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Abstrakt

1. Abstrakt

Einleitung: Geschlechtsunterschiede in Hinblick auf koronare Herzerkrankung,
Herzinsuffizienz und arterielle Hypertonie legen eine modulierende Rolle von
Androgenen auf das Herz-Kreislaufsystem nahe. Eine Blockade des
Mineralokortikoidrezeptors (MR) senkt Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit
Herzinsuffizienz. Die Interaktion zwischen Androgenen und dem mineralokortikoiden
System bleiben jedoch unklar. Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte von
Androgenen auf die kardiale Expression des MR unter verschiedenen
Aktivierungsgraden des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (salzarme vs.
salzreiche Umgebung).

Methodik: Normotensive Wistar-Ratten im Alter von 8-10 Wochen wurden
orchiektomiert und anschlieRend fiir einen Zeitraum von insgesamt 5 Wochen einer
natriumarmen bzw. natriumreichen Diat ausgesetzt. Es erfolgte innerhalb dieses
Zeitraums eine Gabe von Testosteron, Dihydrotestosteron (DHT) oder Placebo als
tagliche Subkutaninjektion fur 16 Tage. Zusatzlich erhielten die Tiere den
Androgenrezeptor (AR)-Antagonist Flutamid, den MR-Antagonist Spironolacton oder
Placebo. Nach Totung der Tiere erfolgte eine Analyse der Expression der mRNA fur
den MR, AR, Glukokortikoidrezeptor (GR) sowie fir die MR-abhangigen Gene Serum
glucocorticoid-induced kinase 1 (SGK-1) und Transforming growth factor-B; (TGF-
B1). Ebenfalls wurde eine Untersuchung der relativen Proteinexpression des MR
durchgefuhrt.

Ergebnisse: Der kardiale mRNA-Gehalt des MR unter natriumreicher Diat entsprach
25,3 % des mRNA-Gehalts unter natriumarmer Behandlung (p<0,05). Blockade des
MR mit Spironolacton fiihrte zu einer kompensatorischen Hochregulation der fiir den
MR kodierenden mRNA. Androgene regulierten die mRNA Expression des MR der
untersuchten Wistar-Ratten unter natriumrestriktiver Behandlung signifikant auf circa
20 % herunter. Da sich dieser Effekt durch Gabe von Flutamid blockieren lief3,
scheinen AR-vermittelte Mechanismen involviert zu sein. Jedoch konnte eine
Analyse der Proteinmenge des MR die Ergebnisse der mRNA Untersuchungen nicht
bestatigen. Unter natriumreicher Diat fuhrten Androgene zu keiner weiteren Senkung
der mRNA Expression des MR. Inhibition des MR-Signalwegs in Form einer
Androgen-vermittelten verminderten MR-Expression unter natriumarmer Diat schlug

sich ebenfalls in einer verminderten Expression von SGK-1 nieder. TGF-B; wurde
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durch eine natriumarme Behandlung auf 27,5% der Ausgangsmenge
herunterreguliert. Androgene fuhrten hier bei Wistar-Ratten unter natriumarmer Diat
zu einer signifikanten Verminderung der Expression auf 20,5% (Testosteron)
beziehungsweise 22,3% unter Gabe von DHT (jeweils p<0,05). Keine Veranderung
der AR Expression in Abhangigkeit der Salzaufnahme oder Androgenbehandlung
konnte beobachtet werden. Unter natriumreicher Diat und DHT-Gabe kam es zu
einer vermehrten Expression des GR.

Schlussfolgerung: Die vorliegende Arbeit zeigt Hinweise flr eine mdogliche
Interaktion zwischen androgenem und mineralokortikoidem System im Herzen auf.
Die Effekte zeigen sich hierbei abhangig von der Salzzufuhr. Androgene kénnten so
einen protektiven Effekt auf das Herz unter einer salzarmen Ernahrung durch

Suppression des mineralokortikoiden Signalwegs austben.
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Introduction: Sex differences in cardiovascular disease, heart failure and
hypertension suggest a modulating role of androgens in heart and vasculature.
Blockade of the mineralocorticoid receptor (MR) lowers morbidity and mortality in
patients with heart failure. However, the interactions between androgens and the
mineralocorticoid system are unclear. This study aims at elucidating the effects of
androgen treatment on cardiac MR expression in different states of activation of the
renin-angiotensin-aldosterone system (high vs. low salt load).

Methods: Normotensive male Wistar rats aged 8-10 weeks were orchiectomized and
put on low- or high-salt diet for 5 weeks. They were treated with testosterone,
dihydrotestosterone (DHT) or placebo as daily subcutaneous injection for 16 days. In
addition, the animals received the androgen receptor (AR) antagonist flutamide, the
MR antagonist spironolactone or placebo, respectively. After sacrifice mMRNA
expression of MR, AR and glucocorticoid receptor (GR), as well as MR signaling
targets SGK-1 and fibrosis marker TGF-B; were analyzed. Additionally, analysis of
MR protein expression was performed.

Results: Cardiac MR mRNA was decreased in male rats on high-salt diet from 100%
to 25.3% (P<0.05). Blockade of MR by spironolactone led to a compensatory
increase in MR mRNA expression. Androgens significantly downregulated MR mRNA
expression in salt-deprived rats to about 20%. Since this effect was abolished by
flutamide, AR-mediated mechanisms seem to be involved. However, analysis of MR
protein levels could not confirm the results of mRNA studies. In salt-loaded animals,
androgens were not able to decrease MR mRNA expression further. Inhibition of
enhanced MR signaling by androgens in rats on low-salt diet was reflected by
decreased SGK-1 mRNA expression. TGF-B; was suppressed in rats on a high-salt
diet to 27.5%, and androgens significantly downregulated TGF-; expression in salt-
deprived animals to 20.5% (testosterone) and 22.3% (DHT) (P<0.05). No change in
AR expression in dependence of salt intake or androgen treatment was seen.
Administration of DHT in animals under high-salt diet led to increased expression of
GR mRNA.

Conclusion: The present study reveals significant crosstalk between androgen and
mineralocorticoid signaling that involves MR and AR. Androgens may have a
protective effect on the heart in a low-salt environment by suppressing

mineralocorticoid action in this setting.
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2. Einleitung

2.1 Geschlecht und das kardiovaskulare System

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems sind von enormer epidemiologischer
Bedeutung und in westlichen Landern Haupttodesursache. Trotz grof3er Fortschritte
bei der Behandlung in hoch entwickelten L&ndern werden Erkrankungen dieser
Entitat aufgrund des steigenden Altersdurchschnitts auch weiterhin entscheidenden
Einfluss auf die Lebenserwartung haben.

Hierbei zeigt sich eine ausgesprochene Disparitat zwischen den Geschlechtern in
Hinblick auf das kardiovaskulare System. So haben M&nnern im Vergleich zu Frauen
ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung (KHK),
welches auch nicht als sekundérer Effekt etablierter Risikofaktoren erklart werden
kann [1, 2]. Bei klinischer Prasentation von Patienten mit akutem Koronarsyndrom
zeigen Frauen in prospektiven Untersuchungen eine geringere Auspragung der KHK
in koronarangiographischen Untersuchungen [3]. Weiterhin konnte in einer
randomisierten Studie bei Frauen bei akutem Myokardinfarkt eine grol3ere
Ischdmietoleranz im Vergleich zu M&nnern nachgewiesen werden [4]. Auch in
tierexperimentellen Studien kénnen geschlechtsspezifische Unterschiede aufgezeigt
werden. In diesem Zusammenhang konnte im Mausmodell bei Weibchen auch im
Verlauf ein geringeres Risiko fur Myokardinfarkt-assoziierte Komplikationen wie Re-
Infarkte und Myokardrupturen demonstriert werden [5]. In gleicher Studie zeigte sich
auBerdem eine schlechtere linksventrikulare Pumpfunktion und ungunstigeres
kardiales Remodelling in mannlichen Tieren. Auch in Bezug auf die Pravalenz und
Prognose einer Herzinsuffizienz ergeben sich Geschlechterunterschiede. So konnte
eine grofRe Metaanalyse demonstrieren, dass Manner mit Herzinsuffizienz eine
schlechtere Prognose gegeniiber Frauen haben [6]. Diese Beispiele unterstreichen
die Bedeutung von geschlechtsspezifischen Faktoren auf kardiovaskulare
Erkrankungen und fiihren zu Uberlegungen, inwiefern das Geschlecht des Menschen
einen Einfluss hierauf hat.

Als Ursache kénnen sowohl genetische Erklarungsansatze als auch unterschiedliche
Lebensweisen in Bezug auf das Risikoverhalten, aber auch die Wirkung von
Sexualhormonen in Betracht gezogen  werden. Hierbei lag der
Forschungsschwerpunkt der letzten Jahre insbesondere auf der Wirkung weiblicher
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Sexualhormone, welchen tberwiegend eine protektive Rolle auf das kardiovaskulare
System zugeschrieben wurde [7-9]. Auf der anderen Seite ist der Einfluss von
Androgen weitaus unklarer und das Uberwiegen schadlicher oder protektiver Effekte

ist Gegenstand reger wissenschaftlicher Diskussion.

2.2 Einfluss der Androgene auf das kardiovaskulare System

2.2.1. Androgene und koronare Herzerkrankung

Androgene wirken Uber unterschiedliche Mechanismen auf das kardiovaskulare
System. Zentrale Stellung nimmt hierbei das Gefal3system mit der Entstehung von
Atherosklerose und der klinischen Manifestation als KHK ein. Atherosklerose gilt
hierbei als komplexer Prozess mit inflammativem Charakter, bei dem es zu
endothelialer Dysfunktion mit nachfolgender Migration und Proliferation von
Entztindungszellen und letztlich zur Ausbildung von Plagues innerhalb der arteriellen
GefalRwand kommt [10].

Um die zuvor beschriebenen Ph&dnomene in der geschlechtsspezifischen Pravalenz
von KHK und Atherosklerose teilweise zu erklaren, wurde in zahlreichen
Tiermodellen die Wirkung von Androgenen untersucht. Die genauen Mechanismen,
Uber die diese Effekte vermittelt werden, sind noch unvollstandig verstanden. So
scheinen Androgene direkten Einfluss auf den Prozess der Atherosklerose zu
nehmen. Dieser involviert nach aktueller Auffassung verschiedene Zellarten wie
Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen und deren Interaktion
innerhalb der Intima und der Media der GefaBwand. Ein friher Schritt bei der
Entstehung von atherosklerotischen Verdnderungen ist die Adh&renz von Monozyten
an das Endothel, wobei Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) eine
entscheidende Rolle spielt.

Protektive Effekte von Androgenen auf den Prozess der Atherosklerose sind in
diesem Zusammenhang beschrieben. So zeigt sich in einem Atherosklerosemodell
von mannlichen Kaninchen, welche cholesterinreich ernahrt wurden, eine
antiatherosklerotische Wirkung von Testosteron und dem Androgenvorlaufer
Dehydroepiandrosteron (DHEA) [11, 12]. Dieser Effekt scheint dabei unabh&ngig von
Plasmacholesterol zu sein und Uber lokale Aromatisierung von Androgenen zu
Estrogenen zu wirken [13]. Jedoch gibt es auch Hinweise auf eine atheroprotektive

Wirkung an der Gefaldwand, welche zumindest partiell Gber den Androgenrezeptor
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(AR) vermittelt wird [14]. So zeigt sich beispielsweise eine inhibitorische Wirkung von
DHT auf die Expression von Lectin-like ox-low density lipoprotein receptor-1 (LOX-1),
welcher bei der Ausbildung von Schaumzellen und der Entstehung der endothelialen
Dysfunktion von Bedeutung ist [15]. Testosteron vermindert Uber Aromatisierung zu
Estradiol die Expression des Adharenzmolekils VCAM-1 und kénnte so ebenfalls
atheroprotektive Effekte in vitro entfalten [16]. Androgene wirken auch als vasoaktive
Hormone und sind in der Lage, nach unmittelbarer Gabe in Mannern mit bekannter
KHK vasodilatative Effekte auszulésen [17, 18]. Dies scheint an hohe Dosen und
rasch verfugbare Applikationsformen gebunden zu sein, da eine Studie mit
transdermaler Langzeitsupplementierung keinen Einfluss auf endothelvermittelte
Vasodilatation zeigte [19].

Andererseits sind auch proatherogene Wirkungen von Androgenen beschrieben. In
Zellkulturexperimenten fuhrte das nicht-aromatisierbare Dihydrotestosteron (DHT) zu
einer Stimulation der Expression von VCAM-1. Auf die glatten Muskelzellen der
GefalBwand scheinen Androgene einen stimulierenden Einfluss hinsichtlich Migration
und Proliferation zu haben und koénnten so die Entstehung atherosklerotischer
Plaques ebenfalls begtnstigen [20]. Makrophagen und deren Vorlaufer Monozyten
spielen eine entscheidende Rolle im Prozess der Atheroskleroseentstehung durch
Internalisierung von oxidierten Low density lipoprotein (LDL)-Partikeln und der
Ausbildung von Schaumzellen. Bei Stimulation mit DHT konnte in Makrophagen eine
Hochregulation von Genen, die in Verbindung mit der Entwicklung von
Atherosklerose stehen, zusammen mit einer funktionellen Steigerung der
lysosomalen Degradierung von LDL-Partikeln demonstriert werden [21].
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Wirkung von Androgenen auf
die Entstehung und das Fortschreiten einer KHK immer noch lickenhaft erforscht ist
und durch die potentielle Konversion von Testosteron zu 173-Estradiol, aber auch zu
DHT komplexe Betrachtungsweisen erfordert. In klinischen Studien konnten sowohl
schadliche als auch gunstige Wirkungen von Testosteron auf kardiovaskulare
Risikofaktoren und die vaskulare Funktion demonstriert werden [22-24]. Klinische
Bedeutung erlangt dies insbesondere fir die Testosterongabe sowie deren
Potentiale und Risiken bei hypogonadalen Mannern, auch wenn hierbei prinzipiell

eine Substitution auf physiologische Testosteronspiegel angestrebt wird.

16


http://de.wikipedia.org/wiki/Dihydrotestosteron

Einleitung

2.2.2. Androgene und arterielle Hypertonie

Mit Beginn der Pubertat besitzen mannliche Jugendliche einen im Vergleich zu
weiblichen Gleichaltrigen héheren arteriellen Blutdruck. Dieser Unterschied bleibt bis
zur Menopause der Frauen bestehen [25, 26]. Bei Erkrankungen von Frauen, die mit
erhohten Androgenspiegeln einhergehen wie dem polyzystischen ovariellen
Syndrom, konnten erhdhte Blutdruckwerte nachgewiesen werden, was eine
pathophysiologische Beteiligung mannlicher Sexualhormone suggeriert [27]. In
zahlreichen Tiermodellen zur arteriellen Hypertonie in Ratten zeigten mannliche Tiere
stets hohere Blutdruckwerte als Weibchen [28-30]. Dieser Effekt scheint dabei tber
den AR vermittelt zu sein und keine Aromatisierung zu Estradiol zu erfordern [31].
Die Blutdruckerhohung ist hierbei durch Orchiektomie oder pharmakologische
Blockade des AR reversibel [32]. Auf der anderen Seite scheint im Tiermodell eine
Ovariektomie von spontanen hypertensiven Ratten (SHR) keinen Einfluss auf den
arteriellen Blutdruck in Weibchen zu nehmen [28].

Verschiedene Mechanismen, wie Androgene den Blutdruck beeinflussen und eine
arterielle Hypertonie beglnstigen, wurden beschrieben. Zunachst scheinen im
Rattenmodell Androgene die zentrale Blutdruckregulation in postnatalen und
adoleszenten Entwicklungsstufen der Mannchen zu pragen [33, 34]. Uber direkte
hypertrophe Effekte auf das Herz lassen sich durch Erhéhung von Kontraktilitat und
Schlagvolumen auch blutdrucksteigernde Effekte ableiten [35-37]. Darlber hinaus
wird auch eine Beteiligung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
diskutiert [38]. Hierbei scheint Testosteron uUber Stimulation der Expression von
Angiotensinogen zu einer gesteigerten Renin-Plasmaaktivitat und somit folglich zu
einer Zunahme des systemischen Blutdrucks und Abnahme der renalen Natrium-
Exkretion zu fiuhren [39]. Insbesondere flr eine Salz-induzierte Hypertonie in
mannlichen Tieren scheint dieser Effekt von Bedeutung zu sein [30, 40]. Dass
Testosteron zu einer verminderten Ausscheidung von Natrium als bedeutendes
Elektrolyt fir das intravasale Volumen fihrt, konnte auch in normotensiven Wistar-
Ratten demonstriert werden [41]. Grundlage hierfur konnte die Androgen-abhéngige
Expression der a-Untereinheit des epithelialen Natriumkanals (ENaC) der Niere sein,
dessen direkte Regulation durch Testosteron in vivo und in vitro verifiziert wurde [42].
Dieser Mechanismus scheint jedoch nur die Nieren mannlicher Tiere zu betreffen, da
in Weibchen diese Regulation nicht nachgewiesen werden konnte [43]. Direkt an

Gefal3en fuhrt DHT Uber Stimulation von Cytochrom-P450 4A zu einer vermehrten
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Produktion von 20-Hydroxyeicosatetraenoidsaure (20-HETE) [44]. FUr eine
pathophysiologische Beteiligung dieses Arachidonséurederivats spricht, dass eine
CYP4A-Blockade mit nachfolgend niedrigen 20-HETE-Spiegeln in gleicher Arbeit
auch die blutdrucksteigernde Wirkung von DHT aufhob. Die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen, Uber welche 20-HETE den Gefal3tonus erhdht, sind noch
nicht abschlieRend aufgedeckt. Eine Beeinflussung der Aktivierung der endothelialen
NO-Synthetase (eNOS) uber die Produktion radikaler Sauerstoffspezies oder
Inhibierung des kalziumabhangigen Kaliumkanals auf glatten Gefalwandzellen

wurden postuliert [44, 45].

2.2.3.  Androgene und Herzinsuffizienz

Auch auf Prozesse wie Hypertrophie und Herzinsuffizienz scheinen Androgene
Einfluss zu nehmen. Mit Einsetzen der Pubertat entwickeln mannliche Jugendliche
einen groélReren linken Ventrikel im Vergleich zu weiblichen Altersgenossen [46].
Mannliche Sexualhormone haben einen Einfluss auf das Gesamtgewicht des Herzen,
vermitteln eine gesteigerte kardiale Funktion und beeinflussen die Expression
kontraktiler Proteine [47]. Der AR zeigt hierbei Expression in Kardiomyozyten, was
auch direkt vermittelte Effekte denkbar erscheinen lasst [37]. Auch die Kontraktilitat
des Herzens wird im Rattenmodell sowie in vitro durch physiologische Dosen von
Testosteron gesteigert, was uUber zellulare Transporter, welche die intrazellulare
Kalziumkonzentration steuern, vermittelt zu sein scheint [35, 36].

In der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz sind adaptive Prozesse wie die
erwdhnte kardiale Hypertrophie und die Steigerung der Kontraktilitdt wichtige
Kompensationsmechanismen in frihen Erkrankungsstadien. Herzinsuffizienz ist
gekennzeichnet durch ein unzureichendes Herzminutenvolumen bei normalem
enddiastolischem Ventrikeldruck. Durch Aktivierung des RAAS und gesteigertem
Sympathikotonus  kommt es daraufhin  langerfristig zu  maladaptiven
Anpassungsprozessen, die Form und Struktur des Herzens betreffen. Diese werden
unter dem Begriff Remodelling zusammengefasst und umfassen Prozesse wie
Hypertrophie und Fibrose. Chronische Herzinsuffizienz bleibt jedoch nicht nur auf das
Organ selbst beschrankt, sondern nimmt auch Einfluss auf die Skelettmuskulatur,
den Metabolismus und nicht zuletzt auch auf das endokrine System. So konnten in

einer L&angsschnittstudie erniedrigte Spiegel an Testosteron in Patienten mit
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chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich zu gesunden, altersentsprechenden
Kontrollen gefunden werden [48]. Testosteron war hierbei auch mit dem klinischen
Auspragungsgrad der Herzinsuffizienz, widergespiegelt anhand der New York Heart
Association (NYHA) — Klassifikation, korreliert (Abbildung 1) und war unabh&angig von
etablierten Risikofaktoren mit einer schlechteren Prognose assoziiert [48]. Die
erhohte Pravalenz von niedrigen Spiegeln an freiem Testosteron bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz konnte auch in anderen Studien gezeigt werden, wobei
deren Einfluss auf die Mortalitat nach Adjustierung in Hinblick auf Stoérvariablen wie

Hypertonie oder Vorhofflimmern nicht mehr nachweisbar war [49, 50].
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Abbildung 1: Freies Testosteron im Serum (ng/ml) mit Median sowie oberer und unterer Quartile von
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz in Stadium I-IV gemafl} der New York Heart Association-

Klassifikation. Jankowska et. al [48].

Dies zeigt, dass die direkte pathophysiologische Bedeutung von Androgenen in
Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz umstritten ist und von einer Reihe von
Autoren angenommen wird, dass die hohe Pravalenz von hypogonadalen Mannern
mit  Herzinsuffizienz  eher  Ausdruck des  chronisch  beeintrachtigten
Allgemeinzustandes mit kataboler Stoffwechsellage und Kachexie ist [51]. In
klinischen Studien hingegen konnte eine Testosterongabe in physiologischen Dosen
sowohl bei eugonadalen als auch hypogonadalen Patienten mit Herzinsuffizienz eine

Reihe von positiven Effekten hervorrufen. So konnte eine Verbesserung der
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Leistungsfahigkeit im Gehtest, eine gesteigerte maximale Sauerstoffaufnahme
(VO2max) sowie eine verbesserte maximale Kraftentwicklung der peripheren
Skelettmuskulatur nachgewiesen werden [52-54]. Auch Metaanalysen der bisher
durchgefiihrten klinischen Studien konnten diese Ergebnisse validieren und die
Sicherheit der Testosterongabe fur Patienten mit Herzinsuffizienz ohne ein gehauftes
Auftreten kardiovaskularer Ereignisse in den Behandlungsgruppen demonstrieren
[55, 56]. Auf der anderen Seite konnte in fast keiner der Studien ein Einfluss von
Testosteron auf Parameter wie der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) oder
dem N-terminalen pro-brain natriuretic peptide (NT-pro-BNP) gezeigt werden. Dies
suggeriert, dass es sich eher um periphere Effekte ohne Verbesserung der kardialen
Funktion zu handeln scheint, deren prognostische Bedeutung fraglich bleibt.

Auch Tiermodelle wurden fir die Frage nach direkten Effekten von Androgenen im
Herzen herangezogen. In einem Rattenmodell zur Herzinsuffizienz konnte gezeigt
werden, dass Orchiektomie zu echokardiographischen Verdnderungen mit
Verschlechterung der myokardialen Leistung fuhrte und Testosterongabe diese
Veranderungen aufheben konnte [57]. Auch histopathologische Korrelate wie
Apoptose und myokardiale Fibrose konnten in gleicher Arbeit durch Testosterongabe
gesenkt werden. Als zugrunde liegender Mechanismus wurde hierbei eine veranderte
Expression kardialer beta-Rezeptoren diskutiert, die auf diesem Wege
kardioprotektive Effekte von Testosteron vermitteln. Ein weiteres Rattenmodell fur
Herzinsuffizienz konnte ebenfalls glnstige Effekte einer Testosteron-Substitution auf
Fibrose und zellulare Apoptose zeigen, welche mit einer Herunterregulation von
kardialen Angiotensin Typ 2-Rezeptoren (AT2-R) einher gingen [58]. Auch hier war
die durch Kastration beobachtete Verschlechterung der linksventrikularen Funktion
durch Androgengabe reversibel. Zur Untersuchung der physiologischen Funktion des
AR und seiner Funktion in vivo dienen Androgenrezeptor-Knockout (ARKO)-Mause,
in denen die Expression des Rezeptors ausgeschaltet wurde. In diesen Mausen
wurden verdnderte Anpassungsprozesse bei Angiotensin 1l (ANGII)-Infusionen
beobachtet, welche initiale Schritte bei der Herzinsuffizienz bedingt durch arterielle
Hypertonie modellhaft imitieren sollen [59]. Beim Wildtyp mit intaktem androgenem
System trat eine konzentrische Hypertrophie mit begleitender Fibrose auf, das
Fehlen des AR flhrte hingegen zu reduzierter Ventrikelmasse mit ventrikularer
Dysfunktion und Neigung zu ausgepragter Fibrose. Diese maladaptive Antwort auf
ANGII scheint zumindest teilweise durch eine Androgen-abhangige intrazelluléare
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Signaltransduktion mit verminderter Phosphorylierung von Extracelluar-signal
regulated kinase (ERK) 1/2 sowie 5 vermittelt zu sein. Dies suggeriert eine protektive

Wirkung von Androgenen bei ANGII-induzierter kardialer Fibrose.

2.3 Das androgene System

Androgene sind Steroidhormone, deren bedeutendste Funktionen in der Ausbildung
des mannlichen Phanotyps wahrend der Embryogenese und der Ausbildung
sekundarer Geschlechtsmerkmale wahrend der Pubertét liegen. Doch auch in den
darauffolgenden Lebensabschnitten sind Androgene wichtig fur die sexuelle Funktion
und Spermatogenese, psychisches Verhalten, Knochenmetabolismus und
Stoffwechsel. Wichtigste Vertreter sind Testosteron und DHT, welches mit Hilfe der
5a-Reduktase aus Testosteron konvertiert werden kann [60]. Testosteron selbst wird
in den Leydig-Zellen des Hodens gebildet. Daneben existieren Androgene, welche
hauptséachlich in der Nebennierenrinde gebildet werden: DHEA und Androstendion.
Obwohl alle Androgene ihre Wirkung uber den AR entfalten, wirken die zwei
Hauptandrogene Testosteron und DHT unterschiedlich. Wahrend Testosteron vor
allem Libido, Sexualfunktion und Muskelwachstum steuert, ist DHT fur die
Embryogenese der  mannlichen Geschlechtsorgane, sowie fur Korper- und
Kopfbehaarung von entscheidender Bedeutung [61]. Testosteron sollte aus diesem
Grund nicht allein als Vorlaufer von DHT verstanden werden.

Testosteron kann im Gegensatz zu DHT durch Aromatase zu Estradiol umgewandelt
werden, wodurch Effekte von Testosteron indirekt auch durch Stimulation von
Estrogenrezeptoren vermittelt werden kdnnen [62]. Sowohl Aromatase, als auch 5a-
Reduktase werden im Herz exprimiert und kdnnen so Testosteron lokal umwandeln
[63]. DHT zeigt eine circa 10-fach hodhere Aktivierung von MMTV-Promotor-
Konstrukten in Chinese Hamster Ovary-Zellen, was in einer hoheren Affinitat zum AR
begrundet ist [64].

Flutamid wirkt als spezifischer Antagonist am AR, was von klinischer Bedeutung

beispielsweise bei der Behandlung des metastasierten Prostatakarzinoms ist.
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2.4 Der Androgenrezeptor und dessen molekulare

Wirkungsweise

Der AR ist ein Protein, welches zur Superfamilie der nuklearen Rezeptoren gehort.
Hierbei handelt es sich um Strukturen, die unter Bindung des jeweiligen Liganden als
Transkriptionsfaktoren fungieren kénnen und somit Einfluss auf die Expression
entsprechender Zielgene nehmen kénnen. Der Androgenrezeptor gehért zusammen
mit dem Estrogenrezeptor, dem Progesteronrezeptor, dem Glukokortikoidrezeptor
sowie dem Mineralokortikoidrezeptor der Subklasse | an. Diese zeichnet sich durch
die Ausbildung von Homodimeren unter Ligandenbindung aus, welche fir die
Bindung an die DNA bendtigt wird. Die DNA-Bindungsmotive sind hierbei als Inverted
repeats arrangiert und stehen sich in ihrer Sequenz praktisch spiegelbildlich
gegenuber.

Der AR kann in vier verschiedene funktionelle Domanen eingeteilt werden (siehe
Abbildung 2): die N-terminale regulatorische Doméane (NTD), die DNA-bindende
Domane (DBD), die Hinge-Region sowie die Liganden-bindende Domane (LBD).

FQNLF WHTLF NLS

Poly Q / /
1 / 557 623 919

NDT DBD H| LBD

Abbildung 2: Schematische Darstellung der funktionellen Domanen des Androgenrezeptors mit
Angabe der Aminosdureposition. N-terminale regulatorische Domé&ane (NDT) mit Activation function
(AF) 1 und 5 als Interaktionsstellen zu Kofaktoren sowie der C-terminalen Region; Poly-Glutamin Kette
mit variabler Grof3e (Poly Q); FQNLF und WHTLF als Interaktionsmotive mit der C-terminalen Region.
DBH — DNA-bindende Domane. H — Hinge-Region mit Nuclear localisation signal (NLS). Liganden-
bindende Doméne (LBD) mit AF-2. Modifiziert nach Wijngaart et. al [65].

Die NTD ist fur die transkriptionelle Funktion des Rezeptors entscheidend und tragt
zweil Sequenzabschnitte, die von besonderer Bedeutung sind. Sie werden als
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Activation function (AF) 1 und 5 bezeichnet, wobei sich zusatzlich ein AF-2 in der
LBD befindet. Dartiber hinaus enthalt die NTD eine Polyglutaminsequenz beginnend
mit Aminoséure (AS) 57, deren Lange variabel ist [66]. Klinische Bedeutung erhalt
dies fur die Pathogenese des Kennedy-Syndroms, einer neuromuskularen
degenerativen Erkrankung, bei der es zu einer Trinukleotid-Expansion mit
Verlangerung der Polyglutaminsequenz kommt [67]. Doch auch eine verkirzte Lange
der Sequenz konnte pathologische Bedeutung in Hinblick auf ein moglicherweise
erhohtes Risiko fur die Entwicklung von Prostatakarzinomen haben [68].

Im Gegensatz zur NTD zeigt die DBD ein hohes Mal3 an Sequenzhomologie mit den
anderen Vertretern der Subfamilie vom Typ I. Sie ist rund 80 AS lang und enthalt
zwei Zinkfinger-Doméanen. Diese treten in Wechselwirkung mit spezifischen
Bindungsmotiven in der groBen Furche der DNA-Helix und sind fir die DNA-
abhangige Dimerisation von entscheidender Bedeutung [66, 69].

Zwischen DNA- und Liganden-bindender Domane befindet sich eine als Hinge- oder
Gelenks-Region bezeichneter Rezeptorabschnitt, der wichtig fur die Translokation in
den Zellkern ist und wichtige Aminoséaurereste fur die posttranslationale Modifikation
des Rezeptors enthalt. Die Hinge-Region enthélt ein Nuclear localisation signal
(NLS), welches nach Liganden-induzierter = Konformationsdnderung den
Rezeptorkomplex durch Bindung an a-Importin in den Zellkern transportiert [70].

Die LBD enthalt die fur die Funktion des AR entscheidende zentrale Bindungstasche,
welche spezifisch und hochaffin fur Androgene ist [71, 72]. Mutationen in diesem
Bereich wurden sowohl bei kompletter als auch partieller Androgenresistenz sowie in
Prostatakarzinomen gefunden [73, 74]. Die LBD beinhaltet aulRerdem die
Transaktivierungseinheit AF-2, welche wie die AF-1 Liganden-abhangige Aktivitat
zeigt [75]. Im Vergleich zu anderen Steroidhormonrezeptoren ist der potentielle Grad
der Transaktivierung durch die AF-2 jedoch gering und AF-1 und AF-5 vermitteln im
AR die Hauptaktivitat [76, 77]. Allerdings ist die AF-2 fur eine besondere
intramolekulare Interaktion mit der NTD von besonderer Bedeutung.

In Abwesenheit eines Liganden ist der AR in erster Linie zytosolisch verteilt und in
einem Multi-Proteinkomplex aus Hitzeschock-Protein 90 (HP-90) und anderen Ko-
Chaperonen gebunden, die den Rezeptor in seiner inaktiven Form halten [78]. Das
im Blut zirkulierende Testosteron, welches nicht an Sexualhormon-bindendem
Globulin (SHBG) oder Kaortisol-bindendem Globulin (CBG) gebunden ist, kann als

freies Hormon die Zellmembran durch Diffusion Uberwinden und so mit dem AR in
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Interaktion treten. Entgegen dieser ,freien Hormon-Hypothese“ gibt es jedoch auch
Hinweise fir eine Megalin-vermittelte Endozytose von an SHBG-gebundenem
Testosteron [79]. Bei Bindung eines Liganden an den AR kommt es nun zur
Anderung der Konformation und Phosphorylierung des Rezeptors sowie
nachfolgendem Transport in den Nukleolus [80, 81]. Daraufhin erfolgt unter Bindung
an die DNA die Ausbildung von Homodimeren und anschlieBend die essentielle
Rekrutierung von Kofaktoren. Diese fuhren letztlich zur Formung eines
Transkriptionskomplexes und zur Amplifikation des jeweiligen Zielgens mittels RNA-
Polymerase Il. Hierbei ist zu erwahnen, dass die Uberwiegende Zahl der Androgen-
regulierten Gene Uber diesen Weg eine Hochregulation des jeweiligen Proteins
erfahrt. Jedoch ist fur eine Vielzahl von Genen auch eine Expressionshemmung
beschrieben. Verschiedene Mechanismen hierzu sind bekannt, so beispielweise eine
Protein-Protein-Interaktion des AR mit dem Transkriptionsfaktor Specifity protein 1
(Spl), welcher Ublicherweise an die distale Promotorenregion des Gens fur die -
Untereinheit des luteinisierenden Hormons bindet [82]. Auch eine direkte Inhibition
durch Rekrutierung von Ko-Repressoren mit Ausbildung eines
Repressionskomplexes ist fur Cyclin D1 in BrCA-Zellen beschrieben [83].
Homodimere des  Glukokortikoid-, = Progesteron-,  Mineralokortikoid-  und
Androgenrezeptors erkennen allesamt die identische palindromische DNA-Sequenz
AGAACANNnTGTTCT [84, 85]. Diese ist wie bereits erwahnt als umgekehrte
Wiederholung (Inverted repeats) arrangiert und befinden sich innerhalb der
Promotoren eines Gens.

Hieraus ergibt sich die Frage, wie die unterschiedlichen Steroidhormonrezeptoren
der Klasse | jeweils spezifische Wirkung entfalten und unterschiedliche Gene
regulieren, wenn diese an identische DNA-Motive binden. Hierbei kann
beispielsweise die Expression der Rezeptoren selbst Zellspezifitat vermitteln.
Wahrend der GR in fast allen Geweben exprimiert wird, zeigt der AR nur in einigen
Organen signifikante Expression wie beispielsweise Prostata, Hoden, Herz, Niere
oder Haarfollikeln [86]. Des Weiteren sind die Kofaktoren von entscheidender
Bedeutung. Nur die Formung eines Multi-Protein-Komplexes gemeinsam mit
Kofaktoren fuhrt auch zu regulatorischen Konsequenzen nach erfolgter DNA-
Bindung. Kofaktoren unterstitzen die Transaktivierung durch den AR und kénnen
hierbei in drei Gruppen eingeteilt werden: Die erste Gruppe umfasst hierbei Proteine,
welche die Interaktion mit der DNA stabilisieren, den Zustand der Chromatinstruktur
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modulieren oder allgemeine Transkriptionsfaktoren wie die RNA Polymerase I
rekrutieren [87]. Hierzu gehéren beispielsweise cAMP response element binding
protein (CREB)/p300 und Steriod receptor coactivator (SRC)-1. Beide besitzen
Histon-Acyltransferase-Aktivitdt und kdnnen somit die DNA in eine transkriptionell
aktive Form uberfihren [88, 89]. Eine zweite Gruppe von Kofaktoren hat die
Funktion, Kontakt zwischen AR, den allgemeinen Transkriptionsfaktoren der Zelle
sowie der RNA-Polymerase Il herzustellen. Hierzu z&hlt beispielweise der Mediator
Komplex (MED). Zusatzlich gibt es Kofaktoren, welche die Konformation des AR
selbst beeinflussen und so Einfluss auf das AusmalR der Transkription nehmen.
Hierbei sei exemplarisch das Androgenrezeptor assoziierte Protein (ARA) 70
genannt [90].

Der AR weist in Hinblick auf die spezifische Wirkung eine weitere Besonderheit unter
den Mitgliedern seiner Subfamilie der nukledren Rezeptoren auf. Neben der
genannten klassischen palindromischen Sequenz, welche auch als Androgen
responsive elements (ARE) bezeichnet werden, kann der AR auch exklusiv an DNA-
Abschnitte binden, welche von diesem Muster abweichen. Diese abweichenden
responsiven Elemente, welche auch als selektive ARE bezeichnet werden, konnten
unter anderem fir das Probasin-Gen und dem Gen fur die sekretorische
Komponente des Immunglobulins der Klasse A und M demonstriert werden [91-93].
Hierbei ist das 5-TGTTCT-3'-Palindrom als direkte Wiederholung angeordnet [94].
Selektive ARE stellen somit DNA-Elemente dar, an denen ausschlieB3lich der AR

binden kann und so zu einer Androgen-spezifischen Wirkung fuhrt.

2.5 Bedeutung von Mineralo- und Glukokortikoidrezeptoren

Im Herzen
In klassischen Zielgeweben wie Niere, Kolon oder den Speicheldrisen ist der
physiologische Ligand des MR das Steroidhormon Aldosteron. Hierbei ist Aldosteron
an der Regulation des extrazellularen Volumens sowie an der renalen
Natriumreabsorption und Kaliumexkretion beteiligt [95]. Eine Besonderheit ist, dass
Glukokortikoide wie Kortisol oder Kortikosteron mit vergleichbarer Affinitat sowohl an
den GR als auch an den MR binden kénnen. In klassischen Zielzellen epithelialer

Herkunft wie dem distalen Tubulus der Niere metabolisiert das Enzym 11(B-

25



Einleitung

Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11B-HSD) Typ 2 Glukokortikoide zu inaktiven
Metaboliten und stellt so eine spezifische Wirkung von Aldosteron am MR sicher [96].
Der MR wird jedoch auch in nicht-epithelialen Geweben wie dem Herz exprimiert
(Abbildung 3). Intrakardial wird Uberwiegend die 113-HSD vom Typ 1 exprimiert,
welche die intrazellulare Bildung von aktiven Glukokortikoiden katalysiert [97].
Aufgrund der vielfach héheren Serumkonzentration an Glukokortikoiden (ca. 1000-
fach) kann daher davon ausgegangen werden, dass unter normalen Umstanden der
MR durch Kortisol besetzt ist, welches Uberwiegend eine antagonistische Wirkung
entfaltet [98]. Somit kann unter physiologischen Bedingungen Kortisol und nicht

Aldosteron als Hauptligand fur den kardialen MR betrachtet werden.

Abbildung  3: Immunhistochemische  Farbung  des
Mineralokortikoidrezeptors von Gewebe des linken Ventrikels
(Kaninchen), VergréBerung 202,5x; m: Kardiomyozyt,
Lombes et al [99].

Unter vermehrtem oxidativen Stress oder inadaquatem Aldosteron-Exzess wird der
MR jedoch durch seinen spezifischen Liganden Aldosteron aktiviert und entfaltet
ungunstige Effekte mit Entstehung von linksventrikularer Dysfunktion und
Herzinsuffizienz [98, 100]. Zusétzlich zu diesen Effekten ist fur den MR eine
pathophysiologische Bedeutung in Zusammenhang mit der Entstehung von kardialer
Fibrose und Inflammation in zahlreichen Arbeiten aufgezeigt worden.
Interessanterweise scheint hierbei die Wirkung des aktivierten MR von der
nahrungsbedingten Salzaufnahme abhangig zu sein und nur unter hoher Salzzufuhr

aufzutreten [101]. Hierbei flhrt der inadaquate Aldosteron-Exzess, wie er bei einem
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primaren Hyperaldosteronismus auftritt, Zu arterieller Hypertonie,
Linksherzhypertrophie sowie myokardialer Fibrose. Die Effekte werden in diesem
Zusammenhang Uber den MR vermittelt und scheinen keine indirekte Folge der
begleitenden Hypertonie zu sein. Auch in klinischen Studien schien das Auftreten
der Linksherzhypertrophie bei Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus mit der
Salzaufnahme zu korrelieren [102]. Zu sekundar erhdhten Spiegeln an Aldosteron
kommt es auch im Rahmen einer Herzinsuffizienz mit Aktivierung des RAAS. Grolie
klinische Studien konnten den enormen prognostischen Nutzen einer
pharmakologischen Blockade des MR bei Patienten mit symptomatischer
Herzinsuffizienz oder nach Myokardinfarkt mit eingeschrankter linksventrikulérer
Funktion demonstrieren [103, 104].

Die zugrunde liegenden Pathomechanismen einer MR-Aktivierung im Rahmen
kardialer Erkrankungen sind auf molekularer Ebene bisher unvollstandig verstanden.
Grundlage ist die Expression des MR in Kardiomyozyten, Endothelzellen und
Vascular smooth muscle cells (VSMC). Fiur kardiale Fibroblasten hingegen zeigen
sich widerspruchliche Ergebnisse. In Tiermodellen entwickelte sich nach einer
vierwochigen Gabe von Aldosteron eine vermehrte Expression von
proinflammatorischen Proteinen wie Intercellular adhesion molecule (ICAM) -1,
Monocyte chemoattractant protein (MCP) -1 und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)
zusammen mit  erhdhtem  Kollagengehalt und  Makrophagen-  sowie
Lymphozyteninfiltration im Herz von Ratten [105]. Aldosteron scheint auch tUber eine
Reihe anderer Chemokine zu wirken und zu einer vermehrten Expression von Tissue
inhibitor of matrix-metalloprotease (TIMP) -2 und Connective tissue growth factor
(CTGF) zu fuhren [106]. Zugrunde liegend kdnnte ein Auftreten von vermehrtem
oxidativen Stress Uber die Bildung Reactive oxygen species (ROS) sein. Weiterhin
gibt es Hinweise fur eine Aldosteron-induzierte vaskulare Dysfunktion unter
Einbeziehung von Endothelin-1 sowie der lokalen NO-Produktion [107, 108].
Transforming growth factor-B; (TGF- 1) ist hierbei ein weiteres profibrotisch
wirkendes Protein, welches bei Stimulation des MR vermehrt gebildet wird und vor
allem eine parakrine Wirkung im Herzen in Hinblick auf Hypertrophie und Fibrose
ausubt [106, 109]. Interessanterweise konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die
beschriebenen proinflammatorischen und profibrotischen Veranderungen auch mit
einer MR-vermittelten Induktion von Serum glucocorticoid-induced kinase 1 (SGK-1)

einhergingen [106]. Klassischerweise steigert diese Kinase in Zielzellen epithelialer
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Herkunft den intrazellularen Natrium-Influx Gber Aktivierung von Natrium-
Austauschern und Kaliumkanalen. In einem Mausmodell zur Herzinsuffizienz zeigte
sich eine protektive Wirkung in Bezug auf die Ausbildung einer dilatativen
Kardiomyopathie und das Auftreten einer kardialen Fibrose nach funktioneller
Ausschaltung des SGK-1-Gens [110]. Dies koénnte zum Teil in kausalem
Zusammenhang mit elektrophysiologischen Veradnderungen im Natriumeinstrom
durch Interaktion von SGK-1 mit dem myokardialen Natriumkanal Navl.5 stehen
[110]. Ebenfalls zeigt sich in einem weiteren Mausmodell mit experimenteller
Vorlasterhohung eine SGK-1-abhdngige Regulation des Kkardialen Na'/H'-
Austauschers NHE1. Dieser Mechanismus scheint uber eine Anderung des
intrazellularen pH-Wertes und eine Zellschwellung die Entstehung einer kardialen
Hypertrophie zu beginstigen [111]. Zusammenfassend scheint SGK-1 einen Teil der
Aldosteron-vermittelten Effekte in Hinblick auf die Pathogenese einer Herzinsuffizienz
zu vermitteln [112, 113].

Der GR gehort zur gleichen Subklasse von nuklearen Rezeptoren wie MR und AR
und wird ebenfalls im Herz exprimiert. Glukokortikoide haben Uber den GR
mannigfaltige Wirkungen auf Stoffwechsel und Inflammation. Es gibt Hinweise auf
eine direkte Interaktion von GR und AR mit Ausbildung von Heterodimeren in vitro
[114, 115]. Die Rolle des GR im Herzen selbst ist noch unklar. Eine
pharmakologische Blockade des GR scheint auf die durch kardiale MR-Aktivierung
vermittelten schadlichen Effekte keinen Einfluss zu haben [116, 117]. Jedoch
beglnstigt im Knockout-Modell von Mausen die selektive Ausschaltung des GR-
Gens in Kardiomyozyten die Entwicklung einer Herzinsuffizienz mit eingeschrankter
LV-Funktion sowie Hypertrophie und fuahrt zu erhohter Mortalitdt [118]. Auf
molekularer Ebene scheint hierbei eine Dysregulation bestimmter Gene zu bestehen,
beispielsweise fur den Ryanodin-2 Rezeptor oder Dystrophin, welche dann sekundar
zu Hypertrophie und Herzinsuffizienz fuhren. Auf der anderen Seite zeigt sich im
Rattenmodell, dass auch ein Exzess an Glukokortikoiden oben genannte
Veranderungen und zusatzlich das Auftreten einer kardialen Fibrose Uber eine

veranderte intrazellulare Kalziumregulation begtinstigen kann [119].
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2.6 Fragestellung

Der physiologische Einfluss von Androgenen auf das kardiovaskulare System ist bis
heute unzureichend verstanden. Epidemiologisch lasst sich eine deutliche
geschlechterabhéngige Disparitdt in Hinblick auf das Risiko kardiovaskularer
Erkrankungen nachweisen, wobei auch Androgene dieses Phanomen zu
beeinflussen scheinen. Im Rahmen einer Herzinsuffizienz oder nach akutem
Myokardinfarkt spielt der MR und dessen pharmakologische Beeinflussung eine
herausragende klinische Bedeutung mit prognostischer Relevanz. Im Rattenmodell
gibt es Hinweise fir eine Interaktion zwischen androgenem und mineralokortikoidem
System, da eine AR-Blockade mit Flutamid zur Erh6hung des Serumaldosterons
fuhrt [120].

Der Serumspiegel von Aldosteron als spezifischer Ligand des MR wird hierbei
malfdgeblich beeinflusst von der Salzzufuhr und der damit verbundenen Aktivierung
des RAAS. Die Abhangigkeit der Wirkung des Aldosterons im Herzen von der Menge
an zugefuhrtem Natriumchlorid (NaCl) ist hierbei gut etabliert und soll auch fur die
Wirkung von Androgenen Bertcksichtigung finden.

Zur Untersuchung der physiologischen Androgenwirkungen wurde ein Tiermodell
herangezogen. Hierbei handelte es sich um Versuche mit mannlichen Wistar-Ratten.
Es sollte untersucht werden, wie sich die exogene Androgen-Substitution nach
Orchiektomie auf die Expression der Steroidhormonrezeptoren AR, GR und MR im
Herzen auswirkt. Ein Schwerpunkt ergab sich hierbei fur den MR. Angestrebt wurde

die Beleuchtung folgender Fragestellungen:
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1. Zeigt sich eine Regulation des kardialen Mineralokortikoidrezeptors durch

Androgene unter salzarmer beziehungsweise salzreicher Diat?

2. Inwiefern besteht eine Autoregulation des AR unter salzarmer

beziehungsweise salzreicher Diat?

3. Erfahren Mineralokortikoidrezeptor-abhangige Gene eine gleichartig gerichtete

Regulation durch Androgene beziehungsweise salzarme oder salzreiche Diat?

4. Besteht eine Regulation der kardialen 11(3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Typ 1 als zugrunde liegender Mechanismus mit moglicher Beeinflussung der

lokalen Konzentration an Kortisol?

5. Wie verhalt sich die relative Expression des Glukokortikoidrezeptors unter
Androgengabe beziehungsweise nahrungsbedingter Salzzufuhr?

30



Materialen und Methoden

3. Materialen und Methoden
3.1. Materialien

3.1.1.

Primer, Antikorper, Enzyme, Langenstandards

Primer fir die Realtime-PCR als ,Assays on Demand“ von Applied Biosystems

(Foster City, CA, USA):

Zielgen (Genprodukt) Assay-ID ProduktgrofRe
Ar (AR) RN00560747_m1 75 bp
Nr3cl (GR) Rn00561369_m1 73 bp
Nr3c2 (MR) RN00565562_m1 79 bp
Sgkl (SGK-1) Rn00570285_m1 79 bp
Tgfbl (TGF-B,) Rn00572010_m1 65 bp

Endogene Kontrolle (18S):

TagMan® Ribosomal RNA Control Reagents (VIC Probe, Forward/Reverse Primer),

Applied Biosystems Foster City, CA, USA

Antikorper

Bezugsquelle

Anti-MR (6G1)

Labor von Celso Gomez-Sanchez,
University of Mississippi,
USA

Mississippi,

Anti-HSD1 (H100)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA

Anti-3-Actin (C4)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA

Anti-rabbit

from donkey

IgG-horseradish peroxidase

Amersham Biosciences, Little Chalfon
Buckinghamshire, UK

Anti-mouse IgG-horseradish peroxidase

from sheep

Amersham Biosciences, Little Chalfon
Buckinghamshire, UK

31




Materialen und Methoden

Enzym/Enzym-Mix Bezugsquelle

AMV Reverse Transcriptase Promega, Madison, WI, USA

Recombinant RNasin® Ribonuclease Promega, Madison, WI, USA
Inhibitor

Tagman Universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Langenstandard Bezugsquelle

Hyperladder | (200-10.000bp) Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Hyperpage Prestained Protein Marker Bioline, Luckenwalde, Deutschland

3.1.2. Chemikalien und Biochemikalien

Material Bezugsquelle

2-Propanol (99,5%) Roth, Karlsruhe, Deutschland
5alpha-Dihydrotestosteron (5alpha- Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Androstane-3,17-dione)

Acrylamid/Bis solution 29:1 (30%) Bio-Rad, Hercules, USA

Agarose Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Ammonium Persulfat Bio-Rad, Hercules, USA

Borsaure 99,5% Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland
Coomassie Violett R150 Merck, Darmstadt, Deutschland
DEPC Treated Water Invitrogen, Camarillo, USA

EDTA (0,5 M) Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Essigsaure 100% Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol denaturated 95% VWR, Darmstadt, Deutschland
Ethanol per analysis 100% Mallinchrodt Baker B. V., Deventer, NL
Flutamid Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
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Igepal CA-630

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

Magermilchpulver

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaN3 (Sodium Azid)

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdesoxycholat

Fluka Chemie, Buchs, Deutschland

Natronlauge (2 mol/l)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Phosphate buffered saline tablets

Life Technologies Corporation,
Island, NY, USA

Grand

Ponceau Red

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

Salzsaure 25%

Merck, Darmstadt, Deutschland

SDS

Bio-Rad, Hercules, USA

SDS for electrophoresis (99%)

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

SDS Solution (10% wi/v)

Promega, Madison, USA

Spironolactone

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

TEMED

Bio-Rad, Hercules, USA

Testosterone (298%)

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

Tris Base (Trizma®© base)

Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA

Triton X 100 Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
Tween 20 Sigma-Aldrich Inc.,St. Louis, MO, USA
3.1.3. Lo6sungen und Puffer

Kommerzielle Puffer:

Material Bezugsquelle

10x Loading Buffer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

10x Reverse Transcription Buffer

Promega, Madison, W1, USA

TBE-Puffer:

10,8 g Tris-Base; 5,5 g Borsaure; 4 ml EDTA (0,5 M)

mit H>O bidest. auf 1 | auffullen
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RIPA-Puffer:

50 mM Tris-HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl; 1% Igepal 40; 0,5% Natrium-Desoxycholat;
0,1% SDS

Protease-Inhibitor (Complete Mini, Roche, 1 Tablette auf 10 ml Pufferlésung)

Coomassie-Blau Farbeldosung:

Coomassie Violett R150 0,19
Methanol 45 ml
Essigsaure 45 ml
H,O bidest. auf 100 ml auffullen

Ponceau-Rot Farbelésung:
0,1% Ponceau Red; 0,5% Essigsaure; 100 ml H,O bidest.

0,05% PBS-Tween:
4 Phosphate-buffered saline tablets; 2 | H,O bidest.; 1 ml Tween 20

0,1% PBS-Tween:
4 Phosphate-buffered saline tablets; 2 | H,O bidest.; 2 ml Tween 20

TBS:
50 mM Tris; auf pH 7,4 einstellen

2x Laemmli-Puffer:

10% SDS 200 pl
Glycerol (99%) 100 pl
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 125 pl
H,0 25 pl

Anschliel3end Hinzugabe einer Messerspitze Bromphenolblau, Aliquotieren auf 90 ul

und Lagern bei -20 °C. Bei Verwendung Zugabe von 10 ul 2-Mercaptoethanol.

Stripping-Puffer:
100 mM 2-Mercaptoethanol; 2% SDS; 62,5 mM Tris
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SDS-PAGE-Laufpuffer:

Tris Base 30,28 g
Glycin 144 g
SDS 10g
NaNs3 0,19

Auf 1 | mit H,O bidest. aufflllen

Toubin-Puffer:
3,03 g Tris Base; 14,4 g Glycin; 200 ml Methanol; 800 ml H,O bidest.

3.1.4. Kommerzielle Kits

Material Bezugsquelle

RNeasy Mini Kit Qiagene, Hilden, Deutschland
DCrvProtein Assay (Reagenz A, B, S) Bio-Rad, Hercules, USA

Reverse Transcription System Promega, Madison, WI, USA

3.1.5. Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsquelle

Amersham Hybond blotting paper GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Buckinghamshire, UK
Amersham Hybond ECL Nitrocellulose GE Healthcare, Chalfont St Giles,

Membrane Buckinghamshire, UK

Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Buckinghamshire, UK

Falcon Rundbodenréhrchen (5 ml) Becton Dickinson Labware, NJ, USA

Kryo-Tubes (1,8 ml) Nunc, Roskilde, Danemark

Nunc MicroWell 96-Well Microplates Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Pasteurpipetten VWR, Darmstadt, Deutschland

PCR iCycler PCR Plates, 96 wells Bio-Rad, Hercules, CA, USA

PCR Sealers Microseal ‘B’ Film Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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Pipettenspitzen 0,5-10 pul, 10-100 pl,
100-1000 pl

VWR, Darmstadt, Deutschland

Safe-Lock Tubes (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipetten Falcon (1 ml, 2 ml,
5 ml, 10 ml, 25 ml)

Becton Dickinson Labware, NJ, USA

Short

Protean 3

und Spacer Glasplatten Mini-

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Thermo-Tube (0,2 ml)

Abgene, Epsom, UK

Wageschalchen Diamant (25 ml)

VWR, Darmstadt, Deutschland

Zentrifugenrohrchen mit Schraubkappen
(15 ml, 50 ml)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.6. Gerate

Material Bezugsquelle

Analysenwaage Sartorius BP 121 S

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Analysenwaage Scout Pro

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Belichtungskassette 8x10 inch

Appligene, Watford, UK

Centrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Elektrophorese Kammer MGU-302

C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA

Galaxy Mini Star Tischzentrifuge

VWR, Darmstadt, Deutschland

Genesys 10 UV Scanning

Thermo Spectronic, Wuppertal

Heizblock Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

iMark Microplate Absorbance Reader

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Kodak X-OMAT Multiloader 300 Plus

Kodak AG, Stuttgart, Deutschland

LabSonic Ultraschallhomogenisator

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Mikrowellenofen Micromaxx MM41580

Medion, Essen, Deutschland

Millipore-lonenaustauscheranlage Milli-Q

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Mini Protean 3 Cell

Kammer

Elektrophorese

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Mini Vortexer

VWR, Darmstadt, Deutschland

Model 1000/500 Power Supply

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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Model 200/2.0 Power Supply Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Motorhandstiick MHX (E) Xenox, Wecker, Luxemburg

MR 3002 (Magnetrihrer) Heidolph, Schwabach, Deutschland
Nano Drop ™ PeglLab Biotechnologie, Erlangen,

Deutschland

pH 211 Microprocessor (pH-Meter) Hanna Instruments, Kehl am Rhein,
Deutschland

Pipette Eppendorf research 0,1- 2,5ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten Eppendorf Reference 0,5-10 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
10-100 pl, 100-1000 pl

Plattformschuttler Titramax 1000 Heidolph Instruments,  Schwabach,

Deutschland

Tissue Lyser Il Qiagene, Hilden, Deutschland
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Typhoon 8600 Variable Mode Imager Amersham Biosciences, Little Chalfon

Buckinghamshire, UK

3.1.7. Software

Material Bezugsquelle

Image Master TotalLab v.1.11 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Microsoft Office 2007 Microsoft, Unterschleil3heim, Deutschland

Graph Pad Prism 5, Version 5.01 GraphPad Software, San Diego, CA,
USA

Endnote X7 Thomson Reuters, New York City, NY,
USA
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3.2. Methoden

3.2.1. Invivo-Tiermodell

Mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 180-200 g wurden von Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) erworben. Hierbei handelte es sich um
Tiere im Alter von 8 - 10 Wochen. Die Tierversuche wurden in Ubereinstimmung der
Grundsatze des Institutional Animal Care and Use Committee sowie nationaler
Bestimmungen durchgefiihrt. Es erfolgte die Einholung eines Ethikvotums und die
Genehmigung durch die Tierschutzkommission.

Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes wurden die Tiere unter konstanten
Bedingungen bei 22-24 °C, 50-60% relativer Luftfeuchtigkeit, sowie einem
simulierten 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus mit freiem Zugang zu Wasser und
Nahrung gehalten. Zur Stressreduktion wurden drei Tiere pro Kafig gehalten. 72
Stunden nach Erhalt der Tiere erfolgte die Gonadektomie auf zuvor beschriebene
Weise [120, 121].

Den jeweiligen experimentellen Gruppen wurden sechs Tiere zuféllig zugeordnet. Die
Halfte der Tiere erhielt eine natriumreiche Diat mit Futter von 4% NaCl-Gehalt (sniff
Spezialdiaten GmbH, Soest) sowie Trinkwasser mit 0,09% NaCl-Gehalt. Die anderen
Tiere wurden unter eine natriumarme Diat gesetzt, welche aus Nahrung mit
NaCl <0,03% und Trinkwasser ad libidum bestand. Nach einer Erholungs- und
Adaptationszeit der Tiere wurde ab dem 20. Tag des Versuchszeitraumes eine
tagliche Subkutaninjektion mit entweder 2,86 mg/kg Korpergewicht Testosteron (1
mg/Tier) gelost in Oleum sesami; 2,86 mg/kg Korpergewicht Dihydrotestosteron (1
mg/Tier) geldst in Oleum sesami bzw. Placebo (Oleum sesami) vorgenommen [120,
121]. Zusétzlich erhielten die Tiere taglich eine zweite Subkutaninjektion mit
entweder 30 mg/kg Korpergewicht Flutamid (10,5 mg/Tier), gelést in Oleum
sesami/Ethanol (v/iv 11:1); 50 mg/kg Korpergewicht Spironolacton (17,5 mg/Tier),
geldst in Castor oil/Benzylbenzoat (v/v 5:1), bzw. Placebo (Oleum sesami/Ethanol).
Die Tiere, welche als zusatzliche Injektion Placebo erhielten, werden im Folgenden
als Hauptbehandlungsgruppe bezeichnet. Den Versuchsaufbau illustriert Abbildung
4. Nach einer Behandlungszeit von 16 Tagen wurden die Tiere getoétet,
Gesamtkorpergewicht sowie Prostatagewicht bestimmt und Blut sowie Herzen

asserviert. Eine Stunde vor Totung erfolgte die letzte Injektion [120, 121].
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Die anschlielende Bestimmung der Hormonkonzentrationen im Serum erfolgte
mittels Radioimmunoassay fur Testosteron (DSL-4100, Diagnostic Systems
Laboratories Deutschland GmbH, Sinsheim), 173-Estradiol (DSL-4800, Diagnostic
Systems Laboratories Deutschland GmbH, Sinsheim), sowie mit Hilfe eines ELISA
fur 5a-Dihydroxytestosteron (DB52021, IBL International GmbH, Hamburg).

| Kontrolle |

| Testosteron (1 mgis.c) |

| DHT (1 mg/d s..) |

natriumarm

Normotensive (NaCIu
Wistar Ratien () <0,03%)
Aller: 8-10 Wochen

. . _ «Totung der Tiere
—> jeweils n=6 it nochfolgondor

Blutanalyse und

Gonadektomie

n=36 Bestimmung von
- natriumreich | Kontrolle | (I;orper— und ht
(Futter 4% rgangewicl
NacCl +0,09% *Untersuchungder
NaCl in Wasser) Testosteron (1 mg/d s.c.) Zielgene

|  oHrmgase)y |

Erholungszeitraum Experimentelle Periode
19 Tage 16 Tage

Abbildung 4: Schematischer Versuchsaufbau fir die Hauptbehandlungsgruppe ohne zusatzliche

Injektion von Flutamid oder Spironolacton geldst in Oleum sesami.

3.2.2.  RNA-Extraktion
Zur RNA-Extraktion wurde das kommerziell verfligbare Kit RNeasy® verwendet. Zur
Lysierung des Gewebes wurden pro Probe 700 ul RLT-Puffer in ein steriles 2 ml
Eppendorf Reaktionsgefald gegeben und auf Eis vorgekuhlt. Dem Puffer wurde zuvor
pro Probe 7 pl B-Mercapto-Ethanol als reduzierendes Agens hinzugefiigt. Eine kleine
Menge an Gewebe (<30 mg) wurde mit einem sterilen Skalpell entnommen, wobei
maoglichst der gesamte Querschnitt des Rattenherzens reprasentiert werden sollte.
Die Proben der Tiere ohne zusatzliche Injektion von Spironolacton oder Flutamid
wurden zuvor unter flissigem Stickstoff pulverisiert, sodass in diesem Fall eine kleine
Menge mit einem Laborspatel entnommen werden konnte. Alle Instrumente wurden

vor und jeweils nach Probenentnahme grindlich mit 75% Ethanol gereinigt. Das
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entnommene Gewebe wurde unmittelbar in den Lyse-Puffer gegeben und auf Eis
gestellt. Zur Lyse und Homogenisierung der Proben wurden rostfreie Stahlkugeln den
ReaktionsgefalRen zugefugt und im Tissue Lyser® fur 2 min bei 30 Hz geschiittelt.
Danach wurde das gesamte Volumen in sterile 1,5 ml Reaktionsgefal3e tberfihrt und
bei Raumtemperatur fir 3 min bei 14.000 rmp zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:1
mit 70%-igem unvergalltem Ethanol verdinnt, max. 700 pl auf die mitgelieferte Saule
des Kits gegeben und fur 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde
verworfen und die verbliebene Probenmenge in gleicher Weise aufgetragen und
zentrifugiert. Es folgten Waschschritte mit 700 pl RW1-Puffer und 500 ul RPE-Puffer
(jeweils Bestandteil des Kits) mit jeweils anschlieBender Zentrifugierung fur 15 s bei
10.000 rpm, wobei zwischen beiden Waschschritten das Sammelgefal? gewechselt
wurde. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit 500 pul RPE-Puffer, an den sich eine
Zentrifugierung von 2 min mit 10.000 rmp anschloss. Zur vollstdndigen Trocknung
der Saule wurde nochmals fir 1 min bei 14.000 rmp zentrifugiert. Die S&aule wurde
nun auf ein neues steriles Sammelgefal gesetzt und eine zweimalige Eluierung mit
20 pl RNAse-freiem Wasser und darauffolgender Zentrifugation fur 1 min bei 10.000
rpm durchgefihrt. Die extrahierte RNA wurde sofort auf Eis gelegt und nachfolgend

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.3. RNA-Quantifizierung
Die Quantifizierung der RNA erfolgte spektrometrisch mit dem NanoDrop®. Hierbei
wurden 1,5 pl der RNA direkt auf die Probenhalterung aufgetragen und die Extinktion
im Bereich von 220 bis 350 nm gemessen. Als Blindwert wurde RNAse-freies
Wasser benutzt und die RNA-Konzentration mit Hilfe des Extinktionsmaximums bei
260 nm bestimmt. Die Ratio 260/280 lag hierbei zwischen 1,9 und 2,1.
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3.2.4. Uberprifung der RNA-Integritat
Zur Uberprufung der RNA-Integritat wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Ein
1%-iges Agarosegel wurde aus 40 ml TBE-Puffer und 0,4 g Agarose hergestellt,
beides in der Mikrowelle zum Kochen gebracht und bis zur vollstandigen Auflésung
geschwenkt. Nach Abkuhlen der noch flissigen Losung wurden 4 pl Vista Green
zugegeben und das Gel in der Gelelektrophoresekammer gegossen. Pro Tasche
wurden 10 pl des folgenden Ansatzes aufgetragen und bei 100 V fur 45 min

elektrophoretisch aufgetrennt:

Probe (RNA): 1l
DEPC-H,0: 8 ul
10x Loading Buffer 1l

10 pl

Danach wurde das Ergebnis mit Hilfe des Typhoon-Scanners (System zur
Visualisierung von Fluoreszenz) visualisiert, beruhend auf den Fluoreszenz-

Eigenschaften Vista Greens bei Anregung mit 532 nm.

3.2.5. Synthese der komplementaren DNA (cDNA)
Um die RNA in cDNA umzuwandeln, wurde eine reverse Transkription durchgefihrt.
Hierzu wurde das spezifische Volumen fir 1 pg RNA in ein steriles 1,5 ml
Reaktionsgefal? dberfuhrt, mit DEPC-behandeltem Wasser auf 19,5 ul aufgefullt und
kurz auf dem Vortexer geschuttelt. Um nun die RNA zu denaturieren und deren
Sekundarstrukturen zu l6sen, wurde die Losung fur 10 min bei 70 °C auf dem
Heizblock (Thermomixer) inkubiert. Die Proben wurden kurz herunter zentrifugiert
und auf Eis abgekihlt. Danach wurde pro Probe 20,5 pl Mastermix hinzugegeben,
der sich aus folgenden Reagenzien zusammensetzte (Reverse Transcription

System):
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MgCl (25 pM) 8 ul
Reverse Transcription Buffer 10x 4 ul
Desoxynukleotid-Mix (10 uM) 4 ul
RNase Inhibitor (20—-40 u/ul) 1l
AMV Reverse Transcriptase (10 u/pl) 1,5 pl
Random Primers 2ul

20,5 ul

Die Proben wurden nun zunéchst fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um eine
effiziente Hybridisierung der Random Primer zu gewahrleisten. Danach erfolgte die
eigentliche cDNA-Synthese bei 42 °C fur 15 min auf dem Heizblock. Darauf schloss
sich eine Enzyminaktivierung bei 95 °C fir 5 min an. Die fertige cDNA wurde kurz
abzentrifugiert und auf Eis abgekihlt. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben
bei -20 °C gelagert.

3.2.6. Quantitative Real-Time PCR
Die hier eingesetzte methodische Variante der quantitativen Real-Time PCR benutzt
spezifische Sonden (TagMan®-Sonden), die mit zwei fluoreszierenden Verbindungen
gekoppelt sind. Diese Sonden binden somit nur an die spezifische Sequenz des
gewinschten Zielgens. TagMan®-Sonden sind so aufgebaut, dass sich an ihrem 3’-
Ende ein sogenannter Quencher befindet und zusatzlich ein Reporter-Fluorophor am
5-Ende. Wird die intakte Sonde nun angeregt, wird in diesem Zustand die
Fluoreszenz des Reporters durch dessen molekulare Nahe zum Quencher
unterdrickt. Dieses Phanomen beruht auf dem Prinzip des Fluorescence resonance
energy transfer (FRET). Hybridisiert die Sonde nun mit dem DNA-Strang, kommt es
bei der darauffolgenden Elongation zur Hydrolyse des Reporter-Fluorophors von der
im Replikationsprodukt verbleibenden Sonde. Dies ist begrindet in der 5-3’-
Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase, welche bei dieser Methode ausgenutzt
wird. Das freigesetzte Reporter-Fluorophor wird durch seine Entfernung nun nicht
mehr in seiner Fluoreszenz gehemmt und emittiert in der jeweils spezifischen
Wellenléange. Die am Ende jedes Elongationsschrittes gemessene Fluoreszenz steigt
somit proportional zur zunehmenden Menge an PCR-Produkt. Diese hingegen ist
abhéngig von der initialen Menge an Ausgangsprodukt. Es existieren eine Reihe
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unterschiedlicher Reporter-Fluorophore, wobei fur diese Arbeit VIC (18S) und FAM
(jeweilige Zielgene) benutzt wurden.

Aufgrund der Moglichkeit einer schwankenden Effizienz der cDNA-Synthese sollte
das Zielgen zu einer internen Kontrolle in Bezug gesetzt werden. Hierfir wurde mit
Hilfe eines kommerziell voroptimierten Assays (Applied Biosystems) die Expression
der 18S rRNA bestimmt. Der Ansatz wurde gemal} folgendem Schema pipettiert und
1 pl des synthetisierten cDNA-Ansatzes zugefugt (25 ng cDNA).

18S Forward Primer (10 pl) 0,125 ul
18S Reverse Primer (10 pl) 0,125 ul
18S Probe (40 pl) 0,125 ul
DEPC-H,O 1,75 pl
TagMan Universal Master Mix 12,5 pl

24 ul

Auch fur die jeweiligen Zielgene wurden voroptimierte kommerziell verfligbare

»<Assays on Demand“ (Applied Biosystems) benutzt.

Primer-Probe-Mix 1,25 pl
DEPC-H,0 10,25 pl
TagMan Universal Master Mix 12,5 pl

24 ul

Alle Proben wurden als Triplikate auf einer 96-Well Platte gemessen, in mindestens
drei Laufen fur die interne Kontrolle und mindestens zwei Laufen fir das jeweilige
Zielgen. Um die L&ufe untereinander anpassen zu konnen, wurde stets eine
Verdinnungsreihe mitgefuhrt (1:1 — 1:1000) sowie eine Negativkontrolle mit DEPC-
H,0. Die Verdunnungsreihe wurde aus einem Pool von cDNA von 10 verschiedenen
Tieren erstellt und mit DEPC-H,O entsprechend verdiinnt. Alle Messungen wurden
als Single-Plex-Messungen durchgefihrt. Die PCR-Platte wurde mit Kunststofffilm
fest verschlossen und die Anséatze fur eine Minute bei 2.000 rpm herunter
zentrifugiert. Die PCR-Reaktion wurde gemalR folgendem zweistufigen Protokoll auf
dem MyiQ Real-Time Cycler (BioRad) durchgefuhrt:
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1) 50°C 2 min

2) 95°C 10 min

3) 95°C 0:15 min Wiederholung
60 °C 1 min } far 44 Zyklen

4) 4°C hold

3.2.7. Auswertung und statistische Analyse der Real-Time PCR
Nach Ablauf der Real-Time PCR wurden die Kurven in der logarithmischen Ansicht
dargestellt und der lineare Verlauf der Graphen aufgesucht. In diesem Bereich wurde
der Threshold als Schnittpunkt mit den Graphen gelegt, welcher als ACt-Wert
bezeichnet wird. Alle verbliebenen Versuchslaufe eines Gens wurden mit Hilfe der
Standardreihe untereinander angeglichen. Auf diese Weise konnten die Werte fur
18S rRNA und das untersuchte Zielgen fir jede Probe in einer Tabellenkalkulation
gesammelt werden. Fur das Zielgen gingen alle Messwerte in die weitere
Auswertung ein, die in der Spannweite von maximal 0,5 ACt-Werten lagen (fur die
interne Kontrolle 0,8 ACt-Werte). Aus diesen Werten wurde nun jeweils das
arithmetische Mittel gebildet. Die relative Expression wurde nun mit der AACt-
Methode berechnet, indem der Mittelwert des Zielgens von dem des internen
Standards subtrahiert wurde. Die AACt-Werte einer Behandlungsgruppe wurden als
arithmetisches Mittel zusammengefasst und danach der Wert fur die jeweilige
Behandlungsgruppe von der Kontrollgruppe (Placebo, natriumarm) subtrahiert. Die
relative Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte nun mit folgender Formel
bestimmt werden:

n-fache Expression (Kontrolle zu jeweiliger Behandlung) = 2 ™24

Zur statistischen Auswertung wurden die ACt-Werte fir die einzelnen Versuchstiere
der jeweiligen Gruppen herangezogen (jeweils n=6) und mit Hilfe der REST-Software

und des enthaltenen Pair Wise Fixed Reallocation RandomizationTest© eine
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statistische Auswertung vorgenommen [122]. Als statistische Signifikanz wurde ein

p<0,05 angenommen.

3.2.8. Proteinextraktion
Zur Isolierung des Gesamtproteins wurde RIPA-Puffer benutzt. Die Gewebeproben
wurden zu 250 pl des Lysis-Puffers gegeben und auf Eis kurz mit dem
Motorhandstiick homogenisiert und anschlieBend auf Eis in kurzen Intervallen fur
insgesamt jeweils rund 30 s sonifiziert. Anschlie3end wurden die Proben fiir 10.000
rpm bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein steriles ReaktionsgefaR tiberfiihrt

und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

3.2.9. Proteinbestimmung nach Bradford

Hierbei bilden Proteine im ersten Reaktionsschritt im alkalischen Milieu Komplexe mit
Kupfer(ll)-lonen aus, welche dann im zweiten Schritt reduziert werden und zur
Bildung von Molybdéanblau aus Folinreagenz fihren und damit zur
Extiktionszunahme bei 750 nm. In diesem Fall wurde das D¢ Protein Assay (Biorad)
benutzt, wobei die Proben im Verhéltnis 1:5 mit RIPA-Puffer vorverdinnt wurden, um
Werte im linearen Messbereich zu gewahrleisten. Jeweils 5 pul Probe wurden 30 pl
Wasser, 25 pl Losung A (bestehend aus Reagenz A und Reagenz S) sowie 200 pl
Reagenz B hinzugefugt. Nach kurzem Schitteln der Lésungen auf dem Vortexer
wurden alle Ansatze fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei
750 nm mittels eines Mikroplatten Absorptionslesers ermittelt. Die Konzentration
konnte durch eine parallel gemessene Standardreihe (0,25-1,5 mg/ml) mit Hilfe einer
Standardgeraden bestimmt werden, wobei anschlieRend der Vorverdiinnungsfaktor
der Proben berticksichtigt wurde.

3.2.10. Prinzip der SDS-PAGE und des Western Blots
Bei der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) werden
Proteine lediglich in Abhangigkeit von ihrer Gréf3e aufgetrennt. Dabei migrieren
Proteine von kleinerem Molekulargewicht schneller im elektrischen Feld als grofie
Peptidketten, da diese vom molekularen Netz des Acrylamids stéarker zuriickgehalten

werden. Die aufgetrennten Proteine werden anschlieBend auf eine Membran
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Ubertragen und die spezifischen Banden mit Hilfe von Antikérpern detektiert, wobei
anhand der Signalstarke eine Aussage Uber den Grad der Proteinexpression maglich
ist.

3.2.11. SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Gewebelysate wurde ein Polyacrylamidgel mit einer Starke von
0,75 mm hergestellt. Zun&chst wurde das Trenngel zwischen beide Glasplatten
gegossen und fir 20 min eine vollstandige Polymerisierung gewahrleistet. Zur
gleichmafiigen Abtrennung wurde zuvor 2-Propanol auf das noch flissige Gel
gegeben. Danach wurde dieses entfernt und das Trenngel auf das Sammelgel
gegossen, ein Kamm fir zehn Vertiefungen eingetaucht und das Gel fur weitere 40
min stehen gelassen.

Jeweils 30 pg Proteingemisch (fur anti-HSD-1 50 pg) wurden pro Tasche
aufgetragen und zuvor zusammen mit 2x Laemmli-Puffer fur 5 min bei 95 °C
denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Page Puffer intitial fir 20 min bei 70
V, dann bei 130 V bis zur vollstdndigen Auftrennung der Proteinfraktionen.

Trenngel (10%) Sammelgel

30 % Acrylamid / Bis - Losung 3,33 ml 1,25 ml

3 M Tris (pH 8,8) 1,25 ml -

0,5 M Tris (pH 6,8) - 2,5ml

10% SDS 0,1 ml 0,1 ml
1,5% APS 0,5 ml 0,5 ml
Millipore-H,O 4,82 ml 5,65 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml

3.2.12. Immunoblot
Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte in einem
semi-wet System (Biorad). Zwischen je drei Lagen aus mit Towbin-Puffer
getrdnktem Whatman-Papier wurde das Gel auf die zuvor fur 10 s in Methanol
aktivierte PVDF-Membran gelegt. Nach Entfernen aller Luftblasen wurde der Transfer

bei 0,1 A fur 135 min durchgefuhrt. Der Erfolg des Transfers wurde durch Anfarben
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der Membran mit Ponceau Rot-Lésung dberprift. Um die unspezifische Bindung der
Antikdrper an die freigebliebenen Bindungsstellen der Membran zu verhindern,
wurde diese fur 1 Stunde mit 10% Milchpulver in PBS-Tween inkubiert. Nach
anschlieBendem dreimaligem Waschen mit 0,05% PBS-Tween wurde die Membran
mit der Primarantikdrper-Losung Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fur den anti-MR
Western Blot erfolgte dies wie zuvor beschrieben 1:1000 verdinnt in 50 mM TBS (pH
7,4), fur den anti-HSD1 hingegen 1:1000 verdunnt in 0,1 % PBS-Tween mit 2 %
BSA.

Fur die Bestimmung von (B-Actin als interne Kontrolle konnte die Membran zwischen
den erwarteten HOhen der Banden getrennt werden und beide Membranteile
gesondert inkubiert werden. Beim Western Blot fur 113-HSD1 hingegen mussten
gebundene Antikérper unter 30-mindtiger Inkubation mit Stripping Buffer bei 50 °C
geldst werden. Danach erfolgten zwei Waschschritte und ein erneutes Blocken der
Membran. Der Antikdrper gegen B-Actin wurde in einer Verdinnung von 1:2000 in
PBS-Tween mit 2 % BSA benutzt.

Nach erneutem Waschen mit PBS-Tween wurde die Membran mit dem
speziesspezifischen Sekundéarantikérper, an dem das Enzym Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt ist, fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend auf die
zuvor genannte Weise gewaschen und mit ECL-Detektionsreagenz fir 1 min
inkubiert. Uberschissige Losung wurde abgegossen und die Membran zwischen
Folie in die Filmkassette gelegt, wobei mittels einer Rolle nochmals ECL-L6sung aus
der Membran entfernt wurde. Die Antikorperbindung konnte mittels Belichtung des
Films durch Emission bei ~428 nm und anschlie3ender Entwicklung mit dem Kodak
X-OMAT Multiloader 300 Plus visualisiert werden.

3.2.13. Quantifizierung und densitometrische Auswertung des

Western Blots

Zur Quantifizierung der Proteinexpression des MR wurden die Filme eingescannt,

danach mit der Software Image Master TotalLab die Starke der Banden

densitometrische ermittelt und anschlielend ins Verhaltnis mit der internen Kontrolle

B-Actin gesetzt. Jeweils vier Proben pro Behandlungsgruppe von unterschiedlichen

Versuchstieren wurden hierbei untersucht und die relative Expression im Vergleich

zur Kontrollgruppe berechnet.
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3.2.14. Statistische Analyse des Western Blots
Zur statistischen Auswertung wurden die Ratio der MR-/B-Actin-Expression fur die
einzelnen Versuchstiere der jeweiligen Gruppen herangezogen (jeweils n=4) und mit
Hilfe des Mann-Whitney-U Tests eine statistische Auswertung vorgenommen. Als

statistische Signifikanz wurde ein p<0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der Tiere

Anhand der klinischen Daten kann zunachst festgestellt werden, dass die Gabe von

Testosteron und DHT zu einer Zunahme des Kdorpergewichts in beiden Diatgruppen

im Vergleich zur Kontrolle nach Gonadektomie fiihrte. Dies erreichte jedoch lediglich

fur die Testosteron-behandelten Tiere der natriumarmen Diét statistische Signifikanz

(siehe Tabelle 1). Die Aufnahme des Natriums mit der Nahrung hingegen zeigte

keinen Einfluss auf das Kdrpergewicht. In Hinblick auf die Hormonspiegel zeigt sich

wie erwartet eine nicht bzw. kaum detektierbare Konzentration an Testosteron und

DHT nach erfolgter Gonadektomie und Placebo-Gabe. Testosteron-behandelte Tiere

zeigten weiterhin signifikante Konzentrationen an DHT. Die Serumspiegel von 17[3-

Estradiol unterschieden sich in keiner der Gruppen.

Klinische Parameter

Natriumarme Diat

Natriumreiche Diat

Kontrolle Testosteron DHT Kontrolle Testosteron DHT
Kdrperendgewicht (g) 343 +6 399 + 13 ** 374+6 344 +12 377 £ 13 365 +14
Serum Testosteron

0,0+0,0 43,4 + 3,1 *** 24+0,3 0,0+0,0 30,8 £ 2,0 *** 1,5+0,6
(nmol/l)
Serum DHT (nmol/l) 0,3+0,0 48+04** 50+0,4** 0,3+0,0 4,0+0,1** 2,5+04*
Serum 17B-Estradiol

216+1,9 16,5+ 0,6 16,7+1,4 21,6+1,2 18,2+ 1,0 19,8+1,5

(pmol/l)

Tabelle 1. Bestimmung von Kdrpergewicht und Hormonspiegeln ménnlicher Wistar-Ratten (jeweils

n=6) im Anschluss an den 16-tagigen Behandlungszeitraum. *: p<0,05 vs. Kontrolle der jeweiligen

Diat; **: p<0,01 vs. Kontrolle der jeweiligen Diat; ***: p<0,001 vs. Kontrolle der jeweiligen Diat.
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Als weiterer Parameter fur die Evaluation der Wirksamkeit exogener Androgene nach
Orchiektomie kann das Gewicht der Prostata herangezogen werden. Der Einfluss
von Testosteron und DHT ist hierbei gut etabliert. Als Bestatigung fur eine adaquate
biologische Wirkung ist in Abbildung 5 die Zunahme des Gewichtes der gesamten
Prostata in Tieren unter salzarmer Diat dargestellt. Fur die Tiere der salzreichen
Behandlung ergibt sich ein gleichartiges Bild. Zusétzlich zeigt sich die vollstandige
Antagonisierbarkeit der Effekte bei zusatzlicher Flutamid-Gabe (FLUTA). Das
Gewicht unter Testosterongabe entspricht hierbei in etwa dem physiologischen

Gewicht intakter, nicht-gonadektomierter Tiere (INT).

. [ FLUTA
600+ *%
g I -
= 400-
©
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INT CTRL TESTO DHT

Abbildung 5: Gesamtgewicht der Prostata von mannlichen Wistar-Ratten unter natriumarmer Diat.
INT: Prostatagewicht von nicht-gonadektomierten Tieren unter natriumarmer Behandlung (n=4),
restliche Tiere nach Gonadektomie und Androgen-Substitution (TESTO, DHT; jeweils n=6), bzw.
Placebo (CTRL), FLUTA: Tiere mit zusatzlicher Injektion von 10,5 mg Flutamid. Darstellung der
Mittelwerte und der Standardabweichung (SD). *: p<0,05; **: p<0,01 (nicht alle Signifikanzen aus

Grunden der Ubersichtlichkeit gekennzeichnet).
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4.2. MRNA Expression des Androgenrezeptors

Grundlage fur die Androgen-vermittelten Effekte im Herzen ist die Expression des

AR. Die Expression auf Ebene der mRNA ist in Abbildung 6 gezeigt. Hierbei konnte

demonstriert werden, dass es zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den

Behandlungsgruppen kam. Sowohl Androgene als auch die mit der Nahrung

aufgenommene Salzmenge scheinen somit keinen Einfluss auf die Expression des

AR im Herzen zu nehmen.
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MW dCT 10,94 11,17 10,84 11,28 11,20 10,97
+SD 0,96 1,44 0,91 0,87 0,56 0,94

Abbildung 6: Vielfache Verénderung der kardialen mRNA Expression des Androgenrezeptors

in

orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten. Kontroll-Tiere der natriumarmen Diat als Einfaches der

Expression dargestellt. Mittelwert (MW), Standardabweichung (£SD).
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4.3. MRNA Expression des Mineralokortikoidrezeptors
4.3.1. Hauptbehandlungsgruppen
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+SD 1,33 1,16 1,59 1,65 0,56 1,00

Abbildung 7: Vielfache Veranderung der kardialen mRNA Expression des Mineralokortikoidrezeptors
in orchiektomierten ménnlichen Wistar-Ratten. Kontroll-Tiere der natriumarmen Diét als Einfaches der
Expression dargestellt. Mittelwert (MW), Standardabweichung (£SD). *: p<0,05; **: p<0,01.

Abbildung 7 zeigt die relative Expression des MR. Zu erkennen ist eine deutliche
MRNA bei

gleichzeitiger Androgen-Substitution. Die Tiere unter Testosterongabe zeigten eine

Herunterregulation der Tieren mit restriktiver Salzaufnahme und
4,8-fach niedrigere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe der salzarmen
(p<0,05). DHT-Gabe 4,4-fachen

Herunterregulation (p<0,05).

Behandlung Unter kam es zu einer
Weiterhin zeigten die Tiere mit hoher Salzaufnahme und ohne Androgen-Stimulation
ein niedrigeres Niveau an mRNA des MR: Die Kontroll-Tiere der natriumreichen Diat
zeigten lediglich eine Expression, die 25% der Expression der Kontroll-Tiere unter
Salzrestriktion entsprach (p<0,05). Unter Stimulation mit Androgenen kam es auch
bei den Tieren mit natriumreicher Didt zu einer zusétzlichen Reduktion des mRNA

Gehaltes fur den MR, jedoch wurde keine statistische Signifikanz erreicht.
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4.3.2. Effekte unter zusatzlicher Gabe von Flutamid und

Spironolacton
Weiterfihrend sollte zusatzlich untersucht werden, inwiefern die Effekte in Bezug auf
die Regulation des MR durch den spezifischen AR-Antagonist Flutamid aufzuheben
sind. Da eine statistisch signifikante Regulation nur fur die Tiere unter natriumarmer
Diat gefunden wurde, wurde auf eine Messung der restlichen Versuchsgruppen
verzichtet. Abbildung 8 verdeutlicht, dass Herunterregulation bei zusatzlicher
Flutamid-Gabe vollstdndig antagonisierbar ist. Es zeigt sich kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollgruppen mit bzw. ohne zuséatzliche

Flutamid-Injektionen.

c
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i CJ FLUTA
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£ 1.25-
DE: 1.004 * *
= (.75
3L 0.50-
$ 0.25-
e
5 0.0 . = B
= CTRL TESTO DHT
S natriumarm
MW dCT 8,83 9,21 11,06 9,38 10,98 9,30
+SD 1,33 0,16 1,16 0,39 1,59 0,30

Abbildung 8: Vielfache Veranderung der kardialen mRNA Expression des Mineralokortikoidrezeptors
in orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten. FLUTA: Tiere mit zusatzlicher Injektion von 10,5 mg
Flutamid. Kontroll-Tiere der natriumarmen Diat als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert
(MW), Standardabweichung (xSD). *: p<0,05

Unter pharmakologischer Blockade des MR mittels zuséatzlicher Gabe von
Spironolacton zeigt sich ebenfalls ein das Bild einer Androgen-abhangigen
Regulation (Abbildung 9). In den natriumarmen Behandlungsgruppen ergibt sich eine
im Mittel um 26% niedrigere Expression fur die Testosteron-behandelten Tiere bzw.
um 21% niedrigere fur DHT. Dieser Trend ist auch bei natriumreicher
Nahrungsaufnahme zu erkennen mit einer im Mittel um 43% geringeren
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3 SPIRO

Vielfaches der MR mRNA Expression

0.00 . : .
CTRL TESTO DHT CTRL TESTO DHT
natriumarm natriumreich
MW dCT 7,16 7,60 7,49 7,53 8,33 8,17
+SD 0,40 0,69 0,28 0,80 0,37 0,32

Abbildung 9: Vielfache Veranderung der kardialen mRNA Expression des Mineralokortikoidrezeptors
in orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten unter zusatzlicher Injektion von 17,5 mg Spironolacton.
Kontroll-Tiere der natriumarmen Diat als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert (MW),

Standardabweichung (£SD).

MRNA-Menge fur die Testosteron-behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe
der gleichen Diat. Auch die Behandlung mit DHT zeigt in diesem Zusammenhang
einen ahnlich gerichteten Trend. Keiner der beschriebenen Trends unter zusatzlicher
Gabe von Spironolacton erreichte jedoch ein statistisches Signifikanzniveau von
p<0,05.

Vergleicht man die Effekte von Flutamid und Spironolacton auf die Expression des
MR, stellt man fest, dass die alleinige Gabe von Spironolacton zu einer reaktiven
Hochregulation des Rezeptors fiihrt. Dies war signifikant beim Vergleich mit den
jeweilig entsprechenden Behandlungsgruppen und ist fir die Kontrollgruppen der
natriumarmen Behandlung in Abbildung 10 illustriert. Flutamid hingegen zeigte
unabhangig von einer Androgenbehandlung keinen Effekt auf den Gehalt an fir den
MR kodierender mRNA.
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Abbildung 10: Vielfache  Veranderung der  Kkardialen MRNA  Expression  des
Mineralokortikoidrezeptors in orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten unter zusatzlicher Injektion
Spironolacton beziehungsweise Flutamid. FLUTA-CTRL: Tiere mit zusatzlicher Injektion von 10,5 mg
Flutamid. SPIRO-CTRL.: Tiere mit zusatzlicher Injektion von 17,5 mg Spironolacton. Kontroll-Tiere der
natriumarmen Diat als Einfaches der Expression dargestellt. Mittelwert (MW), Standardabweichung
(xSD). **: p<0,01

4.4, Expression von Transforming growth factor-B8; und

Serum glucocorticoid-induced kinase 1

Um die Relevanz der Regulation des MR zu verifizieren, wurde weiterhin untersucht,
inwiefern auch klassische Zielgene des MR nachfolgend beeinflusst werden. TGF-3;
und SGK-1 sind in diesem Zusammenhang Proteine, welche durch aktivierten MR
hochreguliert werden [109, 123]. Insofern ware bei Repression des MR folglich eine
verminderte Konzentration der Transkriptionsprodukte fur TGF-B; und SGK-1 im
Herzen zu erwarten.

In der Abbildung 11 ist die Expression von TGF-3; dargestellt, wobei zu erkennen ist,
dass die Behandlung mit Androgenen wie erwartet auch die Expression dieses
Zielgenes des MR in @hnlicher Weise beeinflusst wie den Rezeptor selbst. Auch hier
fuhrt die Gabe von Testosteron in der natriumarmen Behandlungsgruppe zu einer

Herunterregulation auf das 0,21-fache der Expression (p<0,05), DHT-Gabe zu einer
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Expression, die 23% im Vergleich zur Kontrollgruppe entspricht (p<0,05). Ebenso
findet sich bei der natriumreichen Kontrollgruppe eine mRNA-Menge, die im Mittel
28% der Kontrolle unter Natriumrestriktion entspricht. Unter den bereits in dieser
Gruppe erniedrigten Spiegeln von TGF-B; konnte die Androgengabe zu keiner

weiteren, statistisch signifikanten Herunterregulation fuhren.
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Abbildung 11: Vielfache Verédnderung der kardialen mRNA Expression von TGF-B; in
orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten. Kontroll-Tiere der natriumarmen Didt als Einfaches der
Expression dargestellt. Mittelwert (MW), Standardabweichung (xSD). *: p<0,05

Fur SGK-1 verhielten sich die Effekte &hnlich, wenn auch nicht identisch. Hier konnte
aufgrund der breiten Streuung der Messwerte innerhalb der Gruppen nur fir die
Stimulation mit Testosteron unter natriumarmer Diat eine statische Signifikanz
beobachtet werden (Abbildung 12). Die Konzentration an MR mRNA verhielt sich hier
im Mittel 7,7-fach geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe. Jedoch ist auch unter
gesteigerter Salzaufnahme ein Trend in Richtung geringerer Konzentration an mRNA

fur SGK-1 zu erkennen.
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Abbildung 12: Vielfache Verdnderung der kardialen mRNA Expression von SGK-1 in
orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten. Kontroll-Tiere der natriumarmen Diat als Einfaches der
Expression dargestellt. Mittelwert (MW), Standardabweichung (£SD). *: p<0,05

4.5. Proteinexpression des Mineralokortikoidrezeptors

Zur weiterfiuhrenden Untersuchung wurden Western Blot-Studien fur die Tiere der
natriumarmen Behandlungsgruppen durchgefiihrt und nachfolgend densitometrisch
quantifiziert. Der MR im Herzen konnte in vorangegangenen Arbeiten bei einer
Grof3e von ca. 107 kDa identifiziert werden [124]. Bei vorliegenden Untersuchungen
zeigten sdmtliche Western Blots eine singulare Bande bei ca. 80 kDa. Auch unter
Verwendung unterschiedlicher Proteinstandards zeigte sich fuir den MR stets eine
Bande wunterhalb von 100 kDa. Weiterhin wurden mehrere verschiedene
Primarantikdrper getestet und hierbei stets ein spezifisches Signal auf derselben
Hohe in der SDS-PAGE nachgewiesen.

Abbildung 13 zeigt die relative Expression des MR auf Proteinebene. Es zeigt sich
kein signifikanter Unterschied in den Tieren, welche mit Testosteron behandelt
wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Western Blot konnte somit die

Ergebnisse der Real-Time PCR nicht stitzen. Stichproben flr Tiere unter
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Abbildung 13: A) Vielfache Verédnderung der kardialen Proteinexpression des
Mineralokortikoidrezeptors in orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten unter natriumarmer
Behandlung (jeweils n=4). Ermittlung der relativen Proteinexpression durch Ratio MR:B-Actin. Kontroll-
Tiere der natriumarmen Diat anschlieRend als einfaches der Expression dargestellt. Darstellung der
Mittelwerte und der Standardabweichung (+SD). B) Reprasentative Western Blots fir MR und (3-Actin

(interne Kontrolle).

DHT-Stimulation zeigten ebenfalls keine optischen Unterschiede in Hinblick auf die
Starke der Bande, sodass auf eine weitere densitometrische Auswertung und
Statistik verzichtet wurde. Pharmakologische AR-Blockade mit Flutamid Ubte
ebenfalls keinen Effekt auf die Proteinexpression des MR aus.
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4.6. Expression des Glukokortikoidrezeptors und der 118-

Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1

**
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Abbildung 14: Vielfache Veranderung der kardialen mRNA Expression des Glukokortikoidrezeptors in

orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten. Kontroll-Tiere der natriumarmen Diat als Einfaches der

Expression dargestellt. Mittelwert (MW), Standardabweichung (xSD). **: p<0,01.

Abbildung 14 zeigt die relative Expression des GR unter den zuvor beschriebenen

Behandlungsgruppen. Es zeigt sich lediglich bei DHT und unter gleichzeitiger

natriumreicher Diat ein Effekt in Form einer erhohten Menge an GR mRNA. Die

Regulation folgt somit einem anderen Muster, als in den Messungen fur den MR und

dessen Zielgene bisher gesehen.

Auch sollte der Einfluss auf die 11B-HSD1 auf Proteinebene fiir die natriumarme

Behandlungsgruppe validiert werden. Reprasentative Western Blots zeigten keine

sichere Regulation des Enzyms auf Proteinebene (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Reprasentative Western Blots mit kardialer Proteinexpression der 11p-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ 1 in orchiektomierten mannlichen Wistar-Ratten unter natriumarmer Behandlung;

B-Actin als interne Kontrolle.
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5. Diskussion

5.1. In vivo Tiermodell und Androgenwirkungen

Um den Einfluss von Androgenen auf das Herz zu untersuchen, sollte ein Tiermodell
herangezogen werden, in dem Ratten zunachst gonadektomiert wurden und
daraufhin eine Gabe von Androgenen beziehungsweise Placebo erfolgte. Die
Wirkung der mannlichen Sexualhormone ergibt sich somit aus dem Vergleich beider
Gruppen. Bei kaum detektierbaren Spiegeln an Androgenen unter Placebo-
Behandlung kann von einer erfolgreichen vorangegangenen Gonadektomie
ausgegangen werden. Ein Unterschied der Konzentrationen an 17p-Estradiol fand
sich nicht, jedoch muss eine lokale Konversion im Zielgewebe aus Testosteron als
mdoglich angenommen werden [63]. DHT war sowohl in den Tieren der Testosteron-
als auch in der eigentlichen DHT-Gruppe detektierbar. Dies ist erklarbar durch
endogene Konversion von Testosteron in DHT durch 5a-Reduktase.

Entscheidend fur die biologische Relevanz des Tiermodells ist eine Androgen-
Substitution im physiologischen Bereich. Die Versuchstiere, welche mit Testosteron
bzw. DHT behandelt wurden, =zeigten im Serum einen Spiegel im
supraphysiologischen Bereich im Vergleich zu adulten Vergleichstieren [125, 126].
Jedoch muss bertcksichtigt werden, dass die letzte Injektion am Morgen der T6tung
der Tiere mit nachfolgender Blutanalyse appliziert wurde. Die Dosis der injizierten
Menge an Testosteron selbst ist mit anderen Arbeiten vergleichbar [127-130]. Es
kann davon ausgegangen werden, dass bedingt durch die parenterale Gabe nach
zeitichem Abstand mit einem Abfall des Spiegels zu rechnen ist. Letztlich kann
jedoch anhand der Serumspiegel an Testosteron allein eine Stimulation im
supraphysiologischen Bereich nicht ausgeschlossen werden.

Zur Evaluation der biologischen Wirksamkeit hilft weiterhin eine Interpretation des
Gewichts der Prostata. Hier zeigt sich in der Testosteron-behandelten Gruppe ein
vergleichbares Gewicht mit geringfligiger Erniedrigung ohne biologische Relevanz. In
den Gruppen unter DHT-Behandlung lasst sich jedoch ein Uberraschenderweise
niedrigeres Gewicht im Vergleich zur TESTO-Behandlung feststellen. Beide
Behandlungsgruppen erhielten die identische Dosis an Testosteron bzw. DHT
(jleweils 2,86 mg/kg). Beschrieben ist eine erhthte Wirksamkeit von DHT im
Vergleich zu Testosteron, unter anderem bedingt durch eine erhdhte Affinitat am AR
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[64]. Jedoch gilt zu bertcksichtigen, dass diese Eigenschaft in vitro demonstriert
wurde und sich die letztendliche Wirkung im Gesamtorganismus unterscheiden kann.
In einer Kohortenstudie mit hypogonadalen Mannern, welche ausschliel3lich mit DHT
substituiert wurden, konnte eine signifikant verringerte Prostatagréf3e sonographisch
nachgewiesen werden [131]. Die trophischen Effekte von Androgenen auf die
Prostata scheinen in diesem Zusammenhang auch von der Moglichkeit der lokalen
Aromatisierung von Testosteron angewiesen zu sein. Auch tierexperimentell konnte
demonstriert werden, dass bei ausschlieRlicher DHT-Substitution héhere Dosen im
Vergleich zu Testosteron notwendig waren, um intraprostatisch potente Spiegel an
DHT zu erreichen [132]. Dies scheint bedingt durch rasche Metabolisierung von DHT
im Serum zu sein.

Letztlich zeigt sich zumindest fur die Testosteron-behandelten Tiere anhand des
Prostatagewichts der Ratten eine physiologische Substitution nach erfolgter
Gonadektomie. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass dieser Parameter von

eingeschrankter Aussagekratft ist und lediglich einen groben Anhalt geben kann.

5.2. Einfluss der nahrungsbedingten Salzzufuhr

Fur Aldosteron ist eine Abhangigkeit der Hormonwirkung von der nahrungsbedingten
Salzzufuhr gut etabliert und diese sollte auch fur Testosteron und DHT untersucht
werden [102, 133]. In vorliegender Arbeit wurde sich zu einem Versuchsaufbau mit
salzreicher Diat entschlossen, welche den Ubermaligen Salzkonsum in westlichen
Populationen imitieren sollte [134]. Unter solch hoher Salzzufuhr kommt es
physiologischerweise zu einer Suppression des RAAS. Andererseits konnte fur die
hier durchgeflihrte salzarme Diat in einer bereits verdffentlichten Arbeit demonstriert
werden, dass es hierunter zu einer Aktivierung des RAAS mit erhdhten
Serumspiegeln von Aldosteron kommt [121]. Klinisch ist ein Ubermaliiger
Salzkonsum mit dem Auftreten einer arteriellen Hypertonie assoziiert, wobei eine
restriktive Salzzufuhr den Blutdruck additiv zu einer gesunden Erndhrung effektiv
senken kann [135].

Zu einer Veranderung des Korpergewichts durch die jeweils durchgefihrte
Salzbehandlung kam es nicht. Das Uberschissig zugefiihrte Natrium scheint somit
zum Uberwiegenden Tell renal ausgeschieden bzw. wasserungebunden im Korper

gespeichert worden zu sein [136]. Lediglich fur die Tiere unter salzarmer Diat und
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gleichzeitiger Testosterongabe zeigte sich eine signifikante Zunahme des
Korpergewichts. In diesem Zusammenhang konnte flur genau diese Tiere
(Testosteron-behandelt unter natriumarmer Diat) eine Zunahme des arteriellen
Blutdrucks im Vergleich zur Kontrolle nach Gonadektomie demonstriert werden [120].
Denkbar erscheint ein zugrunde liegender natriumretinierender Effekt wvon
Testosteron unter restriktiver Salzaufnahme mit nachfolgender Erh6hung des
intravasalen und extrazellularen Volumens und einer resultierenden Zunahme des
arteriellen Blutdrucks sowie des Korpergewichts [120].

Es zeigte sich keine relative Regulation des kardialen AR unter salzreicher
Nahrungszufuhr im Vergleich zur salzarmen Diat. Weiterhin lie3 sich ebenfalls keine
Veranderung der Expression unter zusatzlicher Gabe von Testosteron
beziehungsweise DHT nachweisen. Entsprechend ist eine Regulation des AR durch
Natriumzufuhr bislang nicht beschrieben worden. Das lokale Androgensystem im
Herzen der Ratte scheint somit unabhéngig von der jeweiligen Salzbehandlung zu
sein.

In Hinblick auf den MR ergab sich jedoch ein anderes Bild. Hier zeigten die Tiere in
der salzreichen Behandlungsgruppe und Androgendefizienz eine relative
Herunterregulation des MR. Dies steht in Einklang mit einer physiologischen
Suppression des RAAS unter Salzexzess mit Linksverschiebung der Druck-
Natriurese-Kurve. Erwartungsgemalfd ergibt sich demnach eine Suppression der
Aldosteronspiegel im Serum unter natriumreicher Behandlung fur die hier
behandelten Tiere [121]. Die verminderte Expression des MR kann somit
madglicherweise als physiologische Antwort auf die supprimierten Aldosteronspiegel
im Sinne einer positiven Autoregulation gewertet werden. Dies steht im Gegensatz zu
einer Untersuchung von Richiutti et. al., bei denen in Ratten mit einer salzreichen
Behandlung der kardiale MR eine erhdhte Expression im Vergleich zur natriumarmen
Kontrollgruppe zeigte [137]. In vorliegender Arbeit wurden jedoch die
unterschiedlichen Salzdiaten fur 25 anstelle von 6 Tagen durchgefiihrt. Es erscheint
moglich, dass durch den ladngeren Behandlungszeitraum adaptive Prozesse als
Antwort auf potentiell schadliche Effekte durch vermehrte MR-Expression in Gang
gesetzt werden. Dariber hinaus handelte es sich in der Arbeit von Richiutti et al. um
intakte Tiere ohne zuvorige Gonadektomie. Vergleicht man jedoch die Androgen-
substituierten Tiere unter salzarmer beziehungsweise -reicher Diat, zeigt sich in

vorliegender Arbeit lediglich ein nicht signifikanter Trend zur Herunterregulation. Die
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am ehesten mit der Arbeit von Richiutti et al. vergleichbaren Tiere zeigten folglich
keine signifikante Regulation. Wie bereits erwahnt, geht die Natriumrestriktion mit
erhohten Aldosteronspiegeln einher. In Geweben des distalen Kolons, der Niere oder
des Herzens kommt es ebenfalls zu keiner Autoregulation des MR nach Gabe von
Aldosteron [138, 139].

5.3. Autoregulation des Androgenrezeptors

Die Expression des AR konnte sowohl im menschlichen Herzen als auch im Herz der
Ratte nachgewiesen werden [37]. In dieser Arbeit kann keine Autoregulation im
Herzen nach Androgengabe auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden. Die
vorliegenden Ergebnisse stehen in Einklang mit der Tatsache, dass bisher keine
Autoregulation im Herzen beziehungsweise in Kardiomyozyten beschrieben ist. Es
sei jedoch verwiesen auf die prinzipielle Mdglichkeit von ligandenabhangigen
posttranslationalen Modifikationen, welche die Expression auf Proteinebene bei
unverandertem mMRNA-Gehalt erhohen, beispielsweise durch Erhéhung der
Rezeptorstabilitat.

In klassischen Zielorganen von Androgenen ist die Autoregulation des AR
ausgesprochen gewebs- und zellspezifisch. In der Prostata mannlicher Mause und
Ratten kommt es jedoch nach Gonadektomie zur verminderten AR-Expression,
welche sich nach Testosterongabe normalisierte [140]. Auch im Hippocampus zeigt
sich nach Gonadektomie ein Abfall des Gehalts an AR mRNA im Sinne einer
positiven Autoregulation [141, 142]. Ebenfalls resultierte die Stimulation von
genitalen Fibroblasten der Haut mit DHT in einer Hochregulation des AR in vitro
[143]. Auch in kultivierten Osteoblasten fuhrt die Gabe von DHT zu einer Stimulation
der AR-Expression [144]. Hingegen demonstrierten Quarmby et al. einen Anstieg der
relativen mRNA in der Prostata von Ratten nach Kastration sowie in der Prostata-
Zelllinie LNCaP im Northern Blot [145]. Auch in der Brustkrebs-Zelllinie T47D fihrte
eine Androgenexposition zur verminderten Expression des AR, ohne hingegen einen
Effekt auf Fibroblasten der extragenitalen Haut zu haben [146]. Es zeigt sich also ein
heterogenes Bild fur eine Autoregulation des AR. Unterschiede erklaren sich
teilweise durch die jeweils eingesetzten Untersuchungsmethoden sowie durch die

Zellspezifitat der Autoregulation.
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5.4. Charakterisierung der Androgen-abhangigen Regulation

des Mineralokortikoidrezeptors und abhangiger Gene

5.4.1. Androgen-abhéngige Regulation des
Mineralokortikoidrezeptors

Die Untersuchung einer Androgen-abhangigen Regulation des MR sollte
Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit sein. Diese ist bisher nicht beschrieben
und auch in anderen Geweben nicht vorbekannt.

Die Bestimmung der MR-Expression konnten eine Herunterregulation auf mRNA-
Ebene unter Androgen-Substitution demonstrieren. Hierbei zeigten Testosteron und
DHT eine vergleichbare Wirksamkeit. Die Effekte waren in der salzarmen
Behandlung ausgepragter und konnten nur hier statistische Signifikanz erreichen.
Unter zuséatzlicher Gabe von Flutamid lieen sich die Wirkungen von Testosteron
und DHT aufheben, was fir einen AR-vermittelten Effekt spricht. Androgene
scheinen somit spezifisch den MR unter natriumarmer Diat auf mRNA-Ebene
herunter zu regulieren. Es scheint jedoch moglich, dass auch unter salzreicher
Behandlung mit einer grol3eren Gruppengrof3e eine signifikante Herunterregulation
hatte nachgewiesen werden kdnnen.

In Hinblick auf die Proteinexpression des MR wurde die Gruppe der salzarm
behandelten Tiere untersucht, in denen zuvor die signifikante mRNA-Regulation
nachgewiesen wurde. Hier konnten die Ergebnisse des Western Blots die
Messungen der quantitativen Real-Time PCR nur teilweise stlitzen. Eine Regulation
nach Testosterongabe zeigte sich nicht, jedoch auch keine Anderung unter
zusatzlicher Flutamid-Gabe. Die Interpretation der Western Blots gestaltete sich
schwierig, da das Molekulargewicht der detektierten Bande von circa 80 kDa nicht
der vorbekannten Grol3e des MRs und seiner Splice-Varianten entspricht (circa 107
kDa). Trotz hoher Sorgfalt bei der Probenverarbeitung erscheint ein partiell-
degradierter MR eine madgliche Erklarung fuar die Kkleinere GroRe des
nachgewiesenen Proteins. Die ausgesprochene Instabilitdt des MR ist durch Gomez-
Sanchez et al. bereits demonstriert worden [124]. In vorliegender Arbeit kamen
ausschlieBBlich die in der Publikation etablierten AntikGrper zum Einsatz.
Zusammenfassend konnte die Regulation des MR auf Proteinebene, wahrscheinlich

methodisch bedingt, nicht nachgewiesen werden.
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In dieser Arbeit zeigt sich unter gleichzeitiger Gabe von Spironolacton ebenfalls eine
Abschwachung der Androgen-abhangigen Regulation des MR in der Real-Time PCR.
Auch die relative Expression unter zusatzlicher Gabe von Spironolacton war im
Vergleich zur Hauptbehandlungsgruppe ohne Spironolacton erhdht, was als Reaktion
auf die pharmakologische Blockade gewertet werden kann. In pathologischen
Situationen wie nach akutem Myokard-Infarkt kdnnen Antagonisten des MR
hingegen dessen Hochregulation im Tiermodell reduzieren [147].

Die abgeschwachte Wirkung von Testosteron und DHT unter gleichzeitiger Gabe
eines MR-Antagonisten kann durch die antiandrogene Wirkkomponente von
Spironolacton bedingt sein [148]. Eplerenon hingegen zeigt als selektiver MR-
Antagonist keine signifikante Aktivitat am AR [149]. In diesem Zusammenhang
konnte Testosteron in einer Arbeit durch Sanchez-Mas et al. die durch
hyperosmolaren Stress induzierte Apoptose in H9c2-Zellen verringern [150].
Interessanterweise wurden diese Effekte in gleicher Arbeit durch Spironolacton, nicht
jedoch durch Eplerenon, aufgehoben. Dies unterstreicht die mogliche Bedeutung
Androgen-antagonistischer Nebeneffekte von Spironolacton, wenn auch die
verwendeten Dosierungen nicht vergleichbar sind.

Der Grad der Expression des MR spielt in verschiedenen pathophysiologischen
Situationen eine bedeutende Rolle. So zeigt sich eine erhghte Proteinexpression fur
den MR im Rattenmodell nach akutem Myokardinfarkt oder in Herzen von Ratten mit
diastolischer Herzinsuffizienz [151, 152]. Auch in humanen Praparaten von
herzinsuffizienten Patienten lie3 sich eine kardiale Hochregulation im Vergleich zu
kardial nicht vorerkrankten Kontrollen gleichen Alters nachweisen [153]. Unklar bleibt
jedoch, ob die Hochregulation des MR Grundlage oder Folge der pathologischen
Anpassungs- und Umbauprozesse im Herzen ist.

Zur weiterfihrenden Untersuchung der funktionellen Bedeutung des MR dienen
beispielsweise Knockout-Tiermodelle. Selektive Ausschaltung des MR-Gens in
Kardiomyozyten schutzt im Herzinsuffizienzmodell von Mausen vor der Ausbildung
von linksventrikularer Dilatation und fuhrt zu einer verbesserten Kkardialen
Pumpfunktion [154]. Die Ausschaltung des MR in Kardiomyozyten scheint sich somit
vor allem auf hamodynamische Parameter positiv auszuwirken, jedoch nicht auf die
induzierte Apoptose und kardiale Fibrose [154]. Diese Prozesse kodnnten uber

Monozyten beziehungsweise Makrophagen vermittelt werden [155].
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Es existieren jedoch auch Tiermodelle, die einen schadlichen Effekt einer
verminderten MR-Expression demonstrieren konnten. In einer Arbeit von Beggah et
al. entwickelten Mause mit selektiver Suppression der kardialen MR-Expression
Zeichen einer dekompensierten Herzinsuffizienz zusammen mit einer ausgepragten
Fibrose [156]. Hierbei unterschied sich jedoch die methodische Herangehensweise,
da bei einem konditionellem Knockdown eine Interaktion der in Kardiomyozyten
exprimierten Antisense-RNA mit anderen Rezeptoren oder Schlisselproteinen nicht
ausgeschlossen werden kann. Dartber hinaus gilt au3erdem zu bedenken, dass in
dem Mausmodell von Beggah et al. der Grad der endogenen Aktivierung des MR
durch das RAAS nicht bertcksichtigt wurde. Die verminderte Expression wurde im
Gegensatz zur vorliegenden Arbeit nicht von vergleichsweise hohen Serumspiegeln
an Aldosteron begleitet.

Letztlich kann bedingt durch die Testosteron-abhangige Herunterregulation des MR
im Herzen der Ratte ein geschlechtsspezifischer Mechanismus in Bezug auf
pathologische Prozesse des kardiovaskularen Systems postuliert werden. Aldosteron
und der MR gehdren gemeinsam zur Endstrecke des RAAS, wobei sich eine Reihe
von Besonderheiten zwischen Mannern und Frauen in Bezug auf dessen Aktivitat
demonstrieren lassen. In einem Rattenmodell zum Herzinfarkt zeigten sich
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Blockade des MR mit Eplerenon, welche
auch Auswirkungen auf echokardiographische Parameter hatten [157]. In dieser
Arbeit zeigte sich ausschlie3lich bei weiblichen Tieren eine signifikante Verbesserung
der LVEF unter Eplerenon. So haben auch Estrogene einen Einfluss auf das
kardiovaskulare System und koénnen so fiur die Geschlechterdisparitat
mitverantwortlich sein. Estrogenrezeptor-Agonisten beeinflussen hierbei auch das
Aldosteron-induzierte linksventrikulare Remodelling und die kardiale Fibrose giinstig
[158].

5.4.2. Regulation von Serum Glucocorticoid-induced kinase 1 und
Transforming growth factor-g;
Zur weiterfihrenden Charakterisierung der Androgen-abhéngigen Regulation des
MR sollte der Grad der Expression von Zielgenen des Rezeptors untersucht werden.
SGK-1 ist in epithelialen Geweben wie Niere und Kolon ein zentrales Protein der
Signaltransduktion, dessen Expression unmittelbar durch an Aldosteron gebundenen
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MR potenziert wird [159]. Auch im Herz von Ratten sowie in in vitro-Studien an
Kardiomyozyten wurde eine Hochregulation auf mRNA-Ebene nach Aldosteron-Gabe
demonstriert [106, 123]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Regulation,
welche sich weitgehend kongruent zur Expressionsanderung des MRs verhielt.
GroRe Schwankungen innerhalb der Kontrollgruppe der natriumarmen Behandlung
bedingten, dass die Veranderung der relativen Expression in den DHT-behandelten
Tieren keine statistische Signifikanz erreichte. Androgene selbst zeigten in einer
Prostata-Zelllinie hingegen eine entgegengesetzte Regulation von SGK-1 im
Vergleich zur vorliegenden Arbeit [160]. Folglich kann die Veranderung des relativen
Grades an mRNA fur SGK-1 als indirekte Folge der Androgen-bedingten
Herunterregulation des MR interpretiert werden. Als Hauptmediator des
Phosphatidylinositol-3-Kinase Signalweges konnte SGK-1 somit eine zentrale Rolle
bei der Vermittlung nachfolgender intrazellularer Effekte zukommen. Es reguliert
beispielsweise Elektrolytein- und —ausstrom in Kardiomyozyten und begunstigt die
Entstehung einer kardialen Hypertrophie sowie Herzinsuffizienz [106, 110].

TGF-B; zeigte ebenfalls eine signifikante Herunterregulation nach Androgen-
Substitution in den salzarmen Behandlungsgruppen. TGF-B; ist ein wichtiger Marker
fur myokardiale Fibrose und Hypertrophie. TGF-3; konnte in VSMC durch Aldosteron
hochreguliert werden, wobei die Effekte MR-vermittelt waren [109]. Es erscheint
jedoch auch mdglich, dass die verminderte Expression eher der Wirkung von
Testosteron und DHT zuzuschreiben ist, als dass es sich um eine indirekte Folge der
verminderten MR-Expression handelt. Im Prostatagewebe von Ratten lie3 sich ein
inhibitorischer Einfluss von Androgenen auf die Expression von TGF-3
demonstrieren [161]. Hierbei enthalt die Promotoren-Region des Gens fur TGF-f3;
sowohl positive als auch negative AREs, welche funktionelle Aktivitdt zeigen [162,
163]. Die letztliche Richtung der Regulation durch Androgene scheint somit vom
Zelltyp abhangig zu sein und auch eine Hochregulation ist moéglich [164]. In
vorliegender Arbeit erklart eine direkte Regulation durch Testosteron und DHT jedoch
nicht die Veranderung des Expressionsgrades beim Vergleich beider Kontrollgruppen
ohne androgene Stimulation. Auch ist bisher nur im Rahmen eines
Herzinsuffizienzmodells eine Hochregulation dieses parakrinen Fibrosemediators
durch Androgene beschrieben [165]. Die in vorliegender Arbeit beobachtete
Herunterregulation von TGF-; unter erhdhter Natriumzufuhr steht im Gegensatz zu
einer Arbeit durch Yu et al.,, bei der exzessive Salzzufuhr im Rattenmodell zur
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Zunahme von kardialem TGF-B; fihrt [166]. Diese Arbeit unterschied sich jedoch von
der vorliegenden durch eine hohere Salzzufuhr und einen deutlich langeren

Behandlungszeitraum.

5.5. Regulation des Glukokortikoidrezeptors
In Hinblick auf die Moglichkeit einer Rezeptordimerisierung von Mineralo- und
Glukokortikoidrezeptor war auch die relative Expression des GR von Interesse. Seine
pathophysiologische Rolle im Herzen ist ambivalent. In vitro lieRen sich in
Kardiomyozyten sowohl hypertrophe Effekte einerseits, als auch anti-apoptotische
Wirkungen andererseits demonstrieren [167]. In einem Rattenmodell, in dem Tiere
mit dem potenten Mineralokortikoid Desoxycorticosteronacetat und zusétzlich
salzreicher Diat behandelt wurden, zeigt der GR und dessen Blockade mit RU486
jedoch keinen Einfluss auf die resultierende kardiale Inflammation und Fibrose [116].
Es zeigte sich ein grundsétzlich anderes Regulationsverhalten unter Gabe von
Androgenen. Hier resultierte lediglich die Gabe von DHT bei Tieren der salzreichen
Diat in einer Hochregulation des kardialen GR. In Hinblick auf die Wirkungspotenz
von Androgenen im Herzen ergaben sich in Anbetracht der vorhergehenden
Ergebnisse dieser Arbeit keine Unterschiede zwischen Testosteron und DHT. Es
besteht lediglich fur DHT eine stimulierende Wirkung auf den Gehalt an mRNA des
GR, nicht jedoch fir Testosteron. Dies kdnnte erklarbar sein durch einen potentiell
entgegengesetzten Effekt von intrakardial aus Testosteron gebildetem Estradiol,
welches jedoch systemisch im Blut nicht nachweisbar war. Beide Effekte wirden sich
letztlich aufheben, sodass ausschlie3lich das nicht-aromatisierbare DHT eine
Geninduktion zeigt. Die salzreiche Behandlung ist hierbei Voraussetzung fur den
Effekt, wobei es beispielsweise Uber erhéhte Natriumkonzentrationen zu intrazellular
vermehrtem oxidativen Stress kommen konnte [168]. Die mdglicherweise lokal aus
Testosteron gebildeten Estrogene hingegen vermindern im Mausmodell mé&nnlicher
Tiere oxidativen Stress und myokardiale Apoptose [169]. Die Hochregulation des GR
unter DHT ware dann also als kompensatorischer Teil einer inflammatorischen
Reaktion zu werten. Letztlich bleibt dies jedoch nur ein spekulativer Erklarungsansatz
fur eine DHT-abhéngige Hochregulation des GR, ohne dass eine Messung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen an den untersuchten Geweben durchgefihrt

wurde.
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In anderen Arbeiten konnte hingegen nach Gabe von DHT eine lokal verminderte
Konzentration von GR mMRNA im Hippocampus beziehungsweise im fetalen
Lungengewebe von Ratten nachgewiesen werden [170, 171]. Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind unklar. Eine Regulation im Herzen, insbesondere unter

Bericksichtigung der zugefuhrten Salzmenge, ist bisher nicht beschrieben worden.

5.6. Mdgliche zugrunde liegende Mechanismen und

Interaktionen der regulierten Gene

Die bisher nicht beschriebene Androgen-abhangige Regulation des MR lasst die
Frage nach den zugrunde liegenden molekularen Mechanismen aufkommen. Ein
funktionelles ARE ist innerhalb der Promotoren-Region des MR-Gens bisher nicht
identifiziert worden. Jedoch ware auch eine indirekte Regulation tber vorgeschaltete
Faktoren denkbar. In diesem Zusammenhang wurde durch unsere Arbeitsgruppe in
der salzarmen Behandlung eine Androgen-abhangige Regulation der 113-HSD1 auf
MRNA-Ebene nachgewiesen (bisher unveroéffentlicht). Somit kdnnte die verminderte
MR-Expression auch kompensatorische Folge einer gesteigerten intrazelluléaren
Verfuigbarkeit an Kortisol sein. Die Ergebnisse der durchgefuhrten exemplarischen
Western Blots ergaben jedoch keine Hinweise einer relevanten Regulation auf
Proteinebene. Auch der mit dem MR in funktioneller Verbindung stehende GR
scheint in Hinblick auf dessen eigene Regulation die Expressionsdnderung des MR
und SGK-1 nicht erklaren zu kénnen. Letztlich bleiben die molekularen
Mechanismen, auf denen die Androgen-abhangige Regulation des MR beruht,
unklar.

SGK-1 als zentrales Molekul der intrazellularen Signaltransduktion in
Kardiomyozyten weist eine Reihe von Interaktionen mit weiteren Schlisselproteinen
auf. Es nimmt die Position eines Schlusselregulators von NFkB ein und dieses
wiederum wirkt auf die Expression von CTGF [172]. Relevant scheint dies unter
inadaquaten Aldosteronspiegeln, bei denen die Entstehung von kardialer Fibrose
SGK-1-abhangig ist und CTGF involviert [113]. Wie bereits an anderer Stelle
erwahnt, reguliert SGK-1 auch den Natriumeinstrom in Kardiomyozyten und die
Aktivitat des transmembranaren Na'/H*-Austauschers [110, 111]. SGK-1 konnte
somit das Auftreten von malignen Arrhythmien bzw. Hypertrophie und

Herzinsuffizienz begunstigen.
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Auch die Expression von SGK-1 und TGF-B; kdnnten sich gegenseitig bedingen. So
erwies sich TGF-B; in vitro als Induktor der SGK-1-Expression in immortalisierten
Zelllinien intestinaler Abstammung [173]. Im Herzen ist dieser Effekt jedoch bisher
nicht nachgewiesen worden. Abbildung 16 fasst die mdglichen Interaktionen und

deren pathophysiologische Bedeutung zusammen.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der mdéglichen Interaktion beteiligter Signalmolekile bei

Androgen-abhangiger Regulation des Mineralokortikoidrezeptors. Testosteron und DHT fihren hierbei
zur  verminderten Expression des MR mit nachfolgend verminderter Aktivierbarkeit
pathophysiologische Signalwege [110, 111, 172]. CTGF - Connective tissue growth factor, DHT —
Dihydrotestosteron, LVEF - linksventrikuldre Ejektionsfraktion, NFKB - Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells, SGK-1 - Serum glucocorticoid-induced kinase 1, TGF-f1 —

Transforming growth factor-g1, Nav 1.5 — kardialer Natriumkanal
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5.7. Maogliche klinische Bedeutung der vorliegenden Arbeit
In westlichen Populationen zeigt sich heutzutage eine UbermaRige Zufuhr an
Natrium, welche weit Gber der empfohlenen Zielmenge von circa 100 mmol/Tag
(dquivalent zu 5,8 g NacCl) liegt [135]. Der MR ist hierbei phylogenetisch in an Land
lebenden Organismen zur Regulation des Elektrolythaushalts unter eingeschrankter
Verfugbarkeit von Natrium entstanden. In der westlichen Zivilisation hingegen ist Salz
uneingeschrankt verfugbar und wird vor allem in industriell verarbeiteten
Lebensmitteln grof3zuigig eingesetzt. So zeigte sich in einer Querschnittstudie zum
Salzkonsum einer US-amerikanischen Population, dass 90,7 % der Teilnehmer = 20
Jahre eine Einnahme oberhalb der empfohlenen Hochstmenge angab [134]. Es gibt
Hinweise, dass ein erhohter Salzkonsum nicht nur die Entstehung einer arteriellen
Hypertonie begulnstigt, sondern auch mit dem Vorkommen einer koronaren
Herzerkrankung in Verbindung steht [174, 175]. Insgesamt scheint der menschliche
Organismus nicht auf die tbermafige Salzzufuhr ausgerichtet zu sein, wobei ein Tell
der Menschen die beschriebenen negativen Auswirkungen entwickelt. In einer
gro3en Interventionsstudie an chinesischen Probanden zeigten insbesondere
Patienten mit metabolischem Syndrom ein besonders h&ufiges Auftreten einer
salzsensitive Hypertonie [176]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine natriumarme
Diat eingesetzt, die umgerechnet auf einen Menschen mit einem Gewicht von 75 kg
einer taglichen Zufuhr von circa 1 g NaCl/Tag entsprechen wirde. Diese wiederum
entspricht in etwa der fur Risikogruppen empfohlenen maximalen Salzzufuhr von 1,5
g durch die Dietary guidelines for Americans 2010. Festzuhalten ist also, dass die
natriumarme Behandlung einem angestrebten Salzkonsum in etwa entspricht, jedoch
in der westlich-zivilisierten Welt kaum in der Realitat anzutreffen ist.
Es gibt bisher keine ausreichende Evidenz in Hinblick auf eine Empfehlung fur eine
minimale Salzzufuhr. Trotzdem zeigt eine Reihe von Arbeiten auch eine erhdhte
Morbiditdt und Mortalitdt unter ausgepragter Salzrestriktion. So konnte eine
Kohortenstudie bei hypertensiven Mannern mit geringer Natriumausscheidung eine
Risikoassoziation zur Entwicklung eines akuten Myokardinfarktes aufzeigen [177].
Auch eine Langsschnittstudie konnte eine erhthte kardiovaskuldre Mortalitat in
Patienten mit niedriger Natriumexkretion demonstrieren [178]. Aus diesem Grund
wird eine erhohte Mortalitdt auf beiden Extremen des Salzkonsums in Form eine J-
férmigen Verteilung von einigen Autoren angenommen [178, 179]. Es muss jedoch
an dieser Stelle erwahnt werden, dass es sich hierbei zum gro3ten Teil um
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Beobachtungsstudien mit retrospektiver Betrachtung und hoher Fehleranfélligkeit
handelte. Es existieren wenige, eher kleine, randomisierte kontrollierte Studien,
welche in einer Metaanalyse durch Taylor et al. untersucht wurden. Hier zeigte sich
kein Einfluss einer salzarmen Diat in Hinblick auf Mortalitdt und kardiovaskulare
Ereignisse [180]. Jedoch konnte fur Patienten mit nicht-dekompensierter
Herzinsuffizienz unter diuretischer Therapie in einer randomisierten kontrollierten
Studie eine erhohte Rate an Re-Hospitalisierung und Mortalitat in der salzarmen
Behandlungsgruppe nachgewiesen werden [181]. Hierbei muss jedoch die relativ
kleine GroRRe der Studienpopulation bedacht werden sowie die Tatsache, dass die
Patienten unter hoher Dosis an Schleifendiuretika bei gleichzeitig stark
eingeschrankter Trinkmenge standen. Eine unter diesen Umstanden aufgetretene
Beeintrachtigung der Organperfusion durch eine salzarme Diat kénnte so die erhéhte
Re-Hospitalisierungsrate verursacht haben.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise auf eine Androgen-
abhangige Regulation in eben dieser experimentellen, salzarmen Umgebung. Die
verminderte Expression des MR sowie TGF-f; und SGK-1 vermag so in
pathologischen Situationen wie im Rahmen einer Herzinsuffizienz oder koronaren
Herzerkrankung von prognostischer Bedeutung sein. Die pathologische Aktivierung
des MR koénnte durch Testosteron und DHT abgeschwécht werden. Bisher zeigte
sich lediglich eine Assoziation zwischen einem laborchemischen Androgenmangel
und der klinischen Auspragung sowie der Prognose einer Herzinsuffizienz [48]. Die
Regulation des MR wirde so einen Teil eines kausalen Mechanismus fur die
kardialen Auswirkungen eines Androgenmangels aufzeigen. Dieser war von
signifikanter Auspragung jedoch nur unter Natriumrestriktion und somit nicht der
realen Ernahrungssituation unserer Gesellschaft entsprechend. Dies ware eine
maogliche Erklarung, warum bisherige klinische Studien keinen positiven Effekt einer
Androgengabe bei Mannern mit Herzinsuffizienz auf objektivierbare Parameter wie
die echokardiographische Pumpfunktion ergaben [55]. Der Effekt ware unter
gangigem Salzkonsum schlichtweg zu schwach, um klinische Relevanz zu erreichen.
Auf der anderen Seite liegen in einer supraphysiologischen Testosterongabe
Gefahren. So besteht unter inadaquat hohen Dosen an anabolen Androgenderivaten
unter anderem ein erhdhtes Risiko fir linksventrikulare  Hypertrophie,
Dyslipoproteinamie, Koronarspasmen sowie maligne Arrhythmien [182]. In einer

randomisierten kontrollierten Studie zur Testosteron-Substitution in &lteren,
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multimorbiden Mé&nnern konnte Basaria et al. eine Zunahme an kardiovaskuléren
Ereignissen und Hospitalisierungen in der Testosteron-behandelten Gruppe
nachweisen [22]. In dieser Subpopulation, welche reprasentativ flr hypogonaldale
Manner mit kardialen Vorerkrankungen ist, konnte keine ausreichende Sicherheit
einer Testosterongabe demonstriert werden. Jedoch kann auch hier die hdhere
Dosierung an Testosteron einen maf3geblichen Einfluss gehabt haben. Androgene
konnten so in einem Kontinuum an kardialen Effekten schadliche Wirkungen sowohl
in Zustanden der Androgendefizienz als auch in supraphysiologischen Dosen
hervorrufen. In vorliegender Arbeit hingegen konnte ein potentiell protektiv wirkender

Mechanismus am Herzen aufgedeckt werden.

5.8. Limitationen der Arbeit

Zunachst einmal bietet die vorliegende Arbeit Einschrankungen in Hinblick auf die
Aussagekraft, welche durch den Versuchsaufbau bedingt ist. So stellt sich der
klinische Bezug der Ergebnisse vor allem fur pathologische Situationen wie
Herzinsuffizienz und koronare Herzerkrankung dar. Es muss jedoch ausdrticklich
erwdhnt werden, dass es sich um normotensive Ratten und kein Herzinsuffizienz-
Modell handelte. Die signifikanten Aldosteronspiegel im Serum unter verminderter
Salzzufuhr sind als physiologisch zu verstehen [120]. In denkbaren weiterfiihrenden
Versuchen ware eine Untersuchung der Androgen-abhangigen Regulation des MR
im Rahmen von chirurgisch- oder medikamentds-induzierten in vivo-Modellen zur
Herzinsuffizienz von Interesse (beispielsweise Infarkt-Modell, thorakale Ligatur-
Modell, Doxorubicin- oder Isoproterenol-Modell).

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Expressionsstudie in kardialem
Gesamtgewebe von  nukledren  Rezeptoren und deren  abhéangigen
Schlusselproteinen. Methodisch bedingt kann jedoch keine prazise Aussage Uber die
zugrunde liegende Signaltransduktion gemacht werden. Hierfur waren beispielsweise
Zellkultur-Experimente geeignet, die spezifische Regulationen in einzelnen Zellarten
des Herzens aufzuschlisseln. Ebenfalls konnte der durchgefihrte Western Blot die
Regulation des MR auf Proteinebene durch methodisch bedingte Schwierigkeiten
nicht verifizieren. Die dargelegte Androgen-abhangige Regulation des MR basiert
dementsprechend rein auf den Ergebnissen der mRNA Messungen. Zusatzlich
konnte anhand der Testosteron-Spiegel eine supraphysiologische Stimulation der
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Tiere nicht ausgeschlossen werden, auch wenn andere Arbeiten vergleichbare
Dosierungen an Testosteron fur Wistar-Ratten benutzten.

Des Weiteren geben die vorliegenden Ergebnisse keinen Aufschluss Uber die
funktionellen und histopathologischen Veranderungen im Herzen unter Androgen-
Substitution. Echokardiographische Untersuchungen in Hinblick auf eine kardiale
Hypertrophie und eine immunhistochemische Evaluation von profibrotischen und
inflammatorischen Markern waren von zusatzlichem Erkenntnisgewinn.

In Hinblick auf die klinische Bedeutung der Arbeit missen die Ergebnisse mit grol3er
Vorsicht interpretiert werden. Erkrankungen wie Herzinsuffizienz oder koronare
Herzerkrankung zeigen eine heterogene Atiologie und involvieren komplexe
maladaptive Prozesse. Hierbei sollte eine mogliche Regulation des MR - trotz der
Bedeutung der pharmakologischen Blockade - lediglich als Baustein in einer

umfassenden Pathophysiologie verstanden werden.
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