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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Aldosteron (Ald) und Angiotensin (Ang) II sind an der Ausbildung des
kardiovaskulidren Endorganschadens beteiligt. Zirkulierendes Ald wird hauptsédchlich in den
Nebennieren produziert, daneben ist eine lokale Synthese u.a. im Herz beschrieben. Die Ald-
Konzentration ist von der Aktivitit der Ald-Synthase (CYP11B2) abhingig. Wir priiften die
Hypothese, ob die Reduktion von Ald durch Hemmung der CYP11B2 oder durch
Adrenalektomie (ADX) den Endorganschaden vermindert. Ferner wurde untersucht, ob lokal im
Herz eine relevante Ald-Synthese stattfindet. Methoden: Doppeltransgene Ratten (dTGR), die
das humane Renin und Angiotensinogen iiberexprimieren, wurden von der 4. bis zur 7. Woche
mit dem CYP11B2-Hemmer FAD286 oder mit Losartan (Los) behandelt. Eine weitere
Tiergruppe wurde adrenalektomiert und erhielt zusitzlich Dexamethason (Dex) und 1% Salz.
Dex- und Salz-behandelte dTGR dienten als Kontrollgruppe im ADX-Protokoll. Ergebnisse:
Unbehandelte dTGR entwickelten eine Hypertonie, einen kardialen und renalen Schaden und
wiesen eine 40%-Mortalitdt (5/13) nach 7 Wochen auf. FAD286 senkte die Mortalitit auf 10%
(1/10) und verminderte die Herzhypertrophie, Albuminurie, Zellinfiltration und
Matrixablagerung in Herz und Niere. FAD286 hatte keinen Einflufl auf den Blutdruck nach 5
und 6 Wochen und senkte diesen leicht zur 7 Woche (17746 in dTGR+FAD286 und 200+5
mmHg in dTGR). Los normalisierte den Blutdruck. Zirkulierende und kardiale Ald-Spiegel
waren in FAD286- oder Los-behandelten dTGR gesenkt. ADX kombiniert mit Dex- und Salz-
Behandlung senkte zirkulierendes und kardiales Ald auf kaum messbare Spiegel. In der 7.
Woche hatten ADX-dTGR-Dex-Salz eine 22%-Mortalitdt verglichen mit 73% bei dTGR-Dex-
Salz. Beide Gruppen waren in gleicher Weise hypertensiv (190+9 und 187+4 mmHg). Im
Gegensatz dazu waren der kardiale Hypertrophie-Index, die Albuminurie, Zellinfiltration und
Matrixablagerung nach ADX (p<0.05) signifikant reduziert. Schlussfolgerungen: Ald spielt
eine Schliisselrolle in der Pathogenese des Ang Il-induzierten Endorganschadens. Sowohl
FAD286 als auch ADX senkten zirkulierende und kardiale Ald-Spiegel. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass das in den Nebennieren produzierte Ald die hauptsidchliche Quelle fiir kardiales Ald
darstellt.

Schliisselworte: Aldosteron = Angiotensin = Herzinsuffizienz = Renin = Entziindung



ABSTRACT

Background: Aldosterone (Ald) and angiotensin (Ang) II both cause end-organ damage.
Circulating Ald is produced in the adrenals; however, local cardiac synthesis has been reported.
Ald concentration depends on the activity of Ald synthase (CYP11B2). We tested the hypothesis
that reducing Ald by inhibiting CYP11B2 or by adrenalectomy (ADX) may ameliorate organ
damage. Furthermore, we investigated if a significant Ald-synthesis takes place in the heart.
Methods: Transgenic rats overexpressing both the human renin and angiotensinogen genes
(dTGR) were treated with the CYP11B2 inhibitor FAD286 or losartan (Los). In protocol II,
dTGR were adrenalectomized and received dexamethason (Dex) and 1% salt. Dex-treated
dTGR-salt served as a control group in the ADX protocol. Results: Untreated dTGR developed
hypertension, cardiac, and renal damage and a 40% mortality (5/13) at 7 weeks. FAD286
reduced mortality to 10% (1/10), ameliorated cardiac hypertrophy, albuminuria, cell infiltration,
and matrix deposition in the heart and kidney. FAD286 had no effect on BP at week 5 and 6, but
slightly reduced BP at week 7 (17746 in dTGR+FAD286 and 200+5 mm Hg in dTGR). Los
normalized BP during the entire study. Circulating and cardiac Ald levels were reduced in
FAD286 or Los-treated dTGR. ADX combined with dex and salt treatment decreased circulating
and cardiac Ald to barely detectable levels. At week 7, ADX-dTGR-dex-salt had a 22%
mortality compared to 73% in dTGR-dex-salt. Both groups were similarly hypertensive (190+9
and 18744 mm Hg). In contrast, cardiac hypertrophy index, albuminuria, cell infiltration, and
matrix deposition were significantly reduced after ADX (p<0.05). Conclusion: Ald plays a key
role in the pathogenesis of Ang Il-induced organ damage. Both FAD286 and ADX reduced
circulating and cardiac Ald levels. Our results show that Ald produced in the adrenals is the main

source for cardiac Ald.

Key Words: aldosterone = angiotensin = heart failure = renin = inflammation
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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Herz-Kreislauf-Erkrankungen gehoren weltweit zu den hiufigsten Todesursachen, weshalb die
Aufdeckung neuer therapeutischer Ansidtze von hohem Interesse ist. Wahrend Angiotensin II
(Ang II) schon ldnger als schidigender Faktor in der Entwicklung von kardiovaskuldren
Erkrankungen bekannt war und Ang II-blockierende Medikamente seit der Verdffentlichung der
CONSENSUS-Studie 1988 und der SOLVD-Studie 1991 =zur Standarttherapie der
Herzinsuffizienz gehoren ', ist das durch Ang II regulierte Aldosteron (Ald) erst in den letzten
Jahren in den Mittelpunkt intensiver Herz-Kreislauf-Forschung geriickt. 1999 belegte die
RALES-Studie (Randomized ALdactone Evaluation Study) erstmals einen -eindeutigen
therapeutischen Nutzen des Ald-Rezeptor-Blockers Spironolakton bei Patienten mit schwerer
Herzinsuffizienz °. Es wurde die Frage aufgeworfen, ob nicht ein GroBteil des Nutzens von Ang
II-blockierenden Medikamenten wie ACE-Hemmern oder AT;-Blockern einer Senkung der Ald-
Ausschiittung zuzuschreiben sei. Ald, das bis zu diesem Zeitpunkt vor allem als klassisches
Hormon der Nierenregulation bekannt war, wurde nun in Zusammenhang mit verschiedenen
Krankheitsprozessen wie Fibrose, Hypertrophie und Inflammation gestellt. Bis heute sind immer
noch viele Pathomechanismen, iiber die Ald Anteil an der Entstehung verschiedener
Organschidden nimmt, unzureichend geklért.

Diese Arbeit untersucht anhand eines transgenen Tiermodells, welche Rolle Ald bei der
Entwicklung des Ang II-induzierten Organschadens spielt. Dabei wird auch die Frage behandelt,
ob das Herz selbst Ald produziert und ob einer solchen kardialen Synthese eine

pathophysiologische Bedeutung zukommt.

1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das RAAS spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von Salzhaushalt und Blutdruck. Renin
steuert die Bildung von Angiotensin I, das durch ACE (angiotensin-converting-enzyme) zu
Ang II umgewandelt wird. Ang II wiederum stellt den Hauptstimulus der adrenalen Ald-
Synthese dar.

Renin wird in den Granulazellen des juxtaglomeruldren Apparates der Niere synthetisiert. Durch
verschiedene Stimuli, wie niedrige Natriumkonzentration im Primérharn, Blutdruckabfall in den
Nierenarterien oder Aktivititssteigerung der sympathischen Nierennervenfasern, wird Renin

vermehrt aus den juxtaglomeruldren Zellen der Niere in den systemischen Kreislauf abgegeben.
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Zusétzlich fihrt ein sinkender Ang II-Spiegel {iber einen negativen Feedback-Mechanismus zu
einer gesteigerten Reninsekretion. Renin ist ein katalytisches Hormon, das aus dem iiberwiegend
in der Leber gebildeten Angiotensinogen (AOGEN) das Dekapeptid Angiotensin I abspaltet.
Vom Angiotensin I wird durch das Enzym ACE das physiologisch wirksame Oktapeptid Ang II
abgespalten. ACE ist ein vorwiegend endothelial-gebundenes Enzym mit besonders hoher
Konzentration in der Lunge. Zwei verschiedene Angiotensin-Rezeptoren (AT; und AT;) sind
bekannt, iiber die Ang II als Ligand seine verschiedenen physiologischen Funktionen vermittelt.
Ang II wirkt vasokonstriktorisch und erhéht damit den peripheren GefdaBwiderstand. Es steigert
die Natriumresorption direkt am proximalen Tubulus und verstirkt die ADH-Freisetzung aus
dem Hypophysenhinterlappen, wodurch die Wasser-Reabsorption in den Sammelrohren der
Niere erhoht wird. Zudem 16st es im Hypothalamus den Durstmechanismus aus und steigert
zusitzlich den Salzappetit. Die Ald-Sekretion wird durch Ang II mageblich reguliert, da Ang II
den Hauptstimulus der Ald-Synthese in den Nebennieren darstellt. Hohe Ang II-Spiegel
erzeugen also auch hohe Ald-Spiegel. Ald wiederum verhindert den renalen Salzverlust und
fordert die Kaliumausscheidung der Niere. Die erhohte Natriumkonzentration 1im
Extrazellulirraum fiihrt zu einer Expansion des Extrazellulir- und des Intravasalvolumens. Uber
diese Ang II- und Ald-induzierten Wirkmechanismen kommt es bei einem aktivierten RAAS zu

einer Blutdruckerhohung (Abb. 1).

Angiotensinogen

v

Angiotensin |

- Vasokonstriktion

v renale Na*-Resorption
|Angiotensin II|
ADH-Ausschittung

ACTH Kalium Neurotransmitter
\ PG / Durst + Salzappetit Blutdruck-
anstieg

Nebenniere

\ renale Na*-Resorption
[Aldosteron| 4@<

renale K*-Ausscheidung

Abb. 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Ang Il ist der Hauptstimulus der adrenalen Ald-

Ausschlittung. Durch Ang Il und Ald kommt es liber verschiedene Mechanismen zum Blutdruckanstieg.
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In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass das RAAS {iiber die Regulation von Salzhaushalt
und Blutdruck hinaus weiteren Einfluss nimmt. So treten Ang II und Ald als Mitspieler in
zahlreichen proinflammatorischen und fibrotischen Signalwegen auf und wirken proliferativ an
Herz und GefiBen *”,

Das oben beschriebene System wird auch als das zirkulierende RAAS bezeichnet und von einem
lokalen RAAS unterschieden. So wurden Teile des Produktions- und Aktivierungsapparates des
RAAS neben den klassischen Bildungsorten, wie Leber, Niere und Nebenniere, auch in weiteren
Organen und Zellverbinden, wie z.B. in Herz und GefiBien, nachgewiesen “°. Dies 4t
vermuten, dass an diesen Orten Angiotensinogen bzw. Ang II und Ald lokal synthetisiert wird
und direkt am Bildungsort autokrine oder parakrine Effekte vermitteln konnte. Das lokale RAAS
ist in der Lage, die Gewebespiegel von Ang II und Ald um ein vielfaches im Vergleich zu den
Plasmaspiegeln anzureichern. Beispielsweise ist die Ang [I-Konzentration in den Nieren 1000-
fach héher als im Plasma '°. Die Regulation des lokalen RAAS scheint teilweise unabhingig
vom zirkulierenden System stattzufinden ®, wobei das bendtigte Renin aus der Zirkulation ins
Gewebe aufgenommen wird ''. Die Bedeutung des lokalen RAAS ist noch nicht vollstindig
geklart, jedoch zeichnet sich ab, dass es u.a. eine Rolle in der Pathogenese kardiovaskuldrer

Erkrankungen spielen kénnte *'2,

1.2 Aldosteron und sein Rezeptor

Vor mehr als 50 Jahren entdeckten Sylvia Simpson und James Tait das Mineralokortikoid
Aldosteron. Sie fanden im Jahre 1951 eine bisher unentdeckte Substanz mit bedeutender
biologischer Aktivitit im Nebennierenextrakt, der sie den Namen Electrocortin gaben '°.
Zwischen 1952 und 1953 isolierten sie 1 mg pures Electrocortin und bestimmten viele Aspekte
dessen chemischer Struktur. In Zusammenarbeit mit Reichstein deckten sie schlieBlich 1954 die
komplette Struktur auf und benannten es in Ubereinstimmung mit den internationalen
chemischen Klassifikationen zu Aldosteron um ',

Das in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde produzierte Mineralokortikoid Ald wird aus
Cholesterin iiber Pregnenolon und Progesteron zu 11-Desoxykortikosteron umgewandelt,
welches wiederum zu 18-Hydroxykortikosteron und schlieBlich mittels der Ald-Synthase
CYP11B2 zu Ald metabolisiert wird (Abb. 2). Die Ald-Synthase CYP11B2 stellt somit ein

entscheidendes Glied im letzten Schritt der Ald-Synthese dar '>'°.
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Abb. 2: Biosynthese von Aldosteron. Die Ald-Synthase CYP11B2 ist wichtig fiir den letzten Schritt der

Biosynthese von Aldosteron.

Die adrenale Ald-Synthese wird hauptsidchlich durch Ang II und Kalium, in geringerem Ausmal
durch ACTH (adrenokortikotropes Hormon) und Neurotransmitter wie Katecholamine stimuliert.
Natriumretention, erhohtes Extrazelluldrvolumen und Kaliummangel supprimieren die adrenale
Ald-Synthese. Zusétzlich werden dem Dopamin und dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP)
hemmende Einfliisse auf die Ald-Produktion in den Nebennieren zugeschrieben '

Die hochste Bindungsaffinitit von Ald wurde am Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) beobachtet
%1% Der MR, der u.a. im distalen Nephron der Niere exprimiert wird und der Superfamilie der
Steroidhormonrezeptoren angehdrt, ist ein nukledrer Rezeptor, der sich im ungebundenen
Zustand im Zytoplasma befindet. Nach Bindung von Ald beobachtet man die Translokation des

MR-Komplexes in den Zellkern, wo er in Form eines Transkriptionsfaktors die Genexpression
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moduliert und somit Einfluss auf die Biosynthese verschiedener Proteine nimmt *°. Neben dieser
genomischen Signaliibermittlung sind jedoch in den letzten Jahren auch vermehrt nicht-
genomische Effekte von Ald beobachtet worden, die sich nicht mit dem Einfluss auf die
Gentranskription erkldren lassen. Diese Effekte sind innerhalb von 10 Minuten nachweisbar und
treten damit wesentlich schneller als die klassischen genomischen Ald-Wirkungen auf. So wurde
der hemmende Einfluss von physiologischen Ald-Konzentrationen auf den Natriumaustausch in
Erythrozyten schon vor 40 Jahren von Spach und Streeten beschrieben *'. Aufgrund des
fehlenden Zellkerns der Erythrozyten konnte dieser Ald-Effekt nicht genomisch vermittelt sein.
Weiter zeigte eine Studie an gesunden Minnern, dass die Injektion von Ald innerhalb von 5 min
den systemischen GefdBwiderstand und das Herzminutenvolumen verdndert, wobei das kurze
Zeitintervall gegen einen genomischen Effekt spricht *2. Diese schnellen nicht-genomischen
Signalwege umfassen dabei die Aktivierung von Proteinkinasen wie den MAP-Kinasen (mitogen
activated protein kinase) **. Die Frage, ob die nicht-genomische Wirkung von Ald durch
Bindung am MR vermittelt wird oder ob ein zweiter bisher unbekannter Rezeptor fiir Ald
existiert, konnte bis heute nicht eindeutig geklirt werden **. Wihrend einige Arbeitsgruppen in
Zellkulturexperimenten die rasche Ald-Wirkung mit einem MR-Blocker verhindern konnten *,
was fiir eine Signalvermittlung {iber den MR spricht, war dies bei anderen Gruppen nicht
moglich .

Als Arriza et al. 1987 den MR klonten, fiel ihnen auf, dass Kortisol am MR iiber eine gleich
hohe Bindungsaffinitit wie Ald verfiigt und somit ebenfalls als Ligand in Frage kommt . Da
Kortisol im Kreislauf in einer 1000-fach hoheren Konzentration als Ald vorhanden ist, wiirde
dies bedeuten, dass der MR vorwiegend von Kortisol anstatt von Ald besetzt ist ***°. Spitere
Untersuchungen deckten jedoch auf, dass im epithelialen Zielgewebe von Ald das Enzym 11p-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 (11B-HSD2) Kortisol am Rezeptor zu nicht-
bindungsfahigem Kortison metabolisiert 2930 Dadurch bleibt die Ald-Spezifitit des MR erhalten
(Abb. 3).
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Abb. 3: Aldosteron und Kortisol konkurrieren um die Bindung am Mineralokortikoid-Rezeptor.
11B-HSD2 metabolisiert Kortisol zum am MR inaktiven Kortison.

Die wichtige Rolle von 11B-HSD2 wird auch am Beispiel des AME-Syndroms (apparent
mineralocorticoid excess syndrome) deutlich, bei dem es durch eine Mutation im 113-HSD2-
Gen zur chronisch erhdhten MR-Aktivierung durch Kortisol mit folglich erhohter
Natriumriickresorption und Hypertonie kommt ', Gleiches zeigt sich bei der 11p-HSD2-
Blockade durch Carbenoxolon in uninephrektomierten Ratten, die ebenfalls Bluthochdruck und
die beim Aldosteronismus bekannten Organschiden entwickeln . Wihrend der MR im
klassischen Ald-Zielgewebe durch 11B8-HSD2 vor Kortisol geschiitzt ist, ist dies in anderen
Geweben wie z.B. dem Myokard durch Fehlen der Co-Expression von MR und 11B-HSD2 nicht
der Fall, wodurch es dort wahrscheinlich zur vorrangigen Bindung von Kortisol am MR kommt

834 Neuere Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass Kortisol am ungeschiitzten MR

34-37

anstelle eines Ald-imitierenden Einflusses einen antagonistischen Effekt erzeugt und es

neben der 11B-HSD2 weitere Mechanismen gibt, die die MR-Selektivitit fiir Ald unterstiitzen
38,39
Eine besonders hohe Konzentration von Ald-Rezeptoren sind in den Epithelien von Niere,

Colon, Schweil3- und Speicheldriisen zu finden, wobei diese auch als klassische Zielgewebe fiir
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die Mineralokortikoid-Wirkung angesehen werden *.

Hier reguliert Ald vor allem den
Natriumtransport der Epithelzellen. So wird in der Niere der MR im distalen Nephron exprimiert
und reguliert die Aktivitit und Biosynthese des epithelialen Natriumkanals ENaC, der
basolateralen Na'/K'-ATPase sowie einer Reihe von Enzymen des Citratzyklus. Ald aktiviert
den MR und steigert dadurch den Riickstrom von Natrium iiber den ENaC in die Epithelzellen
des distalen Nephrons, aus denen die Natriumionen durch die basolateral liegende Na'/K'-
ATPase dem Blutkreislauf zugefiihrt werden *'. Parallel zur gesteigerten Natriumretention wird
osmotisch Wasser nachgezogen und iiber den luminalen K'-Kanal vermehrt Kalium
ausgeschieden ** (Abb. 4). In den letzten Jahren sind weitere Zielproteine von Ald wie der
luminale Na'/Cl-Kotransporter (NCC) erkannt worden *. Damit ist der MR ein wichtiger
Vermittler in der Homoostase des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Dies wird besonders an

MR-Knockout-Méusen deutlich, die einen Pseudohypoaldosteronismus entwickeln und kurz

nach der Geburt am Salzverlustsyndrom versterben **.

Amilorid Aldosteron
Triampteren

¥ *
+ MR Na'

Na ——»

< [ ENaC
«—— K + MNa-K-
\ l ROM-K ATPase

Lumen Blut

N

Abb. 4: Wirkung von Aldosteron im distalen Nephron. Aldosteron bindet an den Mineralokortikoid-
Rezeptor (MR) und stimuliert die Synthese des epithelialen Natriumkanals (ENaC). Die ENaC-Funktion

kann durch Kalium sparende Diuretika wie Amilorid und Triamteren blockiert werden. Bei der Natrium-

Riickresorption im distalen Nephron sind auBerdem der Kalium-Kanal (ROM-K) und die Na'/K'-ATPase

aktiviert. (Abb. entnommen aus *°)
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Neben den klassischen epithelialen Zielgeweben wurden in den letzten Jahren auch andere nicht-
epitheliale Gewebe identifiziert, die den MR exprimieren, wie bestimmte Regionen des ZNS
4047 das Myokard ***° und die Endothel- und glatten Muskelzellen der GefiBe *'"2. In diesen
Geweben scheint die Rolle des MR und die Wirkung von Ald im Vergleich zum epithelialen
Gewebe sehr unterschiedlich zu sein. So wird der MR im Myokard u.a. mit der Pathogenese der

kardialen Fibrose in Zusammenhang gebracht .

1.3 Lokale Aldosteronsynthese

Wihrend nach der Entdeckung von Ald die Nebennieren als einziger Ort der Synthese
identifiziert wurden, deckten Untersuchungen der letzen Jahre auf, dass Ald moglicherweise
auch aufBlerhalb der Nebennieren in anderen Organen wie Herz, Gefdllen und Gehirn produziert
wird. Diese lokale Ald-Synthese, die einen Bestandteil des lokalen RAAS darstellt, wurde von
verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. So wurde die Expression von CYPI11B2, dem
Schliisselenzym der Ald-Synthese, in verschiedenen Hirnarealen von Ratten nachgewiesen und
ein Einfluss von lokalem Ald auf die zerebrale Blutdruckregulation postuliert ***. Zudem
fanden Gomez-Sanchez et al. geringe Mengen von Ald in den Gehirnen adrenalektomierter

Ratten °°

. In BlutgefdBen konnten ebenfalls Hinweise fiir eine lokale Ald-Synthese entdeckt
werden. So exprimieren Endothelzellen und glatte Muskelzellen aus der humanen
Pulmonalarteric mRNA der Ald-Synthase ***’ und auch in humanen Endothelzellen der
Nabelvene (HVEC) wurde eine CYP11B2-Expression gefunden, die durch Vorinkubation mit
Ang I stimuliert werden konnte **. Im Perfusat isolierter Mesenterialaterien von Wistar-Kyoto-
Ratten (WKY) konnte Ald nachgewiesen werden, wenn auch in wesentlich geringeren
Konzentrationen als im Plasma . Da die Mesenterialarterien von adrenalektomierten Ratten im
Vergleich zur Kontrollgruppe sogar eine hohere Ald-Konzentration im Perfusat aufwiesen,
wurde auch hier auf eine lokale Ald-Produktion geschlossen. Dennoch ist die Frage nach einer
vaskuldren Ald-Synthese und deren physiologischen Bedeutung nicht eindeutig geklirt. So
konnten Ahmad et al. die Ergebnisse von Takeda et al. an humanen vaskulidren Endothelzellen
nicht reproduzieren und fanden keine endotheliale CYP11B2-Expression .

Gegensitzliche Ergebnisse liegen vor allem zur Ald-Synthese des Herzens vor. Wihrend in
humanen RNA-Proben des gesunden adulten Herzens keine CYP11B2 mRNA nachgewiesen

61,62

werden konnte , gelang dieser Nachweis in gesunden Rattenherzen ®. Zusitzlich wurde Ald

und dessen Vorstufe Desoxykortikosteron sowohl im Homogenisat als auch im Perfusat von
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isolierten Rattenherzen gefunden ***. Gomez-Sachez et al. adrenalektomierten gesunde Ratten
und bestimmten nachfolgend die kardialen Ald-Spiegel. Dabei konnte bei 70% der Rattenherzen
kein Ald nachgewiesen werden, nur bei 30% fanden sich geringe Ald-Spiegel; zusammen mit
dem Befund einer extrem niedrigen CYP11B2-Expression in den Rattenherzen folgerten die
Autoren, dass der weitaus groBite Anteil des kardialen Ald der Zirkulation entstammt und im
Herz allenfalls eine sehr geringe Ald-Synthese stattfindet ®. Vermehrte Hinweise auf eine
potenzielle kardiale Ald-Produktion lassen sich im kranken Herz finden. So fanden Young et al.
zwar keine CYP11B2-Expression in den Proben von gesunden Herzen, konnten jedoch
CYP11B2 mRNA in Herzproben von Patienten mit Herzinsuffizienz nachweisen ®*. Mizumo et
al. fanden bei herzinsuffizienten Patienten im vendsen Koronarblut (Coronarsinus und Vena
interventricularis) hohere Ald-Konzentrationen als im Blut der Aortenwurzel und erklarten diese
Differenz mit einer lokalen Ald-Produktion im Herz ®. Demgegeniiber erhoben Tsutamoto et al.
bei einer vergleichbaren Studie genau entgegengesetzte Befunde .

Damit deuten viele Studien auf eine lokale extraadrenale Ald-Synthese in verschiedenen
Organen hin, wobei insbesondere eine kardiale Ald-Produktion aufgrund gegenséitzlicher
Studienergebnisse bis zum jetzigen Zeitpunkt umstritten bleibt. Die moglicherweise wichtige
Rolle einer lokalen Ald-Synthese wird deutlich, wenn man beachtet, dass an den Orten der

lokalen Produktion parallel der MR vorhanden ist: er wird im Myokard ***°, in den Endothel-

51,52 46,47
5 S 5

und glatten Muskelzellen der Gefal3e und in bestimmten Regionen des ZN exprimiert.
Dadurch konnte lokal produziertes Ald im Rahmen des lokalen RAAS auf para- oder autokriner

Ebene Signale vermitteln und evtl. auch auf pathophysiologische Prozesse Einfluss nehmen.

1.4 Rolle des RAAS bei der Entwicklung von Organschiden

Neben seiner zentralen Funktion in der Regulation von Salzhaushalt und Blutdruck scheint das
RAAS auch eine bedeutende Rolle in der Entwicklung verschiedener kardiovaskuldrer und
renaler Krankheitsprozesse zu spielen. Dies wurde u.a. mit der Verdffentlichung der
CONSENSUS-Studie 1988 und der SOLVD-Studie 1991 im Rahmen der Herzinsuffizienz
offensichtlich . Beide Studie zeigten, dass die Gabe des ACE-Hemmers Enalapril die
Mortalitit bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz senkt und die Herzfunktion verbessert. In
den folgenden Jahren wurde das ACE-abhidngige Ang II als potentieller Ausloser

kardiovaskuldrer Erkrankungen intensiv erforscht und neben den ACE-Hemmern die
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Substanzklasse der Ang II-Rezeptor-Blocker entwickelt. Beide Medikamentengruppen wurden
schlieBlich Teil der Standardtherapie bei Herzinsuffizienz.

Ald wurde zu diesem Zeitpunkt eine untergeordnete Rolle bei der Entwicklung kardiovaskuldrer
Erkrankungen zugeschrieben. Zudem ging man davon aus, dass es durch die Gabe von ACE-
Hemmern oder AT;-Blockern iiber eine Supression der Ang Il-stimulierten Ald-Synthese zur
parallelen Hemmung der Ald-Wirkung kédme. Borghi et al. konnten jedoch an Patienten mit
akutem Herzinfarkt zeigen, dass die durch die Gabe eines ACE-Hemmers anfanglich gesenkten
Ald-Spiegel nach wenigen Tagen wieder anstiegen ®. Dieser sogenannte "aldosterone escape"
wurde spiter auch von anderen Arbeitsgruppen im Rahmen der Herzinsuffizienz beschrieben ©.
Mit der Veroffentlichung der zwei groBBen Studien RALES 1999 und EPHESUS 2003 wurde
schlieBlich deutlich, dass neben Ang II auch Ald einen bedeutenden Einfluss auf die
Entwicklung kardiovaskuldrer Schiaden nimmt. In der RALES-Studie wurde Patienten mit
schwerer Herzinsuffizienz zusitzlich zur Standarttherapie der MR-Antagonist Spironolakton
verabreicht *. Die Studie wurde nach 24 Monaten vorzeitig abgebrochen, da die zusitzliche Gabe
von Spironolakton zu einer Reduktion der Mortalitit um 30% gefiihrt hatte. EPHESUS
untersuchte die Effekte des selektiven MR-Antagonisten Eplerenon bei Patienten mit
linksventrikuldrer Dysfunktion nach akutem Herzinfarkt "°. Dabei kam es in der mit Eplerenon
behandelten Gruppe ebenfalls zu einem signifikanten Abfall von Morbiditit und Mortalitét.
Seitdem ist Ald in den Mittelpunkt intensiver Herz-Kreislauf-Forschung geriickt. Die
Mechanismen, iiber die der schddigende Einfluss von Ald vermittelt wird, sind jedoch immer
noch nicht vollstindig geklart.

Fir Ang II konnten Tierstudien und Zellkulturversuche bereits eine Vielzahl von
pathophysiologischen Prozessen aufdecken, iiber die es an der Entstehung kardiovaskulérer
Schiden beteiligt ist. So kommt es bei einem aktivierten RAAS durch Ang II zur Hypertrophie
von Myozyten, zu gesteigerter Kollagenablagerung mit myokardialer Fibrose und zur Apoptose

6771 " Zusitzlich scheint Ang II seinen schidigenden Einfluss durch eine

in Myofibroblasten
gesteigerte Expression von Matrix-Metalloproteinasen, durch verstirkten oxidativen Stress und
durch eine NF-kB-vermittelte Entziindungsreaktion auszuiiben ">”>. Neben diesen Effekten auf
das Myokard ist Ang II auch an einer Schidigung der Koronargeféf3e beteiligt. So wurde fiir Ang
IT ein hypertrophischer, inflammatorischer und prothrombotischer Einfluss auf Koronararterien
nachgewiesen '*. An Apolipoprotein E-defizienten Miusen konnte gezeigt werden, dass Ang II
blutdruckunabhingig die Entstehung einer Atherosklerose fordert . Der prothrombotische

Effekt von Ang II scheint u.a. iiber dessen Einfluss auf den Plasminogen Aktivator Inhibitor-1
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(PAI-1) vermittelt zu sein. PAI-1 ist Teil des Gerinnungssystems und hemmt den
Plasminogenaktivator, und damit die Fibrinolyse. Eine Studie an Patienten mit Herzinsuffizienz
zeigte, dass die Gabe eines AT)-Blockers signifikant PAI-1 unterdriickt '°. Uber all diese
verschiedenen Mechanismen scheint Ang II an der Entstehung einer kardiovaskuldren
Erkrankung beteiligt zu sein.

Ald konnte iiber dhnliche Mechanismen am Herz schidigende Prozesse vermitteln, wie bisherige
Studien vermuten lassen. So scheint Ald ebenfalls wie Ang II einen profibrotischen Einfluss am
Myokard auszuiiben . Neonatale Myozyten, die mit Ald stimuliert wurden, wiesen eine
gesteigerte Zellhypertrophie auf '’. Zudem deuten einige Studien auf eine proinflammatorische
Wirkung von Ald am Herzmuskel hin "®. An gesunden Probanden wurden nach der Applikation
von Ald Anzeichen fiir eine akute endotheliale Dysfunktion beobachtet ”°. Der Zusammenhang
zwischen Ald und einer kardiovaskuldren Schiddigung wird auch am Beispiel des priméren
Hyperaldosteronismus deutlich. Dabei handelt es sich um ein Krankheitsbild mit deutlich
erhohten Ald-Spiegeln, bei dem als Ursache hiufig ein unilaterales Ald-produzierendes Adenom
der Nebennierenrinde zu finden ist *°. Patienten mit primirem Aldosteronimus kénnen neben
einer Hypertonie verschiedene Anzeichen einer kardiovaskuldren Schidigung entwickeln. Rossi
et al. fanden Anzeichen einer Herzhypertrophie, einer diastolischer Dysfunktion und einer
vermehrten kardialen Kollagenablagerung in dieser Patientengruppe °'. Eine andere
Arbeitsgruppe verglich das Risiko fiir Herzinfarkte, Vorhofflimmern und Schlaganfille bei
Patienten mit primidrem Aldosteronismus gegeniiber einer Patientengruppe mit essentieller
Hypertonie **. Dabei war das Risiko fiir die genannten Erkrankungen in der Gruppe mit
primdrem Aldosteronismus deutlich erhoht.

Wihrend das RAAS im physiologischen Rahmen die Nierenfunktion reguliert und aufrecht
erhilt, kann ein pathologisch aktiviertes RAAS neben den kardiovaskuldren Erkrankungen auch
zum renalen Schaden und zur Nierenfunktionseinschrinkung fiihren. Ang II fordert die
Produktion von nephrotoxischen reaktiven Sauerstoff-Spezies und stimuliert durch eine
gesteigerte Synthese von profibrotischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren die renale
Zellproliferation und den Gewebsumbau *. Verschiedene Studien legen die Vermutung nahe,
dass neben Ang II vor allem Ald an der Entstehung eines Nierenschadens beteiligt ist. Rocha et
al. infundierten SHRSP (stroke-prone spontaneously hypertensive rats) Ald in Kombination mit
einer salzreichen Didt, worauf diese eine Albuminurie und einen schweren Nierenschaden

entwickelten 3.
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Ang II und Ald scheinen in vielen Modellen ihren organschédigenden Einfluss iiber dhnliche
Mechanismen, wie z.B. Zellproliferation, Fibrose oder Entziindungsreaktion zu vermitteln und
nicht immer ist es moglich, den pathogenen Einfluss der beiden Hormone von einander
abzugrenzen. Hinsichtlich der thrombotischen Mikroangiopathie in der Niere konnten Chander et
al. jedoch demonstrieren, dass diese nur auf Ald und nicht zusitzlich auf Ang II zuriickzufiihren
ist ¥. Sie infundierten adrenalektomierten SHRSP unter einer salzreichen Diit entweder Ald
oder Ang II. Wihrend in der mit Ald infundierten Gruppe eine ausgeprédgte thrombotische
Mikroangiopathie der Nieren zu beobachten war, konnte diese in den Nieren der mit Ang II

infundierten SHRSP nicht gefunden werden.

1.5 Das dTGR-Rattenmodell

Fiir unsere Experimente nutzten wir ein transgenes Rattenmodell mit aktiviertem RAAS, in dem
sich aufgrund stark erhohter Ang II-Spiegel ein ausgeprigter renaler und kardiovaskulérer
Endorganschaden entwickelt. Dieses Modell wurde von Ganten et al. und Fumikazu et al.

entwickelt 5¢%7

. Die doppeltransgenen Ratten (dTGR) exprimieren neben ihrem eigenen RAAS
das humane Renin (hREN)- und humane Angiotensinogen (hRAOGEN)-Gen *. Sie gehen aus der
Kreuzung der homozygoten humanen AOGEN-Linie und der homozygoten humanen Renin-
Linie hervor. Humanes Renin spaltet nur humanes AOGEN, wihrend Ratten-AOGEN
(rAOGEN) nur als Substrat fiir Ratten-Renin (rREN) dient *. Das aus den beiden Systemen
entstehende Angiotensin I ist identisch und wird gleichermaflen zu Ang II umgewandelt. Dieses
zusitzliche humane Renin-Angiotensin-System fiihrt im Vergleich zu nicht-transgenen Sprague-
Dawley-Ratten zu drei- bis flinffach erhohten Ang II-Spiegeln in Herz, Niere und Plasma und ist
fiir eine Blutdruckerh6hung verantwortlich. Ratten, die nur einzeln transgen fiir entweder
humanes AOGEN oder humanes Renin sind, sind normoton % Unbehandelte dTGR entwickeln
Bluthochdruck, Niereninsuffizienz, Vaskulopathie und eine schwere linksventrikuldre
Herzhypertrophie **°*°! (Abb. 5). Sie sterben bereits im Alter von 7-9 Wochen.
Histopathologisch weisen die Herzen der Tiere eine schwere linksventrikuldre Hypertrophie mit
fokalen Nekrosearealen und entziindlichen Infiltraten auf. In den Nieren sind nephrosklerotische
Verdnderungen zu finden und in den NierengefdaBen zeigen sich sowohl starke Verdickungen der
Intima und Media als auch hyaline Ablagerungen. Zudem entwickeln dTGR eine ausgeprégte

Albuminurie, die mit einer renalen Infiltration von Leukozyten verbunden ist °*. Eine alleinige

Blutdrucksenkung ohne Inhibitoren von Renin bzw. Ang II kann diese Verdnderungen nicht
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aufhalten, wihrend die Blockade der Wirkungen von Renin oder Ang II den Endorganschaden
verhindert *'.

Aufgrund des Schweregrades der Nieren-, Herz- und Gefdfschiddigung 148t sich an diesem
Modell besonders gut die Pathogenese der durch Ang II-bedingten Organschéden untersuchen.
Da Ang II den Hauptstimulus der Ald-Synthese darstellt, finden sich in den Tieren neben den
erhohten Ang I1-Spiegeln auch 20-fach erhohte Ald-Spiegel im Vergleich zu gesunden Sprague-
Dawley-Ratten . Dadurch ist das Modell in besonderer Weise dazu geeignet, die Rolle von Ald

am Ang II-induzierten Endorganschaden zu untersuchen.

P | '-;I —— Herzhypertrophie

dTG &/

(humanes Renin x humanes AOGEN) /\

Hypertrophie

Vaskulopathie

Ang 11t

Entziindung

Fibrose

Ald 1 ’ \/

—p Niereninsuffizienz

Abb. 5: Schema des doppeltransgenen Rattenmodells. dTGR entwickeln eine schwere
Vaskulopathie, eine ausgeprégte linksventrikuldre Hypertrophie und eine Niereninsuffizienz. Da die
hohen Ang II-Spiegel in dTGR zusétzlich hohe Ald-Spiegel induzieren, kénnte auch Ald am

Endorganschaden beteiligt sein.

1.6 Blockade der Wirkung von Aldosteron

Zur Klirung der Frage, welche Rolle Ald im dTGR-Modell am Ang Il-induzierten
Endorganschaden spielt, ist es erforderlich, die Ald-Wirkung in dTGR auszuschalten. Dies ist
prinzipiell auf zwei Arten moglich. Zum einen kann der Rezeptor, {iber den Ald seine Wirkung

vermittelt, medikamentés durch MR-Blocker wie Spironolakton oder Eplerenon blockiert
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werden. Zum anderen kann der Ligand Ald selbst aus dem System entfernt werden, indem die
Ald-Synthese unterbunden wird. Dazu werden entweder die Nebennieren als Hauptort der Ald-
Produktion entnommen (ADX) oder es kommt ein Ald-Synthase-Hemmer zum Einsatz
(FAD286). Diese verschiedenen Moglichkeiten, die Ald-Wirkung zu blockieren, unterscheiden
sich in bestimmten Punkten: Ald-Antagonisten wie Spironolakton blockieren den MR fiir alle
potentiell in Frage kommenden Liganden. Demgegeniiber konnen bei der Blockierung der Ald-
Synthese mittels ADX oder Ald-Synthase-Hemmer andere Liganden weiterhin am MR binden
und Signale vermitteln. Hierbei ist vor allem Kortisol bzw. Kortikosteron zu nennen. Weiter ist
zu beachten, dass durch die ADX zwar das zirkulierende Ald entzogen wird, im Gegensatz zum
Einsatz eines Ald-Synthase-Hemmers jedoch eine extraadrenale lokale Ald-Synthese
unbeeinflusst bleibt.

Einen indirekten Effekt auf die Ald-Wirkung {iben Ang II-Rezeptorblocker wie z.B. Losartan
(Los) aus. Ang II stellt den Hauptstimulus fiir die adrenale Ald-Synthese dar. Der AT;-Blocker
Losartan hemmt den stimulierenden Einfluss von Ang II an den Nebennieren, wodurch es zu
einer Verminderung der adrenalen Ald-Produktion kommt. Verschiedene Studien haben jedoch
gezeigt, dass dieser Effekt nicht dauerhaft ist, sondern dass es nach einer gewissen Zeit zu einem
sogenannten "aldosterone escape" kommt **, d.h. dass trotz fortbestechender Gabe des AT;-

Blockers die Ald-Spiegel im Blut wieder ansteigen.

1.6.1 Aldosteron-Antagonisten

Ald-Antagonisten blockieren den MR, wodurch die MR-vermittelte Signalinduktion und
Wirkung von Ald unterbunden wird. Ausgehend von der chemischen Struktur des Ald wurde vor
mehr als 40 Jahren Spironolakton als erster Ald-Antagonist entwickelt, dessen hauptsédchliches
Untersuchungs- und Einsatzgebiet die Regulierung des Salz-Wasserhaushalts war °°. Bereits bei
den vorklinischen Untersuchungen fiel auf, dass zwischen den beobachteten antihypertensiven
Effekten von Spironolakton und seiner Wirkung auf den Elektrolythaushalt keine Korrelation
besteht und dass Spironolakton im Tiermodell vor den Folgen akuter Myokardnekrosen schiitzt
%97 Diese Beobachtungen blieben jedoch fiir lange Zeit ohne therapeutische Konsequenz und
Spironolakton wurde 1960 als kaliumsparendes Diuretikum zur Behandlung des primiren
Hyperaldosteronismus, bei Volumenbelastung, essentiellem Hypertonus und Hypokalidmie
zugelassen. Da Spironolakton wegen seiner gleichzeitigen Wirkungen am Ostrogen- und

Progesteron-Rezeptor ein ungiinstiges Nebenwirkungsprofil aufweist (in therapeutischer Dosis

hiufig Gyndkomastie, Libidoverlust, Impotenz und Periodestérungen), wurde nach
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spezifischeren Antagonisten gesucht und 1987 Eplerenon entwickelt. In vitro-Studien haben
gezeigt, dass Eplerenon zwar eine 10- bis 20-fach geringere Bindungsaffinitit zum MR aufweist,
jedoch im Gegensatz zu Spironolakton eine &duflerst geringe Affinitdit zu anderen
Steroidrezeptoren wie dem Ostrogen- und dem Progesteron-Rezeptor besitzt. Um eine
stimulatorische Wirkung an diesen Rezeptoren auszuldsen, wird eine >40-fach (am Ostrogen-
Rezeptor) bzw. 370-fach (am Progesteron-Rezeptor) hohere Eplerenon-Konzentration im

Vergleich zu Spironolakton benétigt .

1.6.2 Adrenalektomie (ADX)

Die Nebennieren stellen den hauptsdchlichen Bildungsort des zirkulierenden Ald dar. Werden sie
im Rattenmodell operativ entfernt, fallen die Ald-Spiegel im Plasma soweit ab, dass allenfalls
nur noch geringste Mengen von Ald nachgewiesen werden kénnen . Damit ist die Wirkung des
zirkulierenden Ald-Systems nahezu vollstdndig ausgeschaltet, wihrend jedoch eine potentielle
lokale Ald-Synthese z.B. in Herz, Gefalen und Gehirn unbeeinflusst bliebe. Zu beachten bleibt,
dass die Nebennieren nicht nur Ald, sondern auch Glukokortikoide und die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin bilden. Eine ADX hat damit auch immer einen Abfall dieser
Hormone zur Folge. Um den Einfluss dieser unerwiinschten Nebenwirkungen der ADX zu
minimieren, mufl den Versuchstieren tdglich Dexamethason substituiert werden. Dadurch wird
der Mangel an Kortikosteron ausgeglichen und eine normale Gewichtszunahme bei
physiologischen Glukose- und Insulinspiegeln im Plasma sichergestellt *°. Zusitzlich benStigen
adrenalektomierte Versuchstiere eine erhohte Salzzufuhr z.B. iiber das Trinkwasser, um den im

Rahmen des ausgepriagten Ald-Mangels auftretenden renalen Salzverlust zu kompensieren.

1.6.3 Der Aldosteron-Synthase-Hemmer FAD286

Neben den MR-Antagonisten wurde in den letzten Jahren eine neue Substanzklasse entwickelt,
die das Schliisselenzym der Ald-Produktion, die Ald-Synthase (CYP11B2), hemmt und somit die
Ald-Synthese blockiert. Der MR bleibt dabei unbeeinflusst. Das von Novartis (Novartis
Institutes for Biomedical Research, East Hanover,USA) entwickelte FAD286 gehort zu dieser
neuen Substanzklasse und ist ein Aromatase-Inhibitor (Abb. 6A). Zellkulturexperimente von
Novartis zur Wirksamkeit des neuen CYP11B2-Inhibitors zeigten, dass FAD286 in nanomolarer
Konzentration spezifisch die Ald-Synthase hemmt '®°. Hierbei wurden die NCI-H295R-Zell-
Linie verwendet, die einem invasiven humanen adrenokortikalen Tumor entstammt und auf

verschiedene Stimuli (wie z.B. Ang II), vergleichbar mit der Nebenniere, Ald synthetisiert '°'.
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NCI-H295R-Zellen wurden mit 1uM Ang II und FAD286 in verschiedenen Konzentrationen
iiber 24 Stunden inkubiert und die jeweilige Ald-Abgabe ins Medium gemessen. Die Versuche
zeigten, dass FAD286 dosisabhédngig die Ang Il-induzierte Bildung von Ald in NCI-H295R-
Zellen unterdriickt (Abb. 6B). Dabei lag die halbmaximale Hemmkonzentration 1Cs (inhibiting
concentration 50%) von FAD286 bei 37+4 nM.

A B
FAD286
= X 100~ @ Py
N S
N/ § 80
pd
4
-g 60
o
1=
o 40—
c
o]
1 "
g 20
C| @ ICs, =37 £4nM (n =5)
H| T 0 | | | | LI
N < 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

[FAD286] (nM)

Abb. 6 A: Strukturformel von FAD286. FAD286 ist ein Synonym fir (+)-(5R)-4-(5,6,7,8-
tetrahydroimidazo[1,5-a]pyridin-5-yl) benzonitrile hydrochloride; B: FAD286 in vitro. FAD286 hemmt die
Ang ll-induzierte Ald-Synthese in NCI-H295R-Zellen mit einer IC5yvon 3714 nM.

Bisher waren nur wenige Substanzen bekannt, die die Ald-Synthese blockieren. Fadrozol, ein
Aromatase-Inhibitor, der eine Rolle in der Behandlung von Brustkrebs spielt, hemmt sowohl die
Ald-Synthese als auch die Glukokortikoid-Produktion 192 Ketoconazol '®, ein Antimykotikum,

104 stellen weitere Substanzen dar, die mehr oder

und Imidazolylmethylentetrahydronaphthalen
weniger die Ald-Synthase CYP11B2 hemmen, jedoch eine eher geringe Selektivitit aufweisen.
Mit FAD286 steht nun erstmals ein Ald-Synthase-Inhibitor zur Verfiigung, der spezifisch das

Enzym CYP11B2 blockiert.
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1.7 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist, folgende Fragen zur Rolle von Ald im dTGR-Modell zu kliren:
1. Welche Rolle spielt Ald beim Ang II-induzierten Endorganschaden?

2. Findet im Herz eine relevante lokale Ald-Synthese statt?

1.7.1 Welche Rolle spielt Ald beim Ang II-induzierten Endorganschaden?

dTGR weisen stark erhohte Ang II-Spiegel auf und entwickeln nach wenigen Wochen einen
ausgeprigten Endorganschaden. Untersuchungen mit verschiedenen Ang II-Antagonisten haben
gezeigt, dass die hohen Ang II-Spiegel fiir den Organschaden verantwortlich sind %2 Bisher ist
jedoch nicht vollstindig geklart, auf welchem Weg Ang Il den Organschaden induziert. In dieser
Arbeit wird die Hypothese untersucht, dass Ang II einen Teil seiner organschidigenden Wirkung
tiber Ald vermittelt. Ang II stellt den Hauptstimulus der Ald-Synthese dar und hohe Ang II-
Spiegel induzieren hohe Ald-Spiegel. Damit konnte auch Ald den Endorganschaden
verursachen. Zur Kldrung der Fragestellung wurden den Versuchstieren der Ligand Ald mittels

des Ald-Synthase-Hemmers FAD286 oder durch ADX entzogen.

Im einzelnen wurden hierbei folgende Fragestellungen am dTGR-Modell untersucht:

e Blockiert der neue Ald-Synthase-Hemmer FAD286 in vivo suffizient die Ald-Produktion?
e Vermindert die Gabe von FAD286 die Auspragung des Ang II-induzierten Organschadens?
e Vermindert ADX die Auspragung des Ang II-induzierten Organschadens?

e Ist ein potentieller organprotektiver Effekt von FAD286 oder ADX blutdruckabhéngig?

Die Auspragung des Organschadens wurde dabei anhand von Mortalitdt, Herz- und
Nierenfunktion bestimmt. Als Vergleichsgruppen dienten unbehandelte oder mit Los-behandelte

dTGR in Protokoll I, bzw. Dexamthason (Dex) / Salz-behandelte dTGR in Protokoll II.

1.7.2 Findet im Herz eine relevante lokale Ald-Synthese statt?

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass Ald auch auerhalb der Nebennieren lokal in
verschiedenen Geweben produziert wird °**’. Ungeklirt bleibt bisher, ob dies auch im Herz der
Fall ist. Um diese Fragestellung anhand unseres dTGR-Modells zu untersuchen, wurden die Ald-
Spiegel im Plasma und im Herz von adrenalektomierten Versuchstieren bestimmt. Im Fall einer

lokalen Ald-Synthese im Herz wéren bei den ADX-Tieren messbare Ald-Spiegel im Herzgewebe
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zu erwarten. Um dariiber hinaus zu erforschen, ob eine potentielle kardiale Ald-Produktion einen
Einfluss auf den Ang Il-induzierten Herzschaden hat, erhielten adrenalektomierte dTGR

zusatzlich FAD286.

Im Detail wurden hierbei folgende Fragestellungen am dTGR-Modell untersucht:

e Welchen Einfluss hat die ADX auf die kardialen Ald-Spiegel?
e Welche Menge des kardialen Ald entstammt den Nebennieren?
e Fiihrt die Gabe von FAD286 bei adrenalektomierten dTGR zu einer zusitzlichen

Verminderung des kardiovaskuldren Schadens?
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2.1 Materialien

Tab. 1 enthilt eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Wirkstoffe. Die
bei der Immunhistochemie eingesetzten Antikdrper sind in Tab. 2 zusammengefasst. Die im
Rahmen der RT-PCR verwendeten Primer und Sonden wurden von Biotez (Berlin-Buch)
bezogen und sind in Tab. 3 aufgelistet. Alle verwendeten Sonden sind am 5'-Ende mit dem

Reporterfarbstoff FAM (6-Carboxyfluoreszin) und am 3’-Ende mit dem Quencherfarbstoff

TAMRA (6-Carboxytetramethylrhodamin) markiert.

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Wirkstoffe

Substanz

Aceton

Aktivkohle

Chloroform
Dexamethason
Isopropanol

Levamisol
Naphtol-AS-Bi-Phosphat

C-1000 ssniff (Standardfutter)
FAD286-Futter-Sondermischung
Losartan-Futter-Sondermischung

Mayers Hamalaun-Ldsung
Neufuchsin

Superskript II Reverse Transkriptase
Trizol“-Reagenz

TagMan® Universal PCR Master Mix
SYBRGreen PCR Master Mix

FAD286

ELISA-Kit
Tritium-markierte Steroide
121 Aldosteron

Dextra T-70
APAAP-Komplex
GelTol-Medium
Vectashield-Medium

Firma
Sigma, Deisenhofen

Ssniff, Soest

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

PE Biosystems, Weiterstadt

Novartis, East Hanover,USA
CellTrend, Berlin

Amersham Biosciences, Freiburg
Medipro AG, Teufen, Schweiz
Pharmacia Fine Chemicals, Schweden
Dako, Hamburg

Coulter-Immunotech, Hamburg

Vector Laboratories, Burlingame, USA




2 MATERIAL UND METHODEN

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Antikorper (Immunhistochemie)

Antikorper Firma

anti-CD4 BD Pharmingen, Heidelberg
anti-CD86

anti-Ox6

anti-MHC Klasse-II

anti-ED-1 Serotec, Diisseldorf
anti-CD8

anti-Fibronektin Paesel, Duisburg
anti-Kollagen-1V Southern Biotechnology, USA
Kaninchen-anti-Maus-IgG Dako, Hamburg
Maus-anti-Kaninchen-IgG

Cy3-konjugierter anti-Maus Dianova, Hamburg
Cy3-konjugierter anti-Kaninchen

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Primer und Sonden (RT-PCR)

o-MHC
Vorwirts-Primer:-  5' AAC GCC CAA GCC CGC TTG AA 3'
Riickwirts-Primer:  5' CAT TGG CAC GGA CTG CGT CA 3'

g-MHC
Vorwirts-Primer: 5'GAG CCT CCA GAG TTT GCT GAA GGA 3'
Riickwirts-Primer:  5' TTG GCA CGG ACT GCG TCA TC 3'

ANP
Vorwirts-Primer: 5" AGT GGC AAT GCG ACCAAGCTGT?3
Rickwirts-Primer;: 5' TCG CAA AAG ATC CCA AGCCCTT3'

CYP11B2

Vorwiérts-Primer: 5' AGA GGC TGG GCC TCC TTG 3'
Riickwirts-Primer:  5' CAT TGA ATG TAG GGC ATG GAT GA 3

Sonde: 5'TCA TGA CCT GAA CCC TGG TAG CCT GAAG 3

18S

Vorwirts-Primer: 5'ACA TCC AAG GAA GGC AGC AG 3
Riickwirts-Primer:  5' TTC GTC ACT ACC TCC CCG G 3'
Sonde: 5'CGC GCA AATTACCCACTCCCGAZZ

Hvpoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Vorwarts-Primer: 5" ACT TGC TCG AGA TGT CAT GAA GG 3'
Ruckwarts-Primer:  5' GTA ATC CAG CAG GTC AGC AAA GA 3'
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2.2 Tierversuch

2.2.1 Tiere, Tierhaltung und Di:it

Als Versuchstiere dienten 4 Wochen alte minnliche dTGR, die bei Lieferung ein
durchschnittliches Gewicht von 57+2 g aufwiesen. Sie wurden von der Firma RCC Ltd.
(Biotechnology & Animal Breeding Division, Fiillinsdorf, Schweiz) bezogen. Die Ratten wurden
in Kédfigen bei 24+2°C Raumtemperatur, 60% Luftfeuchtigkeit und einem Tag-Nacht-Rhythmus
von 12 Stunden bei kiinstlichem Licht gehalten. Als Nahrung erhielten sie eine Standarddiét flir
Ratten (C-1000 Ssniff), die 0,2% Natrium enthielt, sowie Leitungswasser ad libitum. Abhingig
vom Protokoll wurde dem Leitungswasser 1% NaCl zugesetzt. Alle Richtlinien fiir Tierhaltung
der American Physiological Society wurden befolgt und eine Versuchsgenehmigung der

ortlichen Behorden lag vor (Genehmigung # G 408/97).

2.2.2 Behandlungsprotokolle

Drei verschiedene Behandlungsprotokolle wurden aufgestellt:

Protokoll I

In diesem Protokoll wurden dTGR von der 4. bis zu 7. Woche mit dem Ald-Synthase-Hemmer
FAD286 in einer Dosis von 4 mg/kg/Tag (im Futter; n=10) oder dem AT;-Blocker Losartan
(Los) in einer Dosis von 30 mg/kg/Tag (im Futter; n=8) behandelt (Abb. 7). Unbehandelte dTGR
(n=13) dienten als Kontrollgruppe. Alle Ratten wurden nach der 7. Woche getotet.

Blutdruck Blutdruck Blutdruck

Losartan metabolische metabolische metabolische
FAD286 Kafige Kafige Kafige
Behandlung

T 1%
4 < 6 7

Abb. 7: In Behandlungsprotokoll | erhielten 4 Wochen alte dTGR iiber 3 Wochen FAD286 oder Los.
Woéchentlich wurden der Blutdruck gemessen und Urinproben gesammelt.
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Protokoll IT

In diesem Protokoll wurden dTGR (n=12) in der 4. Lebenswoche adrenalektomiert und mit
nicht-adrenalektomierten dTGR (n=9) verglichen (Abb. 8). Um den Verlust an Glukokortikoiden
durch die Adrenalektomie (ADX) auszugleichen, erhielten beide Gruppen eine téigliche
Einzeldosis Dexamethason (Dex) von 12 pg/kg/Tag intraperitoneal. Wie von Stanton et al.
berichtet, ist diese Dosierung der Dex-Substitution ausreichend, um die normale
Gewichtszunahme, die glomerulére Filtrationsrate und die Niichtern-Glukose- und Insulinspiegel
im Plasma aufrechtzuerhalten *. Desweiteren wurde dem Trinkwasser 1% NaCl zugesetzt, um
den renalen Salzverlust bei Aldosterondepletion auszugleichen. Alle Ratten wurden nach der 7.

Woche getotet.

Blutdruck Blutdruck Blutdruck

ADX metabolische metabolische metabolische
Kafige Kafige Kafige

! ! !

Dex/Salz-Gabe
ﬁ Lebens-
woche
4 3 6 7

Abb. 8: In Behandlungsprotokoll Il wurden 4 Wochen alte dTGR adrenalektomiert und iiber 3
Wochen mit Dex/Salz substituiert. Wochentlich wurden der Blutdruck gemessen und Urinproben

gesammelt.

Protokoll III

Dieses Protokoll war identisch mit Protokoll II, jedoch wurde eine zusitzliche Gruppe von
adrenalektomierten dTGR mit FAD286 in einer Dosierung von 4 mg/kg/Tag (im Futter; n=12)
behandelt, um jegliche Ald-Synthase-Aktivitdt auBerhalb der Nebennieren zu blockieren. Zudem
wurden die Ratten erst nach 9 Wochen getotet (Abb. 9).



2 MATERIAL UND METHODEN 23

ADX
Blutdruck

+
FAD286 metabolische Kifige

! ! ! ! !

FAD286 + Dex/Salz-Gabe
ﬁ Lebens_
woche
4 3 6 7 8 9

Abb. 9: In Behandlungsprotokoll Ill wurden 4 Wochen alte dTGR adrenalektomiert und zusétzlich
liber 5 Wochen mit FAD286 behandelt. Wéchentlich wurden der Blutdruck gemessen und Urinproben

gesammelt.

Wihrend der Behandlung bzw. nach der ADX wurde in allen Protokollen Korpergewicht,
Blutdruck und renale Proteinausscheidung gemessen und eine Echokardiographie durchgefiihrt.
Nach Versuchsende wurden Blutproben entnommen und es erfolgte eine histologische

Aufarbeitung der Herzen und Nieren aller Versuchstiere.

2.2.3 ADX-Operation
Um die Nebennieren zu entfernen, wurden die Ratten durch Insufflation eines Isofluran(3%)-
Luft-Gemischs narkotisiert. Bilateral erfolgte eine dorsolumbale Hautinzision mit Er6ffnung des

Retroperitonealraums und beidseitger Entfernung der Nebennieren.

2.2.4 Messung des Blutdrucks
Die Messung des systolischen Blutdrucks erfolgte mittels der Tail-Cuff-Methode, bei der die
Ratten eine leichte Athernarkose erhielten. Die Messungen begannen in der 5. Woche und

wurden bis zum Versuchsende jeweils einmal pro Woche durchgefiihrt.

2.2.5 Transthorakale Echokardiographie

Jeweils kurz vor Versuchsende (Protokoll I + II in der 7. Woche; Protokoll III in der 9. Woche)
wurden die Ratten echokardiographiert. Zur Durchfiihrung der Ultraschalluntersuchung erhielten
die Ratten zunichst eine Insufflationsnarkose mit 3% Isofluran, die wéhrend der gesamten

Untersuchung aufrecht erhalten wurde. Um optimale Untersuchungsbedingungen zu schaffen,
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wurde der Brustkorb vom Haarkleid befreit und die zu untersuchende Ratte in Riickenlage
fixiert. Nach dem Auftragen des Ultraschallgels wurde mit einem gebrduchlichen
Ultraschallgerdit und einem 15 MHz Phased-Array-Schallkopf das Herz in der kurzen
parasternalen Achse dargestellt. Mittels des M-Mode-Verfahrens wurde die Herzaktion
aufgezeichnet und die Durchmesser des linken Ventrikels, der linksventrikuldren Hinterwand
und des Ventrikelseptums wihrend Systole und Diastole gemessen, sowie die linksventrikuldre
Ejektionsfraktion bestimmt. Die totale Herzwanddicke wurde aus der Summe der Durchmesser
von Septum und linksventrikuldrer Hinterwand berechnet. Es wurden jeweils 3 Messungen pro

Herz durchgefiihrt, die dann gemittelt und statistisch ausgewertet wurden.

2.3 Biochemische und hormonelle Messungen

2.3.1 Messung der renalen Albuminausscheidung

Die renale Albuminausscheidung wurde bei den Ratten in der 5., 6. und 7. Woche gemessen.
Hierfiir wurden sie in metabolische Kifige gesetzt und der Urin liber 24 h gesammelt. Die
Bestimmung der Albuminkonzentration des Urins erfolgte mittels eines kommerziellen ELISA

(enzyme-linked immunsorbent assay)-Kits.

2.3.2 Messung von Renin, Kortikosteron und Aldosteron

Die Blutproben der Versuchstiere wurden mit dem Verfahren der Dekapitation gewonnen und
bei -20°C gelagert. Die Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA) und die Plasma-Renin-Konzentration
(PRC) wurden mit einem Enzym-Kinetik-Assay nach Poulsen und Jorgensen bestimmt ',

Im Serum enthaltenes Kortikosteron wurde mit einem organischen Losungsmittel aus dem
Plasma extrahiert. Die nachfolgende Messung erfolgte mittels eines speziellen
Radioimmunoassays (RIA), bei welchem Tritium-markierte Steroide und spezifische Antikorper
eingesetzt wurden '%°.

Zur Messung von Ald kam ein kompetitiver RIA zum Einsatz '”’. Bei diesem Verfahren
konkurrieren das im Plasma enthaltene Ald und eine zugefiigte Menge radioaktiv markierten Ald
(Tracer) um die Bindung an einer definierten Menge von spezifisch gegen Ald gerichteten
Antikorpern. Es kommt zur Bildung von Ald-Antikorper-Komplexen, wobei die gebundene
Radioaktivitdt umso hoher ist, je weniger Ald in der Plasmaprobe vorhanden war. Die Trennung

des freien vom gebundenen Ald erfolgt durch Zugabe von Aktivkohle. Freies radioaktiv-

markiertes Ald wird durch Oberflichenadsorption an die Aktivkohle gebunden und kann nun
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abzentrifugiert werden. Anschliefend wird eine Messung der Radioaktivitit der verbleibenden
Probe durchgefiihrt. Die Bestimmung der Ald-Konzentration in der Probe erfolgt mit Hilfe einer
Standardkurve, die durch die Messungen verschiedener Standardldsungen mit definierten Ald-
Konzentrationen erstellt wurde. Im einzelnen wurden 25 pl des zu untersuchenden Plasmas oder
der Standardldsung (0 bis 32 pg Ald in Pufferlosung) in 75 pl Pufferlosung (NazPOyq, 0,05 mol/L,
pH 7,5) pipettiert. Ein Gemisch (0,5 ml) von Antiserum (Verdiinnung 1:480000) und '*I-
Aldosteron (2000 cpm) wurde zugegeben. Die Proben wurden bei 4 °C 48 h inkubiert. Danach
wurde 0,6 ml Aktivkohle-Suspension (10 mg / L in einer wissrigen Losung von Img / L
Dextran) hinzugefiigt und das Gemisch wurde bei 4 °C weitere 6 min inkubiert. Nach der
Zentrifugation bei 4 °C und 5000 x g fiir 20 min wurde der Uberstand und die Aktivkohle separat

in einem Gamma-Zahler (Autogamma 800C, Packard) gemessen.

2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Entnahme der Organe

Die Ratten wurden unter Athernarkose im Alter von 7 (Protokoll I + II) oder 9 (Protokoll III)
Wochen durch Dekapitation getotet. Die Nieren und Herzen wurden entnommen und in eiskalter
Kochsalzlosung gewaschen, trocken getupft und gewogen. Fiir die Immunhistochemie wurden
die Nieren sagittal und die Herzen horizontal geschnitten, in -35°C kalten Isopentan

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.2 Farbungen

Fir die immunhistochemischen Gewebeuntersuchungen kamen die APAAP-Methode
(Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase) und die Immunfluoreszenz zum Einsatz.
Aus den bei -80°C gelagerten Nieren und Herzen wurden 6 pm dicke Gefrierschnitte angefertigt
und an der Luft getrocknet. Die Schnitte wurden mit kaltem Aceton fixiert, luftgetrocknet und
mit Tris-Puffer-Losung (TBS: 0,05M Tris Puffer, 0,15M NaCl, pH 7,6) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Schnitte in einer Feuchtigkeitskammer fiir 60 min bei Raumtemperatur
mit den entsprechenden primdren Antikérpern inkubiert. Zur Bestimmung der Zellinfiltration
wurden folgende monoklonale Antikdrper verwendet: anti-CD4, anti-ED-1 und anti-CD8, anti-
MHC (major histocompatibility complex) Klasse-1I, anti-CD86 und anti-Ox6. Zur Darstellung
von fibrotischen Verdnderungen kamen die polyklonalen Antikdrper anti-Fibronektin und anti-

Kollagen-IV zum Einsatz. AnschlieBend wurden die Schnitte mit TBS gewaschen.
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Bei der APAAP-Methode wurden die Gewebeschnitte nun mit einem Briickenantikorper
(Kaninchen-anti-Maus-IgG; Maus-anti-Kaninchen-IgG) bei Raumtemperatur fiir 30 min
inkubiert und erneut mit TBS gespiilt. Der APAAP-Komplex wurde hinzugegeben und die
Schnitte fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Immunreaktivitit wurde durch
Entwicklung in einem Gemisch aus Naphtol-AS-Bi-Phosphat und Neufuchsin dargestellt.
Endogene alkalische Phosphatase wurde durch Hinzugabe von 10 mM Levamisol zur
Substratldsung blockiert. Die Schnitte wurden leicht in Mayers Hdmalaun-Losung gegengefarbt,
mit Leitungswasser gespiilt und mit GelTol-Medium eingedeckt.

Fir die Immunfluoreszenz wurden die Gewebeschnitte nach Inkubation mit dem priméren
Antikorper und Spiilen mit TBS (s.0.) mit einem Cy3-konjugierten sekundiren anti-Maus- bzw.
anti-Kaninchen-Antikérper im Dunkeln bei Raumtemperatur 60 min inkubiert. Nach dem
Waschen mit TBS wurden die Schnitte mit DAPI (Diaminophenylindol) gegengefdrbt und mit
Vectashield-Medium eingedeckt. Als Kontrollen wurden Gewebeschnitte nur mit dem
sekunddren Antikorper inkubiert unter Auslassung des Primirantikorpers, wobei es zu keiner
spezifischen Immunfarbung kam. Dadurch konnte eine nichtspezifische Bindung des sekundiren
Antikorpers am Gewebeschnitt ausgeschlossen werden.

Die APAAP- und Immunfluoreszenz-Farbungen wurden mit einem Zeiss Axioplan-2-Mikroskop
(Zeiss, Jena) analysiert und mit dem Axiovision-3-Multichannel-Bildbearbeitungsprogramm
(Zeiss, Jena) digital gespeichert bzw. mit einem Color Reversal Film Agfa CTX 100
fotographiert. Die semiquantitative Auswertung von infiltrierten Zellen in den Nieren und den
Herzen (CD4+, CD8+, ED1+, MHC-Klasse II+, CD86+ und Ox6+-Zellen) wurde mit einem
Computerprogramm zum Zellzdhlen der Firma Zeiss (KS 300 3.0, Zeiss, Jena) vorgenommen.
Es wurden 15 verschiedene Areale von jeder Herz- und Nierenprobe (n=5 pro Gruppe) ohne
Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit ausgewertet. Die Kollagen IV- und Fibronektinablagerungen
in den Gewebeschnitten wurden basierend auf der Intensitdt der Anfirbung semiquantitativ mit

relativen Einheiten (0-5+) bewertet.

2.5 RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

2.5.1 RNA-Extraktion
Fiir die RT-PCR wurde die Gesamt-RNA aus dem linksventrikuldren Herzgewebe nach dem
Trizol® Protokoll (Gibco Life Technology, Deutschland) isoliert. Trizol® ist eine patentierte

gebrauchsfertige Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, mit der Gesamt-RNA aus
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Zellen oder Geweben isoliert werden kann. Mit der Verwendung von Trizol® wurde eine
Vereinfachung der von Chomczynski et al. (1987) entwickelten Methode zur RNA-Isolierung

. 108
erreicht

. Das Reagenz 16st Zellwidnde und Zellkomponenten auf, wobei die RNA jedoch
intakt bleibt. Durch Zugabe von Chloroform und darauffolgender Zentrifugation wird die
Trizol®-Losung in eine wifrige und eine organische Phase aufgetrennt, wobei die RNA
ausschlieBlich in der wélrigen Phase verbleibt, und so isoliert werden kann.

Dem Trizol-Protokoll folgend wurde das tiefgefrorene Herzgewebe unter sterilen Bedingungen
pulverisiert und im Trizol®-Reagenz gelost (100 mg/ml Trizol). Bei Raumtemperatur wurden die
Proben 5 min inkubiert, mit 0,2 ml Chloroform geschiittelt, weitere 3 min inkubiert und
anschlieend 15 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die waBrige Phase wurde in eine neue
Tube tberfiihrt, 0,5 ml Isopropanol zugesetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und 10 min
bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert. Dabei setzte sich das RNA-Pellet ab und der Uberstand
konnte verworfen werden. Nach einem Waschvorgang mit 75%igem Ethanol, 5 min

Zentrifugieren bei 7500 x g und 4 °C wurde das Pellet getrocknet, je nach Pelletgrofie in 20-100
ul RNase freiem Wasser geldst, portioniert und bei -85 °C gelagert.

2.5.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT) ist der erste Schritt bei der Untersuchung der Genexpression
mittels der RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Dabei wird die
isolierte RNA mit einer "Reversen Transkriptase" in ihre komplementire DNA-Sequenz (cDNA)
konvertiert, die dann mittels PCR quantifiziert werden kann. "Reverse Transkriptasen" sind
DNA-Polymerasen, die RNA als Matrize verwenden. Das 3'-Ende eines Primers liefert dabei
den Startpunkt fiir die Synthese des cDNA-Stranges, wobei ein RNA-DNA-Hybrid entsteht.
Dieser Schritt wird auch als Einzelstrang-Synthese bezeichnet. In der anschlieBenden PCR-
Amplifikation dient nur der cDNA-Strang als Matrize.

Verwendet wurde die Superskript II Reverse Transkriptase, wobei zuerst 2 pg der isolierten
RNA mit 2,5 pl Oligo(dT)-Adaptor-Primer (20 uM) versetzt und auf 12 pl mit DEPC-Wasser
aufgefiillt wurden. Nach 5 min bei 70 °C wurde der Versuchsansatz sofort auf Eis gestellt. Nach
der Zugabe von 4 pul 5x Erst-Strang-Puffer, 2 ul DTT (0,1 M) und 1 pl ANTP Mix (10 mM)
wurde der Ansatz fiir 2 min bei 42 °C inkubiert, bevor 1 pl Superskript I (200 U/ul) zugegeben
wurde. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 1 h bei 42 °C, bevor die Reaktion durch

Erhitzen (90 °C fiir 5 min) gestoppt wurde.
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2.5.3 TagMan RT-PCR

Zur Bestimmung der RNA-Expression von CYP11B2 wurde die Real-Time TagMan RT-PCR
verwendet. Bei dieser Methode werden mittels der Taq-Polymerase einzelne komplementére
Oligonukleotide, die sich an die aufgetrennte DNA-Doppelhelix angelagert haben, zu einem
Strang verbunden. Neben den Primern hybridisiert zusétzlich eine Sonde an den Matrizenstrang.
Diese besteht aus einem sequenzspezifischen Oligonukleotid, das zwischen den beiden Primern
an die Zielsequenz bindet, am 5'-Ende mit einem fluoreszierenden ,,Reporter-Farbstoff markiert
ist und am 3'-Ende einen ,,Quencher“-Farbstoff trdgt. Wird die intakte Sonde bei einer
spezifischen Wellenldnge von 488 nm angeregt, so wird die Fluoreszenz des "Reporter"-
Farbstoffs aufgrund der rdumlichen Ndhe zum "Quencher" durch einen Fluoreszenz-
Energietransfer unterdriickt. Wenn nach der Hybridisierung von Primer und Sonde an den
Matrizenstrang die Tag-Polymerase die einzelnen Nukleotide zusammenfiigt, trifft sie auch auf
die Sonde. Da die Tag-Polymerase neben ihrer Polymeraseaktivitdt noch eine 5'-3'-Exonuklease-
Aktivitit aufweist, wird die Sonde vom Matrizenstrang abgetrennt und geschnitten. Dadurch
wird der Abstand zwischen dem fluoreszierenden Farbstoff und dem Quencher-Farbstoff gréBer,
der Fluoreszenz-Energietransfer wird ausgeschaltet und der Reporter-Farbstoff gibt nach
Anregung mit einer Wellenldnge von 488 nm sein Fluoreszenzsignal ab. Sonden, die wihrend
der PCR nicht an den DNA-Strang angelagert waren, werden nicht hydrolysiert. Somit wird die
rdumliche Ndhe zwischen den beiden Farbstoffen auch nicht unterbrochen und die nicht
angelagerten Sonden geben daher kein Signal ab. Auf diese Weise ist es moglich, an der Stéirke
des Fluoreszenzsignals die Akkumulation der PCR-Produkte abzulesen. Dies wird mit Hilfe des
ABI PRISM™ 7700 Sequence Detektors im geschlossenen Reaktionsgefill Zyklus fiir Zyklus
erfasst. Die Real Time TagMan PCR erfordert also keine post-PCR Auswertung per Gel-
Elektrophorese. Als Referenz konnen bei der TagMan PCR bekannte Mengen von Ziel-cDNA,
die zuvor aus einer cRNA revers transkribiert wurden, als Standardkurve amplifiziert werden.
Die sogenannten Cr-Werte (Cycle Threshold) werden in Abhéngigkeit von der Standard-cDNA-
Menge anhand des Auswertungsprogramms aufgetragen und dienen als Bezug flir die Messwerte
der Proben.

Die Durchfithrung der RT-PCR erfolgte mit dem ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection
System (PE Biosystems). Aus dem TagMan® Universal PCR Master Mix, den Primern und der
Sonde wurde auf Eis der PCR-Reaktionsmix hergestellt. Die verwendeten Primer und Sonden
sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Vom PCR-Reaktionsmix wurden fiir jede Probe 20 pl in eine Kavitit
einer 96-Lochplatte pipettiert. Danach wurden 5 pl der zu quantifizierenden cDNA
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hinzugegeben. Wie im EZ-RT-PCR TaqMan-Kit Protokoll beschrieben, wurde folgendes PCR-
Programm verwendet: Zuerst wurden die PCR-Ansédtze 2 min bei 50°C inkubiert, danach
erfolgten 30 min bei 60°C und 5 min bei 95°C. Die Amplifikation erfolgte in 45 Zyklen von
jeweils 20 sec bei 94°C und 1 min bei 60°C. Fiir jede Probe erfolgte eine Dreifach-Bestimmung.
Zur Bestimmung des Cr-Wertes wurde die ABI PRISM™ Sequence Detection Software

(Version 1.6) verwendet.

2.5.4 RT-PCR mittels SYBRGreen

Fiir die Messung der RNA-Expression von a-MHC (myosin heavy chain), p-MHC und ANP
(atriales natriuretisches Peptid) kam die Real-time RT-PCR mit SYBRGreen zum Einsatz. Der
zur cDNA-Quantifizierung verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen interkaliert wihrend
der Primer-Verldngerungsreaktion in die neu gebildete doppelstringige DNA und generiert ein
Fluoreszenzsignal, das proportional zur DNA-Konzentration ist. Der Nachteil dieser Methode im
Vergleich zur TagMan RT-PCR ist, dass auch unspezifische PCR-Produkte und Primer-Dimere
mitgemessen werden und dadurch das Ergebnis bei der Quantifizierung verfilschen konnen.
Dies kann tiiberpriift werden, indem die Messung der Fluoreszenz bei einer erhohten Temperatur
durchgefiihrt wird, bei der die Primer-Dimere bereits aufgeschmolzen sind, die ldngeren
spezifischen PCR-Produkte aber noch doppelstringig vorliegen.

Die Durchfiihrung dieser RT-PCR erfolgte mit dem 5700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) und dem SYBRGreen PCR Master Mix. Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl, wobei
die Primer in einer Konzentration von 0,3 oder 0,9 mol/L vorlagen und 1 pl cDNA enthalten
waren. Das nachfolgende PCR-Programm bestand aus 10 min Denaturierung bei 95 °C, gefolgt

von 40 Zyklen bestehend aus jeweils 15 sec bei 95 °C und 1 min bei 65 °C.

In allen durchgefiihrten RT-PCR Experimenten (TagMan-Sonde und CYBRGreen) wurde zur
Quantifizierung das jeweilige Zielgen auf die ubiquitir exprimierten nicht regulierten
Referenzgene (housekeeping gens) 18S (bei CYP11B2, MR und 11BHSD2) bzw. Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (bei a- und f-MHC und ANP) normalisiert. Bei der Real-time PCR
mittels SYBRGreen und TagMan-Sonden wurde zur Quantifizierung eine auf einer
Verdiinnungsreihe basierende Standardkurve fiir das Zielgen und das Referenzgen verwendet.

Die Cr-Werte der analysierten Proben wurden dann anhand der Standardkurve umgerechnet.
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2.6 Statistik

Die ermittelten Daten sind als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Die Ald-Spiegel im Serum und im Herzgewebe und die Renin- und
Kortikosteronkonzentrationen im Plasma wurden als Median mit der dazugehdrigen Spannweite
(Range) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede der Mittelwerte wurden mit einem
ANOVA-Test und dem Scheffe-Test tiberpriift. Fiir die Blutdruck-Verldufe wurde ein repeated
ANOVA-Test verwendet. Ein nicht-parametrischer Test wurde fiir die Differenzen zwischen
Median-Werten durchgefiihrt. Die Mortalitdtsrate wurde mittels der Kaplan-Meier Analyse
ausgewertet. Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet. Die Auswertung der

Daten erfolgte mit der statistischen Software StatView”™ (Abacus Concept Inc.,USA).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von FAD286 auf die Plasma-Renin-AKktivitat

Die Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA) zeigt an, wieviel AOGEN mittels Renin zu Angiotensin I
umgewandelt wird und nimmt damit auch indirekt Einfluss auf die Hohe der Ang II-Spiegel. Da
wir in unserem Tiermodell mit FAD286 spezifisch die Ald-Spiegel senken wollten ohne die Ang
II-Spiegel zu beeinflussen, priiften wir in vitro, ob FAD286 die enzymatische Wirksamkeit von
Renin beeinflusst.

Die Plasmaprobe einer unbehandelten dTGR wurde mit dem Renin-Inhibitor Aliskiren (2 pM)
oder mit FAD286 (1 uM) inkubiert und nach 60 min wurde die Menge von neu gebildetem
Angiotensin I bestimmt. Wihrend der Renin-Inhibitor die Renin-vermittelte Umwandlung von
AOGEN zu Angiotensin I weitgehend unterdriickte, konnte bei FAD286 kein Unterschied zur
Kontrolle festgestellt werden (Abb. 10). Damit scheint FAD286 keinen Einfluss auf die PRA zu
haben.
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Abb. 10: Plasma-Renin-Aktivitdt von einer unbehandelten Ratte. Der Renin-Inhibitor Aliskiren (2 uM)
bzw. FAD286 (1 uM) wurde mit der Plasmaprobe inkubiert und die Menge von Angiotensin | nach 60 min

bestimmt.
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3.2 Einfluss von FAD286 und Losartan auf Mortalitit und Organschaden in
dTGR (Protokoll I)

Um den Einfluss von Ald am Ang Il-induzierten Endorganschaden im dTGR-Modell genauer
untersuchen zu konnen, wurden die dTGR in Protokoll I von der 4. bis zur 7. Woche mit dem
Ald-Synthase-Hemmer FAD286 oder dem AT;-Blocker Los behandelt. Ziel dieses Versuchsteils
war es, mittels FAD286 die Ald-Synthese im gesamten Korper der Versuchstiere zu
unterdriicken und somit auch eine potentielle lokale Ald-Produktion in Herz und Gefillen
auszuschalten. Unbehandelte dTGR entwickelten schwere Organschidden und dienten als kranke
Kontrollgruppe. In Los-behandelten dTGR war der pathogene Stimulus Ang II blockiert,
weshalb sich in diesen Tieren keine Organschidden ausbildeten und sie als gesunde
Kontrollgruppe dienten. Die Endorganschidden wurden in den einzelnen Gruppen anhand von
Mortalitdt, Blutdruck, Herz- und Nierenfunktion und histologischen Organuntersuchungen

beurteilt.

3.2.1 Mortalitiit in Protokoll I

In Protokoll I wiesen unbehandelte dTGR bei Versuchsende nach 7 Lebenswochen eine
Mortalitit von 40% (5/13) auf, wéihrend bis zu diesem Zeitpunkt nur 10% (1/10) der FAD286-
behandelten dTGR starben und alle Los-behandelten dTGR iiberlebten (Abb. 11). Somit senkte
FAD286 die Mortalititsrate um 75% im Vergleich zu unbehandelten dTGR.
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Abb. 11: Mortalitét der dTGR in Protokoll I. FAD286 senkt die Mortalitét in dTGR auf 10% im Vergleich
zu 40% bei unbehandelten dTGR.
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3.2.2 Blutdruck in Protokoll 1

Unbehandelte dTGR entwickeln innerhalb weniger Wochen eine ausgepragte Hypertonie. Da
eine medikamentdse Ald-Blockade in hoheren Dosen zu einer Blutdrucksenkung fiihrt, stellte
sich die Frage, ob die Verminderung der Mortalitét in Protokoll I auf einem blutdrucksenkenden
Effekt von FAD286 basierte.

Der systolische Blutdruck stieg bei unbehandelten dTGR von der 5. bis zur 7. Woche
kontinuierlich an von 135+4 mmHg in der 5. Woche iiber 153+6 mmHg in der 6. Woche bis
200+5 mmHg in der 7. Woche. FAD286-behandelte dTGR zeigten identisch erhohte systolische
Blutdruckwerte nach 5 und 6 Wochen (141+4 und 152+8 mmHg), wobei der Blutdruckanstieg
nach 7 Wochen mit 17746 mmHg im Vergleich zu unbehandelten dTGR leicht geringer ausfiel.
Im Gegensatz zu den beiden ersteren Gruppen normalisierte Los den systolischen Blutdruck,
sodass es auch nach 7 Wochen mit 1075 mmHg zu keinem nennenswerten Blutdruckanstieg
gekommen war (Abb. 12). Diese Messungen deuten darauf hin, dass in unserem Tiermodell

FAD286 die Mortalitit weitgehend unabhingig vom Blutdruck gesenkt hat.
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Abb. 12: Systolischer Blutdruck der dTGR in Protokoll I. FAD286- und unbehandelte dTGR zeigen
einen anndhernd identischen Blutdruckanstieg, wédhrend Los den Blutdruck normalisiert. n=8-12 pro
Gruppe; *p<0,001 vs. dTGR / dTGR-FAD286, #p<0,005 vs. dTGR
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3.2.3 Herzfunktion in Protokoll I

Unbehandelte dTGR entwickeln nach kurzer Zeit eine schwere linksventrikuldre
Herzhypertrophie mit Infiltration von Entziindungszellen. Um den Einfluss von FAD286 auf die
Herzfunktion beurteilen zu konnen, wurde der kardiale Hypertrophie-Index, die totale
Herzwanddicke und die kardiale Ejektionsfraktion bestimmt. Zusitzlich wurde die mRNA-
Expression verschiedener Hypertrophie-Marker gemessen und die Infiltration von

Entziindungszellen ins Herzgewebe untersucht.

Kardialer Hypertrophie-Index

Der kardiale Hypertrophie-Index, der das Verhéltnis von Herzgewicht zu Korpergewicht (mg/g)
angibt, und bei Versuchsende nach 7 Wochen bestimmt wurde, zeigte deutliche Unterschiede
zwischen den Gruppen. So wiesen unbehandelte dTGR einen deutlich erhdhten kardialen
Hypertrophie-Index von 4,94+0,2 mg/g auf, der durch FAD286-Behandlung signifikant auf
4,4+0,1 gesenkt wurde. Los-behandelte dTGR zeigten im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen einen wesentlich geringeren kardialen Hypertrophie-Index von 3,1+0,03 (Abb. 13).
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Abb. 13: Kardialer Hypertrophie-Index der Gruppen in Protokoll I. FAD286 senkt den Hypertrophie-
Index signifikant im Vergleich zu unbehandelten dTGR. Los vermindert den Index deutlich im Vergleich
zu den beiden anderen Gruppen. n=8-9 pro Gruppe; *p<0,05 bzw. 0,001 vs. dTGR, #p<0,001 vs. dTGR-
FAD286
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Totale Herzwanddicke in der Echokardiographie

Die Verminderung der Ang Il-induzierten Herzhypertrophie durch FAD286 spiegelte sich auch
in dem Ergebnis der Echokardiographie kurz vor Versuchsende wieder. Diese zeigte, dass
unbehandelte dTGR eine ausgeprdgte konzentrische Herzhypertrophie entwickelt hatten,
wihrend diese bei FAD286-behandelten Ratten im Vergleich signifikant geringer ausfiel. Los-
behandelte dTGR wiesen keine pathologische HerzvergroBerung auf. Zur Quantifizierung der
Herzhypertrophie wurde dabei sonographisch die totale Herzwanddicke bestimmt, die sich aus
der Summe von Septum und linksventrikuldrer Hinterwand berechnet. Unbehandelte dTGR
wiesen eine totale Wanddicke von 3,7+0,01 mm auf, wobei der enddiastolische Durchmesser des
linken Ventrikels im Normbereich lag. Die Behandlung mit FAD286 oder Losartan reduzierte
die totale Wanddicke signifikant auf 3,340,004 bzw. 2,5+0,006 mm (Abb. 14).
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Abb. 14: Totale linksventrikuldre Herzwanddicke (Summe aus Septum und linksventrikularer
Hinterwand). FAD286 senkt die totale Herzwanddicke signifikant im Vergleich zu unbehandelten dTGR.
Bei Los-behandelten dTGR kommt es zu einer deutlichen Abnahme der totalen Herzwanddicke im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. n=8-12 pro Gruppe; *p<0,005 bzw. 0,001 vs. dTGR,
#p<0,001 vs. dTGR-FAD286

Ejektionsfraktion in der Echokardiographie

In der 7. Lebenswoche erfolgte die echokardiographische Messung der linksventrikuldren
Ejektionsfraktion (EF), die die tatsdchliche Herzauswurfleistung angibt und als Verhéltnis von
endsystolischem zu enddiastolischem linksventrikulirem Volumen definiert ist. Wéahrend

unbehandelte dTGR mit 80,4+1,5 % ecine verminderte EF aufwiesen, war diese bei FAD286-
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behandelten dTGR deutlich auf 86,0+0,6 % gesteigert (Abb.15). Los-behandelte dTGR zeigten
mit 87,6+0,4 % keine Verminderung ihrer EF. Damit wird deutlich, dass die Behandlung mit
FAD286 nicht nur der strukturellen Entwicklung einer Herzhypertrophie vorbeugte, sondern

auch direkt die kardiale Funktionsleistung schiitzte.
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Abb. 15: Kardiale Ejektionsfraktion der Gruppen in Protokoll I. Wihrend es in unbehandelten dTGR
zu einem Abfall der EF kommt, vermindert die Behandlung mit FAD286 diesen kardialen
Funktionsverlust. Los-behandelte dTGR zeigen keine Einschrdnkung der EF. n=8-12 pro Gruppe;
*p<0,005 bzw. 0,001 vs. dTGR, #p<0,001 vs. dTGR-FAD286

Kardiale mRNA-Expression von ANP sowie a- und -MHC

Der protektive Effekt von FAD286 bei der Entwicklung einer linksventrikuléren
Herzhypertrophie konnte auch anhand verschiedener Hypertrophie-Marker nachgewiesen
werden. So untersuchten wir die mRNA-Expression des atrialen natriuretischen Peptids (ANP),
das die glatte GefaBmuskulatur relaxiert, die Wasser- und Salzausscheidung in der Niere erhoht
und somit einen Gegenspieler des Ald darstellt. Da es u.a. auch im linken Ventrikel synthetisiert
wird und bei Zunahme der Herzmasse ansteigt, ist es zudem als kardialer Hypertrophie-Marker
geeignet.

Die im linken Ventrikel gemessene Expression von ANP mRNA unbehandelter dTGR war mit
21,41+2,20 relativen Einheiten (RE) im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen stark erhdht.
Die ANP mRNA in FAD286-behandelten dTGR war mit 10,2+1,44 RE dagegen deutlich
gesenkt, wobei es durch Los-Behandlung zu einer weiteren Abnahme auf 4,40+0,81 RE kam
(Abb 16).
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Abb. 16: mRNA-Expression von ANP im linken Ventrikel. FAD286-behandelte dTGR zeigen deutlich
niedrigere ANP mRNA-Werte im linken Ventrikel als unbehandelte dTGR. Durch Los kommt es im
Vergleich zu FAD286 zu einer weiteren Reduktion der ANP mRNA-Expression. n=6-8 pro Gruppe;
*p<0,005 bzw. 0,001 vs. dTGR

Desweiteren wurde die Expression von a- und -Myosin Heavy Chain (MHC) mRNA im linken
Ventrikel gemessen. a- und B-MHC sind Untereinheiten des Myosins, das als kontraktiles
Protein mafigeblich an der Herzfunktion beteiligt ist. Wie beim Menschen kommt es auch in
Rattenherzen bei der Entwicklung einer Herzhypertrophie im Rahmen des sogenannten
"remodeling" zu einem Shift vom a-MHC zum fetalen p-MHC ', Dieser Anstieg der p-MHC
mit parallelem Abfall der a-MHC im linken Ventrikel war in den Herzen der unbehandelten
dTGR deutlich ausgepriagt. FAD286 verminderte und Los verhinderte den bei unbehandelten
dTGR ausgepragten Abfall des a-MHC (28,1£0,5 bzw. 65,1£2,8 vs. 18,6+£3,6 RE) (Abb. 17).
Parallel dazu kam es in FAD286- bzw. Los-behandelten dTGR zu einem verminderten bzw.
keinem Anstieg des fetalen B-MHC im Gegensatz zu unbehandelten dTGR (18,8+1,6 bzw.
6,7+0,6 vs. 27,243,3 RE). Damit wurde der Shift vom a-MHC zum fetalen B-MHC durch die
Gabe von FAD286 vermindert und bei Los-behandelten dTGR voéllig aufgehoben.
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Abb. 17: mRNA-Expression von a- und B-Myosin Heavy Chain (MHC) im linken Ventrikel.
Unbehandelte dTGR zeigen einen ausgepragten Shift vom a-MHC zum fetalen B-MHC, wéhrend die
Behandlung mit FAD286 diese Verlagerung deutlich vermindert und Los sie aufhebt. n=6-7 pro Gruppe;
*0<0,05 bzw. 0,001 vs. dTGR, #p<0,05 vs. dTGR-FAD286

Zusammenfassung Herzfunktion

Unbehandelte dTGR entwickeln eine Herzhypertrophie mit eingeschriankter Herzfunktion. Dies
zeigt sich deutlich in der Erhohung von kardialem Hypertrophie-Index und totaler
Herzwanddicke, der Abnahme der echokardiographischen Ejektionsfraktion und dem Anstieg
der mRNA-Expression von ANP und -MHC im linken Ventrikel. Die Behandlung der Ratten
mit FAD286 konnte diesen kardialen Krankheitsverlauf wesentlich bremsen, so dass es nur zu
einer méfBigen Herzhypertrophie mit deutlich gesenkten Hypertrophie-Markern kam. Los

verhinderte die Entwicklung von kardialer Dysfunktion und Hypertrophie.
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3.2.4 Nierenfunktion in Protokoll I

Unbehandelte dTGR entwickeln nach wenigen Wochen eine Niereninsuffizienz mit
nephrosklerotischen Verdanderungen und schwerer Albuminurie. Um den Einfluss von FAD286
auf die Nierenfunktion beurteilen zu konnen, wurde die Albuminausscheidung gemessen sowie
die Infiltration von Entziindungszellen und die renale Ablagerung von Kollagen IV und

Fibronektin bestimmt.

Renale Albuminausscheidung

Zur Beurteilung einer Nierenschiddigung wurde die renale Albuminausscheidung gemessen, da
eine Proteinurie als uncharakteristisches Anzeichen bei fast allen Nephropahtien auftritt. Die in
der 7. Woche durchgefiihrte Bestimmung der renalen Albuminausscheidung iiber 24 Stunden
zeigte, dass FAD286 die bei unbehandelten dTGR beobachtete Niereninsuffizienz reduzierte,
wihrend Los diese sogar komplett verhinderte. So wurde die hohe renale Albuminausscheidung
unbehandelter dTGR (20,3+4,3 mg/d) durch die FAD286-Behandlung signifikant auf 9,6+1,7
mg/d und damit um 47% gesenkt. Los-behandelte dTGR zeigten keine Albuminurie (Abb. 18).
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Abb. 18: Renale Albuminausscheidung der dTGR in Protokoll I. Bei FAD286-behandelten dTGR ist
die renale Albuminausscheidung im Vergleich zu unbehandelten dTGR deutlich vermindert. Los-
behandelte dTGR entwickeln keine Albuminurie. n=8-10 pro Gruppe; *p<0,005 bzw. 0,001 vs. dTGR,
#p<0,005 vs. dTGR-FAD286
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Renale Infiltration von Entziindungszellen

Ang II fiihrt im dTGR-Modell zur renalen Entziindungsreaktion mit der Infiltration
verschiedener Entziindungszellen. Wir bestimmten den Anteil von ED1-positiven Monozyten /
Makrophagen, von CD4- und CD8-positiven T-Zellen und von dentritischen Zellen in den
entnommenen Nierenproben, um das Ausmall der Zellinfiltration und des Nierenschadens
abschitzen zu konnen. So wird eine glomerulére, perivaskuldre und interstitielle Infiltration von
Immunzellen bei einer Reihe von Nierenerkrankungen beobachtet. Dies bezieht sich nicht nur
auf  klassisch-immunologische  renale  Erkrankungen, sondern auch auf andere
Nierenerkrankungen, wie die renovaskuldre Hypertonie mit stark aktiviertem Renin-
Angiotensin-System ''°.

Unbehandelte dTGR wiesen mit 18,8+2,3 ED1-positiven Zellen pro Sichtfeld im Nierengewebe
eine massive interstitielle und perivaskulére Infiltration von Monozyten / Makrophagen auf, die
durch FAD286 und Los deutlich gesenkt wurde (7,8t1,4 bzw. 6,6+0,4 EDI-positive
Zellen/Sichtfeld) (Abb. 19A+B). Die Verminderung der renalen Entziindungsreaktion durch
FAD286 und Los im Vergleich zu unbehandelten dTGR, zeigte sich auch bei der Bestimmung
CD4-positiver (13,4+1,5 und 10,8+0,9 vs. 28,2+0,7 Zellen/Sichtfeld) (Abb. 19C) und CDS-
positiver T-Zellen (10,2+ 1,0 und 6,2+0,7 vs. 14,8+1,4 Zellen/Sichtfeld; p<0,05). Desweiteren
verglichen wir zwischen den Gruppen den Anteil von dendritischen Zellen (8,3+1,2 und 4,7+0,4
vs. 14,0+1,2 Zellen/Sichtfeld; p<0,05) und CD86-positiven Zellen (15,4+1,8 und 11,8£1,2 vs.
25,243,5 Zellen/Sichtfeld; p<0,001) und erhielten dhnliche Ergebnisse. FAD286 konnte somit
effektiv die renale Infiltration von Entziindungszellen vermindern und dadurch die Entwicklung

einer Entziindungsreaktion in den Nieren unterdriicken.
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Abb. 19 A: Infiltration von Monozyten/Makrophagen im Nierengewebe.

B: Semiquantitative Auszdhlung ED1-positiver Zellen in den Nierenproben. C: Infiltration von CD4-
positiven T-Zellen im Nierengewebe. FAD286 und Los senken in gleichem Mal3e die Infiltration von
Monozyten/Makrophagen und CD4-positiven T-Zellen in den Nieren im Vergleich zu unbehandelten
dTGR. n=5 pro Gruppe; *p<0,001 vs. dTGR
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Expression von Kollagen IV und Fibronektin in den Nieren

Die gesteigerte extrazelluldire Synthese von Matrixproteinen wie Kollagen IV geht einher mit
einer eingeschriankten Nierenfunktion. Die Nieren unbehandelter dTGR zeigen nach wenigen
Wochen eine massive Vermehrung der extrazelluliren Matrix als Ausdruck einer renalen
Fibrose. Um den Einfluss von FAD286 und Los auf die Fibrosierung der Nieren beurteilen zu
konnen, untersuchten wir die Kollagen IV-Expression in den einzelnen Gruppen. Dabei war die
Ablagerung von Kollagen IV in den Nieren von FAD286- und Los-behandelten Tieren im
Vergleich zu unbehandelten dTGR vermindert. Die Semiquantifizierung von Kollagen IV im
Gewebeschnitt zeigte, dass FAD286 die Kollagen-Ablagerungen im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich senkte, wenn auch nicht im gleichen Ausmall wie Los. So wurde bei
Kollagen IV der Score von (5+) bei unbehandelten dTGR auf (2+) bei FAD286-behandelten und
(1+) bei Los-behandelten dTGR gesenkt. (Abb 20).

Kollagen IV

dTGR dTGR + FAD286 dTGR + Los

Abb. 20: Expression von Kollagen IV in den Nieren der einzelnen Gruppen. Unbehandelte dTGR
zeigen massive Kollagen IV-Ablagerungen (Score 5+) in den Nieren. Die renale Kollagen IV-Expression
wird durch FAD286 (Score 2+) und Los (Score 1+) deutlich vermindert.
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Zusammenfassung Nierenfunktion

Die Untersuchung der Nierenfunktion und -histologie zeigte deutlich, dass FAD286 vor einem
Ang Il-induzierten Nierenschaden schiitzt. So verminderte FAD286 die ausgeprigte
Albuminurie unbehandelter dTGR. Zudem kam es unter FAD286-Behandlung zu einer weit
geringeren renalen Infiltration von Entziindungszellen und zu einer Abnahme der Expression von
Matrixproteinen in den Nieren. Los konnte den renalen Krankheitsverlauf stoppen, indem es
Albuminurie und renale Matrixproteinablagerung weitestgehend verhinderte und die

Entziindungszellinfiltration in den Nieren zu gleichen Maflen wie FAD286 senkte.

3.3 Einfluss der Adrenalektomie (ADX) auf Mortalitit und Organschaden in
dTGR (Protokoll IT)

Um die Rolle von Ald in der Pathogenese des Ang Il-induzierten Organschadens genauer
untersuchen zu konnen, wurden in Protokoll II 4 Wochen alte dTGR adrenalektomiert und mit
nicht-adrenalektomierten ~dTGR verglichen. Um den ADX-bedingten Verlust an
Glukokortikoiden und Salz auszugleichen, wurden beide Gruppen mit Dex und Salz substituiert.
Ziel dieses Versuchsteils war es, die Ald-Produktion der Nebennieren auszuschalten und damit
das zirkulierende Ald zu entfernen. Eine potentielle lokale Ald-Produktion in Herz und Gefaflen
bliebe durch die ADX weitgehend unbeeinflusst, womit in diesem Versuchsprotokoll der Anteil
des zirkulierenden vom Anteil des lokalen Ald-Systems am Ang Il-induzierten Organschaden
unterschieden werden kann. Die Endorganschiden wurden in den einzelnen Gruppen anhand
von Mortalitdt, Blutdruck, Herz- und Nierenfunktion und histologischen Organuntersuchungen

beurteilt.
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3.3.1 Mortalitiit in Protokoll 11

Bei kumulativer Analyse von Protokoll II und III wiesen die nur mit Salz und Dex behandelten
Ratten (dTGR-Dex-Salz) nach 7 Lebenswochen eine Mortalitdt von 73% (16/22) auf, wihrend
bis zu diesem Zeitpunkt nur 22% (5/23) der adrenalektomierten dTGR (ADX-dTGR-Dex-Salz)
starben (Abb. 21). Im Protokoll III waren nach 9 Wochen alle dTGR-Dex-Salz gestorben,
wihrend im gleichen Zeitraum nur 38% der ADX-dTGR-Dex-Salz verstarben. Somit war die
Mortalitdtsrate bei adrenalektomierten dTGR im Vergleich zu nicht-adrenalektomierten dTGR
nach 7 Wochen um 70% gesenkt.

ADX
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i ADX-dTGR-Dex-Salz
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Abb. 21: Kumulative Analyse der Mortalitét aus Protokoll Il und lll. Adrenalektomierte dTGR weisen
nach 7 Wochen eine 70% geringere Sterblichkeit als nicht-adrenalektomierte dTGR auf.
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3.3.2 Blutdruck in Protokoll II

Unbehandelte dTGR entwickeln innerhalb weniger Wochen einen ausgepréigten Bluthochdruck.
Da hohe Ald-Spiegel eine Hypertonie begiinstigen und Ald-Entzug zu einem Blutdruckabfall
filhren kann, stellte sich auch in Protokoll II die Frage, ob die Verminderung der Mortalitdt auf
einer ADX-bedingten Blutdrucksenkung basierte. Die Messung des systolischen Blutdrucks zur
7. Woche zeigte fast identisch erhohte Blutdruckwerte von dTGR-Dex-Salz und ADX-dTGR-
Dex-Salz (190+9 und 187+4 mmHg) (Abb. 22). Damit hatte die ADX keinen nennenswerten
Einfluss auf den Grad der Hypertonie und verminderte die Mortalitit in dTGR

blutdruckunabhingig.
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Abb. 22: Systolischer Blutdruck der dTGR in Protokoll Il nach 6 Wochen. ADX-dTGR-Dex-Salz und
dTGR-Dex-Salz zeigen anndhernd gleich hohe Blutdruckwerte. ADX hatte keinen nennenswerten

Einfluss auf den Blutdruck. n=5-7 pro Gruppe; p>0,05

3.3.3 Herzfunktion in Protokoll 1I

Unbehandelte dTGR entwickeln nach wenigen Wochen eine schwere linksventrikuldre
Herzhypertrophie mit kardialer Fibrose und Entziindungszellinfiltration. Um den Einfluss der
ADX auf den Herzschaden beurteilen zu konnen, wurde der kardiale Hypertrophie-Index, die
totale Herzwanddicke, die Expression von Hypertrophie-Markern, die Ablagerung von

Fibronektin im Herzmuskel und die kardiale Infiltration von Entziindungszellen gemessen.
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Kardialer Hypertrophie-Index

Der kardiale Hypertrophie-Index, der bei Versuchsende nach 7 Wochen bestimmt wurde, zeigte
deutliche Unterschiede zwischen beiden Gruppen. dTGR-Dex-Salz wiesen einen eindeutig
erhohten kardialen Hypertrophie-Index von 5,7+0,4 mg/g auf, der durch die ADX signifikant auf
4,5+0,1 gesenkt wurde (Abb. 23). Somit bremst der Entzug des zirkulierenden Ald mittels ADX
die Entwicklung der bei dTGR-Dex-Salz ausgepréigten Herzhypertrophie.
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Abb. 23: Kardialer Hypertrophie-Index beider Gruppen in Protokoll ll. Bei adrenalektomierten dTGR
ist bei Versuchsende nur eine geringgradige Herzhypertrophie festzustellen, wéhrend nicht-
adrenalektomierte dTGR eine ausgeprégte kardiale Hypertrophie entwickelt haben. n=5-7 pro Gruppe;
*p<0,05

Totale Herzwanddicke in der Echokardiographie

Wie anhand des kardialen Hypertrophie-Indexes deutlich wurde, entwickelten adrenalektomierte
dTGR eine weniger ausgepragte Herzhypertrophie als die entsprechende Kontrollgruppe (dTGR-
Dex-Salz). Dies bestétigte sich auch bei der Bestimmung der totalen Herzwanddicke mittels
Echokardiographie. dTGR-Dex-Salz wiesen eine totale Wanddicke von 3,7+0,06 mm auf,
wihrend diese bei ADX-dTGR-Dex-Salz nur 3,3+0,09 mm betrug (Abb. 24).
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Abb. 24: Totale linksventrikuldre Herzwanddicke in Protokoll ll. In ADX-dTGR-Dex-Salz fallt die
totale Herzwanddicke im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ADX signifikant geringer aus. n=5-7 pro

Gruppe; *p<0,01

Kardiale Expression von Kollagen I und Fibronektin

Die Proteine Kollagen I und Fibronektin werden von Fibroblasten synthetisiert und bilden einen
Bestandteil der extrazelluliren Matrix. Kommt es durch krankhafte Prozesse im Herz zur
verstirkten Synthese und Ablagerung von extrazelluldren Matrix-Proteinen, entwickelt sich eine
kardiale Fibrose. Der Herzmuskel verliert an Elastizitdt und Leistungsfihigkeit, wodurch es zu
kardialen Funktionseinschrankungen kommt.

In unserem Experiment wurde die kardiale Expression von Kollagen I und Fibronektin als Maf3
fiir eine sich entwickelnde Herzfibrose bestimmt. Wéhrend sich bei den dTGR-Dex-Salz nach
Semiquantifizierung eine hohe kardiale Ablagerung von Kollagen I mit einem Score von (4+) in
den Herzschnitten darstellte, war diese in der adrenalektomierten Versuchsgruppe mit einem
Score von (2+) deutlich vermindert (Abb. 25). Gleiches zeigte sich bei der Bestimmung von
Fibronektin in den Herzschnitten. Auch hier bewirkt die ADX eine deutliche Abnahme der

Fibronektin-Expression von einem Score von (4+) auf einen Score von (2+) (Abb. 26).



3 ERGEBNISSE 48

Kollagen |

Dex-Salz
++4+

dTGR-Dex-Salz ADX-dTGR-Dex-Salz

Abb. 25: Expression von Kollagen | in den Herzen beider Gruppen. dTGR-Dex-Salz weisen deutliche
Kollagen I-Ablagerungen in den Herzen auf (Score 4+), wéhrend diese bei den ADX-dTGR-Dex-Salz
weitgehend verhindert wurden (Score 2+).

Fibronektin

X
Dex-Salz | Dex-Salz
++++

dTGR-Dex-Salz ADX-dTGR-Dex-Salz
Abb. 26: Expression von Fibronektin in den Herzen beider Gruppen. dTGR-Dex-Salz weisen
deutliche Fibronektin-Ablagerungen in den Herzen auf (Score 4+), wéhrend diese bei ADX-dTGR-Dex-

Salz weitgehend verhindert wurden (Score 2+).
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Kardiale Infiltration von Entziindungszellen

Die kardiale Infiltration von Entziindungszellen wurde durch die ADX im Vergleich zu den
dTGR-Dex-Salz deutlich vermindert. Die Anfiarbung der Herzproben auf EDI-positive
Monozyten und Makrophagen zeigte, dass ADX-dTGR-Dex-Salz nur halb so viele ED1-positive
Zellen im Herzgewebe aufwiesen wie dTGR-Dex-Salz (6,6+0,2 vs. 14,6+3,4 Zellen/Sichtfeld).
Auch die Anzahl CD4-positiver T-Zellen war in den Herzproben der ADX-dTGR-Dex-Salz im
Vergleich zu den dTGR-Dex-Salz halbiert (5,8+0,7 vs. 12,6+2,9 Zellen/Sichtfeld) (Abb. 27).
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Abb. 27: Infiltration von Monozyten/Makrophagen (A) und CD4-positiven T-Zellen (B) im
Herzgewebe. ADX halbiert die Anzahl der ED1- und CD4-positiven Zellen im Herzgewebe im Vergleich
zu dTGR-Dex-Salz. n=5 pro Gruppe; *p<0,05

Zusammenfassung Herzfunktion

Wihrend nur mit Dex und Salz behandelte dTGR einen ausgeprigten Herzschaden entwickelten,
fiel dieser in zusétzlich adrenalektomierten Ratten deutlich geringer aus. So fithrte ADX zu einer
Senkung des kardialen Hypertrophie-Index und einer Abnahme der totalen Herzwanddicke.
Zudem verringerte sich die Verschiebung vom o-MHC zum fetalen B-MHC. Der protektive
Effekt der ADX bei der Entwicklung einer Herzfibrose spiegelte sich in einer geringeren
Expression von Kollagen I und Fibronektin wieder. Die Infiltration von Entziindungszellen ins

Herzgewebe wurde durch ADX halbiert.
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3.3.4 Nierenfunktion in Protokoll II

Unbehandelte dTGR entwickeln in wenigen Wochen eine Niereninsuffizienz mit schwerer
Albuminurie. Um den Einfluss der ADX auf die Nierenfunktion beurteilen zu kénnen, wurde in
Protokoll II in beiden Gruppen die renale Albuminausscheidung gemessen sowie die Infiltration

von Entziindungszellen und die Kollagen IV-Expression in den Nieren bestimmit.

Renale Albuminausscheidung

Die ADX verhinderte den Nierenschaden im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies zeigte sich
deutlich anhand der Albuminausscheidung, die einen wichtigen Parameter in der Beurteilung
einer Niereninsuffizienz darstellt. ADX-dTGR-Dex-Salz wiesen zur 7. Woche mit 1,5+0,7 mg/d
eine fast im Normbereich liegende renale Albuminausscheidung auf, wahrend dTGR-Dex-Salz

mit 47,8+18,3 mg/d eine ausgepragte Albuminurie entwickelt hatten (Abb. 28).
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Abb. 28: Renale Albuminausscheidung beider Gruppen in Protokoll ll. Wéhrend dTGR-Dex-Salz
eine ausgeprdgte Albuminurie aufwiesen, wurde diese in der Gruppe der ADX-dTGR-Dex-Salz
vollsténdig verhindert. n=6-8 pro Gruppe; p*<0,05

Renale Infiltration von Entziindungszellen

Ebenso wie FAD286 in Protokoll I verhinderte die ADX in Protokoll II die Entwicklung einer

ausgepragten renalen Entziindungsreaktion. So bestimmten wir den Anteil von EDI-positiven
Monozyten/Makrophagen, CD4- und CD8-positiven T-Zellen und dendritischen Zellen in den

entnommenen Nierenproben, um das Ausmal} der Entziindungsreaktion und des Nierenschadens
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in beiden Gruppen abschitzen zu kdnnen. Wahrend dTGR-Dex-Salz mit 19,24+2,9 ED1-positiven
Zellen pro Sichtfeld eine massive Monozyten- und Makrophagen-Infiltration aufwiesen, war
diese in der adrenalektomierten Vergleichsgruppe mit 10,8+1,0 Zellen/Sichtfeld deutlich
reduziert (Abb. 29A). Der protektive Einfluss der ADX  hinsichtlich einer renalen
Entziindungsreaktion im Vergleich zu dTGR-Dex-Salz zeigte sich auch bei der Anfarbung CD4-
positiver und CDS8-positiver T-Zellen (16,2£1,5 vs. 26,4+1,6 bzw. 7,7+0,5 vs. 11,3+l
Zellen/Sichtfeld; p<0,01) (Abb. 29B) sowie dendritischer Zellen (4,7+0,2 vs. 8,7+0,6) (Abb.
29C).
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Abb. 29: |Infiltration von Monozyten/Makrophagen (A), CD4-positiven T-Zellen (B) und
Dendritischen Zellen (C) in den Nierenschnitten beider Gruppen. Adrenalektomierte dTGR zeigen im
Vergleich zu nicht-adrenalektomierten dTGR eine deutlich verminderte renale Infiltration von

Entzindungszellen. n=4-5 pro Gruppe; p*<0,05

Renale Expression von Kollagen IV

In den Nieren unbehandelter dTGR kommt es durch die gesteigerte Synthese von
Matrixproteinen wie Kollagen IV zur renalen Fibrose. Um den Einfluss der ADX auf die
Nierenfibrose beurteilen zu kdnnen, untersuchten wir in Protokoll II die renale Kollagen IV-
Expression beider Gruppen. Dabei war die Ablagerung von Kollagen IV in den Nieren
adrenalektomierter dTGR im Vergleich zur nicht-adrenalektomierten Kontrollgruppe (dTGR-
Dex-Salz) deutlich vermindert. So zeigte die Semiquantifizierung von Kollagen IV im renalen
Gewebeschnitt von dTGR-Dex-Salz einen Score von (4+), der bei den ADX-dTGR-Dex-Salz
nur (1+) betrug (Abb. 30).
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Kollagen IV
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Abb. 30: Renale Kollagen IV-Expression beider Gruppen in Protokoll ll. dTGR-Dex-Salz zeigen

massive Kollagen IV-Ablagerungen in den Nieren (Score 4+), wéhrend in der adrenalektomierten Gruppe

die gesteigerte Kollagen IV-Expression weitgehend unterbunden ist.

Zusammenfassung Nierenfunktion

Die Untersuchungen der Nierenfunktion und -histologie zeigte deutlich, dass die ADX vor dem
Ang Il-induzierten Nierenschaden schiitzt. So wurde die ausgeprédgte Albuminurie unbehandelter
dTGR durch die ADX vollstindig verhindert. Zudem kam es in der adrenalektomierten
Versuchsgruppe zu einer weit geringeren renalen Infiltration von Entziindungszellen und zu

einer Abnahme der Expression von Kollagen IV.
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3.4 Einfluss der zusatzlichen Gabe von FAD286 bei adrenalektomierten
dTGR (Protokoll III)

Um zu priifen, ob eine potentielle lokale Ald-Synthese (z.B. in Herz und Gefiflen) Einfluss am
Ang Il-induzierten Endorganschaden nimmt, wurden in Protokoll III adrenalektomierte dTGR
zusitzlich mit FAD286 behandelt (ADX-dTGR-Dex-Salz+FAD286). Damit wurde in dieser
Versuchsgruppe sowohl die Synthese von zirkulierendem als auch von lokalem Ald
unterbunden, wihrend in der rein adrenalektomierten Tiergruppe (ADX-dTGR-Dex-Salz) eine
potentielle lokale Ald-Synthese weitgehend unbeeinflusst blieb. Diese Studie wurde 9 Wochen
durchgefiihrt, da bis zur 7. Woche keine erkennbaren Unterschiede zwischen den Gruppen
festzustellen waren. Obwohl auch eine nicht-adrenalektomierte Kontrollgruppe (dTGR-Dex-
Salz) mitgefiihrt wurde, konnten diese wegen der sehr hohen Mortalitét nach 9 Wochen nicht als
Vergleichsgruppe heran gezogen werden. Die Endorganschiden wurden in beiden
Versuchsgruppen anhand von Mortalitdt, Blutdruck, Herz- und Nierenfunktion und

histologischen Organuntersuchungen beurteilt.

3.4.1 Mortalitiit, Blutdruck und Nierenfunktion in Protokoll I11

Wie in 4.3 beschrieben senkt die ADX im Vergleich zu nicht-adrenalektomierten dTGR die
Mortalitdt blutdruckunabhidngig und verhindert die Entwicklung einer ausgeprigten
Albuminurie. In Protokoll IIT konnte bei Versuchsende nach 5 Behandlungswochen bei den
FAD286-behandelten ADX-dTGR-Dex-Salz jedoch keine weitere signifikante Reduktion der
Mortalitit im Vergleich zu unbehandelten ADX-dTGR-Dex-Salz festgestellt werden.
Desweiteren war zwischen FAD286-behandelten und unbehandelten ADX-dTGR-Dex-Salz kein

Unterschied im Blutdruck oder der Albuminurie zu beobachten.

3.4.2 Herzfunktion in Protokoll 111

Die ADX verminderte die Ausprdgung einer Herzhypertrophie und senkte die kardiale
Infiltration von Entziindungszellen im Vergleich zu nicht-adrenalektomierten dTGR (siehe
4.3.3). Dagegen fiihrte in Protokoll III eine zusitzliche Behandlung mit FAD286 zu keiner
weiteren Reduktion der kardialen Hypertrophie. Jedoch fiel die Infiltration von
Entziindungszellen wie Monozyten / Makrophagen und T-Zellen im Herzgewebe der zusétzlich
mit FAD286 behandelten ADX-dTGR-Dex-Salz nach 9 Lebenswochen signifikant geringer aus.
So wurde die kardiale Infiltration von EDI-positiven Zellen durch die zusitzliche FAD286-
Behandlung im Vergleich zu unbehandelten ADX-dTGR-Dex-Salz halbiert (7,4+0,5 vs.
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14,5+1,4 Zellen/Sichtfeld). Sowohl die Anfarbung CD4-positiver T-Zellen (6,5+0,2 vs. 13,6+0,9
Zellen/Sichtfeld), als auch CDS8-positiver T-Zellen (5,13+0,4 vs. 10,3+1,2 Zellen/Sichtfeld)
erbrachte dhnliche Resultate (Abb. 31A-D).
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Abb. 31A: Infiltration von Monozyten/Makrophagen in den Herzproben.

B-D: Semiquantitative Auszdhlung ED1-positiver Zellen sowie CD4- und CD8-positiver T-Zellen in
den Herzen beider Gruppen aus Protokoll lll. Die zusétzliche Behandlung von ADX-dTGR-Dex-Salz
mit FAD286 (iber 5 Wochen fiihrt zu einer weiteren Abnahme der kardialen Infiltration von

Entziindungszellen im Vergleich zu unbehandelten ADX-dTGR-Dex-Salz. n=5-8 pro Gruppe; p*<0,001
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Die Ergebnisse aus Protokoll III zeigen, dass das am kardialen und renalen Endorganschaden
beteiligte Ald groBtenteils in den Nebennieren synthetisiert wird. Die zusétzliche Blockade einer
potentiellen lokalen Ald-Produktion in adrenalektomierten Tieren fiihrte zu keiner

nennenswerten Reduktion der Endorganschiden.

3.5 Einfluss von FAD286 und Losartan auf die Spiegel von Ald, Renin und
Kortikosteron

3.5.1 Einfluss von FAD286 und Losartan auf plasmatisches und kardiales Ald

Um den Einfluss von FAD286 und Los auf die Ald-Spiegel in Herz und Plasma messen zu
konnen, wurde bei Versuchsende in Protokoll I beiden Tiergruppen Blutproben und Herzgewebe
entnommen. Sowohl FAD286- als auch Los-Behandlung senkten im Vergleich zu unbehandelten
dTGR die zirkulierenden und kardialen Ald-Spiegel. Dabei betrug das gemessene Ald im Serum
nach FAD286-Behandlung 136 (81-454) pg/ml und nach Los-Behandlung 131 (8-296) pg/ml,
wéhrend unbehandelte dTGR einen Ald-Spiegel im Serum von 408 (114-1410) pg/ml aufwiesen.
Ebenso waren die kardialen Ald-Spiegel nach FAD286-Behandlung mit 458 (274-827) pg/g und
nach Los-Behandlung mit 500 (173-3460) pg/g deutlich gesenkt im Vergleich zu unbehandelten
dTGR mit 3826 (302-14286) pg/g (Abb. 32). Somit senkte FAD286 die Ald-Spiegel im Serum
um 67% und im Herz um 88%. Bei der Los-Behandlung fiel die Senkung mit 68% fiir Ald im
Serum und 87% fiir Ald im Herz dhnlich aus. Die hochsten plasmatischen und kardialen Ald-

Spiegel fanden sich in unbehandelten dTGR mit den schwersten Organschiaden.
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Abb. 32: Ald-Spiegel in Serum und Herz nach FAD286- oder Los-Behandlung (log-Skala). FAD286
senkt die Ald-Spiegel in Serum und Herz um 67% bzw. 88%. Los senkt die Ald-Spiegel in Serum und
Herz im gleichen Ausmal3. n=8-9 pro Gruppe; *p<0,05 vs. dTGR

3.5.2 Einfluss von FAD286 und Los auf Renin und Kortikosteron im Plasma

Unbehandelte dTGR wiesen mit 53 (13-173) ng/ml/h sehr hohe Plasma-Renin-Konzentrationen
(PRC) auf, wobei die hochsten PRC in den Tieren mit den schwersten Organschdden gefunden
wurden. FAD286 und Los hatten keinen Einfluss auf die PRC und die Kortikosteron-Spiegel im
Plasma. Die PRC fiir FAD286- und Los-behandelte dTGR betrug 8,0 (5,3-50) und 41 (13-57)
ng/ml/h. Die Kortikosteron-Spiegel von FAD286- oder Los-behandelten Tieren waren mit 416
(187-563) bzw. 395 (310-409) ng/ml im Vergleich zu den Kontrollen (459; 103-524 ng/ml) nicht
signifikant verschieden. Damit scheint der organprotekive Effekt von FAD286 nicht auf einer

Beeinflussung der Renin- und Kortikosteron-Spiegel zu beruhen.

3.6 Einfluss der ADX auf die Spiegel von Ald, Renin und Kortikosteron

3.6.1 Einfluss der ADX auf plasmatisches und kardiales Ald
Um zu bestimmen, wie effektiv die ADX die Ald-Spiegel in Plasma und Herz senkte und

welchen Einfluss die Substitution mit Dex und Salz hatte, wurde in Protokoll II beiden
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Tiergruppen bei Versuchsende Blutproben und Herzgewebe entnommen. Von besonderem
Interesse war dabei die Frage, wie weit die kardialen Ald-Spiegel nach einer ADX abfallen
wiirden, da dies Auskunft liber eine potentielle kardiale Ald-Synthese gibt.

Bei Versuchsende nach 7 Lebenswochen war bei den dTGR-Dex-Salz das Ald im Serum um
84% von 408 (114-1410) auf 65 (25-699) pg/ml und im Herz um 93% von 3826 (302-14286) auf
267 (102-3621) pg/g im Vergleich zu unbehandelten dTGR gefallen. Die zusitzliche ADX von
Dex-Salz-behandelten dTGR fiihrte nach 7 Wochen zu einer weiteren Reduktion der Ald-Spiegel
in Serum und Herz auf 2,0 (<1,6-10) pg/ml bzw. 27 (13-45) pg/g (Abb. 33). Dies entspricht einer
Senkung der Ald-Spiegel in Plasma und Herzgewebe von 97% bzw. 90% im Vergleich zu
dTGR-Dex-Salz und von 99,5% bzw. 99,3% im Vergleich zu unbehandelten dTGR und damit

einer nahezu vollstindigen Entfernung des plasmatischen und kardialen Ald.
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Abb. 33: Ald-Spiegel in Serum und Herz nach Dex-Salz-Substitution und ADX (log-Skala). ADX
senkt die Ald-Spiegel in Plasma und Herzgewebe um 97% bzw. 90% im Vergleich zu dTGR-Dex-Salz.
n=8-9 pro Gruppe; *p<0,05 vs. dTGR-Dex-Salz
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In Protokoll IIT waren nach 9 Wochen die Ald-Spiegel in den Herzen aller adrenalektomierten
Ratten unter 20 pg/g gefallen [10 (<6,7-19) pg/g], was im Vergleich mit den leicht héheren
kardialen Ald-Spiegeln nach 7 Wochen moglicherweise fiir eine Auswaschphase des Ald aus
dem Herzgewebe spricht. Die zusétzliche Behandlung von adrenalektomierten dTGR (ADX-
dTGR-Dex-Salz) mit FAD286 fiihrte nach 9 Wochen zu nicht nachweisbaren Ald-Spiegeln im
Serum (<1,6 pg/ml) bei 7 von 8 Ratten und kardialen Ald-Konzentrationen unter 10 pg/g in allen

5 untersuchten Herzen.

3.6.2 Einfluss der ADX auf Renin und Kortikosteron im Plasma

Die Behandlung mit Dex und Salz fiihrt nach 7 Wochen zu einer 85%-Abnahme der PRC von 53
(13-173) ng/ml/h in unbehandelten dTGR zu niedrigen Normalwerten von 8,0 (8,0-48) ng/ml/h
in dTGR-Dex-Salz (Normalwert fiir SD-Ratten in unserem Labor: 23 ng/ml/h). Die
Kortikosteron-Spiegel im Serum sanken gleichermallen um 62% von 459 (103-524) ng/ml in
unbehandelten dTGR auf 173 (57-317) ng/ml in Dex-Salz-behandelten dTGR. Nach zusitzlicher
ADX von dTGR-Dex-Salz bliebt die PRC mit 16 (8-28) ng/ml/h niedrig und die Kortikosteron-

Konzentration im Serum fiel unter die Nachweifigrenze (Assay-Nachweifligrenze <lng/ml).

3.7 Kardiale mRNA-Expression von CYP11B2

Wir bestimmten in den Herzproben aus Protokoll II die mRNA-Expression der Ald-Synthase
CYPI11B2, welche uns als moglichen Hinweis auf eine potentielle kardiale Ald-Synthese
besonders interessierte. Sowohl in den Herzen der dTGR-Dex-Salz als auch in den Herzproben
der ADX-dTGR-Dex-Salz wurde eine niedrige mRNA-Expression von CYP11B2 nachgewiesen
(22,3+£19,3 bzw. 9,4+2,8 RE). Zwischen den beiden Tiergruppen konnte bei allerdings hoher
Varianz innerhalb der Gruppen kein signifikanter Unterschied der CYPI11B2-Expression
gefunden werden. Eine Analyse von zwei Subgruppen mit Herzhypertrophie bzw. mit terminaler

Herzinsuffizienz zeigte zudem keine Hochregulation der CYP11B2 mRNA.
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4 DISKUSSION

Wir konnten mit dieser Arbeit anhand des dTGR-Modells zeigen:
1) Ald spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung des Ang II-induzierten Endorganschadens.

2) FAD286 und ADX vermindern blutdruckunabhéngig den Ang II-induzierten Organschaden.

3) Der neue Ald-Synthase-Hemmer FAD286 blockiert suffizient die Ald-Synthese und senkt
die Ald-Spiegel in-vivo.

4) 99% des kardialen Ald wird nicht lokal im Herz synthetisiert, sondern entstammt den

Nebennieren.

5) Eine potentielle Ald-Synthese im Herz scheint keinen Enfluss auf den Ang II-induzierten

Organschaden zu nehmen.

4.1 Rolle von Ald am Ang II-induzierte Endorganschaden

Wir benutzten fiir unsere Experimente ein dTGR-Modell mit stark erh6hten Ang II-Spiegeln, in
dem sich nach wenigen Wochen schwere Herz- und Nierenschidden entwickeln. Da die Gabe des
AT;-Blockers Los diese Endorganschidden verhindert, wurde bislang vor allem Ang II als
schddigender Faktor im dTGR-Modell identifiziert. Ang II stellt jedoch den Hauptstimulus fiir
die adrenale Ald-Synthese dar, weshalb im dTGR-Modell neben Ang II auch Ald massiv erhoht
ist. Los hemmt wiederum den stimulierenden Einfluss von Ang II auf die Ald-Produktion. Damit
konnte auch Ald an der Vermittlung des Endorganschadens beteiligt sein.

Um die Rolle von Ald am Ang Il-induzierten Organschaden im dTGR-Modell untersuchen zu
konnen, blockierten wir die Ald-Synthese mittels des neuen Ald-Synthase-Hemmers FAD286
oder durch ADX. Wir konnten zeigen, dass dadurch der Ang II-induzierte Endorganschaden
deutlich vermindert wurde. Wéhrend unbehandelte dTGR nach 7 Lebenswochen schwere Herz-
und Nierenschdden begleitet von einer hohen Mortalitit aufwiesen, kam es in FAD286-
behandelten oder adrenalektomierten dTGR zur einer eindrucksvollen Senkung des
Endorganschadens und der Sterberate. Der organprotektive Effekt von FAD286 und ADX zeigte
sich in einer verbesserten kardialen Ejektionsfraktion, einer verminderten linksventrikuldren
Hypertrophie, einer Senkung von Fibrose und Entziindungszellinfiltration in Herz und Niere, als

auch einer verringerten Albuminurie. Damit konnten wir aufdecken, dass in unserem dTGR-
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Modell neben Ang II Ald eine zentrale Rolle in der Entstehung des Endorganschadens spielt. Die
Ergebnisse unserer Studie stellen zudem die erstmalige Beschreibung eines organprotektiven
Effekts in vivo durch den neuen Ald-Synthase-Hemmer FAD286 dar. FAD286 senkte den Ald-
Spiegel in unserem Rattenmodell um 67% und zeigte ex vivo keinen Einfluss auf die Plasma-
Renin-Aktivitit.

Bisher wurde der Einfluss von Ald in der Entstehung von Herz- und Nierenerkrankungen vor
allem mit Hilfe von MR-Antagonisten untersucht. Suzuki et al. zeigten in einem
tierexperimentellen Modell zur Herzinsuffizienz, dass die Behandlung mit dem MR-Blocker
Eplerenon das linksventrikulire Remodeling verminderte und die Herzfunktion verbesserte ''.
Auch bei SHRSP verminderte die Gabe eines MR-Antagonisten den kardialen und renalen
Schaden "' In den zwei grofen Multizenter-Studien RALES und EPHESUS konnte die
Morbiditit und Mortalitit herzkranker Patienten durch die Gabe eines MR-Blockers verbessert
werden *"°. Auch unsere Arbeitsgruppe zeigte in fritheren Studien, dass die Behandlung mit
einem MR-Antagonisten in unserem dTGR-Modell den kardialen und renalen Schaden
vermindert und die Mortalitit senkt **°. Anstatt den MR pharmakologisch zu blockieren,
entfernten wir in dieser Arbeit den Liganden Ald, indem wir die Ald-Synthese hemmten bzw. die
Nebennieren entnahmen. Auch Rocha et al. entfernten den Liganden Ald mittels ADX in einem

14 Wistar-Ratten erhielten den NO-Synthase-

Modell mit ebenfalls erhohten Ang II-Spiegeln
Hemmer L-NAME in Kombination mit einer Ang II-Infusion. Wurden die Ratten 3 Tage vor der
Behandlung adrenalektomiert, entwickelten sie deutlich geringere kardiale und renale Schiaden.
Erhielten adrenalektomierte Ratten zusitzlich eine Ald-Infusion, traten die Organschiden wieder
unverdndert auf. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unseren Beobachtungen am dTGR-
Modell und zeigen, dass Ald eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Ang Il-induzierten

Endorganschadens spielt.

4.1.1 Einfluss von FAD286 und ADX auf den Blutdruck

dTGR entwickeln nach wenigen Wochen eine ausgepragte Hypertonie. Weder FAD286 noch
ADX fiihrten zu einer Senkung des hohen Blutdrucks. Daraus schlossen wir, dass Ald in
unserem Modell den Organschaden blutdruckunabhédngig induzierte und der protektive Effekt
von FAD286 und ADX nicht auf eine antihypertensive Wirkung zuriickzufiihren war. Diese
Erkenntnisse decken sich mit den Daten fritherer Versuche unserer Arbeitsgruppe zum Einfluss
des Blutdrucks im dTGR-Modell. So fiihrte eine alleinige Blutdrucksenkung mit einer

Dreifachkombination aus Hydralazin, Reserpin und Hydrochlorothiazid nur zu einer marginalen
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’! Auch in anderen Studien wurde deutlich, dass die

Verminderung der Organschiden
protektiven Effekte von MR-Antagonisten oder ADX nicht auf einer Senkung des Blutdrucks
beruhen. Rocha et al. konnten in einem Tiermodell den L-NAME-/Ang IlI-induzierten

14 Ebenso senkte

Organschaden mittels Eplerenon oder ADX blutdruckunabhéngig senken
Spironolakton in SHRSP den renalen Schaden, ohne dabei den Blutdruck zu vermindern '"°. In
uninephrektomierten Ald/Salz-behandelten Ratten verhinderte die lokale Gabe eines MR-
Antagonisten in die Hirnkammern zwar den Bluthochdruck, hatte jedoch keinen Einfluss auf die

Herzfibrose 6.

4.1.2 Einfluss von FAD286 und ADX auf die Herzhypertrophie
Verschiedene klinische Studien konnten zeigen, dass zirkulierende Ald-Spiegel positiv mit dem

117-119 -
d . Der Zusammenhang zwischen

Grad der linksventrikuldren Hypertrophie korreliert sin
hohen Ald-Spiegeln und der Entstehung einer Herzhypertrophie wurde auch in unserer Studie
deutlich. Wiéhrend unbehandelte dTGR eine schwere linksventrikulire Herzhypertrophie
entwickelten, wurde diese sowohl durch FAD286 als auch durch ADX signifikant vermindert.
Dies zeigte sich in einem niedrigeren kardialen Hypertrophie-Index und einer geringeren totalen
linksventrikuldren Herzwanddicke. Parallel dazu waren in den FAD286-behandelten bzw.
adrenalektomierten Tieren der Hypertrophiemarker ANP halbiert und der in unbehandelten
dTGR ausgeprigte Shift vom a-MHC zum fetalen f-MHC vermindert. Die hohen Ald-Spiegel in
unserem Modell hatten also Anteil an der Entwicklung der kardialen Hypertrophie.

Bereits 1992 verdffentlichten Brilla et al. Ergebnisse einer tierexperimentellen Studie zur
kardialen Hypertrophie und Fibrose, die den Einfluss von Ald auf die linksventrikuldre
Herzhypertrophie deutlich machten °. Uninephrektomierte Ratten entwickelten unter einer
salzreichen Didt nach 8 Wochen eine schwere linksventrikuldre Hypertrophie mit kardialer
Fibrose, wenn sie zusitzlich eine Ald-Infusion erhielten. Nachfolgende Studien konnten in
verschiedenen Tiermodellen zeigen, dass die Gabe eines MR-Antagonisten die Entstehung einer
linksventrikulidren Herzhypertrophie deutlich bremst ''"''*. Auch im dTGR-Modell wurde die
kardiale Hypertrophie durch die Gabe von Spironolakton signifikant vermindert **. Verschiedene
klinische Studien an Patienten mit essentieller Hypertonie oder Herzinsuffizienz zeigen, dass
sich diese tierexperimentellen Erkenntnisse auch auf den Menschen iibertragen lassen. In zwei
Studien wurden Patienten mit essentieller Hypertonie mit Spironolakton oder Eplerenon
behandelte, was jeweils zu einer signifikanten Verminderung der linksventrikuléren Masse fiihrte

120121 'Gleiches konnte fiir Patienten mit Herzinsuffizienz nachgewiesen werden '*%.
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Ob Ald in unserem Versuch auf direktem Weg die Entstehung einer Herzhypertrophie
beeinflusste, oder ob sich diese eher sekundir als Kompensation anderer Ald-induzierter
Herzschiadigungen wie z.B. der Herzfibrose entwickelte, bleibt unklar. Zellkulturexperimente
anderer Arbeitsgruppen deuten jedoch auf einen direkten proliferationsférdernden Einfluss von
Ald hin. Untersuchungen an VSMC (vascular smooth muscle cells) zeigen, dass Ald die
Zellproliferation steigert oder zumindest den proliferativen Einfluss von Ang II potenziert %%,

Zudem fiihrte die Stimulation von neonatalen Myozyten mit Ald zu einer gesteigerten

Zellhypertrophie .

4.1.3 Einfluss von FAD286 und ADX auf die Herzfibrose

1992 publizierten Brilla und Weber Ergebnisse eines Tierversuchs, der sich mit experimenteller
Herzfibrose beschiftigte und grundlegende neue Erkenntnisse im Zusammenhang mit Ald
hervorbrachte °. Uninephrektomierte Ratten erhielten eine salzreiche Didt und iiber eine
implantierte Minipumpe wurde kontinuierlich Ald infundiert. Nach 8 Wochen hatten die Tiere
einen Bluthochdruck entwickelt und es lieB3 sich eine deutliche perivaskuldre und interstitielle
Herzfibrose nachweisen. Dabei war die kardiale Fibrose gleichermalen im hypertrophierten
linken Ventrikel und im nicht-hypertrophierten rechten Ventrikel zu finden. Im Gegensatz dazu
konnte bei hypertensiven Ratten mit infrarenaler Aortenverengung (aorta banding), bei denen
keine erhohten Plasmaspiegel von Ald und Ang II vorlagen, jedoch eine linksventrikuldre
Hypertrophie auftrat, in beiden Ventrikeln keine myokardiale Fibrose gefunden werden '>.
Daraus wurde geschlossen, dass die kardiale Fibrose nicht eine Folge von linksventrikulérer
Hypertrophie oder chronischer Druckiiberlastung darstellte, sondern durch hohe Ald-Spiegel
bedingt war. Wir konnten zeigen, dass auch in unserem dTGR-Modell bei einer salzreichen Diét
hohe Ald-Spiegel zur Entstehung einer kardialen Fibrose maBgeblich beitragen und diese nicht
allein auf hohe Ang II-Spiegel zuriickzufiihren ist. Wir bestimmten Kollagen und Fibronektin in
den Herzen unserer Versuchstiere, um den Grad einer kardialen Fibrose abschitzen zu konnen.
Waihrend wir in den Herzen von dTGR-Dex-Salz eine deutliche Fibrose nachweisen konnten,
war die kardiale Expression von Kollagen und Fibronektin bei Ratten, bei denen wir das
zirkulierende Ald mittels ADX entfernt hatten, halbiert.

Experimente von Brilla et al. mit dem MR-Blocker Spironolakton zeigen, dass Ald seinen
profibrotischen Einfluss iiber den klassischen MR vermittelt '*°. Ratten mit renovaskulirer
Hypertonie oder chronischer Ald-Infusion wurden mit einer niedrigen und einer hohen Dosis

Spironolakton behandelt. Im Gegensatz zur hohen Dosis konnte die niedrige Dosis den
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Bluthochdruck und die linksventrikuldre Hypertrophie nicht verhindern. Beide Dosen
Spironolakton konnten jedoch die interstitielle und perivaskuldre Fibrose in den Herzen der
Versuchstiere unterbinden. Ahnliche Ergebnisse erbrachten frilhere Versuche unserer
Arbeitsgruppe, in denen wir zeigten, dass die Gabe von Spironolakton auch in unserem dTGR-
Modell die kardiale Produktion extrazelluldrer Matrix vermindert und somit einer Fibrose-
Entwicklung entgegenwirkt . In der jetzigen Studie entfernten wir den Liganden Ald anstatt
den Rezeptor zu blockieren und konnten auch dadurch der Entstehung einer kardialen Fibrose
vorbeugen.

Ob Ald einen direkten Einfluss auf die Kollagen-Synthese in Fibroblasten ausiibt oder seine
profibrotische Wirkung indirekt vermittelt, ist bislang umstritten. Brilla et al. inkubierten
kardiale Fibroblasten in der Zellkultur mit Ald und konnten eine gesteigerte Kollagen-Synthese

127
. In Versuchen

beobachten, die durch Vorinkubation mit Spironolakton blockiert wurde
anderer Autoren zeigte Ald jedoch keinen FEinfluss auf die Kollagen-Synthese kardialer
Fibroblasten, wihrend Ang II diese steigerte '**. Gegen einen direkten Einfluss von Ald auf die
Fibrose-Entwicklung spricht das lange Zeitintervall von einigen Wochen bis erhéhte Ald-Spiegel

zu einem nachweisbaren Anstieg der kardialen Kollagen-Expression fiihren =

. Im Gegensatz
dazu ist bereits 7 Tage nach einer Ang Il-Infusion eine beginnende Fibrose zu beobachten '*°.

Wir konnten in unserem Modell nicht kldren, ob Ald unabhéngig von Ang II die kardiale Fibrose
vermittelte, oder durch Interaktion mit dem AT;-Rezeptor die bekannte profibrotische Wirkung
von Ang II potenzierte. Der Einsatz des AT;-Blockers Los senkte die hohen Ang II-induzierten
Ald-Spiegel, so dass eine isolierte Betrachtung von Ald unabhingig von Ang II im dTGR-
Modell nicht mdglich war. Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten jedoch den Einfluss einer
Hemmung der Ang II-Wirkung auf die Ald-induzierte Herzfibrose. In zwei solcher Studien
hatten ACE-Hemmer und AT,-Rezeptor-Blocker nur geringe Effekte auf die durch Ald und Salz

36,131

induzierte kardiale Fibrose , wihrend in einer Studie von Robert et al. der profibrotische

32 Robert et al. stellten die

Einfluss von Ald am Herz durch Los komplett verhindert wurde
Hypothese auf, dass ihre gegensétzlichen Ergebnisse auf einer hoheren Dosierung des AT)-
Blockers beruhten und ACE-Hemmer {iber eine Verminderung des Bradykinin-Abbaus einen
profibrotischen Einfluss nehmen. Ob dies der Fall ist, bleibt Inhalt weiterer Forschung. Damit
bleibt vorldufig unklar, wieweit eine Interaktion mit Ang II fiir den profibrotischen Effekt von
Ald verantwortlich ist. Fest steht jedoch, dass Ald eine zentrale Bedeutung in der Entstehung der

kardialen Fibrose in dTGR zukommt. Dies deckt sich mit der Beobachtung vieler klinischer
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Studien, dass die protektiven Effekte einer Blockade der Ald-Wirkung u.a. durch eine

Verminderung der kardialen Kollagenablagerung bedingt sein kénnten '*>'%°,

4.1.4 Einfluss von FAD286 und ADX auf den Nierenschaden

Als eine der ersten zeigten Greene et al. 1996 in Rattenexperimenten, dass Ald moglicherweise
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der Niereninsuffizienz einnimmt *’. Sie benutzten das
"remnant kidney model", bei dem es durch Entfernung groBer Nierenanteile zur renalen
Schidigung und Hyperfiltration im verbleibenden Nierengewebe kommt "**. In diesem Modell
wiesen sie mehr als 10-fach erhohte Ald-Spiegel nach und demonstrierten, dass der
Nierenschaden durch Gabe des AT;-Antagonisten Los oder des ACE-Hemmers Enalapril
vermindert wurde. Erhielten die Ratten jedoch parallel eine Ald-Infusion, um die erhdhten Ald-
Spiegel aufrecht zu erhalten, hatte die Gabe von Los oder Enalapril keinen renoprotektiven
Einfluss und es kam wie bei unbehandelten Tieren zu Proteinurie, Hypertonie und
Glomerulosklerose. In einem dhnlichen Versuch an SHRSP wurde der protektive Effekt eines
ACE-Hemmers ebenfalls durch die Infusion von Ald aufgehoben *. Rocha et al. verabreichten
gesunden Ratten unter einer salzreichen Didt Ang II und einen NO-Synthase-Hemmer, wodurch
diese u.a. Bluthochdruck, Proteinurie und eine renale Arteriopathie entwickelten ''*. Die
Blockade des Einflusses von Ald durch ADX oder Eplerenon in den Versuchtieren verhinderte
den Nierenschaden blutdruckunabhingig. Wurde der ADX-Gruppe zusétzlich Ald iiber eine
Minipumpe zugefiihrt, kam es erneut zum renalen Schaden. Diese Studien zeigen, dass erhdhte
Ald-Spiegel maBgeblich den Nierenschaden in den jeweiligen Modellen verursachten und der
protektive Einfluss von AT;-Antagonisten und ACE-Hemmern vor allem auf die indirekte
Senkung der Ald-Konzentration zuriickzufiihren ist. Diese Beobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen unserer Studie. Auch im dTGR-Modell waren die Ald-Spiegel im Plasma massiv
erhoht und wir konnten zeigen, dass diese den Nierenschaden mitverursachten. So verminderte
die Blockierung der Ald-Synthese mittels FAD286 die renale Schadigung, was sich in einer
Halbierung der Albuminurie sowie Verminderung der Entziindungszellinfiltration und Kollagen
IV-Expression in den Nieren zeigte. Gleiche renoprotektive Effekte beobachteten wir bei Ratten,
denen wir die Nebennieren entfernt hatten und die folglich kein zirkulierendes Ald aufwiesen. In
dieser Gruppe konnte die Albuminurie durch ADX sogar komplett verhindert werden.

Greene et al. beobachteten nach der Infusion von Ald keinen weiter bestehenden renoprotektiven
Effekt von Los oder Enalapril "*”. Dies spricht abgesehen von der Stimulation der Ald-Synthese

gegen einen direkten Einfluss von Ang II auf den Nierenschaden. Im Gegensatz dazu miissen wir
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in unserem dTGR-Modell von einem zusitzlichen schiadlichen Einfluss der ebenfalls hohen Ang
II-Spiegel ausgehen. So konnte Los im Vergleich zu FAD286 den renalen Schaden effektiver
unterbinden, womit es zu keiner Albuminurie und einer stirkeren Senkung der renalen Kollagen-
Ablagerung kam. Unter Umstinden konnte die unter Los-Behandlung beobachtete
Blutdrucksenkung diesen zusétzlichen protektiven Effekt des AT -Blockers erkléren.

Um die Rolle einer MR-Blockade auf den Gefdfschaden in SHRSP unter salzreicher Didt zu
untersuchen, implantierten Rocha et al. Versuchsratten Spironolakton-Pellets '"°. Bei
Versuchsende wiesen Spironolakton-behandelte Ratten im Vergleich zu unbehandelten SHRSP
eine verminderte Albuminurie und geringere nephrosklerotische Veranderungen auf, ohne dass
es zu einer Senkung des systolischen Blutdrucks gekommen war. In einem &hnlichen Versuch
gaben Zhou et al. SHRSP den NO-Synthase-Hemmer L-NAME, worauf diese einen

3 Die zusitzliche Gabe des

Nierenschaden mit Nephrosklerose und Albuminurie entwickelten
spezifischen MR-Blockers Eplerenon verringerte den Nierenschaden ebenfalls deutlich. Eine
Kombination aus Eplerenon und einem ACE-Hemmer erbrachte keine zusétzliche Verbesserung
im Vergleich zur Eplerenon-Monotherapie.

Die renoprotektive Wirkung einer MR-Blockade demonstriert, dass der Ald-induzierte
Nierenschaden MR-vermittelt ist. Die wichtige Rolle des MR in diesem pathophysiologischen
Prozess wird auch durch histologische Untersuchungen an SHRSP von Horiuchi et al.
unterstrichen '*. Bei SHRSP, die nach Geburt Bluthochdruck und Nephrosklerose entwickeln,
konnten schon im Alter von 6 Wochen erhdhte renale Konzentrationen des MR im Vergleich zu
WKY gefunden werden. Ahnliche Ergebnisse ergab eine erst kiirzlich verdffentlichte Studie an
Patienten mit Niereninsuffizienz und Proteinurie. Nierenbiopsien zeigten, dass Patienten mit
hochgradiger Proteinurie eine mehr als 4-fach erhohte Konzentration von MR RNA im
Nierengewebe aufwiesen als Patienten mit geringgradiger Proteinurie '*°. Diese Daten lassen
vermuten, dass u.U. auch im Normbereich liegende Ald-Spiegel iiber eine erhohte renale
Konzentration von MR einen Nierenschaden induzieren kdnnen bzw. der schidliche Einfluss
erhohter Ald-Spiegeln dadurch weiter potenziert wird. Die Beobachtungen aus unserem und
anderen Versuchen belegen, dass hohe Ald-Spiegel in Kombination mit einer hohen Salzzufuhr
einen MR-vermittelten Nierenschaden induzieren. Welchen Anteil Ang II zum Ald-induzierten
Nierenschaden beisteuert, bleibt weiter zu kléren.

Eine Anzahl verschiedener pathologischer Prozesse, iiber die Ald den beobachteten
Nierenschaden induzieren konnte, wurden in den letzen Jahren aufgedeckt. So scheint PAI-1

(plasminogen activator inhibitor-1), ein primirer Inhibitor des fibrinolytischen Systems, eine
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Rolle im Ald-induzierten Nierenschaden zu spielen. Erhohte PAI-1-Spiegel sind an der
Pathogenese von Glomerulosklerose und tubulointerstitieller Fibrose beteiligt '*'. Dabei
induziert PAI-1 die renale Fibrose wahrscheinlich durch Mikrothrombosen und gesteigerte
Ablagerung extrazelluldrer Matrix. Ald steigert durch Interaktion mit Ang II die PAI-1-
Expression in kultivierten Endothelzellen '** und eine humane Studie zeigte, dass im Rahmen
einer salzarmen Didt die PAI-1-Spiegel im Plasma signifikant mit der Ald-Konzentration
korrelieren '*. In einem Rattenmodell, bei dem die Nieren bestrahlt wurden, kam es zu einem 8-

44 Die Tiere entwickelten eine

fachen Anstieg der Expression von PAI-1 mRNA
Glomerulosklerose mit Albuminurie, die durch Gabe eines AT;- oder MR-Antagonisten
signifikant gesenkt werden konnte. Dabei wurde der renoprotektive Effekt des MR-Blockers
zumindest teilweise der Verminderung der PAI-1-Expression zugeschrieben. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass Ald einen Teil seines schddlichen Einflusses auf die Niere durch Erhéhung
der PAI-1-Konzentration vermittelt.

Von Sun et al. verdffentlichte Studien zeigen auf, dass Ald u.a. durch Stimulation der Synthese
von TGE-B1 (transforming growth factor-f1) den renalen Schaden begiinstigt '**. TGF-p1 ist ein
Zytokin, das die Differenzierung und Proliferation von Fibroblasten fordert und die Kollagen-

Synthese steigert '+

. Uninephrektomierte Ratten, die iiber 6 Wochen Ald und 1% NaCl im
Trinkwasser erhielten, entwickelten eine diffuse renale Fibrose. Diese war mit einer erhGhten
Bindungsintensitit von ACE und AT;-Rezeptoren sowie einer deutlichen Erhohung der
Expression von TGF-B1 und Kollagen mRNA in den Fibrosearealen assoziiert. In einer anderen
Studie wurde der Einfluss von Antioxidanzien auf den Ald-induzierten Nierenschaden untersucht
146 SHRSP erhielten neben einem ACE-Hemmer eine Ald-Infusion, wodurch es zum
Nierenschaden mit thrombotischer Mikroangiopathie, tubuldrer Ischdmie und Proteinurie kam.
Da die zusitzliche Gabe eines Antioxidanz den Ald-induzierten Nierenschaden verminderte,
konnte Ald auch iiber die Bildung von freien Sauerstoffradikalen die renale Schidigung
verursachen. Diese Vermutung wird auch durch einen fritheren Versuch unserer Arbeitsgruppe
unterstrichen, in dem die Gabe von Entacapon den Nierenschaden in dTGR verringerte '*.
Entacapon ist ein Katechol-0-Methyltransferase-Hemmer, der u.a. antioxidative Eigenschaften
aufweist '**.

Die in Tierstudien gewonnene Erkenntnis, dass Ald maBgeblich an der Entwicklung eines
Nierenschadens beteiligt ist, spiegeln sich auch in klinischen Studien wieder. 1982 beobachteten
Hene et al., dass bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung, die Ald-Spiegel im Plasma

erhoht waren, wenn die Kreatinin-Clearance weniger als 50% des Normwerts betrug '*°. Schon
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20 Jahre davor waren Conn et al. aufgefallen, dass 85% der Patienten mit primédrem
Hyperaldosteronismus eine Proteinurie aufwiesen . Weiter zeigten klinische Studien, dass bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung und Einnahme eines ACE-Hemmers oder AT;-
Blockers die zusétzliche Gabe des MR-Antagonisten Spironolakton zu einer Verminderung der
Proteinurie fithrt °"'*?. Gleiches konnte fiir Patienten mit Typ 2 Diabetes und beginnender

153

Nephropathie nachgewiesen werden . Zudem kam es bei Patienten mit diabetischer

Nephropathie unter Behandlung mit Spironolakton zu einem Abfall von Kollagen IV im Urin,
woraus auf eine geringere Kollagen IV-Expression in der Niere geschlossen wurde .

Zusammenfassend belegen die tierexperimentellen und klinischen Studien, dass Ald neben der
physiologischen Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes in der Niere auch renale
Schiden induzieren kann. In unserem Modell haben wir dies anhand hoher Ald-Spiegel und
einer salzreichen Diit beobachtet. Ob auch physiologische Ald-Konzentrationen bei niedriger

Salzzufuhr dhnliche renale Schiden verursachen und welche Rolle Ang IT dabei einnimmt, bleibt

Inhalt weiterer Forschung.

4.1.5 Einfluss von FAD286 und ADX auf die Entziindungszellinfiltration

Schon frithere Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die hohen Ang II-Spiegel im
dTGR-Modell lokale Entziindungsreaktionen induzieren. So konnte in den Herzen und Nieren
unbehandelter dTGR eine hohe Entziindungszellinfiltration gefunden werden, die durch die
Behandlung mit einem AT;-Blocker oder ACE-Hemmer verhindert wurde % Durch
nachfolgende Versuche mit verschiedenen immunsupressiven Substanzen konnte gezeigt
werden, dass diese lokalen Entziindungsprozesse auch Einfluss auf das pathophysiologische
Geschehen in diesem Modell haben und fiir den Endorganschaden mitverantwortlich sind. So
verhinderte die Gabe von Cyclosporin A in dTGR die renale und kardiale Infiltration von
Entziindungszellen. Gleichzeitig senkte Cyclosporin A die Mortalitdt und verminderte die
Albuminurie und Herzhypertrophie '>*. Dieser protektive Effekt einer Entziindungshemmung auf
den Endorganschaden konnte auch mit Dexamethason und dem NF-kB-Inhibitor PDTC gezeigt
werden. Auch hier kam es neben der Blockade der lokalen Entziindungsreaktion parallel zur

73155 Damit war deutlich

Abnahme von Albuminurie, Kollagen-Expression und Mortalitit
geworden, dass die Ang Il-induzierte Entziindungsreaktion im dTGR-Modell an der Entstehung
des Endorganschadens beteiligt ist. Uber welche Mechanismen Ang II seine
immunstimulatorische Wirkung vermittelte und ob Ald dabei eine Rolle spielte, war zu diesem

Zeitpunkt nicht vollstdndig geklart.
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In unserem Versuch zum Einfluss von Ald im dTGR-Modell konnten wir nun zeigen, dass die
Senkung der Ald-Spiegel sowohl durch FAD286 als auch durch ADX die lokale
Entziindungsreaktion im Herz- und Nierengewebe verminderte: Vergleichbar zu Los senkte
FAD286 die Infiltration von Entziindungszellen in den Nieren um die Halfte. Ebenso war die
Anzahl von Immunzellen sowohl in den Nieren als auch in den Herzen von adrenalektomierten
Ratten im Vergleich zu nicht-adrenalektomierten Tieren halbiert. Unsere Daten belegen, dass die
hohen Ald-Spiegel in unserem Modell an der Entstehung lokaler Entziindungsreaktionen
beteiligt sind und Ang II zumindest einen Teil seiner immunstimulatorischen Wirkung iiber die
Erhohung der Ald-Konzentration vermittelt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einem
vorangegangen Versuch unserer Arbeitsgruppe zum Einfluss von Spironolakton im dTGR-
Modell *°. Dabei hatte die Gabe von Spironolakton die kardiale Infiltration von
Monozyten/Makrophagen  gesenkt und die  NF-kB-Aktivierung  reduziert.  Der
proinflammatorische Effekt von Ald wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. Blasi
et al. infundierten uninephrektomierten Ratten Ald in Kombination mit einer salzreichen Diét
und beobachteten nach 4 Wochen einen ausgeprigten Nierenschaden *. Dieser ging einher mit
renaler Leukozyteninfiltration und erhohter Genexpression proinflammatorischer Mediatoren
wie Osteopontin, MCP-1, IL-6 und IL-1B. Sowohl der Nierenschaden, als auch die renale
Entziindungsreaktion wurden in diesem Modell durch die Gabe von Eplerenon gesenkt. In einem
dhnlichen Versuch wurde uninephrektomierten Ratten ebenfalls Ald und Salz gegeben, wodurch
die Tiere nach 5 Wochen eine Entziindungszellinfiltration und eine erh6hte Kollagen-Expression
in den Herzen aufwiesen *. Aus dem parallelen Auftreten von Zellinfiltration und Kollagen-
Ablagerungen im Herz schlossen die Autoren auf eine mogliche profibrotische Wirkung der
Entziindungszellen. So konnten diese iiber eine Ausschiittung von Wachstumsfaktoren oder
Zytokinen, die Fibroblasten stimulieren, einen profibrotischen Einfluss ausiiben '*°. Auch in
unserem Versuch war nach 7 bzw. 9 Wochen in den Herzen der dTGR sowohl eine Infiltration
von Entziindungszellen als auch eine gesteigerte Kollagen-Ablagerung zu beobachten. Beides
wurde durch FAD286 oder ADX signifikant vermindert.

Ob die lokale Entziindungsreaktion direkt durch Ald induziert wird und dann an der Entstehung
des Organschadens z.B. durch profibrotischen Einfluss beteiligt ist, oder eher ein sekundéres
Phinomen nach bereits erfolgter Gewebsverdnderungen darstellt, konnen wir mit unserem
Versuch nicht beantworten. Die organprotektive Wirkung von immunsupressiven Substanzen in

73,154,155

unserem  Modell lassen jedoch auf einen frithen Einfluss der lokalen

Entziindungsreaktion auf die Entstehung des Organschadens schlieBen. Zudem konnten Fujisawa
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et al. Mineralokortikoid/Salz-induzierte inflammatorische Verdnderungen in den Herzen von
uninephrektomierten Ratten bereits 4-8 Tage nach Behandlungsbeginn beobachten . Rocha et
al. infundierten uninephrektomierten Ratten Ald und konnten noch vor Beginn kardialer
GefaBverdnderungen eine gesteigerte Expression von Entziindungsmediatoren wie COX-2,
MCP-1 und Osteopontin nachweisen '>*. Damit scheint die lokale Entziindungsreaktion direkt
durch Ald vermittelt zu sein und stellt einen Weg dar, iiber den Ald den Endorganschaden auch

in unserem Modell vermittelt.

4.1.6 Interaktion von Ald mit Ang II bei der Entwicklung des Organschadens

In unserem dTGR-Modell konnten wir zeigen, dass Ald Anteil am Ang Il-induzierten
Endorganschaden hat. Durch Expression des humanen Renins und AOGEN weisen die
transgenen Ratten stark erhohte Ang II-Spiegel auf *®. Da Ang II der Hauptstimulus fiir die Ald-
Synthese in den Nebennieren ist, kommt es parallel zu einem massiven Anstieg der Ald-
Konzentration in der Zirkulation *°. Die Senkung dieser hohen Ald-Spiegel in dTGR mittels
FAD286 oder ADX hatte eine deutliche Verminderung von Organschaden und Mortalitdt zur
Folge. Ald selbst hatte also offensichtlich einen schidigenden Einfluss im dTGR-Modell. Dies
wirft die Frage auf, ob Ald seine schidigende Wirkung unabhéngig von Ang II oder durch
Interaktion mit Ang II vermittelt. Bei ersterem wiirde die Stimulation der Ald-Synthese durch
Ang II die einzige Interaktion von beiden Hormonen darstellt, wiahrend bei letzterem Ald nur in
Kombination mit Ang II den Organschaden verursachen konnte, z.B. indem es den schédlichen
Einfluss von Ang II potenziert. Diese Frage konnten wir in unserem dTGR-Modell nicht
beantworten, da es dazu notig gewesen wire, den Einfluss von Ang II zu unterbinden, ohne
gleichzeitig Einfluss auf die Ald-Synthese zu nehmen. Die Gabe von Los blockiert zwar die
Wirkung von Ang II am AT;-Rezeptor, vermindert jedoch auch parallel die stimulatorische
Wirkung von Ang II auf die Ald-Synthese. Die unabhingige Wirkung von Ald und Ang II am
Endorganschaden und eine potentielle Interaktion beider Hormone konnte in anderen
Tiermodellen genauer differenziert werden. Hierzu wurden Mineralokortikoide wie Ald oder
Deoxykortikosteron den Versuchstieren von aulen zugefiihrt, womit die Wirkung von Ang II
mittels AT;-Blocker oder ACE-Hemmer unterbunden werden konnte ohne gleichzeitig Einfluss
auf die Ald-Spiegel zu nehmen. Vier Studien untersuchten den Einfluss von AT;-Blocker und
ACE-Hemmer auf den Mineralokortikoid-induzierten Nierenschaden an Ratten. In zwei Studien
verminderten AT;-Blocker und ACE-Hemmer den durch kontinuierliche Gabe von Salz und

159,160

Mineralokortikoiden verursachten Nierenschaden , was auf eine Interaktion von Ald und
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Ang II im Schédigungsprozef hindeutete. In den beiden anderen Studien schien eine Blockade
von AT;-Rezeptor oder ACE keinen Einfluss auf die renale Schidigung in diesem Modell zu
haben '°'®%, Warum es in den Studien zu gegensitzlichen Ergebnissen kam, bleibt weitgehend
unklar. In zwei weiteren Studien verhinderten AT;-Blocker und ACE-Hemmer sowohl bei
SHRSP als auch im Remnant Kidney Model weitgehend den Nierenschaden. Wurde in beiden
Modellen zusidtzlich Ald infundiert, verloren jedoch beide Medikamente ihre renoprotektive

- 84,137
Wirkung 7.

Die Autoren schlossen daraus, dass der renoprotektive Effekt beider
Medikamente auf die Supression der adrenalen Ald-Synthese zuriickzufiihren sei und damit nicht
Hinweis auf einen direkten nierenschiadlichen Einfluss von Ang II liefere. In einem weiteren
Versuch infundierten Chander et al. adrenalektomierten SHRSP sowohl Ald als auch Ang I *.
Wihrend sie in der zusdtzlich mit Ald infundierten Gruppe eine ausgeprigte thrombotische
Mikroangiopathie der Niere beobachteten, war diese sowohl in der rein adrenalektomierten als
auch in der zusétzlich mit Ang II infundierten Gruppe nicht zu finden. Sie schlossen daraus, dass
in diesem Modell allein Ald fiir die Mikroangiopathie verantwortlich war, wiahrend Ang II
keinen Einfluss hatte. Damit deuten mehrere Studien darauf hin, das Ald unabhingig von Ang II
den Nierenschaden vermittelt und der renoprotektive Effekt von Ang II-Hemmern auf eine
Senkung der Ald-Konzentration zurlickzufithren ist. Warum zwei Studien gegensitzliche
Ergebnisse lieferten, bedarf weiterer Klérung.

Widerspriichliche Ergebnisse finden sich auch im Rahmen der kardialen Fibrose. Robert et al.
behandelten uninephrektomierte Ratten mit Ald und Salz und konnten die sich daraus
entwickelnde Herzfibrose durch Gabe des AT,-Blockers Los verhindern "%, Gleichzeitig stellten
sie fest, dass durch die Gabe von Ald und Salz die Konzentration der AT;-Rezeptoren im Herz
angestiegen war. Zwei vorangegangene Studien konnten im gleichen Modell jedoch keine
antifibrotische Wirkung von Los oder einem ACE-Hemmer finden **"'. Die durch Ald
vermittelte Hochregulation der AT;-Rezeptoren-Dichte scheint indes gesichert. Neben Robert et
al. beobachteten auch viele andere Arbeitsgruppen eine gesteigerte Expression von AT)-
Rezeptoren in den Herzen, Gefdllen und Nieren von Ratten, die chronisch Ald erhalten hatten
B2195.163.164 = 7] Ikulturexperimente mit VSMC zeigten ebenfalls einen Anstieg der AT)-
Rezeptoren-Dichte nach Inkubation mit Ald 124.163.166 " 7y)dem konnte in den Herzen und Nieren
von Ratten als auch in kultivierten Myozyten nach Ald-Gabe eine gesteigerte ACE-Expression
beobachtet werden '*>''%® Damit konnte Ald die schidigende Wirkung von Ang II auf zwei

Wegen potenzieren. Durch die erhohte ACE-Expression kdme es lokal zu einer gesteigerten Ang

[I-Synthese und tiber die vermehrte Anzahl von AT;-Rezeptoren kdnnte Ang II ein stirkeres
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Signal induzieren. Zellkulturversuche an VSMC zeigen, dass Ald auch in der Lage ist {iber nicht-
genomische Mechanismen die frithe Signalvermittlung von Ang II zu verstdrken. Ald potenzierte
sowohl die Ang Il-induzierte ERK-1/2-Phosphorylierung », als auch die Ang II-vermittelte
Zellproliferation '*'%,

Damit ldsst sich festhalten, dass wéhrend in-vitro Experimente viele Hinweise fiir eine
potentielle Interaktion von Ald und Ang II liefern, die Ergebnisse aus Tierversuchen bislang
keine klare Linie erkennen lassen. Hinsichtlich des Nierenschadens deuten Versuche an Ratten

jedoch tendenziell darauf hin, dass Ald seine schidigende Wirkung unabhéngig von Ang II

vermittelt.

4.2 Lokale Synthese von Ald im Herz

Seit lingerem wird die Frage untersucht, ob Ald auch auBlerhalb der Nebennieren lokal in
anderen Organen synthetisiert wird. Auf der Suche nach einer solchen lokalen Ald-Produktion
steht vor allem das Herz im Mittelpunkt intensiver Forschung. Gomez-Sanchez et al.
adrenalektomierten gesunde Ratten und bestimmten nach 2, 7 bzw. 8 Tagen die kardialen Ald-

Spiegel ©.

Dabei konnte kumulativ nur bei 30% der Rattenherzen geringe Ald-Spiegel
nachgewiesen werden, wihrend in den anderen Herzen kein Ald auffindbar war. In Kombination
mit einer extrem niedrigen kardialen CYP11B2-Expression folgerten die Autoren daraus, dass
der weitaus grofite Anteil des kardialen Ald der Zirkulation entstammt und im Herz allenfalls
eine sehr geringe Ald-Synthese stattfindet. Auch wir widmeten uns der Frage nach einer
kardialen Ald-Synthese in unserem dTGR-Modell und konnten die Erkenntnisse von Gomez-
Sanchez et al. bestétigen. So entfernten wir in Protokoll II und III den dTGR die Nebennieren,
substituierten sie mit Dex und Salz und bestimmten nach 3 bzw. 5 Wochen die Ald-Spiegel in
Herz und Plasma. 3 Wochen nach der ADX waren die Ald-Spiegel im Vergleich zur nicht-
adrenalektomierten und nur mit Dex/Salz-behandelten Kontrollgruppe im Plasma um 97% und in
den Herzen um 90% abgefallen. Wurden die Ald-Spiegel adrenalektomierter Tiere mit denen
von komplett unbehandelten dTGR verglichen, waren die Ald-Konzentrationen 3 Wochen nach
der ADX sowohl im Plasma als auch im Herzen um mehr als 99% vermindert. In Protokoll III
kam es 5 Wochen nach der ADX zu einem weiteren Abfall der kardialen Ald-Spiegel, so dass
diese im Vergleich zur nur mit Dex/Salz-behandelten Kontrollgruppe um 96% gesunken waren.
Diese Daten zeigen, dass in unserem transgenen Tiermodell das meiste, wenn nicht sogar alles

kardiale Ald den Nebennieren entstammt und nicht lokal im Herz synthetisiert wird.
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Ob eine relevante physiologische Ald-Synthese im gesunden Herz stattfindet, ist derzeit hochst
umstritten. So hat man in den letzten Jahren vor allem versucht, die Existenz der Ald-Synthase
CYP11B2 in Herzproben nachzuweisen, um damit auf eine mogliche kardiale Ald-Produktion zu
schlieBen. Silvestre et al. konnten die Expression der Ald-Synthase mittels quantitativer RT-PCR
in gesunden Rattenherzen nachweisen und zeigen, dass diese durch Ang II-Gabe, u.a. ein
Stimulus fiir eine erhohte CYP11B2-Expression in den Nebennieren, im Herz gesteigert wurde
63, Zusitzlich wurde Ald und dessen Vorstufe Deoxykortikosteron sowohl im Homogenisat als

6364 Dabei erhdhte die Perfusion mit

auch im Perfusat von isolierten Rattenherzen nachgewiesen
Ang Il oder ACTH die Abgabe von Ald ins Perfusat und die Ald-Konzentration in den Herzen
am Ende der Perfusion ®. Beides wurde als de novo-Synthese interpretiert. Spitere Versuche
zeigten jedoch, dass sich die kardiale CYP11B2-Expression innerhalb verschiedener
Rattenstimme unterscheidet. So konnte in den Herzen von Sprague Dawley Ratten Ald-Synthase
mRNA nach chronischer Stimulation mit Ang II nachgewiesen werden, nicht jedoch unter
basalen Ang II-Spiegeln wie es fiir die WKY oder SHRSP berichtet wurde '*’. Keine CYP11B2-
Expression konnte in den Herzen von Méusen gefunden werden ®*. In humanen RNA-Proben des
fetalen Herzens und der adulten Aorta konnte CYP11B2 mRNA nachgewiesen werden, wobei
die Expression im Vergleich zur Nebenniere 1000-fach geringer ausfiel °'. Dieser Nachweis

1,62
61.62 1n

gelang zwei Arbeitsgruppen jedoch nicht in RNA-Proben von gesunden adulten Herzen
zwei weiteren Studien konnten erst nach 40-50 PCR-Zyklen sehr niedrige Spiegel von kardialer
CYP11B2 mRNA gefunden werden '"'”'. Somit gibt es keine eindeutigen Daten fiir eine Ald-
Synthese im gesunden menschlichen Herz. Diese verschiedenen Studien deuten darauf hin, dass
Ald moglicherweise im geringen Mafle im gesunden Rattenherz, jedoch nicht im gesunden
Herzen des Menschen oder der Maus synthetisiert wird.

Wihrend die Existenz und Relevanz einer lokalen Ald-Synthese im gesunden Herzen umstritten
ist, muss ihr unter pathophysiologischen Bedingungen eine groflere Bedeutung eingerdumt
werden. Young et al fanden zwar keine CYP11B2-Expression in den Proben von gesunden
humanen Herzen, konnten jedoch CYP11B2 mRNA in den Herzen von Patienten mit
Herzinsuffizienz nachweisen ®*. Auch andere Arbeitsgruppen konnten in mindestens einigen
Myokardproben von Patienten mit Herzinsuffizienz eine gut messbare CYP11B2-Expression

1 171
finden 7%V

. Dabei waren die CYP11B2 mRNA-Spiegel korreliert mit den myokardialen
Kollagenspiegeln und invers korreliert mit der linksventrikuldren Ejektionsfraktion. Die

CYPI11B2-Expression und die Kollagenspiegel waren bei Patienten, die mit einer Kombination
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aus Spironolakton und ACE-Hemmer behandelt wurden, niedriger als bei unbehandelten
Patienten ',

Bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie (HCM) wurden neben einem 4-fachen Anstieg
der kardialen Ald-Konzentration ein 7-facher Anstieg der CYP11B2-Expression im Myokard im

172" Bei Ratten, denen mittels Okklusion einer

Vergleich zur Kontrollgruppe beschrieben
Koronararterie ein Myokardinfarkt induziert wurde, verdoppelte der Herzinfarkt im
angrenzenden nicht-infarzierten Myokard die CYP11B2-Expression und verdreifachte die
kardialen Ald-Spiegel '. Da zudem die kardiale Ang II-Konzentration erhdht war und der
infarktbedingte Ald-Anstieg durch Los blockiert werden konnte, wurde postuliert, dass Ang II
iiber den AT;-Rezeptor den Ald-Anstieg vermittelte. Die durch den Myokardinfarkt induzierte
Kollagenablagerung im nicht-infarzierten linken Ventrikel konnte zudem sowohl durch
Spironolakton als auch Los verhindert werden. Diese Daten lassen vermuten, dass durch den
chronischen Stress im kranken Herz eine gesteigerte CYP11B2-Expression stattfindet. Diese
bedingt eine erhohte kardiale Synthese von Ald, was dann moglicherweise iiber parakrine und
autokrine Mechanismen den pathologischen Prozess weiter negativ verstarkt. In unserem Modell
konnten wir zwar eine geringe basale CYP11B2-Expression in den Herzen aller Gruppen

nachweisen, die Analyse von zwei Subgruppen mit Herzhypertrophie bzw. mit terminaler

Herzinsuffizienz zeigte jedoch keine Hochregulation der CYP11B2 mRNA.

4.2.1 Einfluss von Salz auf die Ald-Spiegel in Herz und Plasma

Gomez-Sanchez et al. unterteilten ihre Versuchsratten in zwei Gruppen mit einer salzarmer und
einer salzreicher Diit. Dabei stellten sie fest, dass die salzarme Diét die Ald-Spiegel sowohl im
Plasma als auch im Herz erhOhte, widhrend eine salzreiche Didt diese abfallen lief3 % Wir
konnten dies in unserem Modell bestdtigen. So fiihrte die Dex-Salz-Behandlung zu einem 6-
fachen Abfall der zirkulierenden und einem 14-fachen Abfall der kardialen Ald-Spiegel im
Vergleich zu unbehandelten dTGR. Im Einklang mit unseren Beobachtungen berichteten
Silvestre et al., dass Ratten, die eine Woche eine salzarme und kaliumreiche Diét erhielten,
erhdhte Ald-Spiegel und eine gesteigerte CYP11B2-Expression im Herz aufwiesen . Kontrér
sind jedoch die Ergebnisse einer anderen Arbeitsgruppe, die nach einer 4-wochigen salzreichen
Diét sowohl in WKY als auch SHRSP eine gesteigerte kardiale Ald-Synthese und CYP11B2-
Expression beobachteten, obgleich die Ald-Spiegel im Plasma abfielen '"*'”°. Seit langem ist
bekannt, dass eine salzreiche Didt die Ald-Synthese in den Nebennieren vermindert und die

176

zirkulierenden Ald-Spiegel senkt "°. Die von Gomez-Sanchez und uns beobachtete starke
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Korrelation zwischen den kardialen und den zirkulierenden Ald-Spiegel in Abhéngigkeit mit
einer salzarmen oder salzreichen Diét deutet an, dass die Ald-Synthese in Herz und Nebennieren
entweder gleichen Regulationsmechanismen folgt oder kardiales Ald groBtenteils der Zirkulation
entstammt. Ob die gegensitzlichen Ergebnisse von Takeda et al. durch die Entwicklung einer
salzbedingten Herzhypertrophie oder andere Einfliisse erkldrt werden konnen, bleibt bislang

unklar.

4.2.2 Kardiale Extraktion von zirkulierendem Ald

Die hohen kardialen Ald-Spiegel und der hohe Herz-Plasma-Quotient in unbehandelten dTGR
iiberraschten uns. In nicht-transgenen Sprague-Dawley-Ratten betrugen die Ald-Spiegel im
Plasma 143 pg/ml und im Herz 140 pg/g, welche mit den gemessenen Werten von Gomez-
Sanchez et al. iibereinstimmen . Beim Vergleich dieser Werte mit den in unserem dTGR-
Modell gemessenen Werten stellten wir einen 3-fachen Ald-Anstieg im Plasma fest, jedoch einen
30-fachen Anstieg der kardialen Ald-Spiegel. Dieser Sachverhalt ldsst vermuten, dass eine
betrachtliche Menge des zirkulierenden Ald vom Herz extrahiert wird. Diese Interpretation wird
dadurch unterstiitzt, dass wir eine Korrelation zwischen den Ald-Spiegeln von Herz und Plasma
in Protokoll I und II fanden. Auch Silvstre et al. berichteten, dass die Ald-Konzentrationen im
Rattenmyokard rund 17 mal hdher als im Plasma sind, zogen jedoch daraus den Schluss, dass
Ald lokal im Myokard synthetisiert wird . Sie unterstrichen ihre Hypothese mit der
Beobachtung, dass die kardiale Ald-Konzentration im isolierten Herz nach Perfusion mit Ang II
oder ACTH anstieg.

Ob Ald im Herz lokal synthetisiert wird oder es durch Extraktion aus der Zirkulation zur
Anreicherung von Ald im Myokard kommt, wurde auch mit Hilfe des Herzkatheters untersucht.
Zwei Arbeitsgruppen verglichen die Ald-Konzentrationen in dem arteriellen Koronarblut
(Aortenwurzel) und dem vendsen Koronarblut (Coronarsinus und Vena interventricularis
anterior) in gesunden Probanden und Patienten mit Herzinsuffizienz. Beide Arbeitsgruppen
kamen zu gegensitzlichen Ergebnissen. Mizuno et al. berichteten, dass bei Patienten mit
Herzinsuffizienz in der Vena interventricularis anterior und im Coronarsinus ~20% hoéhere Ald-
Spiegel im Plasma als in der Aortenwurzel gemessen wurden, woraus sie folgerten, dass Ald aus
dem Herz in die Koronarzirkulation sezerniert und somit lokal im Herz produziert wurde .
Keine Unterschiede zwischen den Ald-Spiegeln wurden bei gesunden Probanden gefunden.
Ahnliche Beobachtungen machten Yamamoto et al. bei Patienten mit essentieller Hypertonie,

jedoch waren die Ald-Spiegel im Coronarsinus und der Vena interventricularis anterior nur
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geringfiigig im Vergleich zur Aortenwurzel erhoht '”’. Im Gegensatz dazu wurden von einer
anderen Arbeitsgruppe bei gesunden Probanden als auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz oder
Myokardinfarkt ca. 20% niedrigere Ald-Spiegel im Coronarsinus als in der Aortenwurzel
gemessen °'"®'”_ Erhielten die Patienten mit Herzinsuffizienz zusitzlich Spironolakton, konnte
kein signifikanter Gradient zwischen den Ald-Spiegeln in der Aortenwurzel und dem
Coronarsinus festgestellt werden. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass anstatt einer kardialen
Ald-Synthese Ald aus der Zirkulation ins Herz aufgenommen und im Myokard angereichert
wird. Diese kardiale Ald-Extraktion scheint durch Spironolakton gehemmt zu werden.

Die Hypothese einer kardialen Ald-Extraktion wurde zudem durch biochemische
Untersuchungen von Gomez-Sanchez et al. unterstiitzt, die zeigen, dass Ald im Herz zu einem
weniger polaren und héher potenten Derivat acetyliert wird '™. Die myokardiale Ald-
Konzentration war im Vergleich zum Plasma 10-fach erhoht, wobei 68% davon monoacetyliert
war. Weil acetyliertes Ald weniger polar ist, wird es leichter in fettreichem Gewebe angereichert
und konnte dadurch evtl. die hohe kardiale Ald-Konzentration erkldren. Solche Derivate werden
bei Korpertemperatur im Blut innerhalb von Minuten hydrolisiert und wurden unter Umstidnden
deshalb bisher nicht nachgewiesen. Einen #dhnlichen Ansatz verfolgt Funder, indem er die
Hypothese aufstellt, dass Ald u.U. im Myokard gebunden wird, evtl. durch eine Interaktion mit
der sehr reaktiven Aldehydgruppe am C18-Atom des Ald '*'. Eine solche Speicherung oder
Bindung des Ald im Myokard wiirde auch erkldren, warum Gomez-Sanchez et al. in ihren
adrenalektomierten Ratten nach 8 Tagen noch bei einem Teil geringe kardiale Ald-Spiegel
nachweisen konnten. Wir verwendeten in unseren Versuchen mit 3 bzw. 5 Wochen post ADX
ein wesentlich ldngeres Zeitintervall zur Bestimmung kardialer Ald-Spiegel. Hierbei konnten wir
zeigen, dass selbst 3 Wochen nach ADX die geringen kardialen Ald-Spiegel bis zur 5 Woche
weiter abfielen. Diese Ergebnisse lassen die Uberlegung aufkommen, ob Ald wesentlich linger
im Herzgewebe gespeichert bleibt als bisher vermutet, bzw. die Auswaschphase in unserem

Modell mehr als 3 Wochen betrégt.

4.2.3 Schlussfolgerung zum kardialen Ald

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass in unserem dTGR-Modell das meiste,
wenn nicht alles kardiale Ald in den Nebennieren produziert und tiber die Zirkulation ins Herz
aufgenommen wird. Eine hohe Salzzufuhr fiihrt zum parallelen Abfall der zirkulierenden und

kardialen Ald-Spiegel. Zudem sind unsere Messungen vereinbar mit der Hypothese, dass nach
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der Entfernung der Nebennieren Ald wesentlich linger im Herz gespeichert bleibt, als bisher
angenommen.

Unsere Untersuchungen an adrenalektomierten dTGR, die zusitzlich FAD286 erhielten, zeigen,
dass die in unserem Modell beobachteten Herzschdaden durch zirkulierendes und nicht durch
kardial produziertes Ald induziert wurden. Wéhrend eine potentielle Ald-Synthese im Herz
durch ADX nicht beeinflusst worden wére, hiatte FAD286 diese blockiert. Adrenalektomierte
Ratten, die zusitzlich FAD286 bekamen, wiesen abgesehen von einer geringen Verminderung
der kardialen Zellinfiltration keine Verbesserung der Herzparameter auf. Dies deutet darauf hin,
dass entweder keine kardiale Ald-Synthese existiert oder sie keinen Einfluss auf den
Organschaden nimmt. Das schiddigende Ald stammte damit aus den Nebennieren. Trotzdem
konnen wir nicht ginzlich ausschlieen, dass eine geringe lokale Ald-Synthese im Herz
stattfindet. So konnten wir in den Herzen aller Gruppen eine niedrige basale Expression von
CYP11B2 mRNA nachweisen. Falls dieser Befund eine geringe kardiale Ald-Synthese
wiederspiegelt, scheint diese doch einen kaum nennenswerten Anteil an der kardialen Ald-
Konzentration einzunehmen. Zudem ist zu bedenken, dass die bisher gefundenen
Konzentrationen der CYP11B2 mRNA in den Herzen und GefidBBen von Ratten zwar wesentlich
geringer als in den Nebennieren sind, unter Beachtung der hohen Gesamtmasse des
Herzgefafisystems jedoch eine signifikante Summe der extraadrenalen Ald-Produktion zu
erwarten wire. Dem steht jedoch die Beobachtung entgegen, dass die Ald-Konzentration im
Plasma von adrenalektomierten Ratten in den meisten Studien unter der Nachweiligrenze lag
6495 Trotzdem wire eine lokaler Einfluss einer geringen kardialen Ald-Synthese auf para- und
autokriner Ebene vorstellbar. So zeigen Zellkulturexperimente, dass schon nanomolare Ald-
Konzentrationen die EGF-induzierte friihe Signaliibertragung in CHO-Zellen '** oder die Ang II-

25,124 . .
7. Wie welt unsere

induzierte Signalinduktion in glatten GefdaBmuskelzellen potenzieren
Untersuchungen am Rattenmodell auf den Mensch iibertragbar sind, ist schwer zu beurteilen.
Die derzeitige Studienlage ldsst erkennen, dass die Vorraussetzungen fiir eine mogliche kardiale
Ald-Synthese zwischen verschiedenen Spezies und sogar innerhalb einer Spezies sehr

unterschiedlich ausgeprégt sind.
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S ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

An doppeltransgenen Ratten (dTGR), die das humane Renin und Angiotensinogen
tiberexprimieren und dadurch vielfach erhohte Ang II- und Ald-Spiegel aufweisen, untersuchten
wir die Rolle von Ald im Ang IlI-induzierten Endorganschaden. Wir senkten die hohen Ald-
Spiegel mittels ADX und waren zudem erstmals in der Lage durch Gabe des neuen Ald-
Synthase-Hemmers FAD286 die Ald-Synthese auch pharmakologisch zu blockieren. Damit
gelang es uns, den Liganden Ald zu entfernen ohne Einfluss auf den MR zu nehmen. Sowohl
FAD286 als auch ADX verminderten den Ang II-induzierten Endorganschaden deutlich. So kam
es bei FAD286-behandelten oder adrenalektomierten Tieren im Vergleich zu unbehandelten
dTGR zu einer wesentlich geringeren Ausbildung von  Herzhypertrophie, Herzfibrose,
Entziindungszellinfiltration, Nierenschaden und Albuminurie. Weder FAD286 noch ADX
fiihrten zu einer relevanten Senkung des Blutdrucks. Diese Ergebnisse zeigen, dass in unserem
Modell Ald eine zentrale Rolle in der Vermittlung des Ang Il-induzierten Endorganschadens
spielt. Der Einsatz von FAD286 stellt die erstmalige Beschreibung eines organprotektiven
Effekts durch einen Ald-Synthase-Hemmer in vivo da. Damit kdnnte FAD286 in Zukunft eine
therapeutische Alternative zu den bisher verwendeten MR-Antagonisten wie Spironolakton oder
Eplerenon darstellen. Unser Modell eignete sich nicht zur Kldrung der Frage, ob Ald seine
organschédigende Wirkung unabhéngig oder durch Interaktion mit Ang II vermittelt. Da hierzu
auch in der Literatur gegensitzliche Angaben zu finden sind, bedarf es weiterer Forschung auf
diesem Gebiet.

Der zweite Teil unserer Studie widmete sich der Frage, ob lokal im Herz eine relevante Ald-
Synthese stattfindet und diese evtl. einen Anteil am Ald-vermittelten Herzschaden hat. Hierzu
bestimmten wir die kardiale Ald-Konzentration der verschiedenen Gruppen und konnten zeigen,
dass in den Herzen adrenalektomierter Tiere nur noch geringste Mengen von Ald nachweisbar
waren. Wir schlossen daraus, dass in unserem transgenen Tiermodell das meiste, wenn nicht
sogar alles kardiale Ald den Nebennieren entstammt und nicht lokal im Herz synthetisiert wird.
Den hohen Herz-Plasma-Quotienten der Ald-Konzentration in unbehandelten dTGR fiihrten wir
auf eine Extraktion von zirkulierendem Ald ins Herzgewebe zuriick. Weil die zusétzliche Gabe
von FAD286 bei adrenalektomierten Ratten zu keiner nennenswerten Verbesserung des
Organschadens fiihrte, scheint in unserem Modell das pathophysiologisch-bedeutsame Ald

ausschlieBlich den Nebennieren zu entstammen.
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Weiterer Forschung wird sich zukiinftig auch vermehrt mit der Rolle von Glukokortikoiden am
MR-vermittelten Organschaden beschiftigen. Kortisol, das am MR iiber eine gleiche
Bindungsaffinitit wie Ald verfiigt >’ und im Kreislauf in einer 1000-fach hoheren Konzentration

als Ald vorliegt, wird zwar durch das Enzym 118-HSD2 von einer Bindung am MR abgehalten

29,30 28,34

, jedoch nicht vollstdndig und nicht in allen Geweben . Vor allem im Myokard scheint

durch Fehlen der 11B-HSD2 ein grofler Teil der MR stindig mit Kortisol besetzt zu sein, wobei
in diesem Fall bisher von einem antagonistischen Kortisol-Effekt ausgegangen wurde **2’.
Neuere Untersuchungen lassen jedoch die Uberlegung aufkommen, ob in bestimmten
Situationen, wie z.B. oxidativem Stress, auch Kortisol bzw. Kortikosteron eine aktivierende
Wirkung am kardialen MR aufweist und dadurch vergleichbar mit hohen Ald-Spiegeln

" . . 183
Herzschiden induziert

. Zudem entwickeln uninephrektomierte Ratten Bluthochdruck und die
beim Hyperaldosteronismus bekannten Organschidden, wenn sie mit dem 11B-HSD2-Hemmer
Carbenoxolon behandelt wurden **. Da MR-Antagonisten neben Ald auch immer den Einfluss
von Kortisol am MR blockieren, konnte der in vielen Studien nachgewiesene protektive Effekt
von Spironolakton u.U. auch auf der Hemmung von Glukokortikoiden am MR beruhen. Wir
konnten in unserem Modell zwar mit FAD286 die Wirkung von Ald untersuchen ohne den MR
zu beeinflussen, einen zusétzlich schiadlichen Effekt von Kortikosteron am MR jedoch nicht

ausschliefen. Zukiinftige Studien werden die Rolle von Glukokortikoden am MR genauer kléren

miissen.
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