifikant niedriger gegeniiber den weiblichen eNOS-/-.
Eine ET-1-Uberexpression scheint zu einem niedrigeren Korpergewicht zu fiihren.

Ein moglicher Mechanismus fiir die Gewichtsreduktion konnte sein, dass Endothelin mit dem
Fettstoffwechsel interagiert. Isoliertes viszerales Fettgewebe, welches mit ET-1 inkubiert
wurde, zeigte in-vitro eine verringerte Reaktivitit gegeniiber Insulin-induzierten
antilipolytischen Effekten, d.h., ET-1 fordert die Lipolyse durch Hemmung der
Insulinaktivitit. Diese Effekte wurden hier iiber den ETB-Rezeptor vermittelt'>*. Eine andere
Studie bestitigte, dass Inkubation von humanen Adipozyten mit ET-1 in-vitro zu einer
vermehrten Lipolyse fiihrte, allerdings fiihrte in dieser Studie die Inkubation mit dem ETA-
Rezeptor-Agonisten ET-1(1-31) zu dem selben Effekt, wihrend der spezifische ETB-
Rezeptor-Agonist BQ3020 die Lipolyse nicht steigerte'”. Trotz der Widerspriiche kann fiir
die uns vorliegenden Ergebnisse spekuliert werden, dass die in-vivo ET-1-Uberexpression in
den ET+/+ und den eNOS-/- ET+/+-Miusen das Korpergewicht iiber eine verstérkte Lipolyse
gesenkt haben konnte und dariiber hinaus moglicherweise an der Entstehung einer Insulin-

Resistenz beteiligt sein konnte.
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4.9 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Geschlechtsabhiingige Unterschiede zeigten sich lediglich bei den eNOS-/- in der Auspriagung
der kardialen Hypertrophie und den daraus resultierenden Verdnderungen der Herzfunktion.
Hier waren die Miénnchen deutlich stirker betroffen als die Weibchen. In der Literatur finden
sich Beispiele dafiir, dass Ostrogene der Entstehung einer kardialen Hypertrophie
entgegenwirken konnen. So zeigten ovariektomierte Miuse mit kiinstlicher Aortenstenose
eine kardiale Hypertrophie, diese wurde aber abgemildert, wenn sie mit Ostrogen behandelt
wurden'”®. Ostrogen greift u.a. in die NO-Synthese ein. Es kann die Zellwand von
Endothelzellen passieren und im Zellkern an Ostrogen-Rezeptoren (Ostrogen-Rezeptor o und
B; ER a, ER B) binden. Dieser Komplex bindet im Zellkern wiederum an Ostrogen responsive
Abschnitte der DNA (estrogen responsive element, ERE) und vermittelt so eine verstirkte
eNOS-Expression. AuBerdem bindet Ostrogen auch extrazellulir an ER o und ER B, und
steigert so die Aktivitit von angekoppelten NOS (nicht-genomische Aktivierung der NOS) °"
158 " Das Ergebnis, dass ein eNOS-knockout vor allem bei den Minnchen eine stirker
ausgeprigte Hypertrophie erzeugt, zeigt, dass die antihypertrophen Effekte von Ostrogen iiber
eine hohere NO-Produktion durch eNOS nur einen kleinen Teil ausmachen. Anderenfalls
wire der hypertrophe kardiale Phidnotyp bei weiblichen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+
gleichermallen oder sogar stirker ausgeprigt als bei den Minnchen. Die Modulation des
kardialen Phinotyps durch Geschlechtshormone ist vermutlich komplexer. Ostrogen reguliert
z.B. ANP hoch (atrial natriuretic peptide), welches iiber cGMP und Proteinkinase G fiir eine
Vasodilatation sorgt und antihypertroph auf Kardiomyozyten wirkt'>* '*°. Ostrogen inhibiert
auBerdem die ACE-Aktivitit und verringert so die Angiotensin-II-Synthese'®.

Es ist interessant, dass keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bei den Blutdruckwerten
nachweisbar waren. Ostrogen aktiviert wie oben beschrieben iiber genomische und nicht
genomische Effekte die eNOS-Aktivitit und fiihrt so zu einer verstirkten Vasodilatation'™.
Durch den eNOS-knockout bei unseren Tieren wurde dieser Mechanismus inaktiviert, so dass
die weiblichen eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ keinen signifikant niedrigeren Blutdruck
aufweisen als die Ménnchen gleichen Genotyps.

Wenn Ostrogen tatsichlich in diesem Tiermodell den Phiinotyp mitmoduliert hat, konnten
folgende Schliisse gezogen werden. Ostrogen reguliert zwar den Blutdruck iiber die
vasodilatorischen Effekte von NO (gebildet von eNOS) aber verhindert nicht iiber NO die
Entstehung einer Herzhypertrophie. Dies geschieht offensichtlich iiber andere

Stoffwechselwege. Die Daten bestitigen auch, dass die Enstehung einer Herzhypertrophie
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durch einen hoheren Blutdruck {iiber geschlechtsabhingige Stoffwechselwege zumindest

verzogert werden kann.

4.10 Ergebnisse aus weiterfithrenden Studien

Es sind bereits weiterfilhrende Relaxations-Kontraktions-Versuche mit isolierten
Aortenringen von eNOS-/- ET+/+-Tieren und den Kontrollgruppen durchgefiihrt worden.
Hier war die Aorten-Relaxation unter Acetylcholin signifikant hoher fiir ET+/+-Méuse
gegeniiber Wildtypen, wihrend es bei eNOS-/- und eNOS-/- ET+/+ zu keiner Endothelium-
abhingigen Relaxation kam. Das zeigt, dass die Endothel-abhingige Relaxation durch den
eNOS-knockout nachhaltig gestort ist und nicht durch iNOS oder nNOS kompensiert werden
kann. Die Kontraktion nach Inkubation mit Endothelin war bei ET+/+ und eNOS-/- ET+/+
signifikant niedriger im Vergleich zu Wildtypen und eNOS-/-'"°. Um eine mdgliche
verdnderte Expression der ETA- und der ETB-Rezeptoren zu untersuchen, wurde aus
Aortengewebe ein Western-Blot durchgefiihrt. Die Expression der ETA- und ETB-
Rezeptoren in der Aorta unterschied sich nicht bei den ET+/+ gegeniiber den WT. Dies deutet
darauf hin, dass die Gegenregulation zu den Folgen eines erhthten ET-Spiegel nicht durch
eine verdanderte ET-Rezeptorexpression erfolgt. Die eNOS-/- ET+/+ zeigten im Western-Blot
eine signifikant hohere ETB-Rezeptordichte in der Aorta als die WT, was zur lokalen
Clearance des Endothelins beitragen konnte. Allerdings zeigte sich auch eine signifikant
héhere ETA-Rezeptordichte™®. Bei den Aorten der eNOS-/- ET+/+ liegt auBerdem eine
signifikant niedrigere Media-Lumen-Ratio gegeniiber den WT vor. Die veridnderte
GefiaBmorphologie spielt auch eine Rolle bei der verringerten Aortenkonstriktion zu ET-1.

Es wurde auflerdem aus Aorten der vier Gruppen (WT, ET+/+, eNOS-/- eNOS-/- ET+/+) die
mRNA isoliert und die Expression verschiedener Komponenten des ET-Systems untersucht.
Die mRNA-Level waren hochreguliert in eNOS-/- ET+/+-Miusen fiir human-ET-1 gegeniiber
ET+/+-Miusen. AuBerdem war die Expression hochreguliert fiir murines ET-1, ECE
(Endothelin-Converting-Enzyme), ETA-Rezeptor, ETB-Rezeptor und iNOS gegeniiber WT-
Mi:usen. Hier zeigt sich, dass die Kombination aus ET-1-Uberexpression und NO-Mangel zu

einer deutlichen Aktivierung des gesamten ET-Systems fiihrt'>>.

4.11 Schlussfolgerungen und Ausblick

Ein eNOS-knockout allein fiihrt zu einem erhohten systolischen Blutdruck und einer daraus
resultierenden deutlichen Linksherzhypertrophie. Die eNOS-/- ET+/+-Miuse haben einen
noch hoheren systolischen Blutdruck, auBBerdem eine stirkere interstitielle Fibrose und, wie

die eNOS-/-, einen hoheren korrigierten linksventrikuldren enddiastolischen Druck (LVEDP).
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Sie zeigen eine exzentrische Morphologie der koronaren Arterien/Arteriolen und eine stirkere
perivaskuldre Fibrose, was auch bei den ET+/+ der Fall ist. Vor allem die fibrotischen
Veridnderungen deuten auf eine chronische Inflammation hin. Dennoch ist die Tendenz zur
Entstehung einer Kardiomyopathie geringer ausgeprigt als bei den eNOS-/-. Es ist
iiberraschend, dass die Kombination aus eNOS-knockout und ET—l—Uberexpression nicht zu
einer deutlicheren Hypertrophie und kardialen Funktionseinschrinkung fiihrt als ein eNOS-
knockout allein. Tatsédchlich treten bei Kardiomyopathien, die durch Kollagenosen verursacht
werden (z.B. in Folge von Sklerodermie u.a.), keine hypertrophen sondern eher dilatative
Verinderungen auf’> '®'. Bei Vorliegen einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) wiren
dann aber die Herzkatheterdaten fiir diese Tiere auffilliger gewesen. Die Daten lassen nicht
auf ein Vorliegen einer DCM schlielen, zumal die Tiere keine aufféllige hohere Mortalitét bei
der Zucht und Haltung aufwiesen. Die bessere Herzfunktion kann zum einen an einer
gesenkten Nachlast aufgrund der exzentrischen Verdnderungen an den Gefiallen der eNOS-/-
ET+/+ liegen, wodurch die linke Herzkammer weniger belastet wird. Die Daten deuten aber
auch darauf hin, dass sich der kardiale Phénotyp durch einen sublinienbedingte Aktivierung
protektiver Soffwechselwege verbessert hat, was sich schon darin zeigt, dass die systolischen
Blutdruckwerte der neun Monate alten eNOS-/- ET+/+ nicht signifikant hoher sind als die der
eNOS-/-. Als gegenregulierende Mechanismen kommen z.B. hthere ANP und BNP-Spiegel
in Frage. Die ANP und BNP-Expression wird bei hypertrophen Prozessen hochreguliert'®* %,
und dies erfolgt u.a. iiber Endothelin-1, welches in Kardiomyozyten und kardialen

164 Dazu induziert ET-1

Fibroblasten in vitro die Expression von ANP-mRNA hochreguliert
in vitro die Bindung des Transkriptionsfaktors Ying Yang 1 an den BNP-Promoter'®. ANP
und BNP senken den Blutdruck, hemmen die Entstehung von Hypertrophie, verbessern die
GFR und inhibieren das RAAS-System'®. Es ist moglich, dass durch die Uberexpression des
ET-1 in den eNOS-/- ET+/+ ANP und BNP hochreguliert wurden und zusitzlich einer
Entstehung einer kardialen Hypertrophie entgegen gewirkt haben. Dies muss dann aber mit
hoher Wahrscheinlichkeit auch bei den ET+4/+ der Fall gewesen sein. Da diese Tiere ohnehin
keinen hoheren Bluthochdruck aufwiesen, fiel hier eine mogliche Kardioprotektion aber nicht
auf. Auch ein verminderter nitrosativer Stress in den eNOS-/- ET+/+ kann den Phénotyp
verbessert haben. NO reagiert mit Superoxid zum hochreaktiven Peroxynitrit. Dieses kann zu
oxidativen Proteinschddigungen wie der Bildung von Nitrotyrosin-Resten fithren, und damit
toxisch auf die meisten Zelltypen wirken'".

Um die Mechanismen zu kldren, die bei den eNOS-/- ET+/+ die Entstehung einer

Kardiomyopathie verhindert haben, kann man verschiedene Ansétze wihlen.
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Zum einen konnte man die Tiere mit Indometacin behandeln, um die Folgen einer
chronischen Hemmung der Prostaglandinsynthese zu untersuchen. Weitere Versuche mit
chronischer L-NAME-Gabe konnten eine kompensatorische Hochregulierung/Aktivierung
von nNOS in Kardiomyozyten aufdecken. Hier konnte man aber schon durch Western-Blot-
Analysen des kardialen Gewebes erste Hinweise auf eine Kompensation durch nNOS
gewinnen. Um zu iiberpriifen, ob mogliche Schiden durch verminderten nitrosativen Stress
verhindert wurden, kann eine Messung der Nitrotyrosinlevel Aufschluss geben. Parallel dazu
ist es sinnvoll, als Marker fiir oxidativen Stess die NADPH-Oxidase-Aktivitit zu bestimmen,

da NO-ROS ein empfindliches Redox-Equilibrium bilden.

Die eNOS-/- ET+/+ -transgenen Méusen stellen ein Tiermodell mit ET-1-NO-Imbalance dar.
Dieses ist gekennzeichnet durch eine kardiale interstitielle und perivaskuldre Fibrose. Eine
ET-1-NO-Imbalace fiihrte auBerdem zu einer endothelialen Dysfunktion mit einer Erh6hung
des Blutdrucks. AuBlerdem zeigen die Tiere eine exzentrische Morphologie der
Koronargefifle.

Der direkte Vergleich mit nur ET-1-liberexprimierenden Tieren und nur eNOS-knockout-
Tieren konnten erlaubte eine Analyse der Verdnderungen, die durch einen eNOS-Knockout
oder einen ET-1-Uberschuss allein entstehen. Miuse mit eNOS-knockout allein haben eine
endotheliale Dysfunktion mit daraus resultierendem Bluthochdruck, der zu einer kardialen
Hypertrophie fiihrt. Die Hypertrophie wiederum verursacht eine diastolische kardiale
Dysfunktion. Dieser Phéanotyp ist deutlicher bei méannlichen Tieren ausgepraigt.

Eine ET-1-Uberexpression wiederum fiihrt zu einer verinderten GefiBgeometrie mit
LumenvergofBerung und perivaskulédrer Fibrose. Diese Verdnderungen sind unabhingig vom
Blutdruck und Geschlecht.

Durch Interaktion von ET-1-Uberexpression und eNOS-Knockout kommt es zu einer
kardialen interstitiellen Fibrose, allerdings nur mit geringer Funktionseinschrinkung des
Herzens. Das hier vorliegende Tiermodell ist geeignet, um kompensatorische Mechanismen
zu untersuchen, die hier der Entstehung einer bluthochdruckinduzierten Myokardhypertrophie
entgegenwirken.

Viele Studien, die sich mit der physiologischen Wirkung von Endothelin und/oder NO befasst
haben, waren in-vitro-Studien oder Akutexperimente (Bolus-Injektionen von ET-1, L-NAME-
Behandlung). Hier konnte erstmals eine chronische ET-1-NO-Imbalance charakterisiert
werden und direkt mit einer chronischen ET-1-Uberexpression bzw. einer gestorten NO-

Produktion durch eNOS-knockout verglichen werden. Auch wenn sich bei den eNOS-/-
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ET+/+-Miusen im Alter von neun Monaten noch keine kardiale Funktionseinschrinkung
gezeigt hat, kann dies infolge der interstitiellen Fibrose spiter noch eintreten. Daher ist diese
Tiermodell auch geeignet, um die Spitfolgen einer chronischen ET-NO-Imbalance zu

untersuchen und neue therapeutische Ansitze zu entwickeln.
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S Zusammenfassung

Endothelin-1 (ET-1) ist ein autokrines und parakrines Peptid-Hormon, welches hauptsichlich
in den Endothelzellen der Gefidlle gebildet wird'. Es ist eines der stirksten Vasokonstriktoren,
die bis heute bekannt sind, und wirkt dariiber hinaus profibrotisch, mitogen und
proinflammatorisch'. Es wird zu 80 Prozent basolateral in Richtung der GefiBmedia
ausgeschieden', wo es an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, den Endothelin A-Rezeptor
(ETA-Rezeptor) und den Endothelin B-Rezeptor (ETB-Rezeptor), bindet und im
endoplasmatischen Retikulum iiber die Freisetzung von Kalzium (Ca®*) eine Kontraktion der

22 UUberraschenderweise zeigten Tiermodelle mit

glatten Gefimuskelzellen auslost"
erhohter Endothelin-Expression wie human-Endothelin-1-transgene Maéuse (ET-1) und
Endothelin-2-transgene (ET-2) Ratten keine Erhdhung des Blutdrucks’® % ! Die
Expression und/oder Wirkung von Endothelin (ET) muss unter physiologischen Bedingungen
gegenreguliert werden. Einer der wichtigsten bisher bekannten Gegenspieler des Endothelins
ist Stickstoffmonoxid (NO). Die vasokonstriktorische Wirkung des Endothelins wird direkt in
den GefiBen durch NO reduziert” °, und NO reguliert auBerdem die prepro-ET-1-mRNA-
Expression herunter' '*°.

Wir haben daher human-ET-1-transgene Miuse (ET+/+) mit Mausen gekreuzt, die einen
Knockout der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase aufweisen (eNOS-knockout-Miuse,
eNOS-/-). Auf diesem Weg haben wir homozygote human-ET-1-transgene Maiuse mit
gleichzeitigem homozygoten eNOS-knockout riickgeziichtet (eNOS-/- ET+/+). Ziel dieser
Arbeit war es zu untersuchen, ob eine ET-Uberexpression bei gleichzeitiger eingeschrinkter
NO-Produktion zu einer Erhohung des Blutdrucks fiihrt. Dariiber hinaus sollte untersucht
werden, ob diese ET-NO-Imbalance kardiale und vaskulidre Schiaden am Herzen verursacht
bzw. diese verstiarkt werden und ob dies zu einer Einschrinkung der Herzfunktion fiithrt. Wir
haben daher bei eNOS-/- ET+/+ -Miusen und den entsprechenden Kontrollgruppen (ET+/+
Miusen, eNOS-/- -Médusen und WT -Miusen) den Blutdruck gemessen, die Herzfunktion
mittels Herzkatheter untersucht und die Herzen histologisch analysiert.

Der direkte Vergleich mit nur human-ET-1-liberexprimierenden Tieren und nur eNOS-
knockout-Tieren erlaubte eine Analyse der Veridnderungen, die durch einen eNOS-Knockout
oder einen ET-1-Uberschuss allein entstehen, oder durch Kombination beider Faktoren.
Miuse mit eNOS-knockout allein (eNOS-/- -Miuse) entwickelten einen erhohten Blutdruck,

der zu einer kardialen Hypertrophie fiihrte. Die Hypertrophie wiederum verursachte eine

kardiale diastolische Dysfunktion. Dieser Phianotyp war deutlicher bei den ménnlichen Tieren
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ausgeprigt. Eine ET-1-Uberexpression (in ET+/+-Miusen) fiihrte wiederum zu einer
veridnderten GefdBgeometrie mit Lumenvergéferung und perivaskuldrer Fibrose. Die
Kombination von eNOS-Knockout und ET-1-Uberexpression (in eNOS-/- ET+/+-Miusen)
fiihrte zu einer signifikant hoheren kardialen interstitiellen Fibrose im Vergleich zu allen
anderen Gruppen. Diese fibrotischen Veridnderungen deuten auf eine chronische Inflammation
hin. Die eNOS-/- ET+/+-Miuse zeigten die selben Verdnderungen der GefiBgeometrie wie
die Tiere mit alleiniger ET-1-Uberexpression (LumenvergdBerung und perivaskulire Fibrose).
Wie bei den eNOS-/- auch, kam es bei den eNOS-/-ET+/+ zu einer Erhohung des systolischen
Blutdrucks. Dennoch war die Tendenz zur Entstehung einer kardialen Hypertrophie deutlich
geringer ausgeprdgt als bei den eNOS-/-, und die eNOS-/- ET+/+ wiesen kaum eine
Einschrinkung der Herzfunktion im Herzkatheter auf. Vermutlich wurden bei ihnen
kompensatorische Stoffwechselwege aktiv, so dass dieses Tiermodell geeignet ist, um
derartige Mechanismen zu untersuchen. Fibrotische Verdnderungen und chronische
Inflammation konnen aber auch Spitfolgen haben. Auch wenn sich bei den eNOS-/-ET+/+-
Tieren im Alter von neun Monaten noch keine kardiale Funktionseinschrinkung gezeigt hat,
kann dies in einem hoheren Alter noch eintreten. Daher konnen an diesem Tiermodell die
Spitfolgen der kardialen Fibrose (verursacht durch ET-NO-Imbalance) untersucht und neue

therapeutische Ansétze entwickelt werden.
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7 Abkiirzungsverzeichnis
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Flacheninhalt

ACE engl.: angiotensin-converting enzyme
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ANP
AP1-Jun
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BNP
bpm
Ca2*
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cGMP
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d.h.
DNA
DOCA
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ECE

ECE

ECE-1
ECE-2
ECE-3
EDRF

Adenosindiphosphat

Alanin-Aminotransferase

engl.: atrial natriuretic peptide

engl.: activator protein-1-Jun

engl.: Acute Respiratory Distress Syndrome, Atemnot-Syndrom des
Erwachsenen

Aspartat-Aminotransferase

Adenosintriphosphat

engl.: brain natriuretic peptide

engl.: beats per minute, Schlige pro Minute

Kalzium

Cyclisches Adenosinmonophosphat

engl.: cluster of differentiation, Oberflachenantigene von Zellen der
Immunantwort

Cyclisches Guanosinmonophosphat

engl.: connective tissue growth factor

Diacylglycerin

engl.: dilated cardiomyopathy, Dilatative Kardiomyopathie

das heif3t

Desoxyribonukleinsidure

Deoxycorticosteron-Acetat

maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit

minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit

engl:. endothelin-converting enzyme, Endothelin-konvertierendes
Enzym

Endothelin-konvertierenden Enzym

Endothelin-konvertierenden Enzym-1
Endothelin-konvertierenden Enzym-2
Endothelin-konvertierenden Enzym-3

engl.: endothelium derived relaxing factor
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ENABLE

eNOS
eNOS -/-
eNOS-/- ET+/+

ER a

ER f
ERE

ET

ET+/+
ET-1
ET-2

ET3
ETA-Rezeptor
ETB-Rezeptor
g

GDP
GRK
GTP

h

HE

ICAM

Ile

iINOS

IP3

kb
L-NAME
L-NMMA
LVEDP

LVP max
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Ethylendiamintetraessigsdure

engl.: Endothelin Antagonist Bosentan for Lowering Cardiac Events in
Heart Failure

Typ3-NOS; endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

homozygoter Knockout der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase
homozygot human-ET-transgen und zusétzlicher homozygoter eNOS-
knockout

Ostrogenrezeptor o

Ostrogenrezeptor B

engl.: estrogen responsive element

Endothelin

homozygot human-ET1-transgen

Endothelin-1

Endothelin-2

Endothelin-3

Endothelin-A-Rezeptor

Endothelin-B-Rezeptor

Gramm

Guanosindiphosphat

G-Protein-Rezeptor-Kinasen

Guanosintriphosphat

Stunde/n

Hematoxylin-Eosin

engl.: integrin cell adhesion molecule

Isoleucin

Typ2-NOS; induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
Inositoltrisphosphat

kilo Basen

No-Nitro-L-Arginin Methylester

NG-monomethyl-L-arginine

engl.: left ventricular end diastolic pressure, linksventrikuldrer
endiastolischer Druck

engl.: systolic left ventricular pressure, linksventrikuldrer maximaler

systolischer Druck



LVP min

min
MLP
mmHg
MMP2
MMP9
mRNA
NADPH
NEP
NFAT
NF-xB
nNOS
NO
NOS
PAH
PBS
PCR
PKA
PKC
prepro-ET-mRNA
r

RAAS
REACH
RNAIi

ROCK

ROS

s oder sek

SD
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engl.: diastolic left ventricular pressure, linksventrikuldrer maximaler
diastolischer Druck

Mol

méinnlich

Minute

engl.: Myosin-like-Protein

Millimeter Quecksilber

Matrix-Metalloproteinase 2

Matrix-Metalloproteinase 9

engl.: messenger ribonucleic acid, messenger Ribonukleinsiure
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

neutrale Endopeptidase, Enzym, welches ANP und BNP abbaut
engl.: nuclear factor of activated T cells

engl.: nuclear factor kappa B

Typ1-NOS; neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
Stickstoffmonoxid

engl.: nitric oxide synthase, Stickstoffmonoxid-Synthase
pulmonal-arterieller Hypertonie

Phosphatgepufferte Saline

engl.: polymerase chain-reaction

Protein-Kinase A

Protein-Kinase C

prepro-Endothelin-messenger-Ribonukleinsdure

Radius

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

engl.: Research on Endothelin Antagonism in Chronic Heart Failure
RNA-Interferenz, kleine RNA-Oligonukleotide, welche u.a. an mRNA-
Molekiile eines Zielgens binden und bei diesen die Translation hemmen
konnen

engl.: Rho-associated coiled coil containing protein kinase, auch als
Rho-Kinase bezeichnet

engl.: reactive oxygen species

Sekunde

engl.: standard deviation, Standardabweichung



SHR
Tau
TGF-
TNF-o

549

°C
Hg
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Spontan-hypertensive Ratten

Zeitkonstante des linksventrikuldren Druckabfalls
engl.: transforming growth-factor beta

engl.: tumor-necrosis-factor alpha

Tryptophan

Umfang

Umdrehungen pro Minute

Valin

engl.: vascular cell adhesion molecule ICAM
engl.: vascular endothelial growth factor
weiblich

Wildtyp-Kontrolltiere

zum Beispiel

Versuchsserie mit Miusen, in der ein Teil der Tiere 5 Monate alt war
und ein Teil der Tiere 9 Monate

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
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