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Ergebnis Y

1 Einleitung

1.1 Sexuelle Dimorphismen in myokardialer Morphologie und
Funktion beim Menschen

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind in den westlichen Industrienationen die
haufigste Todesursache sowohl bei Mannern als auch bei Frauen. Allein in Deutschland
starben im Jahr 2006 fast 360.000 Menschen an Krankheiten wie akutem Myokardin-
farkt, Herzinsuffizienz, Hypertonie, ischdmischer Herzkrankheit und Schlaganfall (Stati-
stisches Bundesamt, 2007). Bisher galten die Erkrankungen des Herzens in erster Linie
als ,Mannersache®, doch jlingste Statistiken belegen, dass kardiovaskulare Erkrankun-
gen bei Frauen haufiger zum Tod fuhren als bei den Méannern. Laut Angaben des Stati-
stischen Bundesamtes 2007 lag die Todesrate nach einem Myokardinfarkt bei M&nnern
mit 35.631 hoher als bei den Frauen mit 29.165, jedoch war die Sterblichkeit durch
Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Frauen mit 209.375 deutlich héher als die der Manner
mit 149.578. So genannte sexuelle Dimorphismen zwischen Frauen und M&nnern fin-
den sich sowohl in physiologischen als auch in pathophysiologischen Kontext.
Physiologischerweise haben erwachsene Manner zum Beispiel in allen Altersklassen
nach Bericksichtigung von Kérpergréf3e und Gewicht etwa 25-38% mehr linksventriku-
lare Masse als Frauen im gleichen Alter, obwohl sich die Masse des linken Ventrikels
zwischen Madchen und Jungen vor der Pupertat kaum unterscheidet (de Simone G,
1995). Die Kardiomyozyten bei Frauen bleiben in Zahl und Volumen im Alter stabil,
wéahrend bei Mannern eine auffallige Verringerung der Myozytenzahl und eine Volu-
menzunahme der Zellen festzustellen sind (Olivetti G, 1995). In pathophysiologischem
Kontext kbnnen sexuelle Dimorphismen zu einem unterschiedlichen Verlauf von Krank-
heiten und Wirkung von Medikamenten bei verschiedenen Formen von Herz- und Nie-
renerkrankungen fuhren (Regitz-Zagrosek V, 2006; Silbiger SR 1995). Krumholz et al.
konnten interessante geschlechtsspezifische Unterschiede bei Patienten mit isolierter
systolischer Hypertonie sowie qualitative Unterschiede in der Entwicklung einer Herz-
hypertrophie feststellen. Bei den Frauen zeigte sich eine Zunahme der linksventrikul&-
ren Wanddicke ohne Ventrikeldilatation, bei M&nnern hingegen blieb die Wanddicke
gleich und der Ventrikeldurchmesser vergrof3erte sich (Krumholz HM, 1993). Diese und

weitere Studien zeigen, dass Erkrankungen mit Druckbelastung des Herzens bei beiden



1 Einleitung 1

Geschlechtern zur kompensatorischen Zunahme der linksventrikularen Masse fiihren,
jedoch die strukturellen Umbauvorgénge bei Frauen und Mannern unterschiedlich ab-
laufen. Frauen zeigen bei gleichem Grad einer Aortenstenose eine bessere systolische
Funktion des Herzmuskels, eine ausgepragte konzentrische Hypertrophie sowie einen
geringeren enddiastolischen Ventrikeldurchmesser als Manner (Aurigemma GP, 1995;
Carrol JD, 1992). Bei Mannern dagegen entwickeln sich nach chronischer Druckbela-
stung des Herzens eine schlechtere systolische und diastolische Funktion sowie eine
vermehrte endokardiale Fibrose (Villari B, 1995). Der Hormonstatus verandert sich bei
Mannern und Frauen mit zunehmendem Alter gravierend und verlauft zum Teil kontrar.
Frauen entwickeln kardiovaskulare Erkrankungen im Durchschnitt 10-15 Jahre spater
als Manner, zeitlich korrelierend mit dem Abfall des Ostrogenserumspiegels und dem
Beginn der Menopause (Regitz-Zagrosek V, 2007). Bei Frauen fallt der Ostrogenspiegel
nach der Menopause drastisch ab und die ovarielle Testosteronproduktion nimmt zu
(Laughlin GA, 2000; Sluijmer AV, 1995), wéahrend die Testosteronproduktion bei Man-
nern mit zunehmendem Alter stetig abnimmt (Hayward CS, 2001).

Eine mogliche Erklarung fur die beobachteten sexuellen Dimorphismen kann der hohe-
re Testosteron- bzw. niedrigere Ostrogenspiegel bei Frauen nach den Wechseljahren
sein. Bei Frauen vor der Menopause sind das Vorkommen von linksventrikularer Hyper-
trophie sowie das Vorkommen von Nierenerkrankungen geringer als bei gleichaltrigen
Mannern (Agabiti-Rosei E, 2002; Neugarten J, 2000; Sangaralingham SJ, 2007). Jafar
et al. beobachteten eine schnellere Progression von Nierenerkrankungen der Frauen
nach der Menopause (Jafar TH, 2003). Es scheint, dass Ostrogen in hohem MaRe
antiatherosklerotisch wirkt und auf diesem Wege den Erkrankungen der Blutgefal3e, die
letztlich zum Verschluss und zum Infarkt fihren, vorbeugt (Karim R, 2007).

Die geschlechtsspezifischen Unterschiede bei physiologischen und
pathophysiologischen Umbauprozessen des Herzens bei Mannern und Frauen fihren
zu der Annahme, dass die Sexualhormone und deren Rezeptoren dabei eine zentrale

Rolle spielen.

1.2 Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie ist neben Adipositas, Diabetes mellitus und Rauchen einer der

einflussreichsten Risikofaktoren fur die Entwicklung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
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(Murray, 1997). In zahlreichen Studien wurde ein direkter Zusammenhang zwischen
Blutdruck und kardiovaskularen Erkrankungen dargestellt (Collins R, 1994). Bei der ar-
teriellen Hypertonie kommt es durch die Unfahigkeit des Herzens, die geférderte Menge
Blut dem erhdhten Bedarf des Organismus anzupassen, langfristig durch funktionelle
und strukturelle Veranderungen zu erheblichen Endorganschéden und zur Manifestati-
on von Folgeerkrankungen, insbesondere am Herzen, den Gefal3en und den Nieren
(Collins R, 1994; Kelly TN, 1999). Wahrend die Hypertonie im Kindesalter sehr selten
ist, nimmt die Haufigkeit mit ansteigendem Alter deutlich zu. Die Pravalenz in der Al-
tersgruppe der 55- bis 65-jahrigen betragt 20-30 %, in der Gruppe der 70- bis 80-
jahrigen sogar 50 % (Kreutz R, 2006). In 95 % der beobachteten Félle lasst sich die
Ursache der Hypertonie bislang nicht vollstandig klaren und wird daher als essenzielle,
idiopathische oder auch primére Hypertonie bezeichnet. Bei den verbleibenden 5 %, so
genannte sekundéare Hypertonieformen, kdnnen vor allem renale und hormonelle St6-
rungen wie chronische Nierenerkrankungen, Nierenarterienstenosen oder priméarer
Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) zu einer pathologischen Erhéhung des Blut-

druckes fiihren.

Gemal der Weltgesundheitsorganisation (WHO, 1999) ist die arterielle Hypertonie defi-
niert als ein Blutdruck von systolisch tber 139 mmHg oder diastolisch Gber 89 mmHg,
da erst ab diesem Schwellenwert das kardiovaskuléare Risiko tiberm&Rig ansteigt und
eine Therapie sinnvoll ist. Doch in der Realitéat existieren solche Schwellenwerte nicht;
es wurde ein kontinuierlicher Zusammenhang zwischen dem Blutdruck und dem Risiko
von Herz-Kreislauf- und Nierenerkrankungen sowie der Sterblichkeit schon im als
normotensiv definierten Bereich nachgewiesen (Cutler JA, 1996; Schillaci G, 2000). Die
Entwicklung der hypertensiven Endorganschaden wird nicht nur durch die Hohe des
Blutdruckes bedingt, sondern zuséatzlich von blutdruckunabhéngigen genetischen Pra-
dispositionen in deren Manifestation beeinflusst (Freedman BI, 2003; Kreutz R, 2002).
Die pathogenetischen Mechanismen, die unabhangig vom Blutdruck im Einzelnen dafur
verantwortlich sind, dass bestimmte, aber nicht alle Patienten mit Hypertonie Folgeer-
krankungen wie die hypertensive Nephropathie oder eine linksventrikulare Hypertrophie
entwickeln, ist noch weitestgehend ungeklart. Der Niere kommt bei der Entstehung der
meisten Hypertonieformen eine Schlisselposition zu. Einerseits kann Hypertonie zu
einer Nierenschadigung fuhren, andererseits kénnen renale Erkrankungen mit einer
Erh6éhung des Blutdruckes einhergehen. Patienten mit Niereninsuffizienz haben eine

hohe Pravalenz fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Bei Beginn der Dialyse weisen 75 %
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der Patienten eine linksventrikulare Hypertrophie auf. Die linksventrikulare Hypertrophie
ist sowohl bei Hypertonikern als auch bei Niereninsuffizienten ein haufiger echokardio-
graphischer Befund (Levin A, 1996; Levy D, 1990). Oft kann nicht unterschieden wer-
den, ob eine arterielle Hypertonie sowohl zur Myokardhypertrophie als auch zur Nieren-
schadigung fuhrte, oder ob arterielle Hypertonie und Hypertrophie des linken Ventrikels
Folgen eines primaren Nierenschadens sind. zuerst die kardiale Vorerkrankung bestand
oder sich diese erst unter dem zunehmenden Nierenversagen entwickelte. In der Niere
finden sich Chemo- und Barorezeptoren, die bei Nierenerkrankungen stimuliert werden.
Afferente, Uber die aufsteigenden Strange im Rickenmark weitergeleitete Signale akti-
vieren im Hypothalamus Kreislaufzentren (Campese, 1995), wodurch die efferente
Sympathikusaktivitat gesteigert wird. Dies ist nicht nur wichtig im Hinblick auf den er-
hohten Blutdruck. Die Sympathikusaktivitat beschleunigt auch blutdruckunabhéngig die
Progression von Nierenerkrankungen (Orth SR, 2001). Bei Hypertonikern besteht initial
ein erhOhter Sympathikotonus mit konsekutiver Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS). Die Folge ist ein systemischer Blutdruckanstieg und,
durch die vermehrte Druckarbeit des Herzens, die Entstehung einer linksventrikularen
Hypertrophie (Stefenelli T, 2000). Die gesteigerte Sympathikusaktivitéat ist wahrschein-
lich auch fur die gesteigerte kardiale Mortalitat niereninsuffizienter Patienten mitverant-

wortlich.

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

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) reguliert den Tonus von Wider-
standsgeféalen sowie den Flussigkeits- und Elektrolythaushalt des Korpers und spielt
somit eine zentrale Rolle bei der Blutdruckregulation (Nicholls MG, 2000). Es ist sowohl
bei der Entwicklung und Progression chronischer Nierenerkrankungen als auch von
kardiovaskularen Krankheiten beteiligt (Brewster UC, 2004). Das Enzym Renin wird
vorwiegend im juxtaglomeruldren Apparat der Niere gebildet. Renin bewirkt eine Spal-
tung von Angiotensinogen, ein in der Leber gebildetes Glykopeptid. Es entsteht das bio-
logisch inaktive Dekapeptid Angiotensin I. Das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)
spaltet hiervon zwei weitere Aminoséuren ab, wodurch das biologisch hochaktive
Angiotensin Il entsteht (Abbildung 1). Dem Angiotensin Il kommt die grof3te Bedeutung
als Schadensmediator im hormonellen System des Herzens und der Niere zu (Theuer
J, 2002). Angiotensin Il bewirkt als einer der starksten endogenen Vasokonstriktoren
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neben der Aufrechterhaltung des Blutdruckes durch Kontraktion von Widerstandsgefa-
Ren auRerdem uber die Freisetzung von Aldosteron die Konstanthaltung des extrazellu-
laren  Volumens. Es besitzt dartber hinaus auch wachstumsstimulierende,
proinflammatorische und profibrotische Eigenschaften und kann eine glomerulére und
tubulare Entziindung induzieren (Ruggenenti P, 1998). Die Wirkung von Angiotensin Il
wird Uber zwei Rezeptoren vermittelt, den Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1 (AT1) und Typ
2 (AT2). Der ubiquitar Vorkommende AT1-Rezeptor vermittelt die klassischen
Angiotensinwirkungen, wie z. B. an den Gefal3en Vasokonstriktion (koronar, renal, ze-
rebral), Gefall und Muskelfibrose und Hypertrophie der Kardiomyozyten und glatter
Muskulatur. Der AT2-Rezeptor kommt im Herzen, Nebenniere, Endothel und im Keim-
gewebe vor, scheint gegensatzlich zu wirken und vermittelt beispielsweise
Vasodilatation, Induktion der Apoptose, Hemmung der Angiogenese und antiproliferati-
ve Effekte (Cooper ME, 2001).

RAAS

Angiotensi
giotensinogen ) Bars

Chymase Angiotensin |
CAGE . : ) ACE
Angiotensin ||

AT1-Rezeptor
( I [ ]
Vasokonstriktion Zellwachstum Aldosteron Sympathikus
Stanek B Journal fur Kardiologie 2002; 9 (4): 133-135©

Abb. 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS); CAGE: Chymostatin-sensitives
Angiotensin-II bildendes Enzym; ACE: Angiotensin-Konversions Enzym; AT1: Angiotensin-II-
Rezeptor Typ 1

1.2.2 Die Mineralkortikoide Desoxykortikosteronacetat (DOCA) und Aldosteron

Aldosteron wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde synthetisiert, indem
Cholesterin tber Pregnenolon und Progesteron zu 11-Desoxykortikosteron (DOCA)

umgewandelt wird, welches wiederum zu 18-Hydroxykortikosteron und schlief3lich mit-
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tels der Aldosteron-Synthase CYP11B2 zu Aldosteron metabolisiert wird. Entdeckt wur-
den Aldosteron und die Faktoren, welche fur seine Sekretion verantwortlich sind, um
1959 (Davis, 1962). In der Niere fuhrt Aldosteron zu einer gesteigerten tubuléaren Rick-
resorption von Natrium und Wasser und im Gegenzug zur Sekretion von Kalium und
Wasserstoffionen. Der Angriffspunkt von Aldosteron sind die Epithelzellen des distalen
Tubulus sowie die Hauptzellen des Sammelrohrs als Ort des Natrium-Kalium-
Austauschs. Die Wirkungsubertragung erfolgt dabei Uber intrazellulare Mineral-
corticoidrezeptoren (MR) (Funder JW, 2004; Fuller PJ, 2005). Der MR, welcher der Su-
perfamilie der Steroidhormonrezeptoren angehort, ist ein nukleérer Rezeptor, der sich
im ungebundenen Zustand im Zytoplasma befindet. Nach Bindung von Aldosteron beo-
bachtet man die Translokation des Aldosteron-MR-Komplexes in den Zellkern, wo er in
Form eines Transkriptionsfaktors die Genexpression moduliert und somit Einfluss auf
die Biosynthese verschiedener Proteine nimmt (Rogerson FM, 2004). Eine pathologisch
verstarkte MR-Aktivierung, wie z. B. beim priméren Hyperaldosteronismus (Conn-
Syndrom), fiuhrt GUber eine Aktivierung von Genen zu einer verstarkten Natrium-

Wasserresorption und damit zur Entwicklung eines Bluthochdrucks.

Neben dieser genomischen Signalibermittiung sind jedoch in den letzten Jahren auch
vermehrt nicht-genomische Effekte von Aldosteron beobachtet worden, die sich nicht
mit dem Einfluss auf die Gentranskription erklaren lassen. Diese Effekte sind innerhalb
von 10 Minuten nachweisbar und treten damit wesentlich schneller als die klassischen
genomischen Aldosteron-Wirkungen auf. So wurde der hemmende Einfluss von physio-
logischen Aldosteron-Konzentrationen auf den Natriumaustausch in Erythrozyten schon
vor 40 Jahren von Spach und Streeten beschrieben (Spach C, 1964). Aufgrund des feh-
lenden Zellkerns der Erythrozyten konnte dieser Aldosteron-Effekt nicht genomisch
vermittelt sein. Weiter zeigte eine Studie an gesunden Mannern, dass die Injektion von
Aldosteron innerhalb von 5 min den systemischen GefaRwiderstand und das Herzminu-
tenvolumen verandert, wobei das sehr kurze Zeitintervall gegen einen genomischen
Effekt spricht (Schmidt BM, 1999). Die Frage, ob die nicht-genomische Wirkung von
Aldosteron durch Bindung am MR vermittelt wird oder ob ein zweiter, bisher unbekann-
ter Rezeptor fur Aldosteron existiert, konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden
(Boldyreff B, 2003). Es ist aber sicher, dass diese nicht-genomischen Effekte von
Aldosteron mit den Ublichen MR-Blockern wie Spironolakton gehemmt werden kénnen
(Barbato JC, 2002). Aldosteron spielt auch eine bedeutende Rolle in der Entwicklung
kardiovaskularer Schaden (Pitt B, 2003), die Uber das durch die beschriebenen Effekte
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auf die Regulation des Salzhaushaltes und des Blutdrucks zu erwartenden Mal3 hinaus
gehenhinausgehen. Bei Patienten mit primdrem Hyperaldosteronismus wurde bei-
spielsweise eine Korrelation zwischen linksventrikularem Massenindex und
Plasmaaldosteronspiegel nachgewiesen (Tanabe A, 1997), welche als weitgehend blut-
druckunabhangig beschrieben wird (Sato A, 1999). Aldosteron bewirkt im Zusammen-
hang mit einer exzessiven Salzzufuhr bei Ratten eine kardiale Hypertrophie und kardia-
le Fibrose unabhangig vom Blutdruck (Brilla CG, 1992; Young M, 1995). Greene et al.
beobachteten einen direkten Zusammenhang zwischen Hyperaldosteronismus und
Glomerulosklerose in der Niere von Ratten (Greene EL, 1996). Auch in anderen Blut-
hochdruck-Modellen mit der klassischen Mineralkortikoid-Salz-Behandlung konnte ne-
ben der systemischen Hypertonie auch ein substanzieller glomerularer Schaden beo-
bachtet werde (Dworkin LD, 1984).

Aldosteron zahlt somit unter pathophysiologischen Bedingungen zu den schadigenden
Komponenten des RAAS sowohl am Herzen als auch an der Niere (Weber KT, 2001;
Greene EL, 1996). Die Mechanismen, uber die der schadigende Einfluss von
Aldosteron vermittelt wird, sind noch weitestgehend ungeklart. Diese Wirkungen reflek-
tieren zum Beispiel mdglicherweise einen uUber nicht-klassische Rezeptoren auf kardia-
len Myofibroblasten vermittelten direkten Effekt von Aldosteron auf die
Kollagensynthese (Modena MG, 2001; Rossi GP, 2001).

1.2.3 Mineralkortikoidexzess im Tiermodell

Tierexperimentelle Modelle der arteriellen Hypertonie spiegeln in ihrer Pathophysiologie
die unterschiedlichen Formen der Hypertonie des Menschen nur zu einem bestimmten
Grad wider. Es werden Einblicke in prinzipielle Aspekte der Pathogenese der jeweiligen
Erkrankungen gewahrt, was fir die Suche nach neuartigen Behandlungsmaglichkeiten
genutzt werden kann. Eine der bekanntesten endokrin bedingten experimentellen
Hochdruckformen ist der durch das zu den Mineralkortikoiden z&hlende Steroidhormon
Desoxykortikosteron (DOCA) hervorgerufene Hochdruck. Es handelt sich hierbei um
eine kochsalzinduzierte Hochdruckform, da bei salzarmer Erndhrung die DOCA-
Behandlung alleine nicht zur Hypertonie fihrt. Das DOCA-Salz-Modell zur Induktion
einer Hypertonie bei Ratten wurde bereits 1943 von Selye et al. beschrieben (Selye H,
1943). Es wurde spéater von der Ratte auf die Maus Ubertragen und ist mittlerweile ein

etabliertes, vielfach verwendetes Bluthochdruck-Modell. DOCA hat im Zusammenhang
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mit einer einprozentigen Kochsalzldsung, die den Tieren statt Leitungswasser zu trinken
gegeben wird, eine natrium- und volumenreternierende Wirkung. Uber negative Feed-
backregulation wird die Ausschittung von Renin gehemmt. Dies unterscheidet das
DOCA-Salz-Modell von typischen renalen Hypertonieformen, bei denen es sekundar
aufgrund einer vermehrten Reninproduktion zu einer Erh6hung des Aldosteronspiegels
kommt. Als Teil der mineralkortikoidartigen Wirkung von DOCA kommt es zu einer er-
heblichen renalen Kaliumausscheidung, die eine Hypokaldmie zur Folge hat. Zusatzlich
begilnstigt eine unilaterale Nephrektomie aufgrund der resultierenden verminderten
Nephronzahl trotz initialer Hyperfiltration die vermehrte Retention von Natrium und
Wasser, so dass es zum Anstieg des Extrazellularvolumens kommt (Titze J, 2006). Dies
fuhrt zu einem Anstieg des Blutdruckes innerhalb von wenigen Wochen. Wesentlich fur
die Entstehung und Aufrechterhaltung des DOCA-induzierten arteriellen Hochdruckes
ist jedoch auRerdem die Steigerung des Sympatikotonus durch vermehrte Ausschuttung
und verminderte Inaktivierung des sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin (Ra-
scher W, 1981). Dies zeigte sich beispielsweise daran, dass die Lanzeitbehandlung mit
DOCA und Salz zu einem konstant erhéhten arteriellen Blutdruck fuhrte, auch wenn die
Salzzufuhr eingestellt wurde. Andererseits ist der Mineralkortikoidexzess auch ohne
erhohten Blutdruck ein erheblicher pathogener Stimulus. So konnte in friheren Studien
an Mausen gezeigt werden, dass eine salzreiche Ernahrung in Kombination mit einem
Mineralkortikoid selbst bei normalen Blutdruckwerten eine kardiale und renale Hyper-

trophie sowie eine schwere kardiale Dysfunktion auslost.

1.3 Myokardhypertrophie

Die Myokardhypertrophie ist im klinischen Sprachgebrauch definiert als eine Volu-
men- und Gewichtszunahme des Herzens als eine Reaktion auf sowohl pathologische
als auch physiologische Stimuli. Die pathologisch-anatomische Definition der Myokard-
hypertrophie ist eine GréRenzunahme der Kardiomyozyten ohne Zunahme der Zellzahl.
(MacLellan WR, 2000). Prinzipiell ist die Myokardhypertrophie ein adaptiver Mechanis-
mus, mit welchem das Herz auf Stimuli reagiert, die eine hdhere Arbeitsleistung des
Herzens einfordern. Hierzu gehéren einerseits physiologische Reize wie Wachstum,
Schwangerschaft und korperliches Training und andererseits pathologische Stimuli wie
eine langer andauernde hamodynamische Belastung durch pathologische Aktivierung

des Sympathikus, des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (Packer M, 1988), wie
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sie beispielsweise bei arterieller Hypertonie, Aortenklappenstenose oder Volumenuber-
ladung zu finden sind. Die myokardiale Hypertrophie ist eine generische Antwort des
Myokards, die in verschiedenen Stadien kardiovaskularer Schaden wie Hypertonie,
Myokardinfarkt oder Kardiomyopathien genetischer, viraler oder metabolischer Ursache
entstehen kann (Fiedler B, 2004). Dieser adaptive Mechanismus kann in einen mal-
adaptiven Mechanismus mit ventrikularer Dilatation, kontraktiler Dysfunktion und Herz-
infarkt Ubergehen (Frey N, 2003). Auf molekularer Ebene wird die kardiomyozytare
Hypertrophie kontrolliert durch Rezeptoren von Wachstumsfaktoren und mechanischen
Stresssensoren, die gemeinsam ein interzellulareres Netzwerk von Proteinkinasen,
Phosholipidkinasen und Proteinphosphatasen aktivieren, die das Hypertrophiesignal an
den Zellkern weiterleiten (Molkentin JD, 2001; Hunter JJ, 1999). Dies fuhrt zur Expres-
sion von so genannten ,immediate-early genes®, zur Reexpression fétaler Gene, zu ei-
ner gesteigerte Proteinsynthese sowie einer Vervielfachung und verstarkten Organisati-
on der Sarkomere. Bei den reexprimierten fotalen Genen unterscheidet man zwischen
solchen, die kontraktile Proteine kodieren und solchen, die nicht-kontraktile Proteine
kodieren. Zu den letzteren gehdren ANP (atrial natriuretic peptide) und BNP (brain
natriuretic peptide). Beiden wird eine antihypertrophische Wirkung zugeschrieben (Bur-
nett JC, 2006). Wahrend der Dekompensation des hypertrophierten Myokards kommt
es zu einem Umbauprozess, der als ,Remodeling” bezeichnet wird (Anversa P, 1997).
Der Remodelingprozess hangt von Umbauvorgangen der Myokardzellen und der extra-
zellularen Matrix ab (Buckberg GD, 2004). Die linksventrikulare Hypertropie wird je nach
Art der Umbauvorgange entweder als exzentrisches oder konzentrisches Remodeling
charakterisiert, wobei eine konzentrische Hypertrophie auch in die exzentrische tber-
gehen kann. Die konzentrische Hypertrophie ist durch eine Verdickung der ventrikularen
Wand auf Kosten des Kammervolumens gekennzeichnet, als Folge einer arteriellen
Hypertonie oder einer Aortenklappenstenose (Lorell BH, 2000). Die exzentrische Hyper-
trophie ist gekennzeichnet durch eine VergroRerung der ventrikularen Wandstarke und
des Herzkammervolumens, typischerweise bedingt durch eine erhdhte Volumenbela-
stung. Die linksventrikulare Hypertrophie ist ein wichtiger und eigenstandiger Risikofak-
tor fur kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitdt, auch wenn die Hypertrophie ohne
Hypertonie ablauft (Vakili BA, 2001; Brown DW, 2000). Bei der salzsensitiven Hyperto-
nie kommt es in verstarktem Mal3e zu einer Hypertrophie und Dysfunktion des linken
Ventrikels, auch unabhéngig von der Blutdruckhthe (Lindpaintner K, 1985).
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1.3.1 Natriuretische Peptide ANP und BNP

ANP (Synonym ANF (atrial natriuretic factor) wird im adulten normalen Herzen fast aus-
schlie3lich von den Kardiomyozyten des Atriums synthetisiert. BNP wurde urspriinglich
aus Hirnhomogenaten vom Schwein isoliert. Es wird konstitutiv im Atrium und im Ventri-
kel exprimiert. Zahlreiche neuroendokrine und mechanische Reize fuhren zur Synthese
und Ausschittung von ANP und BNP (de Nicola L, 1997). Beispielsweise fuhrt eine Vo-
lumenbelastung wie im DOCA-Salz-Modell zur Dehnung der Kardiomyozyten und wirkt
damit als Stimulus zur Ausschittung von ANP und BNP. Sie wirken natriuretisch, diure-
tisch, vasodilatatorisch und hemmend auf die Reninfreisetzung in den Nieren (Espiner
EA, 1994; Ruskoaho H, 1992). Diese Effekte resultieren in einer Reduktion des Plas-
mavolumens und in einer Senkung des Blutdrucks, Erst bei fortgeschrittener Hypertro-
phie mit Fibrose ist auch ein BNP-mRNA-Anstieg zu beobachten (Levin ER, 1998; Mair
J, 2001; Kelly R, 2001). Beide natriuretischen Peptide sind an der Reduzierung der
Fibrosierung des Herzmuskels durch direkte Beeinflussung kardialer Fibroblasten betei-
ligt, was als antiproliferative und somit organprotektive Wirkung gedeutet werden kann
(Cao L, 1995; Levin ER, 1998; Mair J, 2001; Kelly R, 2001) BNP erwies sich als sehr
guter Marker zur Erkennung einer symptomlosen linksventrikularen Dysfunktion und zur
Identifizierung von Patienten mit vermindertem linksventrikularem Ejektionsvolumen
(Hammerer-Lercher A, 2001a; 2001b). Bei Herzversagen ist eine Erhéhung um mehr
als das 100-fache mdglich ist. Erhéhte Werte finden sich neben anderen Erkrankungen
mit eingeschrankter linksventrikularer Funktion auch bei chronischem Nierenversagen
und hypertrophischer Kardiomyopathie (Cataliotti A, 2001; de Bold AJ, 2001).

1.3.2 Inflammation

Nach einem akuten Myokardinfarkt induziert das proinflammatorische Zytokin Monozy-
ten-Chemoattraktor-Protein-1 (MCP-1, CCL2) die Infiltration und Aktivierung von Ent-
ztindungszellen wie Makrophagen und Leukozyten (Weber KS, 1999). Auch bei Patien-
ten mit Herzversagen wurde eine gesteigerte Expression spezifischer Chemokine beo-
bachtet (Aukrust P, 1998). MCP-1 ist in der Lage, durch parakrine Effekte die Induktion
von anderen Zytokinen wie dem Fibrose fordernden TGF-3 zu vermitteln (Gharaee-
Kermani M, 1996). Somit kommt MCP-1 eine besondere Rolle bei der Steuerung von
inflammatorischen und fibrotischen Prozessen im Rahmen kardialer Pathologien wie

dem akuten Myokardinfarkt und letztendlich den Remodelingsprozessen im Herzen zu.
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Auch bei entztndlichen Erkrankungen der Niere sind Zytokine von grof3er Bedeutung
(Proost P, 1996; Schlondorff D, 1997). So wird die Infiltration der Niere mit Makropha-
gen durch die renale Produktion von MCP-1 verursacht (Grandaliano G, 1997; Segerer
S, 2000).

1.3.3 Fibrose

Wahrend auch im gesunden Herzen Fibroblasten Uber die Synthese von Matrixprotei-
nen ein bindegewebiges Gerlst fur die Kardiomyozyten bereitstellen, ist kardiale
Fibrose definiert als eine uberschiel3ende Proliferation von interstitiellen Fibroblasten
und Biosynthese von Komponenten der Extrazellularmatrix. Dies ist Bestandteil des so
genannten Remodelings, womit man die Umbauprozesse des Herzgewebes bezeich-

net, die nach verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen auftreten.

1331 TGF-B

Der transformierende Wachstumsfaktor (TGF-B) gehort zu einer groRen Familie von
Zytokinen-ahnlicher Struktur, die wichtige Funktionen bei der Regulation von Differen-
zierung, Zellwachstum und Produktion extrazellularer Matrix austuben. Es besitzt drei
aktive Isoformen, 31, B2 und 33, wobei die Isoformen 31 und 32 héhere Aktivitaten be-
sitzen als 33 (Sporn MB, 1990). TGF-3 stimuliert im Rahmen der Gewebereparatur so-
wohl die Proliferation von Fibroblasten als auch die Sezernierung extrazellularer Matrix-
proteine und wirkt damit profibrotisch (Border WA, 1992). Mehrere experimentelle Arbei-
ten haben gezeigt, dass TGF-p an kardialer Muskelbildung und Muskeldifferenzierung
beteiligt ist (Dickson MC, 1993). Bei einer Vielzahl von Herzerkrankungen wie Myokard-
infarkt oder maladaptiver Myokardhypertrophie wirkt TGF-$ als wichtiger Mediator des
Remodelings (Takahasi N, 1994), indem es die Expression von Kollagen Typ | und Il in
humanen kardialen Fibroblasten auf transkriptioneller Ebene heraufreguliert (Eghbali M,
1991) und so entscheidend zur Myokardfibrose beitragt. In der Niere wird TGF-3 bei
fibrosierenden Erkrankungen in den Glomeruli und hauptsachlich in den distalen Tubuli

exprimiert.

1.3.3.2 Kollagene Typ I und Typ I

Die Kollagene sind eine Familie sehr charakteristischer Faserproteine, die bei allen viel-

zelligen Organismen vorkommen. Sie gehoéren zu den extrazellularen Strukturproteinen,
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die mit einem Anteil von 25 % der Gesamtproteine die am starksten repréasentierte
Klasse darstellen. Die vorherrschenden Kollagenvarianten sind sowohl im gesunden als
auch im kranken Myokard Typ | und Il (Weber KT, 1988; Chapman D, 1990). Kollagen
Typ | und Il bilden Fasern mit typischer Tripelhelixstruktur, deren dichte Wickelung
ausschlaggebend fir die hohe Zugfestigkeit von Kollagenfasern ist. Kollagen Typ | er-
zeugt typische dicke, dicht gepackte Bundel und findet sich vor allem in Haut, wo es
diffus in der Dermis lokalisiert ist, Faserknorpel, Faszien und Sehnen. Es ist im gesam-
ten menschlichen Koérper die vorherrschende Kollagen-Art und hauptsachlich fur die
mechanische Gewebebelastbarkeit verantwortlich. Auch Kollagen Typ Ill geh6rt zu den
fibrillaren Kollagen, bildet aber feinere Fibrillen, die netzartig angeordnet sind, und als
Bestandteil des sogenannten retikularen Bindegewebes in Faszien, Gefallwanden und
den lymphatischen Organen vorkommen. Es besitzt deutlich weniger mechanische Sta-
bilitat als Kollagen | und bestimmt die Gewebeelastizitat (Lamparter S, 2000). Ein funk-
tionierendes Kollagennetzwerk im Myokard ist die Voraussetzung fur die Erhaltung der
Gewebearchitektur und der Funktionsfahigkeit. Es determiniert die Dehnbarkeit und
Steifheit des Myokards. Im physiologischen Zustand verhindert seine Gewebsfestigkeit,
eine Dilatation und Ruptur der Herzwande (Cleutjens JP, 2002). Auf- und Abbau der
extrazellularen Matrix stehen physiologischerweise in einem Gleichgewicht. Verschiebt
sich dieses Verhaltnis, so werden die normalen Umbauprozesse gestért und es kommt
zur Kollagen-Akkumulation. So konnte gezeigt werden, dass es bei humaner
Aortenstenose zu einer Hochregulation des Renin-Angiotensin-Systems und der Kolla-
gene Typ I und 1l kommt (Fielitz J, 2001). Durch diese Anhaufung von Kollagen in Form
einer reaktiven oder reparativen Fibrose erhoht sich die Gewebesteifheit und verhindert
letztlich die Dehnung des Myokards in der Diastole (Cleutjens JP, 2002), was in der so

genannten diastolischen Dysfunktion resultiert.

1.3.4 Proliferation Ki67

Der Proliferationsmarker Ki67 ist ein nukleares Protein, welches wahrend aller aktiven
Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2 und Mitose) exprimiert wird. In der GO-Phase hinge-
gen ist es nicht nachweisbar. Daher ist Ki67 ein exzellenter Marker fir die Darstellung
der so genannten ,Wachstumsfraktion“ einer Zellpopulation (Scholzen T, 2000). Die
Funktion von Ki67 ist noch weitestgehend unklar, es scheint aber, dass die Expression
dieses Proteins eine absolute Voraussetzung fur den reibungslosen Ablauf des Zelltei-
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lungszyklus ist (Sasaki K, 1987; Scholzen T, 2000). Obwohl bislang bekannt war, dass
das Herz ein ausdifferenziertes Organ ist konnte die Proliferation der Kardiomyozyten
unter pathologischen bedingungen beobachtet werden (MacLellan WR, 2000). Durch
den Nachweis von Ki67, das ausschlieflich in sich teilenden Zellen vorkommt, konnte

eine Regenerationsfahigkeit der Myozyten angenommen werden (Anversa P, 1997).

1.4 Signaltransduktion

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl molekularer Signalwege identifiziert worden, die
bei der kardiomyozytdren Hypertrophie die Regulation der zellularen Genexpression
beeinflussen. So kdnnen unterschiedliche Stimuli verschiedene Wege der
Signaltransduktion aktivieren. Meist werden allerdings mehrere Wege gleichzeitig akti-
viert, sodass zahlreiche Uberschneidungen auftreten. Dennoch lassen sich
Signaltransduktionswege unterscheiden, die bevorzugt bei adaptiver bzw. maladaptiver
Myokardhypertrophie aktiviert werden (Heineke j, 2006).

1.4.1 Proteinphosphatase Calcineurin

Calcium ist ein wichtiger Regulator fir kardiale Kontraktilitdt, Wachstum und Gen-
Expression (Frey N, 2000). Es kann als sog. ,Second Messenger” die Generierung von

Signalen Uber den Calcineurin-Signalibertragungsweg einleiten.

Calcineurin, auch Proteinphosphatase 2B (PP2B) genannt, wurde 1979 erstmals von
Klee et al. als Calmodulin bindendes Protein aus bovinem Hirn isoliert (Klee CB, 1979).
Calcineurin ist eine Serin/Threonin-Phosphatase unter der Kontrolle von Cal-
cium/Calmodulin und spielt eine entscheidende Rolle bei der Kopplung von Ca*' -
Signalen an zellulare Antworten (Klee CB, 1998). Es kommt als phylogenetisch hoch
konserviertes heterodimeres Enzym u. a. in Organen wie dem Herzen (Strack, 1996),
den Nieren (Buttini M, 1995), T-und B-Lymphozyten (Kincaid RL, 1987) und Skelett-
muskulatur (Manalan AS, 1984) zahlreicher eukaryotischer Lebewesen vor. Calcineurin
besteht aus einer grof3en katalytischen Untereinheit A (58-59 kDa) und einer kleinen
regulatorischen Untereinheit B (19-20 kDa), die Calcium bindet (Klee CB, 1979). Bei
Saugetieren kodieren drei unabhangige Loci fur die katalytische Untereinheit (CnAaq,
CnAB und CnAy), wahrend 2 Loci fur die regulatorische Untereinheit (CnB1 und CnB2)
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codieren (Oka T, 2005). Diese reguliert zusammen mit Calmodulin die Aktivitat der kata-
lytischen Einheit. Neben der N-terminalen katalytischen Domé&ne/Phosphatase-Domane
besitzt Calcineurin noch weitere Doménen: B-Untereinheit bindende Helix, eine

Calmodulin bindende Doméne und eine autoinhibitorische Doméane (Abbildung 2).
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Abb. 2: Strukturelle Darstellung der katalytischen Calcineurin A-Untereinheit mit der Phosphatase-
Domane, regulatorischen Doméne mit Calcineurin B-Untereinheit, Calmodulin-Bindungsstelle und
der autoinhibitorischen Doméne.

Calcineurin B besitzt vier ,EF-Hand“ Ca”**-bindende Motive und bindet schon bei
geringsten Ca?*-Konzentrationen an Calcineurin A. Calcineurin B ist nicht fur die En-
zymaktivitat notwendig, sondern dient als stabilisierendes strukturelles Element des En-
zyms (Aitken A, 1984). Ist der Calcium-Spiegel in der Zelle niedrig, ist Calmodulin nicht
an Calcineurin A/B-Komplex gebunden und die autoinhibitorische Domane blockiert
sterisch das aktive Zentrum der Phosphatase. Steigt aber die intrazellulare Konzentrati-
on von Ca?, so bindet dieses an die ,EF-Hand“ Ca?" bindenden Motive des
Calmodulins. Dadurch werden Substrate in Abhangigkeit der intrazellularen Ca?'-
Konzentration dephosphoryliert, so dass ein Calciumsignal zu einer Anderung des
Phosphorylierungsgrades von Proteinen oder Peptiden konvertiert werden kann (Came-
ron AM, 1995; Soncin F, 2000).
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Die Expression der Isoformen CnAy und Cnf32 ist zumeist auf das Hirn- und Hodenge-
webe beschrankt, wahrend sich CnAa, CnAB und CnAy in vielen Geweben, inklusive
dem Herzen, nachweisen lassen (Oka T, 2005). In-vivo- und Ex-vivo-Experimente er-
gaben eine Hochregulierung der Calcineurin AB-Isoform und nicht von Calcineurin Aa
infolge eines Hypertrophie induzierenden Stimulus. In hypertrophierten Herzen Erwach-
sener wurde ein Anstieg von Calcineurin A auf Proteinebene nachgewiesen (Lim HW,
1999; Lim HW, 2000). CnAB defiziente Mause zeigten eine 60- bis 80%ige Abnahme
der Enzymaktivitat im Herzen, die mit einer signifikanten Verschlechterung der durch
Druckbelastung oder neuroendokrin stimulierten kardialen Hypertrophie einherging
(Bueno OF, 2002). Aul3erdem sind zwei gut charakterisierte pharmakologische Inhibito-
ren fur Calcineurin bekannt: Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506). Es ist in
zahlreichen Experimenten gezeigt worden, dass durch Applikation von CsA und FK506

die Hypertrophie des Herzens verhindert werden kann (Ding B, 1999).

1.4.2 Nuclear Factor of Activated T-cells

Die NFATs (,nhuclear factor of activated T-cells“) gehdren zu einer grol3en Familie von
eukaryotischen Transkriptionsfaktoren. Sie wurden erstmals aus den Zellkernen akti-
vierter T-Lymphozyten isoliert, konnten aber mittlerweile auch in anderen Geweben und
Zelltypen nachgewiesen werden (Molkentin JD, 1998; Ho AM, 1994). Sie spielen eine
zentrale Rolle sowohl bei der Immunantwort (Northrop JP, 1994) als auch wéahrend Dif-
ferenzierungs- und Entwicklungsvorgangen der Muskulatur und des Herzens (Lim HW,
2000). Mittlerweile sind funf verschiedene NFATs mit ihren jeweiligen Isoformen be-
kannt, wobei vier (NFATcl-c4) durch Calcineurin reguliert werden (Hogan PG, 2003).
Bei transgenen Mausen mit erhdhter Calcineurin Aktivitat, gekreuzt mit Mausen, bel
denen das NFATc2 Gen ausgeschaltet wurde (,Knock-Out“) eine deutliche Abnahme
von Calcineurin induziertem kardialem Wachstum festgestellt. Bei den NFATc2 ,Knock-
Out“ Mausen fehlte zudem auch ein durch Training beabsichtigter physiologischer
Wachstum des Herzens. Bourajjaj et al. konnten somit zeigen, dass NFATc2 eine wich-

tige Rolle beim pathologischen Umbau des Herzens spielt (Bourajjaj M, 2008).
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1.4.3 Modulatory Calcineurin Inhibitor Protein-1

Die enzymatische Aktivitat der Phosphatase Calcineurin wird durch das Modulatory
Calcineurin Interacting Protein 1 (MCIP1) moduliert. Hierbei kann es in Abhangigkeit der
Gesamtkonstellation zu einer Aktivierung oder Inhibierung von Calcineurin kommen
(Shin SY, 2006). Das ,Modulatory-Calcineurin-Inhibitor-Protein“ MCIP-1 ist ein naturli-
cher Inhibitor von Calcineurin. Als Down Syndrom Critical Region 1 Gen wurde MCIP-1
friher auch als (myocyte-enriched calcineurin interacting protein-1) bezeichnet (Rot-
hermel B, 2000). MCIP-1 hemmt die Calcineurin Aktivitat durch direkte Bindung an die
,active site“ sowohl in In-vitro- als auch In-vivo-Versuchen, was zur Blockierung der
NFAT-Aktivierung fuhrt. Basierend auf diesen Beobachtungen ist anzunehmen, dass es
sich hierbei um einen positiven Rickkopplungsmechanismus handelt, indem bei einem
Anstieg des Calcineurin-Transkripts auch die Genexpression von MCIP1 hochreguliert
und so eine UbermaRige Dephosphorylierung von NFAT durch Calcineurin verhindert
wird. Mause hingegen, bei denen das MCIP-1 Gen ausgeschaltet wurde, wiesen eine
schwachere hypertrophe Antwort auf Druckbelastung auf (Sanna B, 2006). Dies weist
auf eine eher modulierende Rolle von MCIP-1 auf die Calcineurinaktivitat hin, die kon-

textabhéngig aktivierend oder hemmend sein kann.

1.4.4 Calcineurin-NFAT-Signaltransduktionsweg im Herzen

Calcium aktiviert in Assoziation mit Calmodulin die Proteinphosphatase Calcineurin, die
daraufhin das phosphorylierte NFATc2 (pNFATc2) dephosphoryliert (Graef IA, 2001).
NFATc2 transloziert in den Zellkern, wo es an spezifische DNA Sequenzen bindet und
so die Transkription Hypertrophie assoziierter Gene auslost (McCaffrey PG, 1993). Als
Gegenspieler von Calcineurin wirken Kinasen wie GSK33, JNK oder p38, die NFATc2
wieder phosphorylieren und dadurch seine Translokation in den Zellkern verhindern.
Calcineurin kann im Zellkern die Dephosphorylierung und somit die nukleare Lokalisie-
rung von NFAT aufrechterhalten (Abbildung 3). Die Calcineurinaktivitat korreliert mit der
Abnahme von phosphyoryliertem NFATc2 und kann somit indirekt mit gegen pNFATc2
gerichteten phosphospezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Wegen der an die
intrazellulare Calciumkonzentration gekoppelten Phosphataseaktivitat von Calcineurin
ist die nukleare NFATc2-Akkumulation vom Calciumeinstrom in die Zelle abhangig, der
von verschiedenen Rezeptoren fur hypertrophe Stimuli reguliert wird. Als Stressfaktoren

kommen dabei physiologische Stimuli wie z. B. hohe Dauerbelastung (,Sportlerherz®)
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oder pathologische Stressoren wie die Hypertonie in Betracht (Hill JA, 2000).In Zellkul-
turen und Tiermodellen liel3 sich mehrfach zeigen, dass die durch Stressfaktorenindu-
zierte Hypertrophie des Herzens zu einer Zunahme der intrazellularen Aktivitdt von

Calcineurin in den Kardiomyozyten flihren kann (Molkentin JD, 1998; Eto Y, 2000).

Stimulation

\ Receptors
N

t pathways

CsA
FK506 — Cai\A/Cn

@ — @

NFAT NFAT

v\

Cytoplasm TEs
Nucleus

4. Target gene

Abb. 3: Schematische Darstellung des Calcineurin- NFAT Transkriptionsweges. Ca2+ = Calcium; CaM =
Calmodulin; Cn = Calcineurin; CsA = Cyclosporin A; NFAT = Nuclear Factor of Activated T cells; P =

Phosphoririerung; TFs =Transkriptionsfactoren.
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollen tierexperimentell geschlechtsbezogene Unterschiede
bei Mechanismen des blutdruckunabhéngigen DOCA-Salz-induzierten kardialen und
renalen Schadens der Maus auf morphologischer, funktioneller und molekularbiologi-

scher Ebene untersucht werden.

In einem ersten Schritt sollte ein tierexperimentelles Modell etabliert werden, das die
Situation in einem wichtigen Kollektiv von Patienten mit Myokardhypertrophie wider-
spiegelt: Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, die durch Mineralkortikoidexzess
und Volumeniberladung gekennzeichnet sind. Hierfur erscheint das DOCA-Salz-Modell
am geeignetsten. Durch eine pharmakologische Intervention mit dem Vasodilator

,2Hydralazin“ sollten die Effekte des Blutdruckanstiegs verhindert werden.

In einem zweiten Schritt sollten die generellen DOCA-Salz-induzierten blutdruckunab-
hangigen morphologischen, funktionellen und transkriptionellen Veréanderungen des
Herzens und der Niere in weiblichen und méannlichen C57BL/6J Mausen untersucht und
auf geschlechtsspezifische Unterschiede hin verglichen werden. Auf3erdem sollte der
fur die maladaptive Myokardhypertrophie zentrale Calcineurin-Signaltransduktionsweg
in Hinblick auf eine differenzielle Regulation in beiden Geschlechtern analysiert werden,
um eine Erklarung auf molekularer Ebene fir die méglicherweise beobachteten Unter-

schiede im Phéanotyp liefern zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Materialien

2.1.1 Materialien fur die Tierhaltung

Altromin-Tiereinstreugranulat Altromin GmbH und Co. KG, D-Lage-Lippe
Altromin Standardfutter fir Maus Altromin GmbH und Co. KG, D-Lage-Lippe
Kafige Makrolon, Typ Il bzw. IV Charles River Deutschland GmbH, D-Sulzfeld
Metabolische Kafige 3701M081 Techniplast, Buguggiate, Italien
Plastiktrinkstopfen Techniplast, Buguggiate, Italien
Versuchstiere C57BL/6J Mause Charles River Deutschland GmbH, D-Sulzfeld

2.1.2 Geréate und Materialien fir die In-vivo-Eingriffe

DOCA-Hormonpellets Innovative Research of America, Sarasota,
USA

Einwegspritze 1 ml Becton Dickinson GmbH, D-Heidelberg

Einweghandschuhe Kimberley-Clark, Rosswell, USA

Feinwaage Model Voyager Ohaus, D-Giessen

Lochzange, Ohrmarkierung Aeskulap, D-Baden-Wiurttemberg

Millar-Kathetersystem Mikro-Tip Pressure Katheter aus Nylon mit 1,4-

French-Drucksensor; Millar Instruments Inc.,
Houston, USA

Minivent Typ 845 Hugo Sachs Elektronik, D-March-Hugstetten,
Operationsbesteck; Fine Science Tools, Inc.,

San Francisco, USA

Operationsmikroskop OpMi-191294  Zeiss, D-Oberkochen
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OP-Tisch

Power Lab Data Acquisition System

Wundclips MikRon®

Zentrifuge Model 5415R

Eigenanfertigung der Feinmechanischen
Werkstatt des Center for Cardiovascular Re-
search (CCR), Charité, D-Berlin,

ADInstruments, Castle Hill, Australien; dazu-

gehorige Software: Chart4windows

Becton Dickinson Primary Care Diagnostics,
USA

Eppendorf AG, D-Hamburg

2.1.3. Chemikalien fur die In-vivo-Eingriffe

Hydralazin
Isofluran

Spruhpflaster

Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen,
Abbott GmbH & Co. KG, D-Wiesbaden,

Band-AiD, Johnson & Johnson

2.1.4. Gerate und Materialien fur Ex-vivo-Untersuchungen

Automat fur die Filmentwicklung
Brutschrank, B 6120

Cryo Tube™

Deckglaser

Einbettautomat Tissue Tec Vip
Echokardiographie Gerat Vevo 770
Elektrophoresekammern

Eppendorf Pipette

Eppendorf Spitzen 0,5-20/ 50-1000 pL

Eppendorf Reaktionsgefalie

Kodak

Hereaus Instruments, D-Hanau

Vials NUNC™ Brand Products, Ddnemark
Menzel-Glaser, D-Braunschweig

Miles Sc., Naperville, USA

VisualSonics Inc. Toronto, Canada
Bio-Rad, D-Munchen

Eppendorf AG, D-Hamburg

Eppendorf AG, D-Hamburg

Eppendorf AG, D-Hamburg
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0,5/1,5/2,0 ml

Ethidiumbromid
Feinwaage BA 610-OD2

Ficoll-L6sung
Gel-Blotting-Papier
Homogenisator

Inkubator
Kamme, Spacer fur Polyacrylamidgele

Magnetriihrer mit Heizfunktion
Megafuge

Mikrowelle

Light Cycler- Gerate

Light Cycler-Glaskapillare
Objekttrager Super Frost Plus
Thermomixer
Trio-Thermoblock

pH-Meter

Photometer LFT
Powersupply Spannungsgerat

Rotationsmikrotom HM 355 S

Rontgenkasette
Ultraschallgel

UV Transilluminator

Eppendorf AG, D-Hamburg

Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen

Satorius AG, Deutschland
Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK
Schleicher & Schuell, D-Dassel
Labortechnik, D-Muhlheim

D-Hanau

Hereaus Instruments,

Peq Lab, D-Erlangen

Heidolph Instruments, D-Schwabach,
Hereaus Instruments, D-Hanau
Bosch, Deutschland

Roche, D-Mannheim

Roche, D-Mannheim

Menzel-Glaser, D-Braunschweig,
Eppendorf AG, D-Hamburg

Biotron GmbH, D-Hilden

Wissenschaftlich Technische Werkstéatten, D-

Weilheim
Labortechnik, D-Wasserburg
Hoefer, Amstetten, Ostrerreich

Micron, D-Walldorf

Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen

Bio-Rad, D-Munster
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Vortexer
Warmeschrank
Western-Blot Gelkammer

Zentifuge

Bio-Rad, D-Munster
Hereaus Instruments, D-Hanau
Bio-Rad, D-Munster

Eppendorf AG, D-Hamburg

2.1.5. Chemikalien fur die Ex-vivo-Untersuchungen

Acrylamid

APS (Amoniumpersulfate )

BSA (Bovine Serum Albumin)
Bis-Tris (2-bis(2-hydroxyethyl)amino-2-
(hydroxymethyl)-1,3-propanediol)
Bisacrylamid

Bradford

Chloroform

Chromogen Fast Red

DAB (3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride)

DEPC (DiethylenePyrocarbonate)
Eindeckmittel

Eosin

Ethanol

EDTA (Ethylendiaminacetat)
EGTA (Ethylenglycol bis

(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-

Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen

BioLabs, D-Baden-Wurttemberg

AppliChem, D-Darmstadt

Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Biorad, D-Minster
Merck, D-Darmstadt

DAKO Cytomation, D-Hamburg

Peroxidase Substrate Kit Vector Lab., USA
Fluka, Buchs, Schweiz

Mounting Medium, DAKO, Danemark
Chroma, D-Mlinster

Merck, D-Darmstadt

AppliChem, D-Darmstadt
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Tetraessigsaure

FCS Fetales Kalber Serum
Formalin

Glycin

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsaure)
Histowax Paraffin

Isopropanol 30-70 %
Laemmli-Probenpuffer
Magermilch

Mayers Hamalaun-Ldsung
MgCl, (Magnesium Chlorid)
Molekulargewichtsmarker
NaCl (Natrium Chlorid)
Natriumacetat

NaHPO, (Dinatriumphosphat)
Natriumcitrat

NaOH (Natriumhydroxid)
Nitrocellulose-Membran
Paraffin

Paraformaldehyd 4%

Precision Plus Protein™

Protein A/G Sepharosebeads

AppliChem, D-Darmstadt
AppliChem, D-Darmsadt
Merck, D-Darmstadt

Sigma-Aldrich Co.,D-Deisenhofen

Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Reichert-Jung, Deutschland
Merck, D-Darmstadt

Bio-Rad, D-Miinchen

Merck, D-Darmstadt

Merck, D-Darmstadt
Sigma-Aldrich Co.,D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co.,D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen,
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Biorad, D-Munchen

Roth, D-Karlsruhe

Merck, D-Darmstadt

Bio-Rad, D-Munchen

Santa Cruz, D-Heidelberg
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Protease Inhibitor

RNAse-Zap

Schiff'sches Reagenz
Sodium-n-dodecylsulfat (SDS)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Trans-Blot-Cell-Kammer

Tris Base

Tris-HCI

Trizol®-Reagenz
Tris-(hydroxymethyl-)
aminomethan (Tris Base)
Triton X-100

Tween20

Wasserstoffperoxid (H2O>)

Xylol

2.1.6. Kits
RNA-PCR-Core-Kit

Light Cycler ® Fast Start
Reaction Mix SYBR Green |
SuperSignal Pico-Kits

Entwicklerlésung

Complete Mini EDTA free Protease Inhibitor

Cocktail, Roche, D-Mannheim
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen
Calbiochem, San Diego, USA
Roth, D-Karlsruhe

Bio-Rad, D-Miinchen
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen,
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen,

Invitrogen, Deutschland

Merck, D-Darmstadt

Amresco, USA

Merck, D-Darmstadt
Sigma-Aldrich Co., D-Deisenhofen

Roth, D-Karlsruhe

Applichem, D-Darmstadt
Roche, D-Mannheim
Roche, D-Mannheim

Pierce, Rockford, IL, United States

ECL Western Blotting Kit Reagenz, Amersham

Bioscience, Buckinghamshire, UK
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere wurden 6 Wochen alte mannliche und weibliche C57BL/6J-Mause mit
einem Gewicht von 20g + 2g verwendet.

Die Mause wurden in Makrolonkafigen des Typs Il bzw. 1V, vor dem operativen Eingriff
zu maximal funf Tieren und nach dem Eingriff einzeln, auf Fasereinstreu gehalten. Die
Raumtemperatur lag zwischen 19 und 24 °C und die Luftfeuchtigkeit wurde bei 55% +
5 % konstant gehalten. Das Beleuchtungsregime sorgte fur einen zwoélfstiindigen Hell-
dunkel-Rhythmus; in der Hellphase wurden ca. 60 Lux im Kéfig erreicht. Wasser und

Futter standen ad libitum zur Verfiigung.

Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung der zustandigen Behorden (Erlaubnis G
0289/05) und entsprechend den Richtlinien der American Physiological Society durch-
gefuihrt. Die Aufstallung der Mause sowie die Operationen und die Organentnahmen
erfolgten in der tierexperimentellen Einrichtung im Center for Cardiovascular Research-
CCR, Campus Charité Mitte, Hessische Str. 3—4, 10115 Berlin.

2.2.2 Gruppeneinteilung und Versuchsdurchfiihrung

Zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs waren die mannlichen und weiblichen Mause 6
Wochen = 3 Tage alt. In jeder Gruppe wurden je 12 Tiere untersucht. Eine detaillierte
Beschreibung der einzelnen Gruppen findet sich in der Ubersicht weiter unten. Mannli-
che und weibliche C57BL/6J-Mé&use aller Gruppen wurden nach Einleitung einer Inhala-
tionsnarkose linksseitig uninephrektomiert (Uni-Nx). Mannlichen und weiblichen Mau-
sen, bei denen eine Erh6hung des Blutdrucks erzielt werden sollte, wurde ein 50-mg-
DOCA-Pellet mit einer Freisetzungszeit von 45 Tagen implantiert. Das frei verfigbare
Wasser aller Tiere wurde mit 1 % NaCl versetzt. Mannlichen und weiblichen Mausen,
bei denen blutdruckunabhangige Effekte untersucht werden sollten erhielten zur Blut-
drucksenkung 250 mg/L Hydralazin in das Trinkwasser (Scherrer-Crosbie, 2001). Da
die Trinkmengen der einzelnen Tiere (Daten nicht gezeigt) von Tag zu Tag stark variier-

te, wurde nur die Urinausscheidung in 24 h am Ende des Versuches ermittelt. Drei Tage
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vor Ende der 6 wochigen Behandlungsdauer wurden alle Tiere, zur Messung physiolo-
gischer Parameter wie Diurese und Kalium Ausscheidung, in metabolische Kéfige ge-
setzt. Die Echokardiographie erfolgte zwei Tage vor dem Versuchsende. Am Ende des
Versuches nach 6 Wochen wurde der Blutdruck invasiv mittels eines Millar-Katheters an
anasthesierten Tieren gemessen, anschliessend erfolgten Blut- und Organentnahmen.
Zusatzlich wurde an zwei weiteren Gruppen von wachen, freilaufenden 5 méannlichen

und 5 weiblichen Mausen der Blutdruck mittels Telemetrie-Sendern gemessen.

Gruppe 1: mannliche C57BL/6J-Méause, Uni-Nx, 1% NaCl

Gruppe 2: weibliche C57BL/6J-Mause, Uni-Nx, 1% NacCl

Gruppe 3: mannliche C57BL/6J-Mause, Uni-Nx, 1% NaCl, DOCA-Pellet

Gruppe 4: weibliche C57BL/6J-M&ause, Uni-Nx, 1% NaCl, DOCA-Pellet

Gruppe 5: mannliche C57BL/6J-M&ause, Uni-Nx, DOCA-Pellet, 1% NaCl, Hydralazin
Gruppe 6: weibliche C57BL/6J-Mause, Uni-Nx, DOCA-Pellet, 1% NaCl, Hydralazin

Gruppe 7: Telemetrie-Tiere: 5 mannliche C57BL/6J-Mause, Behandlung (Uni-Nx,
DOCA-Pellet, 1% NaCl, Hydralazin) erfolgt nacheinander, nach jeder Behandlung wur-

de Uber einen bestimmten Zeitraum der Blutdruck mittels Telemetrie ermittelt

Gruppe 8: Telemetrie-Tiere: 5 weibliche C57BL/6J-Mause, Behandlung (Uni-Nx,
DOCA-Pellet, 1% NacCl, Hydralazin) erfolgt nacheinander, nach jeder Behandlung wur-

de Uber einen bestimmten Zeitraum der Blutdruck mittels Telemetrie ermittelt

2.2.3 In-vivo-Eingriffe

2231 Anasthesie

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einer Inhalationsbox mit 2 Vol.-% Isolfluran und
einem O,-Frischgasfluss von 1 I/min. Im Anschluss daran wurde das Tier auf einem
temperierten Operationstisch (42°C) fixiert. Die Fortfihrung der Anasthesie erfolgte mit-

hilfe eines Nasenkonus. Unter diesen Bedingungen wurden die operativen Eingriffe wie
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Uninephrektomie und Pellet-Implantation sowie die hamodynamischen Messungen und
die Echokardiographie durchgefuhrt.

2.2.3.2  Uninephrektomie

Fur die Uninephrektomie wurden die Tiere nach Einleitung der Narkose in Seitenlage
auf dem Operationstisch fixiert und mithilfe des Nasenkonus anésthesiert. Nach Rasur
und Desinfektion wurde ein 0,5 cm langer Hautschnitt durchgefihrt, die Bauchhdhle in
diesem Bereich durch einen ca. 0,3 cm langen Schnitt erdffnet und die linke Niere frei-
gelegt. Die linke Nierenarterie und die linke Nierenvene wurden vorsichtig mit Mikropin-
zetten unter Zuhilfenahme von Wattetupferstabchen freiprapariert und voneinander ge-
trennt. Die kollateralen Gefal3e, die Nebennierenarterien und die Arteriae spermaticae
wurden mit 7-0-Seide doppelt ligiert und mittels einer Schere durchtrennt. Es folgten die
Mobilisation des Ureters einschliel3lich des periuretalen Fettgewebes und das Durch-
trennen desselben auf halber Strecke zwischen Niere und Blase. Die Niere wurde aus
dem perirenalen Fettgewebe herausgeldst. Die entnommenen Organe wurden zum
spateren Vergleich konserviert, wie in einem der folgenden Abschnitte noch beschrie-

ben wird.

2.2.3.3  Pellet-Implantation

Mannlichen und weiblichen Mausen wurde subkutan ein 50-mg-Pellet, das sechs Wo-
chen lang konstant DOCA freisetzt, im Bereich zwischen der rechten Schulter und dem
Hals implantiert. Hierzu erfolgte wahrend der Narkose ein ca. 0,6 cm langer Hautschnitt.
Mit einer dinnen Pinzette wurde stumpf eine Tasche freiprapariert und das Pellet in
diesem Bereich platziert. Im Anschluss wurde die Haut mit einem Wundklip verschlos-

sen.

2.2.34 Medikation

Als Trinkwasser wurde den Tieren aller Gruppen 1-%-NaCl-Losung gegeben. Zum Sen-
ken des Blutdruckes der entsprechenden Gruppen wurde das blutdrucksenkende Medi-
kament Hydralazin in einer Konzentration von 250 mg/L in die 1%ige NaCl-Lésung ge-

geben.
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2.2.3.5 Metabolische Kafige

Zur Uberpriifung der Menge und der klinischchemischen Analyse des ausgeschiedenen
Urins wurden die Tiere aller Gruppen am Ende des Versuchs einzeln in Stoffwechselkéa-
fige gesetzt. Die Urinmengen der einzelnen Tiere wurden tber 24 Stunden erfasst und

die Konzentrationen von Natrium und Kalium bestimmt.

2.2.4 Echokardiographie

Die zweidimensionale transthorakale Echokardiographie ist eine nicht-invasive Untersu-
chungsmethode, die sich besonders fiur die morphologische und funktionelle Charakte-

risierung des kardialen Phanotyps eignet (Tannaka N, 1996).

Fur die echokardiographischen Untersuchungen wurden die Mause mit einer Inhalati-

onsnarkose mit 1,5-%-Isofluran betaubt.

Anschliel3end wurden der ventrale und linksseitige Brustkorb sowie der craniale Bauch-
bereich vom Haarkleid befreit. Um die Bildqualitat zu verbessern, wurde der rasierte
Bereich mit einer Enthaarungscreme vollstandig enthaart. Die betaubte Maus wurde in
Ruckenlage mit Hilfe von Klebestreifen an den GliedmaRen auf einer zuvor auf 41°C
geheizte Plexiglaswarmeplatte fixiert. Mit Kontaktgel benetzte EKG-Elektrodenpléattchen
wurden unter die beiden Vorderpfoten und die linke Hinterpfote geschoben und in die
Fixation integriert. So konnte simultan mit der echokardiographischen Untersuchung ein
Ein-Kanal-EKG aufgezeichnet werden. Anschlieend wurde eine ca. 1,5 cm dicke
Schicht Ultraschallgel auf die zu untersuchende Stelle aufgetragen. Ein kirzlich neu
entwickeltes transthorakales Echokardiographie-System (Vevo 770; VisualSonics Inc.

Toronto, Canada) wurde in dieser Studie eingesetzt.

Die Warmeplatte wurde in einem Winkel von 15° gekippt, so dass die Maus in linker
Seitenlage zum Liegen kam. Zunadchst wurden mit einem 30-MHz-Linearschallkopf
Langs- und Querachsenansichten des Herzens dargestellt. Hierbei wurden aus der
Echokradiographie beim Menschen bekannte Standardeinstellungen (lange und kurze
parasternale Achse) gewahlt. Bei der Langsachsenansicht wurde der Schallkopf, vom
linken Rippenbogen zur rechten Schulter weisend, leicht in das Gelkissen eingetaucht,
ohne Druck auszuiben. In der bildlichen Darstellung lag die Aortenwurzel waagerecht
im rechten Bildausschnitt. Bei geschlossener Aortenklappe erschien diese als Mittel-
echo innerhalb der Aorta. Der linke Ventrikel schloss sich im Bild waagerecht nach links
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weisend an. Weiterhin sichtbar waren das linke Atrium und Teile des rechten Ventrikels
(s. Abb. 11, Kap. 3.3.1). Alle echokardiographischen Aufnahmen wurden ohne Kenntnis

der Behandlung des jeweiligen Tieres analysiert.

2.2.5 Hamodynamik

2.2.5.1 Invasive Blutdruck- und Herzfrequenzmessung mittels Millar-Katheter

6 Wochen nach der DOCA-Pellet Implantation wurde eine invasive Messung des Blut-
druckes und der kardialen Funktion mit Hilfe eines 1,4-Fr.-(French)-Millar-Katheters
vorgenommen. Diese Methode bei geschlossenem Thorax wurde schon mehrfach be-
schrieben (Lorenz JN, 1997). Einleitend wurde das Versuchstier inhalativ mit 1,5-%-
Isofluran betaubt und unter fortwahrender Narkose auf dem OP-Tisch fixiert. Auf dem
Rucken liegend wurde dem Tier nach Benetzung der Brusthaare mit 70-%-EtOH zur
besseren Operabilitdt die Brust oberhalb des Sternums gedffnet. Der Schnitt betrug et-
wa 2 cm und war mittig gelegen. Es folgte die Freilegung der Arteria carotis etwa 5-10
mm im Gewebe. Das obere, freiliegende ,Ende” wurde mit Nahtmaterial abgebunden
und nach schrag oben fixiert, jedoch nur so weit, dass das Gefal nur leicht unter Span-
nung stand. Danach wurde das untere Ende mit einer Klemme belegt, so dass die A.
carotis Uber einen Abschnitt von etwa 1-1,5 cm abgeklemmt war. Etwa zwei Drittel Gber
der Klemme erfolgte nun ein Schnitt in die A. carotis, welcher das Gefal3 etwa ein Drittel
im Durchmesser 6ffnet, jedoch nicht zu weit, um es nicht reil3en zu lassen, wiederum
groR genug, um den Katheter einfilhren zu kénnen. Nachfolgend wurde die Offnung
mithilfe einer Feinpinzette zur Einfuhrung des Millar-Katheters gespreizt. Die Sonde
wurde etwa 1 cm weit in die A. carotis geschoben, bis der Blutdruck entsprechend kor-
rekt auf dem Monitor dargestellt wurde. Die Sonde durfte nicht zu nahe dem Herzen
platziert werden, da sonst sowohl systolische als auch diastolische Werte aufgrund der
Nahe zum Herzmuskel zu starken Schwankungen unterworfen gewesen waren und so-
wohl unerwiinscht grof3e als auch unregelmalR(ige Spitzen aufgetreten waren. Durch
Anschluss des Millar-Katheters an ein Power Lab Data Acquisition System
(ADInstruments) und mithilfe der dazugehdrigen Software erfolgte die Aufzeichnung
und Auswertung der Daten. Nach Aufzeichnung der Messparameter wurde der Millar-
Katheter aus dem Gefal3system entfernt und eine abgestumpfte 26-G-Nadel mit 1-ml-

Spritze zur Blutentnahme in die A. carotis eingefihrt.
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2.2.5.2  Invasive Blutdruck- und Herzfrequenzmessung mittels Telemetrie

Den Tieren (22g = 2g) wurde zur telemetrischen Blutdruckmessung eine Sendeeinheit
unter Inhalationsnarkose implantiert (Gross V, 2005). Der Sender wog 3,4 Gramm und
wurde von den Tieren ohne Komplikationen toleriert. Die Einheit wurde vor der Operati-
on Kkalibriert. AnschlieRend wurde unter aseptischen Bedingungen eine Laparotomie
vorgenommen und die abdominale Aorta freigelegt. Hierfir wurden die Tiere am Bauch
rasiert und anschlieend mit Enthaarungscreme enthaart. Wahrend und nach der OP
befanden sich die Tiere auf einer Warmplatte, zur Konstanthaltung der Kérpertempera-
tur. Am Abdomen wurde ein ca. 2—3 cm langer Schnitt gesetzt, die Aorta vom Fett und
umgebenden Gewebe freigelegt und von der Vena Cava separiert. Anschliel3end wurde
die Aorta fur die Dauer des Senderbefestigens mit einer Klammer versehen. Nach
Punktion der Aorta wurde die Spitze des Katheters der Sendereinheit in das Gefal ein-
gebracht und mit Gewebekleber fixiert. Die Sendereinheit wurde ventral am Peritoneum
mithilfe einiger Nahte verankert. Wahrend der gesamten OP wurden die Organe mit
erwarmter 0,9-%-NaCl-Lésung gespult, um die Gewebe feucht zu halten. Nach Verifi-
zierung der Funktionsttichtigkeit der Einheit wurde die abdominale Inzision geschlos-
sen. AnschlieRend wurden die Tiere in Einzelkéfigen untergebracht. Nach einer Rekon-
valeszenz- und Akklimatisierungsperiode von 7 Tagen wurde mit den Messungen be-
gonnen. Die Daten wurden mittels Radiosignal vom Sender (in der Maus) an den Emp-
fanger (unterhalb des Kafigs) gesendet und mittels Software (Dataquest A.R.T. systems
1.0) ausgewertet. Alle 5 Minuten wurden fiir 10 s die Daten aufgenommen. Die telemet-
rische Blutdruckmessung an wachen, sich frei bewegenden Tieren diente der Uberprii-
fung der mittels Kathetermessung unter Anasthesie gewonnenen Blutdruckdaten. Wah-
rend der ersten Phase konnten sich die Tiere an die implantierten Sender gewdhnen
und von dem Eingriff erholen. Die Tiere bekamen 1% NacCl zu trinken. An Tag 14 wur-
den die Tiere uninephrektomiert, das DOCA-Pellet wurde implantiert und die Tiere be-
kamen weiterhin 1% NaCl als Trinkflussigkeit. Diese Behandlung sollte dem Blutdruck
der Tiere in Gruppe 3 und 4 (Kap. 2.2.2) entsprechen. Fur die Dauer von 10 Tagen
wurde der Blutdruckanstieg gemessen. Daraufhin erfolgte die Verabreichung des
Vasodilators Hydralazin zur Senkung des Blutdruckes flr die Dauer von weiteren 10
Tagen und wurde an Tag 33 beendet. Diese Behandlung sollte als Vergleich flr die

Blutdrucknormalisierung durch Hydralazin in den Gruppen 4 und 5 (Kap. 2.2.2) dienen.
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2.2.6 Blut- und Organentnahme

Etwa 1,5 ml Blut wurden aus der A. carotis entnommen, was zum Tod des Tieres flhrte.
Nach Zentrifugation der abgestandenen Blutprobe in einem 1,5-ml-Eppendorfgefal® fur
10 min. bei 4°C und 3000 min™* wurde das tberstehende Serum entnommen und fir die

Bestimmung von Natrium und Kalium verwendet.

Die Abdominal- und Thoraxhohlen der Tiere wurden nach der invasiven Blutdruckmes-
sung mit einem Medianschnitt eroffnet. Bei allen Tieren wurden die Herzen und die
rechte Niere herausprapariert. Die Gewichte der Herzen und Nieren wurden auf einer
Feinwaage bestimmt. Die Herzen und Nieren wurden horizontal in zwei Halften ge-
schnitten. Eine Halfte wurde in 4%iger gepufferter Paraformaldehydlosung fur die kon-
ventionelle Histologie und die andere Halfte in flussigem Stickstoff fur molekularbiologi-

sche Untersuchungen konserviert. Die Lagerung des Materials erfolgte bei -80°C.

2.2.7 Histologie

2.2.7.1 Paraffineinbettung und Schnitttechnik

Die in 4%iger Paraformaldehydldsung konservierten Organe wurden schrittweise de-
hydriert. Hierfir wurden sie nacheinander jeweils zwei Stunden erst in 70%igen und
dann 90%igen Ethylalkohol gelegt. Anschlielend kamen sie Uber Nacht in 96%igen und
dann dreimal fur zwei Stunden in 100%igen Ethylalkohol. Abschlie3end wurden sie
noch zwei Mal fir 20 Minuten in Xylol gegeben. Das dehydrierte Gewebe wurde zwei

Stunden in weiches Paraffin gelegt und anschlieend eingebettet.

Mit einem Rotationsmikrotom wurden von den Paraffinbléckchen Schnitte mit einer Dik-
ke von 2-3 um angefertigt. Diese wurden in einem handwarmen Wasserbad mit einem
Pinsel gestreckt und danach auf einen beschichteten Objekttrager aufgebracht. Nach
Trocknung bei Raumtemperatur wurden die Objekttrager in einen Warmeschrank
(60°C) verbracht und dort ca. 30 min erhitzt.

2.2.7.2 Farbemethoden

Die PAS-Féarbung ist eine histochemische Farbung, bei der insbesondere kohlenhydrat-
haltige Komponenten wie z. B. Glykoproteine, Muzine und Glykogen mithilfe von
Perjodsédure und Schiff-Reagenz nachgewiesen werden kénnen. Durch die im PAS-

Reagens vorhandene Perjodsaure werden die freien Hydroxylgruppen der Saccharide
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zu Aldehydgruppen oxidiert, die dann mit dem im Schiff-Reagens enthaltenen schwefel-
sauren Fuchsin rot-violette Komplexe bilden und so im histologischen Bild erscheinen.
Die PAS-Farbung farbt Karboanhydrate und epitheliales Muzin lila-rot an, so dass sich
hiermit besonders gut epitheliale- und andere Basalmembranen und Expansion der ex-

trazellularen Matrix darstellen lassen.

2.2.7.3  Bestimmung der Myozyten- und Tubulusgrof3e

Zur Bestimmung der Myozyten- und Tubulusgrof3e wurden Myozyten im Querschnitt
und distale Tubuli im Durchmesser ausgesucht, die nahezu kreisformig waren. Mithilfe
eines Lichtmikroskops mit angeschlossener Kamera und Bildverarbeitungssystem wur-
den Bilder der Préaparate angefertigt. Die auf dem jeweiligen zuféllig ausgewéhlten Bild-
abschnitt vorliegenden Zellen ausgewertet. Zur Bestimmung der
Kardiomyozytenquerschnittsfliche  wurden  pro  Mausherzschnittt etwa 50
Kardiomyozten in 10 zufallig ausgewahlten Bildabschnitten und bei einer 40 fachen
VergroRerung in pm? ausgemessen (Tamura, 1999). Die durchschnittliche Zellflache
pro Tier ermittelt und am Ende der Mittelwert fir die jeweilige Gruppe wurde errechnet.
Mittelwerte der Zellflachen der einzelnen Gruppen wurden miteinander verglichen. Die
Bestimmung des distalen Tubulusdurchmessers erfolgte nach dem gleichen Schema.
Auch hier wurden zunachst Mittelwerte der Tubulusdurchmesser fur jedes Tier gebildet,
die anschliel3end zu einem Mittelwert flr die jeweilige Gruppe zusammengefasst wur-

den.

2.2.7.4  Immunhistologie

Die in Paraffin eingebetteten Organe wurden immunhistochemisch untersucht. Es wur-
de die Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase-Methode (APAAP) nach
Cordell (1984) angewandt, die urspriinglich Mason und Mason (1978) entwickelt haben.
Bei diesem Verfahren werden so genannte Brickenantikdrper als sekundare Antikorper
verwendet. Dabei bindet eines der Fab-Fragmente des Brlickenantikérpers an das Fc-
Fragment des Primarantikorpers. Das andere verbindet sich mit dem Fc-Fragment ei-
nes Immunkomplexes aus monoklonalem Antikérper und alkalischer Phosphatase. Die-
ser losliche Immunkomplex wurde anschlielend durch eine Enzymreaktion sichtbar
gemacht. Die Auswertung der positiv gefarbten Zellen erfolgte ahnlich wie die Messung
der Myozytenquerschnittsflache. Es wurden die positiv gefarbten Zellen in jeweils 10
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zufallig ausgewéhlten Bildabschnitten in den Herz oder Nierengeweben gezahlt, addiert

und der ermittelte Mittelwert fir die jeweiligen Gruppen graphisch dargestellt.

Die Farbungen nach der APAAP-Methode erfolgten in einer Feuchtkammer auf einer
Farbebank. Zuerst wurden die Praparate Uber dreilig Minuten bei Raumtemperatur
(RT) mit fetalem Kélberserum (FCS) inkubiert, um unspezifische Bindungen an das
Gewebe zu verhindern. Nach Entfernen des Uberschissigen Serums wurden die Ge-
webeschnitte mit 100 pl der in Antikbrperverdiinnungsmedium geldsten Primarantikor-
per eine Stunde lang bei RT inkubiert. Die optimale Antikdrperkonzentration war zuvor
durch zahlreiche Vorversuche ermittelt worden. Nach Inkubation mit dem Primaranti-
korper folgten erst eine drei3igminitige Inkubation mit einem Kaninchen-anti-Maus 1gG-
Bruckenantikdrper und im Anschluss wiederum dreil3ig Minuten Inkubation mit dem
APAAP-Komplex bei RT. Zwischen den Inkubationsschritten wurden die Préparate je-
weils dreimal Gber funf Minuten mit PBS-Pufferldsung gesplilt. Fur ein besseres Farbe-
ergebnis wurde die Inkubation mit Briickenantikdrper und APAAP-Komplex jeweils Uber
eine Dauer von zehn Minuten wiederholt. Abschlie3end wurden die Praparate zur en-
zymatischen Darstellung der alkalischen Phosphatase mit Substrat-Chromogen Fast
Red betraufelt, welches zuvor nach Angaben des Herstellers angesetzt wurde. Nach
vorsichtiger Spilung mit TBS wurden sie mit Hamalaun gegengefarbt und schliel3lich
unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Die fertig gefarbten Préparate wurden mit

wassrigem Eindeckmedium eingedeckt.

Bei jeder Farbung wurden obligatorisch sowohl Positivkontrollen (Primarantikorper ge-
gen a-Aktin) als auch Negativkontrollen (Waschpuffer oder Antikdrperverdiinnungsme-
dium ohne Priméarantikdrper) mitgefiuhrt, um falsch negative bzw. falsch positive Reak-

tionen auszuschlief3en.

2.2.8 Genexpressionsanalyse
2.2.8.1 RNA-Isolation aus dem linken Ventrikel des Herzens und der Niere und
Konzentrationsbestimmung

Die Isolation von RNA aus Mausgewebe wurde nach einer modifizierten Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefihrt.
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Da die RNA sehr schnell durch den Kontakt mit den ubiquitar vorkommenden und RNA-
Moleklle abbauenden RNAsen degradiert wird, wurde die Arbeitsflache mit RNAse-Zap

vorbehandelt und ausschlieRlich autoklavierte Materialien verwendet.

Die RNA wurde mithilfe von zuvor auf Raumtemperatur gebrachtem TRIZOL®-Reagenz
extrahiert. Das TRIZOL® bricht die Zellen auf, wobei Proteine, RNA und DNA erhalten
bleiben. Die zuvor auf Trockeneis Uberfiihrten Gewebe wurden in je 1 ml TRIZOL®-
Reagenz gegeben. Mittels eines Ultrathurrax Homogenisators wurde die Mischung zu
einer Suspension homogenisiert. Die Proben wurden ca. 5 min. bei RT stehen gelas-
sen. Schwere Gewebsanteile wurden bei 5000 U/min tUber eine Dauer von 5 min. pelle-
tiert. Zu den dekantierten Uberstanden wurde zur Phasentrennung 0,2ml Chloroform
gegeben und die Mischung 30 s geschiittelt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach 10-mindtiger Zentrifugation in der Kuhlzentrifuge bei 14000U/min entstanden drei
sichtbare Phasen. Die untere rote Phenol-Chloroform-Phase enthielt die Proteine, die
Interphase die DNA und in der oberen farblosen wassrigen Phase war die RNA geldst.
Diese wurde abgenommen, zur Fallung der RNA mit 0,5ml Isopropanol versetzt und
10min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zentrifugation bei 14000 U/min und
4 C uber 5 min wurde die RNA in einem Pellet konzentriert. Dieses wurde mit 500 pl
eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen und anschlielend 5-10min im Heizblock bei
56 C getrocknet. Das RNA enthaltende Pellet wurde in 20 pl DEPC-H,O aufgenommen
und bei -80 °C uber Nacht eingefroren. Erst am nachsten Tag wurde das Pellet nach 10
min Inkubation bei 56°C im Heizblock und anschlieendem Vortexen geldst. Die RNA-
Menge wurde durch mindestens zweimalige Messung der optischen Dichte mit einem
Spektralphotometer ermittelt. Dazu wurde 1l der Probe mit 99ul DEPC-H,0O verdinnt.
Die Messwerte wurden gemittelt. Die photometrischen Messungen erfolgten bei den
Wellenlangen A1=260 nm und A2=280 nm. Das Verhdltnis, die so genannte Ratio,
Al/A2 sollte zwischen 1,5 und 2,1 liegen. Abweichungen wirden auf Protein- oder

TRIZOL®-Verunreinigungen hinweisen.

2.2.8.2  Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Identifizierung und Trennung von DNA-
Fragmenten bzw. Gesamt-RNA und beruht auf der Wanderung geladener Teilchen im
elektrischen Feld. Als Referenz fir das Molekulargewicht diente ein DNA-
Langenstandard (100 bp Marker), der zusammen mit den Proben gelelektrophoretisch

aufgetrennt wurde. Dazu wurde 1%iges TAE Agarosegel luftblasen- und RNAse-frei
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gegossen. Kamm und Schlitten wurden hierzu kurz mit RNAse-Zap inkubiert und da-
nach kréaftig mit DEPC-H,O gespult. Die Agarosekonzentration bestimmt die Porengr6-
Be des Gels und richtet sich nach der Anzahl der Basenpaare der zu untersuchenden
Probe. Es wurden ein 1%iges Agarosegel hergestellt und mit 4 uL Ethidiumbromid ver-
setzt. Danach wurde die Losung in eine vorbereitete Gelkammer gegossen und bis zur
vollstdndigen Erstarrung stehen gelassen. Anschliel3end wurde der Kamm entfernt. Die
RNA-DEPC-L6sung wurde 1:10 mit DEPC-Wasser verdinnt, mit 8 pL Ladepuffer ver-
setzt, homogenisiert und auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei 100 V fir ca. 30 min. Der hinzugefligte Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
interkalierte im RNA-Molekil und fluoreszierte unter UV-Licht (254nm). Auf diese Weise
lieRen sich bei intakter RNA eine 28S- und eine 18S-Bande sichtbar machen, die Riick-
schluss auf die Qualitat der mRNA zulie3en. Die Gele wurden unter UV-Licht analysiert

und zur Dokumentation durch einen Gelbfilter mit einer Sofortbildkamera fotografiert.

2.2.8.3  Reverse Transkription

Mit dem RNA-PCR-Core-Kit wurde die reverse Transkription durchgefuhrt. Es wurden
Random Hexamere verwendet, die zufallig an die im Ansatz vorhandenen RNA-
Molekile banden. Dies ermoglichte der RNA-abhéangigen DNA-Polymerase (MuLV Re-
verse Transkriptase), an diesem Punkt anzusetzen und von dort die RNA in DNA um-
zuschreiben. Hierzu standen dem Enzym die im Reaktionsansatz vorhandenen
Triphosphate (dGTP, dATP, dTTP, dCTP) zur Verfugung. Das Enzym bendétigte aul3er-
dem noch MgCl, als Kofaktor.

2.2.8.4  Primer-Design

Fur die Herstellung der Primer waren verschiedene Kriterien zu beachten. Die Primer-
Sequenz sollte spezifisch flr das gewinschte Zielgen sein und nicht mehr als vier glei-
che aufeinanderfolgende Basenpaare enthalten, um Fehlhybridisierungen und Lesera-
sterverschiebungen zu vermeiden. Die Lange der Primer umfasste ca. 20 Nukleotide
mit einem Anteil von Cytosin zu Guanin von 40-60%. Die Schmelztemperatur sollte fur
Sense- und Antisense-Primer anndhernd gleich sein. Es sollten inter- und intramoleku-
lare Komplementaritat vermieden werden. Ein bis zwei Guanin- oder Cytosin-Basen am
3'-Ende ermdglichen eine bessere Bindung und Elongation. Alle Primer wurden von der
Firma TIB MOLBIOL (Berlin) synthetisiert.
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Tab. 1: Primer Sequenz und Annealing Temperatur

Ziel Gene Oligonukleotid Sequenzen

TGF - 31

MCP -1

Koll. |

Koll. 111

Calc. A-IRR

MCIP - 1

ANP

BNP

32-Mikro
globulin

2.2.8.5

Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense

Antisense

5-CTAATGGTGGACCGCAACAAC-3'

5'-CGGTTCATGTCATGGATGGTG-3'
5'-CACTCACCTGCTGCTACTCATCA-3'

5-GCTTGAGGTGGTTGTGGAAAAG-3'
5'-GAGCGGAGAGTACTGGATCG-3'
5-GTTCGGGCTGATGTACCAGT-3'
5'-TGCCCACAGCCTTCTACACCT-3'
5'-CAGCCATTCCTCCCACTCCAG-3'
5-GGATGTTGCCTAGTGGAGTGTTG-3'
5'-GGAGAGAATCCTCGTATTGCTTTT-3'
5'-CCACACAAGCAATCAGGGAGC-3'
5'-GCTTGACTGAGAGAGCGAGTC-3'
5'-TAGACCACCTGGAGGAGAAG-3'
5'-CCAATCCTGTCAATCCTACC-3
5'-ATCTCCTGAAGGTGCTGTCC-3'
5-GTGCTGCCTTGAGACCGAAG-3'
5'-GAAATCCAAATGATGAAGAACG-3'
5'-CAAATGAATCTTCAGAGCATCATGT-3'

Light Cycler Realtime PCR

Annealing
Temperatur

64°
C

66°C

61°C

62°C

65°C

66°C

61°C

62°C

64°C

Mit dem Light Cycler lassen sich sowohl quantitative als auch qualitative PCR-Analysen

durchfihren. Die Light-Cycler-Technologie bietet zwei Vorteile gegentber der konven-

tionellen PCR: zum einen eine zeitliche Verkirzung des PCR-Prozesses durch so ge-

nanntes ,rapid thermal cycling®, zum anderen die Moglichkeit, die Amplifikation der Pro-

dukte wahrend des eigentlichen PCR-Vorganges zu verfolgen. Das Prinzip beruht auf

der Emission einer Fluoreszenz, welche von dem Reaktionsfarbstoff SYBR Green |
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ausgesendet wird. SYBR Green | ist ein dsDNA-spezifischer Farbstoff, bei dem die
Emission der Fluoreszenz durch Interaktion in doppelstrangige DNA verstarkt wird. Da
die Fluoreszenzintensitat von der vorhandenen Konzentration an dsDNA abhéangig ist,
verstarkt sich im Laufe des PCR-Prozesses die gemessene Signalintensitat. Gemessen
wird die Fluoreszenz, indem die Spitze der Kapillare mit gefiltertem Licht der Wellenlan-
ge A = 450-490 nm bestrahlt wird. Von hier aus wird auch das vom SYBR Green emit-
tierte Licht aufgenommen. Nach jedem Amplifikationsschritt wird die Fluoreszenz bei
einem vorgegebenen Temperaturplateau ermittelt. Ein am Light Cycler angeschlosse-
ner Computer zeichnet die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zahl der durchgefiihr-
ten PCR-Zyklen auf und wandelt die so erhaltenen Daten in eine Grafik um. Das Pro-
gramm bestand aus einem Denaturierungsschritt, vierzig Amplifikationsschritten und
einer Schmelzkurvenanalyse. Wie auch bei der konventionellen PCR miissen zuvor die
Bedingungen  der Reaktionen optimiert werden. Hierbei spielen die
Magnesiumchloridkonzentration sowie die Anlagerungstemperatur fur das Primerpaar
eine entscheidende Rolle. In Vorexperimenten wurden mit Verdlinnungsreihen von
Magnesiumchlorid und durch Veranderungen in der Annealingtemperatur die optimalen
Messbedingungen ermittelt. Die Zeiten fir die PCR-Programme richten sich nach der
Fragmentlange und dem eingesetzten Primerpaar. Man kann abschatzen, dass das hier
verwendete Enzym eine Syntheserate von 25 bp pro Sekunde aufweist. Dementspre-
chend wurden die Kopierzeiten (Transkription) an die jeweiligen Fragmentlangen ange-

passt.

Der PCR-Ansatz wurde grindlich im Vortexer gemischt und je 18 pL in die Light Cycler-
Glaskapillare pipettiert. AnschlieRend wurde die cDNA hinzugefiigt, die Kapillaren ver-
schlossen und bei 1000 min™ zentrifugiert. Dadurch wird der Master Mix ausreichend
mit cDNA durchmischt und gelangt durch die Zentrifugation in die tiefer gelegenen Teile
der Kapillare. Die Kapillaren wurden in den Rotor des Light Cycler-Gerates eingebracht

und der Lauf gestartet.

2.2.8.5 Quantifizierung mit der delta-delta-CT-Methode

Fur jedes Zielgen wurde durch das Auswertungsprogramm die Zykluszahl ermittelt, bei
der das SYBR Green Signal den Hintergrundwert Ubersteigt. Dieser so genannte CT-
Wert wurde fur jedes Zielgen auf den CT-Wert des Housekeeping-Gens [32-
Mikroglobulin derselben Probe durch Subtraktion nomalisiert. Als Housekeeping-Gene

bezeichnet man diejenigen Gene, die nicht reguliert sind, das heif3t unabhéngig von
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intra- und extrazellularen Einflissen in allen Zellen konstant exprimiert werden. Die
quantitativen Verhaltnisse der mRNA-Expression wurden in Relation zur Vergleichs-
gruppe (mannlich gegen weiblich bzw. Uni-Nx+Salz gegen DOCA+Salz+Hydralazin)

beurteilt.

2.2.9 Immunprazipitation und Westernblotanalyse

Im aktiven Zustand dephosphoryliert Calcineurin in seiner Eigenschaft als Phosphtase
den Transkriptionsfaktor NFATc2. Dadurch kann dieser in den Nukleus translozieren,
wo er das hypertrophe Genprogramm aktiviert. Da in DOCA+Salz+Hydralazin-
behandelten Mannchen sowohl Calcineurin AR als auch sein Modulator MCIP1, der
kontextabhangig sowohl inhibitorisch als auch aktivierend wirken kann, starker
exprimiert waren als in den Weibchen, wurde zur Einschéatzung der tatsachlichen Aktivi-
tat von Calcineurin der Phosphorylierungsgrad des Calcineurintargets NFATc2 unter-
sucht. Hierzu wurden nach Immunprézipitation Western-Blot-Analysen mit einem

phosphospezifischen Antikorper gegen pNFATc2 erstellt.

Durch die Western-Blot-Analyse kénnen Proteine gezielt in Gewebeextrakten nachge-
wiesen und quantifiziert werden (Sambrook E, 1989). Die Gewebsproben wurden zu-
nachst mit Zell-Lysis-Puffer mit EDTA freiem Proteaseinhibitor versetzt und anschlie-
3end mit einem Utrathurrax im Eisbad homogenisiert. Durch kurze Zentrifugation (1 min
bei maximal 14000 min™) wurden die nicht solubilisierbaren Gewebsbestandteile abge-

trennt.

2.2.9.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Loésung wurde die kolorimetrische
Methode nach Bradford verwendet (Bradford MM, 1976). Der Coomassie-Farbstoff
kann mit unpolaren Proteinstrukturen interagieren und durch anionische
Sulfonsauregruppen kationische Aminosauren binden. Dadurch kommt es zu einer An-
derung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm. Da die Absorption bei
595 nm direkt proportional zur Proteinmenge ist, kann die Konzentration der Probe an-
hand von BSA Standards ermittelt werden. Die Variabilitat der Farbreaktion macht bei
jeder Proteinkonzentrationsbestimmung das Erstellen einer Eichgerade mit definierten
Proteinmengen notwendig. Die eingesetzte Proteinkonzentration der Standards wird
gegen die Absorption bei 595 nm aufgetragen und die Proteinkonzentration in den Pro-
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ben mithilfe einer Regressionsgraden bestimmt. Befand sich die Proteinkonzentration
aul3erhalb der von den Standards, wurden die Proben entsprechend verdinnt.

2.2.9.2 Immunprézipitation von Proteinen

Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus Mausgewebe dienen spezifische, an
Protein A- oder/und Protein G-Sepharose gekoppelte Antikorper, mit denen eine so ge-
nannte Immunprazipitation durchgefiihrt werden kann. Protein A und Protein G sind
Membranproteine des Bakteriums Staphylococcus aureus, die spezifisch an den Fc-Teill
einer Reihe von Immunglobulinen zu binden vermdgen. Durch die Bindung des Antikor-
pers an die Protein A-/G-Sepharose wird die Isolierung eines Immunkomplexes aus
Antikorper und Zielprotein erleichtert (Chenais F, 1977). Zur Immunprazipitation wurden
500 pg Proteinlosung mit 500 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibitor und 20 pl Protein A-
/G-Sepharose suspension vermischt und 2 h zur Vorreinigung bei 4°C auf dem Drehrad
inkubiert. Die Ansatze wurden bei 8000 min™ 3 min abzentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Dem Uberstand wurden 10 pl monoklonaler
anti-NFAT-c2-Antikorper zugegeben und ebenfalls fur 2 h bei 4°C auf dem Drehrad
inkubiert. Zur Gewinnung der Immunkomplexe wurden nach der Inkubation mit dem
monoklonalen Antikérper 20 pl Protein A-/G-Sepharose Suspension zugegeben und
nach 2 h bei 8000 min™® 3 min abzentrifugiert. AnschlieRend wurden die pellettierten
Immunprazipitate dreimal mit eiskaltem Lysis-Puffer gewaschen und in 50 pl Lammli-
Puffer aufgenommen. Vor dem Auftragen auf ein SDS-PAGE-Gel wurden die Proben
fur 5 min bei 95°C erhitzt und 5 min bei 14000 min™ abzentrifugiert, um den Immun-

komplex von der Protein A-/G-Sepharose zu I6sen.

2.2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gele ermdéglichen die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
(Laemmli UK, 1970). Durch das Detergenz SDS werden die Proteine unter Aufhebung
ihrer Sekundarstruktur komplexiert, d. h. Konformationseffekte werden dadurch weitge-
hend aufgehoben. Zugleich erhalten die Proteine eine negative Ladung, sodass ihre
Wanderung im Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird und nicht von
ihrer Aminosaurezusammensetzung bzw. ihrer Eigenladung. Abhangig vom Molekular-
gewicht der aufzutrennenden Proteine wurden 7-15%ige SDS-Polyacrylamidgele ge-

gossen. Auf die Trenngele wurde im Anschluss ein 4%iges Sammelgel gegossen.
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2.2.9.4  Western-Blot-Analysen

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurden die Proteine in einem elektrischen Feld aus dem Gel auf ei-
ne Nitrozellulosemembran Ubertragen (Western Blot), welche dann mit spezifischen
Erstantikorpern inkubiert wurden. Mithilfe Peroxidase gekoppelter Zweitantikbrper wur-
den die gebundenen Erstantikdrper in  dieser  Arbeit Uber eine
Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen. Eingeleitet wurde der Western Blot mittels
Aquilibrierung von Gel, Nitrozellulose und Blotpapier in Transferpuffer. Darauf hin wurde
das ,Sandwich“ aus Schwamm, Blotpapier, Nitrozellulose, Gel, Blotpapier und
Schwamm in die Blotkammer eingeschoben, wobei der Einschluss von Luftblasen ver-
mieden wurde. Der Proteintransfer aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran erfolgte
in einer vollstandig mit Transferpuffer gefullten Trans-Blot-Cell-Kammer (Biorad) Uber
Nacht bei 80 mA oder fir 2 h bei 400 mA.

Samtliche im Folgenden beschriebene Inkubationsschritte fanden unter leichtem
Schwenken statt. Um die Proteinbindungskapazitdt der Membranen vollstandig
abzusattigen und damit eine unspezifische Antikdrperbindung zu vermeiden, wurde die
Membran zunachst mit 5-%-BSA-L6sung fur 1 h bei RT geblockt. Die anschlieRende
Inkubation mit dem polyklonalen Kaninchen-Erstantikorper gegen pNFAT c2 erfolgte
fur 2,5 h bei RT. Nach viermaligem Waschen der Membran mit PBS-T fir je 20 min er-
folgte die einstindige Inkubation mit dem gegen Kaninchen-IgG gerichteten
polyklonalen Antikdrper vom Schwein. Anschlie3end wurde wieder, wie bereits oben
beschrieben, gewaschen und die Bindung der Antikbrper mit einer
Chemiluminiszenzreaktion nachgewiesen. Dazu wurden die Losungen des SuperSignal
Pico-Kits (Pierce) oder des ECL-Kits (Amersham Pharmacia) verwendet. Die Lichtsig-
nale wurden durch Exposition gegentiber einem Rontgenfilm fir eine Sekunde bis zu 30

min detektiert.

2.2.9.5  Stripping und Reprobing

Zum Nachweis einer gleichmaRigen Beladung der Membranen mit NFAT c2 Gesamt-
protein wurden die Blotmembranen einer zweiten Antikérperfarbung unterzogen. Hierfur
war zunachst die vollstandige Entfernung der gebundenen Erst- und Zweitantikorper
notwendig, was durch eine 40minutige Inkubation der Membran mit Stripping-Buffer bei

50 °C erreicht wurde. Daraufhin wurde die Membran mit PBS-T fiir eine Dauer von 5—
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15 min, bei Raumtemperatur gewaschen, fir eine Stunde in Blockpuffer inkubiert und
anschlieRend mit dem gegen Gesamt-NFAT-c2 gerichteten Erstantikorper inkubiert.

2.2.10 Statistik

Alle erfassten Daten wurden in eine Excel®-Tabelle (Microsoft) aufgenommen.

Samtliche ermittelten Daten wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung (SD) aufge-
fuhrt. Far die Analyse der Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen wurde der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifi-
kant angesehen. Die Statistik wurde mit dem kommerziell erhéltlichen Programm SPSS
12 fur Windows durchgefiihrt. Aufgrund der kleinen Stichprobenzahl kann nicht von
einer Normalverteilung ausgegangen werden, daher wurde anstelle des t-Testes der
MWU-Test angewandt.
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3 Ergebnisse

Um blutdruckunabhéngige Geschlechtsunterschiede in der durch DOCA-Salz induzier-
ten kardiorenalen Hypertrophie darzustellen, wurden weibliche und mannliche
uninephrektomierte (Uni-Nx) DOCA+Salz+Hydralazin behandelte Mause mit ihren je-
weiligen Uni-Nx+Salz-behandelten Kontrollgruppen nach sechs Wochen Versuchsdauer
verglichen. Die jeweiligen Parameter werden als Saulendiagramme dargestellt, wobei
die Werte mannlicher Mause als schwarze Balken und die Werte weiblicher Mause als

weilRe Balken erscheinen.

3.1 Physiologische Effekte von Mineralortikoidexzess und
Salzbelastung

3.1.1 Diurese

In Abbildung 4 ist die Urinausscheidung in ml/24h von Uni-Nx+Salz und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen dargestellt.

Urin Ausscheidung
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p < 0.05
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[ml/24h]
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Abb. 4: Urinausscheidung in ml/24h bei Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten
mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.
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Bei den Urinausscheidungen tber 24 h der Uni-Nx+Salz Kontrollgruppen war ein signi-
fikanter (p<0,05) Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Mausen zu beo-
bachten. Nach der DOCA+Salz+Hydralazin Behandlung zeigte sich ein signifikanter (p<
0,05) Anstieg der Urin Ausscheidung bei beiden Geschlechtern, bei den Mannchen von
2,19 + 1,40 ml/24h auf 10,45 + 4,85 ml/24h und den Weibchen von 1,46 + 0,47 ml/24h
auf 7,06 = 3,86 ml/24h verglichen zu den jeweiligen Uni-Nx+Salz Kontrollgruppen. Die
mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin Mause entwickelten eine grol3ere Urinausschei-
dung nach 24 h als die Weibchen, doch es konnte keine statistische Signifikanz erreicht

werden.

3.1.2 Kalium im Urin

In  Abbildung 5 sind die Kaliumwerte im Urin von Uni-Nx+Salz und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen dargestellit.

Kalium im Urin
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Abb. 5: Kalium-Exkretion in mmol/24h bei Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten
mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.
Die im 24-Stunden-Urin gemessenen Kaliumwerte wiesen einen statistisch signifikanten

(p<0,05) Anstieg bei beiden Geschlechtern auf. Bei den DOCA+Salz+Hydralazin be-
handelten Mannchen stieg der Kalium Gehalt im 24h Urin von 264,87 + 115,19 auf
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620,65 = 273,89 mmol/ 24 h und den Weibchen von 186,06 + 124,99 auf 526,21 +
196,16 mmol/24 h, verglichen zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen.

3.1.3 Kaliumim Serum

In Abbildung 6 sind die Kaliumwerte im Serum in mmol/L von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten méannlichen und weiblichen Mausen dargestellt.

Kalium im Serum
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Abb. 6: Serum Kalium in Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten
mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die Serum-Kalium-Werte bei den Uni-Nx+Salz behandelten weiblichen  Kontroll-
Mausen waren signifikant geringer als bei den Mannchen. Bei den
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen war eine statistisch signifikante
(p<0,05) Abnahme der Kaliumwerte von 5,01 + 0,91 auf 3,21 £ 0,59 mmol/L verglichen
zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen festzustellen. Die Weibchen wiesen bei einem Abfall von
4,13 + 0,68 auf 3,78 + 0,60 mmol/L verglichen zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen keine

statistische Signifikanz.
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3.2 Hamodynamik
3.2.1 Blutdruck- und Herzfrequenzmessung mittels Millar-Katheter

Der durch invasive Blutdruckmessung mittels Millar-Katheter ermittelte MAD bei anéas-
thesierten Uni-Nx+Salz Kontrollen, Uni-Nx+Salz+DOCA sowie DOCA+Salz+Hydralazin

behandelten méannlichen und weiblichen Mausen ist in Abbildung 7 dargestellt.

Mittlerer Arterieller Druck
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Abb. 7: Mittlerer arterieller Druck (MAD) gemessen mittels Millar Katheter in Uni-Nx+Salz, Uni-
Nx+Salz + DOCA sowie DOCA+Salz+Hydralazin-behandelten
mannlichen und weiblichen M&ausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Bei den Uni-Nx+Salz behandelten C57BL/6J Mausen wurde ein MAD von 78,99 + 11,26
mmHg bei den Mannchen und 77,81 + 17,52 mmHg bei den Weibchen nach sechs Wo-
chen ohne geschlechtsspezifisch signifikante Unterschiede gemessen. Nach sechswo-
chiger Uni-Nx+Salz + DOCA Belastung wurde ein hdherer Blutdruck mit 102,84 + 10,99
mmHg bei den M&nnchen und 111,62 = 2,85 mmHg bei den Weibchen verglichen zu
den Uni-Nx+Salz behandelten Kontrollgruppen gemessen, der ebenfalls keine signifi-
kanten Geschlechtsunterschiede aufwies. Bei den Uni-Nx+Salz + DOCAbehandelten
mannlichen und weiblichen Ma&usen, denen das blutdrucksenkende Medikament
Hydralazin (DOCA+Salz+Hydralazin) via Trinkflissigkeit verabreicht wurde, konnte ein
MAD bei den mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin Mausen von 74,34 + 8,26 mmHg und
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bei den weiblichen von 71,17 + 6,02 mmHg gemessen werden, der dem Blutdruck der
Uni-Nx+Salz-behandelten Kontrollgruppe nahe kommt. Durch DOCA konnte der Blut-
druck bei beiden Geschlechtern somit erfolgreich erhdéht und mittels Hydralazin auf
Normalwerte runterreguliert werden. Sowohl der Blutdruckanstieg als auch die Regulie-

rung mittels Hydralazin verliefen geschlechtsunabhéngig.

Die Herzfrequenzen in den jeweiligen Gruppen gemessen mit dem Millar-Katheter sind
in Abbildung 8 dargestelit.

Herzfrequenz (Katheter)
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Abb. 8: Herzfrequenz (BPM) gemessen mittels Millar-Katheter in Uni-Nx+Salz, Uni-Nx+Salz +
DOCA sowie DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen,
am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die ebenfalls mittels Millar-Katheter gemessene Herzfrequenz (BPM) war bei den Uni-
Nx+Salz Weibchen mit 352 + 118 BPM etwas hoher als bei den Mannchen mit 295 *
109 BPM. Unter dem Einfluss von DOCA kam es bei beiden Geschlechtern zu einem
Anstieg der Herzfrequenz. Die Herzfrequenz der DOCA+Salz behandelten Mannchen
wies mit mit einem Wert von 402 + 16 BPM einen verglichen zu den DOCA-Salz Weib-
chen, die einen Wert von 469 + 58 BPM aufwiesen einen geringeren Anstieg. Nach
Hydralazin Gabe senkten sich die Werte bei den Mdnnchen auf 354 £ 54 BPM und den
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Weibchen auf 343 + 56 BPM. Es wurden insgesamt keine statistisch Signifikanten ge-

schlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt.

3.2.2 Blutdruck- und Herzfrequenzmessung mittels Telemetrie

Die per Telemetrie erhaltenen 24-h-Mittelwerte des Blutdruckes sind in Abbildung 9

dargestellt.
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Abb. 9: Mittlerer arterieller Blutdruck (MABD) gemessen mittels Telemetrie in unbehandelten, Uni-
Nx+Salz + DOCA sowie DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen,
wahrend einer Versuchsdauer von 33 Tagen.

Insgesamt war der telemetrisch gemessene mittlere arterielle Blutdruck nach
DOCA+Salz Behandlung bei wachen, freilaufenden Mausen etwas hoéher, verglichen zu
der Messung in anasthesierten Tieren (Kap. 3.2.1, Abb. 7). Alle Tiere entwickelten nach
Uninephrektomie und Implantation der DOCA-Pellets unter Salzbelastung im Vergleich
zur ,Basis“ einen hoheren mittleren arteriellen Blutdruck, wobei die Mannchen zu héhe-
ren Werten tendierten. Nach der Zugabe von 250 mg/L Hydralazin in die Trinklésung
wurde der Blutdruck bei beiden Geschlechtern gesenkt. Es konnte kein statistisch Signi-
fikanter Geschlechtsunterschied nach Blutdrucksenkung mit Hydralazin festgestellt

werden.
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In Abbildung 10 ist die telemetrisch gemessene Herzfrequenz in den jeweiligen Grup-

pen dargestellt.
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Abb. 10: Herzfrequenz gemessen mittels Telemetrie in unbehandelten, Uni-Nx+Salz + DOCA so-
wie DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen, wahrend einer Ver-
suchsdauer von 33 Tagen.

Bereits am ersten Tag der telemetrischen Blutdruckmessung konnte bei den Weibchen
eine hohere Herzfrequenz mit 539 + 17,4 BPM verglichen zu den Mannchen mit 516 +
18,7 BPM gemessen werden. Nach weiteren sieben Tagen Adaptationszeit erreichte
die Herzfrequenz der Weibchen Werte von 590 = 24,3 BPM verglichen zu den
Mannchen, die mit Werten von 538 + 21,9 BPM nur einen geringen Anstieg aufwiesen.
Nach Uni-Nx+Salz+DOCA Behandlung kam es zu einer Verminderung der Herzfre-
qguenz in beiden Geschlechtern auf 535 = 13,9 BPM bei den Weibchen und 523 + 21,7
BPM bei den Mannchen. Nach 22 Tagen wurde mit der Blutdrucksenkung mittels
Hydralazin begonnen. Es kam zu einem reflexartigen Anstieg der Herzfrequenz, bei den
Weibchen auf 589 + 13,7 BPM und bei Mannchen auf 596 + 18,1 BPM, was sich dann
bis zum Tag 33 absenkte. Es konnte kein statistisch Signifikanter geschlechtsspezifi-

scher Unterschied nach Zugabe von Hydralazin festgestellt werden.
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3.3 Myokardhypertrophie
3.3.1 Echokardiographische Auswertung

In Abbildung 11 ist eine reprasentative Aufnahme eines 2D-Bildes einer parasternalen
langen Achse des Herzens und das transthorakale M-Mode-Bild eines méannlichen

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieres dargestellt.

Ne Study Name: DOCA hydl M-Mode 4/25/2006
=VIS _U ALSONICS Animal ID: 92 male Loop: Recalled 11:09:12 AM
CCR AGRagitz zagrosek Image Label: Review Session

RMY-707B

30 MHz

LVID} s (1) : PLA =
D:2.43 mm

Time (ms)

Image: 2/11 =

Abb. 11 Repréasentativer echokardiographischer M-Mode eines mannlichen Herzens.

IVSd bezeichnet die interventrikulare enddiastolische Septumdicke, LVIDd den linksventrikularen

enddiastolischen Durchmesser, LVPWd die linksventrikulare enddiastolische Hinterwandstarke,

IVSs die interventrikulare endsystolische Septumdicke, LVIDs den linksventrikularen endsystoli-
schen Durchmesser, LVPWSs die linksventrikulare endsystolische Hinterwandstérke.

In Tabelle 2 sind die transthorakal gemessenen M-Mode-Werte des linken Ventrikels
von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen
Mausen dargestellt.
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Tab. 2: Echokardiographische M-Mode-Messungen vom linken Ventrikel in Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin-behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Ver-
suchsablaufes nach 6 Wochen.

Alle Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben. * P < 0,05, 1 < 0,01 versus Uni-Nx +Salz des glei-
chen Geschlechts.

mannliche Uni- maéannliche DOCA weibliche Uni-  weibliche DOCA

Nx + Salz + Salz + Hydralazin Nx + Salz + Salz + Hydralazin
IVSs (mm) 0.96 £0.13 141 +0.27* 1.05+0.08 1.25+0.24
IVSd (mm) 0.74 £ 0.09 0.85+0.10* 0.79 £ 0.05 0.80+0.12
LVIDs (mm) 3.70+£0.20 2.62+0.54* 3.39+0.18 265+0.35*
LVIDd (mm) 4.38 +0.18 4.22 +0.34 412 +0.12 415 +0.25
LVPWs (mm) 0.79+0.10 1.29 £ 0.22¢ 0.92 +0.07 1.22+0.26 *
LVPWd (mm) 0.67 £ 0.08 0.83+0.07* 0.72 +0.04 0.80+0.14

Die Auswertung der M-Mode-Bilder aller Tiere ergab eine signifikante VergroRerung des
interventrikularen Septums und der linksventrikularen Hinterwand sowohl in der Systole
als auch in der Diastole bei DOCA+Salz+Hydralazin behandelten M&annchen. Die mann-
lichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mause entwickelten somit trotz der erfolg-
reichen Senkung des Blutdrucks eine starker ausgepragte linksventrikulare Hypertro-

phie als die weiblichen Mause.

3.3.2 Herzgewicht /Korpergewicht-Ratio

In Abbildung 12 ist der kardiale Hypertrophieindex (HG/KG) von Uni-Nx+Salz Kontrollen
und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen darge-

stellt.
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Abb. 12 Ratio von Herzgewicht und Kérpergewicht (HG/KG) von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die HG/KG-Ratios waren bei den Uni-Nx+Salz Kontroll Weibchen bereits signifikant
(p<0,05) hoher als bei den Mannchen. Nach der DOCA+Salz+Hydralazin Behandlung
zeigten die mannlichen Mause einen statistisch nicht signifikanten Anstieg des HG/KG-
Ratios von 6,13 + 0,47 auf 7,46 + 1,06 verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen. Die
weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tiere wiesen einen leichten ebenfalls
statistisch nicht signifikanten Anstieg von 6,95 + 0,56 auf 7,21 + 1,0 verglichen zu ihren

Uni-Nx+Salz Kontrollen.

3.3.3 Kardiomyozytenquerschnittsflache

Die echokardiografisch gezeigte Myokardhypertrophie liess sich auch auf Ebene der

einzelnen Zellen am histologischen Praparat nachweisen.

In Abbildung 13 sind die Kardiomyozytenquerschnittsflachen von 50 Myozyten in je 10
zufallig ausgewaéhlten Bildabschnitten in den Herzen von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mausen dargestellt.
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Abb. 13 Kardiomyozytenquerschnittsflichen von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin-
behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Pro Gruppe wurde die Querschnittsflache von je 50 zufallig ausgewahlten Zellen gemessen. Alle
Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die Zellen sowohl der DOCA+Salz+Hydralazin Mannchen als auch der Weibchen wa-
ren verglichen zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen vergroRert. Die Kardiomyozyten der
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen zeigten eine Vergrof3erung verglichen
zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen von 228,79 + 61 pm? auf 470,9 + 123 um? und die
Weibchen von 2453 + 68 pum? auf 3435 + 79 um® Die
Kardiomyozytenquerschnittsflache war bei beiden Geschlechtern nach Hydralazin Be-
handlung statistisch signifikant (p<0,05) vergrof3ert, wobei die M&nnchen zu grél3eren

Werten tendierten.

3.3.4 Fetales Genprogramm ANP/BNP

3.3.4.1 Genexpression ANP

In Abbildung 14 ist die mRNA-Expression von ANP in den Herzen von Uni-Nx+Salz und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mausen dargestellt.
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Abb. 14 ANP mRNA-Expression in den Herzen von Uni-Nx+Salz-Kontrollen und
DOCA+Salz+Hydralazin-behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die Expression von ANP war nach sechs Wochen DOCA+Salz+Hydralazin Behandlung
bei beiden Geschlechtern signifikant (p<0,05) gestiegen. Die mannlichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mause tendierten zu einem starkeren Anstieg von
3,3+ 1,0 auf 7,9 + 2,7 relative Einheiten verglichen zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen und
verglichen zu den DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Weibchen, die einen Anstieg

von 2,5 +1.,0 auf 6,0 £+ 1,0 relative Einheiten aufwiesen.

3.34.2 Genexpression BNP

In Abbildung 15 ist die mRNA-Expression von BNP von Uni-Nx+Salz Kontrollen und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mé&nnlichen und weiblichen Mausen dargestellt.
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Abb. 15 BNP mRNA-Expression in den Herzen von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazinbehandelten méannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die Expression von BNP war bereits bei den Uni-Nx+Salz behandelten M&ausen ge-
schlechtsspezifisch unterschiedlich. Die mannlichen Uni-Nx+Salz M&use wiesen signifi-
kant (p<0,05) héhere Werte verglichen zu den Weibchen auf. Insgesamt war ein leichter
Anstieg sowohl bei den mannlichen als auch bei den weiblichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren festzustellen. Bei den Mannchen war ein
Anstieg von 2,58 + 0,38 auf 2,87 + 1,32 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-
Nx+Salz Kontrollen festzustellen. Die weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten
Mause zeigten einen Anstieg von 1,64 + 0,66 auf 1,93 + 0,59 relative Einheiten vergli-
chen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen. Der Anstieg der BNP-Genexpression in Herzen
sowohl mannlicher als auch weiblicher DOCA+Salz+Hydralazin behandelter Mause er-

reichte keine statistische Signifikanz.
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3.4 Gen- und Proteinexpression von Calcineurin
3.4.1 Genexpression von Calcineurin AR

In Abbildung 16 ist die mRNA-Expression von Calcineurin A-3 in den Herzen von Uni-
Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen

dargestellt.
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Abb. 16 Calcineurin A-B mRNA-Expression in den Herzen von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die Calcineurin-Genexpression zwischen den Uni-Nx+Salz behandelten mannlichen
und weiblichen Mausen konnte kein statistisch Signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Bei den mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mausen wurde ein
signifikanter Anstieg der mMRNA-Genexpression von 56,8 + 23,8 auf 101,5 + 19,7 relati-
ve Einheiten verglichen zu ihren jeweiligen Uni-Nx+Salz Kontrollen beobachtet werden.
Die DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Weibchen wiesen dagegen eine
Herabregulierung von Calcineurin A-3 von 74,2 + 16,3 auf 48,3 + 13,8 relative Einheiten

auf, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.
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3.4.2 Genexpression von MCIP1

In Abbildung 17 ist die mMRNA-Expression von Modulatory Calcineurin Inhibitor Protein 1
in den Herzen von Uni-Nx+Salz- und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen

und weiblichen Mausen dargestellt.
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Abb. 17 Modulatory Calcineurin Interacting Protein 1 (MCIP1) mRNA-Expression in den Herzen
von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mausen, am Ende des Versuchs nach
sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.
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Die Genexpression von MCIP1 wies bei den Uni-Nx+Salz behandelten mannlichen und
weiblichen Mausen keinen statistisch signifikanten Unterschied auf. Die Expression von
MCIP1 im Herzgewebe von DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen wies einen
Anstieg von 0,79 £ 0,22 auf 1,16 * 0,35 relative Einheiten, wohingegen die Weibchen
eine Reduktion von 0,89 + 0,25 auf 0,67 + 0,17 relative Einheiten verglichen zu ihren
Uni-Nx+Salz Kontrollen aufwiesen. Sowohl der Anstieg bei den mannlichen Tieren als
auch die Reduktion bei den weiblichen erreichte keine Signifikanz. Der geschlechtsspe-
zifische Unterschied zwischen den mannlichen und weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten M&ausen erschien dennoch statistisch signifikant p< 0,05 zu sein. Der An-
stieg von MCIP1 bei den mannlichen Tieren korrelierte sowohl mit dem Anstieg der
Calcineurin-Genexpression (Kap. 3.4.1, Abb. 16) als auch mit der Calcineurin-
Gewebeaktivitat (Kap. 3.4.3, Abb. 18).

3.4.3 Phosphorylierungsgrad von NFATc2

Western-Blot-Analysen mit einem phosphospezifischen Antikérper gegen pNFATc2
sind in Abbildung 18 dargestellt.

PNFAT c2
rannlich weiblich mannlich weiblich
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+Hydralazin +Hydralazin
mannlich weiblich mannlich welblich
Uni-Mx+Salz Uni-Mx+Salz DOCA+Salz DOCA+ Salz
+Hydralazin +Hydralazin

Abb. 18: Reprasentative Western-Blots von pNFATc2 und total NFATc2 aus Mauseherzlysaten von
Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am
Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Bei dem Vergleich der Total NFATc2 und dem pNFATc2 ist eine deutliche Reduzierung
der dunklen Balken bei den mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin Mausen festzustellen.
Der verminderte Phosphorylierungsgrad von NFATc2 in Herzen mannlicher

DOCA+Salz+Hydralazin behandelter Mause bei gleicher Gesamtmenge an NFATc2 in
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allen Gruppen weist auf eine erhthte Gewebeaktivitat der Phosphatase Calcineurin Ap
in mannlichen Mausen mit Mineralcortikoid-induzierter Myokardhypertrophie hin. Dies
spiegelt den Nettoeffekt der erhbhten mRNA-Expression sowohl von Calcineurin AR als
auch von dessen Modulator MCIP1 wider.

3.5 Myokardiales Remodeling

3.5.1 Histologie

In Abbildung 19 sind exemplarisch H&E gefarbte Gewebeschnitte von Uni-Nx+Salz-

und DOCA+Salz-Mausen am Ende des Versuchs dargestellt.

Abb. 19: H&E-Farbung von Herzgewebe.
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(A) Uni-Nx+Salz Kontroll-Mannchen; (B) Uni-Nx+Salz Kontroll-Weibchen; (C)
DOCA+Salz+Hydralazin behandelte Mannchen; (D) DOCA+Salz+Hydralazin behandelte Weibchen
am Ende des Versuches nach sechs Wochen.

Im H&E-gefarbten Gewebe zeigten sich sowohl bei DOCA+Salz+Hydralazin behandel-
ten Mannchen als auch bei den Weibchen verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen
deutlich hypertrophierte Kardiomyozyten. Die quantitative morphometrische Auswertung
bestétigte die Zunahme der Kardiomyozytenquerschnittsflache, die bei den Mannchen
ein grol3eres Mal3 erreichte (Kap. 3.3.3, Abb. 13).

3.5.2 Proliferation-Ki67 Herz

In Abbildung 20 sind reprasentative Ki67-gefarbte Herzschnitte von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen am Ende des

Versuchs dargestellt.
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Abb. 20: Ki67-Farbung vom linken Ventrikel
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(A) Uni-Nx+Salz Kontroll Mannchen; (B) Uni-Nx+Salz Kontroll Weibchen; (C)
DOCA+Salz+Hydralazin behandelte Mannchen; (D) DOCA+Salz+Hydralazin behandelte Weibchen
am Ende des Versuches nach sechs Wochen.

In Abbildung 21 ist die quantitative Auswertung der Ki67-positiven Zellen von je 10 zu-
fallig ausgewahlten Bildabschnitten im Herzgewebe von maéannlichen und weiblichen

Uni-Nx+Salz Kontrollen und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren dargestellt.
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Abb. 21 Ki67 positive Zellen in den Herzen von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazinbehandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die immunhistochemische Auswertung ergab, wie schon in den Abbildungen 20 A-D zu
sehen ist, dass sowohl mannliche als auch weibliche DOCA+Salz+Hydralazin
behandelte Mause eine deutlichere Zunahme von Ki67 Zellen aufwiesen. In den Herzen
der DOCA+Salz+Hydralazin behandelten M&nnchen zeigte sich eine statistisch nicht
Signifikante Zunahme von 8,5 + 4,8 auf 12,7 + 4,3 von positiven Zellen verglichen zu
ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen. Bei den weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten
Tieren war ein signifikanter (p< 0,05) Anstieg von 5,1 + 4,9 auf 90,9 £ 44,1 positive Zel-

len verglichen zu ihren Kontrollen festzustellen.
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3.5.3 Inflammatorische Antwort im Herzen

In Abbildung 22 ist die mMRNA-Genexpression von MCP-1 im Herzgewebe von Uni-
Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen

dargestellt.
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Abb. 22 MCP1 mRNA-Genexpression in den Herzen von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten méannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen. Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

In den Herzgeweben DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen Tieren konnte
ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression von MCP-1 von 1,25 = 0,61 auf 2,80 +
1,34 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen gemessen werden.
Die weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin Mause zeigten dagegen eine signifikante Ab-
nahme der MCP-1 mRNA-Expression von 1,70 + 0,88 auf 0,90 £ 0,47 relative Einheiten

verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen.
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3.5.4 Myokardiale Fibrose

3.5.4.1 Genexpression von TGF-3 Herz

In Abbildung 23 ist die TGFR-mRNA-Expression in Herzgeweben von mannlichen und

weiblichen Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren dargestellt.
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Abb. 23 TGF mRNA-Expression in den Herzen von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen. Al-
le Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die mRNA-Genexpression von TGF-3 in den Herzen von DOCA+Salz+Hydralazin be-
handelten Mannchen wies einen signifikanten Anstieg von 40,11 + 18,60 auf 74,46 +
25,28 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen. Bei den weiblichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren war nur ein geringerAnstieg von 33,50 +
13,97 auf 36,70 £ 14,79 relative Einheiten, der keine statistische Signifikanz erreichte.
Nach der Hydralazin Behandlung waren signifikante (p<0,05) Unterschiede in der TGF-

3 Genexpression zwischen den Geschlechtern festzustellen.

3.54.2 Genexpression von Kollagen | Herz

In Abbildung 24 ist die mRNA-Expression von Kollagen | in den Herzen von Uni-
Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten méannlichen und weiblichen Mausen

dargestellt.
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Abb. 24 Kollagen | mRNA-Expression in den Herzen von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten méannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die mRNA-Expression von Kollagen | in den Herzgeweben von DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten Mannchen wies eine leichte statistisch nicht signikante Abnahme bei Wer-
ten von 920,25 + 266,40 auf 909,85 + 183,33 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-
Nx+Salz Kontrollen auf. Die weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tiere wie-
sen eine leichte nicht signifikante Steigung mit Werten von 751,95 + 295,77 auf 772,92

+ 123,06 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen auf.

3.54.3 Genexpression von Kollagen Il Herz

In Abbildung 25 ist die mRNA-Expression von Kollagen Il von Uni-Nx+Salz und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mé&nnlichen und weiblichen Mausen dargestellt.
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Abb. 25 Kollagen IIl mRNA-Expression in den Herzen von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die mRNA-Expression von Kollagen Ill in den Herzgeweben von den Uni-Nx+Salz
Kontrollen war bereits eine signifikant hohe Expression bei den M&nnchen festzustellen.
Nach der DOCA+Salz+Hydralazin Behandlung wiesen die Mannchen einen signifikan-
ten (p<0,05) Anstieg von 167,32 + 33,85 auf 253,45 + 71,65 relative Einheiten vergli-
chen zu den jeweiligen Uni-Nx+Salz Kontrollen auf. Auch bei den weiblichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren war ein signifikanter (p<0,05) Anstieg von
53,50 + 19,10 auf 186,87 + 48,25 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz

Kontrollen zu verzeichnen.

3.6 Renale Hypertrophie
3.6.1 Nierengewicht/Kérpergewicht-Ratio

In Abbildung 26 ist die Nierengewicht/Kérpergewicht-Ratio (NG/KG) von Uni-Nx+Salz
und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen darge-

stellt.
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Abb. 26 Ratio von Nieren- und Kérpergewicht (NG/KG) von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Ver-
suchsablaufes nach 6 Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die NG/KG-Ratio wies bei den Uni-Nx+Salz Kontrollen signifikant (p<0,05) héhere Wer-
te bei den Weibchen verglichen zu den Mannchen auf. Sowohl DOCA+Salz+Hydralazin
behandelte Mannchen als auch Weibchen zeigten einen signifikanten Anstieg der
NG/KG Ratio verglichen zu den Uni-Nx+Salz Kontrolltieren. Bei den
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen stieg die Ratio von 0,94 = 0,07 auf
1,39 + 0,18 und den Weibchen von 1,04 + 0,08 auf 1,24 £ 0,18. Der Anstieg sowohl der

Mannchen als auch der Weibchen erreichte eine statistische Signifikanz (p<0,05).

3.6.2 Nierengewebsanalyse

In den Abbildungen 27 A-D sind PAS-Farbungen der Niere von mannlichen (A) und
weiblichen (B) Uni-Nx+Salz Kontrollen verglichen zu den Kkorrespondierenden

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen (C) und Weibchen (D) dargestellt.
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Abb. 27: PAS-Farbung von Nierengewebe. (A) Uni-Nx+Salz Kontroll-Mannchen; (B) Uni-Nx+Salz
Kontroll-Weibchen; (C) DOCA+Salz+Hydralazin-Mannchen; (D) DOCA+Salz+Hydralazin-Weibchen
am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Bereits lichtmikroskopisch waren bei den DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren
im Vergleich zu ihren Kontrollen trotz Blutdrucksenkung erweiterte distale Tubuli und ein

zell- und matrixreiches Interstitium erkennen.

3.6.3 Tubulusatrophie

In Abbildung 28 ist die VergroRerung der Tubulusdurchmesser von 50 Tubuli in je 10
zuféllig ausgewahlten Bildabschnitten eines Querschnitts der Niere von Uni-Nx+Salz
und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen darge-
stellt.
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Abb. 28 Tubulus Durchmesser von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannli-
chen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Bei den distalen Tubuli der mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tiere
wurde eine signifikante (p<0,05) VergroR3erung der Durchmesser von 38,25 + 1,65 pm
auf 49,50 + 1,42 um verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen beobachtet. Bei den
weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin Mausen wurde, bei einer Zunahme der Durchmes-
ser von 38,28 + 1,54 pm auf 39,48 = 1,16 pum kein signifikanter Unterschied verglichen
zu ihren Kontrollen festgestellt. Insgesamt waren die Tubuli nach der Hydralazin Be-

handlung bei den mannlichen Tieren signifikant (p<0,05) gréRer als die der Weibchen.

3.8.4 Proliferation-Ki67 Niere

In Abbildung 29 sind representative immunhistochemische Ki67-Reaktionen von Nie-
rengewebe von méannlichen (A) und weiblichen (B) Uni-Nx+Salz Kontrollen gegentiber
den korrespondierenden DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen (C) und
Weibchen (D) dargestellt.
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Abb. 29: Ki67-Farbungen von Nierengewebe.

(A) Uni-Nx+Salz Kontroll-M&nnchen; (B) Uni-Nx+Salz Kontroll-Weibchen; (C)
DOCA+Salz+Hydralazin-Mannchen; (D) DOCA+Salz+Hydralazin-Weibchen am Ende des Ver-
suchs nach sechs Wochen.

In Abbildung 30 ist die histologische Auswertung der Ki67 positiven Zellen im Nieren-
gewebe von je 50 Tubuli in 10 zuféllig ausgewahlten Bildabschnitten eines Nierenquer-
schnitts von  mannlichen und weiblichen Uni-Nx+Salz  Kontrollen und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren dargestellt.
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Abb. 30: Ki67 positive Zellen in den Nieren von Uni-Nx+Salz- und DOCA+Salz+Hydralazin behan-
delten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

In den Nierengeweben von DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen war ein
signifikanter Anstieg Ki67-positiver Zellen von 10,17 £ 2,3 auf 29,10 £ 10,78 verglichen
zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen zu sehen. Bei den weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten Tieren zeigte sich eine noch gréRere Zunahme von 8,78 + 5,58 auf 48,57 +
9,4 positive Zellen verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen und verglichen zu den

mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mausen.

3.6.5 Inflammatorische Antwort in der Niere

In Abbildung 31 sind die mRNA-Expressionen von MCP-1 bei Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten mannlichen und weiblichen Mausen dargestellit.



3 Ergebnisse 69

MCP-1 Niere = .
1
p < 0.05
15 p < 0.05
| I
= 1.2 | @ Mannchen [ Weibchen
2
2
= 0.9
L
_g 0.6
=
fo
% 0.3
D.

Uni-MNx DOCA+Salz
+Salz +Hydralazin

Abb. 31 MCP-1 mRNA-Expression in den Nieren von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazinbehandelten méannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Ahnlich wie bei den Herzgeweben stieg die mMRNA-Expression von MCP-1 in den Nie-
ren von DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen nach sechs Wochen von 0,54
+ 0,24 auf 1,12 + 0,30 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+SalzKontrollen sig-
nifikant (p<0,05) an. Die weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mause wie-
sen eine statistisch signifikante Abnahme der Genexpression von 0,60 * 0,24 auf 0,33
0,05 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz-Kontrollen auf.

3.6.6 Renale Fibrose

3.6.6.1  Genepression von TGF-3 Niere
In Abbildung 32 ist die Auswertung der mRNA-Genexpression von TGF-i3 in den Nie-
rengeweben von mannlichen und weiblichen Uni-Nx+Salz Kontrollen und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren dargestellt.
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Abb. 32 TGFR mRNA-Expression in den Nieren von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin be-
handelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die Nieren von DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen zeigten eine starkere
Genexpression von TGF-3 bei einem Anstieg von 34,3 + 16,4 auf 89,0 + 46,3 relative
Einheiten verglichen zu den Uni-Nx+Salz Kontrollen. Bei den weiblichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren war keine statistisch signifikante Ver&nde-
rung der Genexpression bei einer Reduktion von 44,6 + 24,9 auf 38,0 + 33,3 relative

Einheiten verglichen zu den jeweiligen Kontrollen festzustellen.

3.6.6.2  Genexpression von Kollagen | Niere

In Abbildung 33 ist die Auswertung der mRNA-Expression von Kollagen | in den Nie-
rengeweben von maénnlichen und weiblichen Uni-Nx+Salz Kontrollen und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren dargestellt.
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Abb. 33 Kollagen | mRNA-Expression in den Nieren von Uni-Nx+Salz und DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten mannlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die mRNA-Expression von Kollagen | in den Nierengeweben von
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen reduzierte sich nach der Hydralazin
Verabreichung von 207,37 + 109,23 auf 77,36 = 63,90 relative Einheiten verglichen zu
ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen statistisch signifikant. Die weiblichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tiere wiesen einen nicht signifikanten Anstieg mit
von 109,01 + 71,27 auf 139,88 + 60,57 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-
Nx+Salz Kontrollen auf.

3.6.6.3  Genexpression von Kollagen IIl Niere
In Abbildung 34 ist die Auswertung der mRNA-Expression von Kollagen Il in den Nie-
rengeweben von mannlichen und weiblichen Uni-Nx+Salz Kontrollen und

DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren dargestellt.



3 Ergebnisse 72

Kollagen III Niere

mmm Mannchen C3Weibchen

100 1
p < 0.05
20 - | p < 0.05
= ’—'
2
2 60
=
]
4
s 40 A
o
[
x,
20 4
0 —
Uni- Mx DOCA+Salz
+Salz +Hydralazin

Abb. 34 Kollagen Il mMRNA-Expression in den Nieren von Uni-Nx+Salz und
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten ménnlichen und weiblichen Mausen, am Ende des Versuchs
nach sechs Wochen.

Alle Werte sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Die mRNA-Expression von Kollagen 1l in den Nierengeweben von
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen wiesen eine statistisch signifikante
(p<0,05) Reduktion von 60,44 + 38,34 auf 19,18 *+ 15,81 relative Einheiten verglichen
zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen auf. Die weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin behandel-
ten Tiere dagegen wiesen einen statistisch nicht signifikanten Anstieg von 17,35 *
10,69 auf 48,95 + 46,89 relative Einheiten verglichen zu ihren Uni-Nx+Salz Kontrollen

auf.
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4  Diskussion

4.1 Methodenkritik
4.1.1 Tiermodelle

Tiermodelle humaner Krankheiten sind ein wichtiges Instrument biomedizinischer For-
schung. An ihnen lassen sich molekulare und biochemische Grundlagen von Krankhei-
ten unter standardisierten Bedingungen und mit einer Vielzahl von Interventionen wie z.
B. genetischen Manipulationen, die beim Menschen undenkbar sind, analysieren. Hier-
durch wird die Basis fur die Entwicklung neuartiger Therapieoptionen gelegt. Bei tierex-
perimentellen Arbeiten stellt sich aus ethischen Griinden immer die Frage nach Alterna-
tiven zum Versuch am lebenden Organismus. Die hier untersuchte Reaktion von Kreis-
lauf, Herz und Niere auf Niereninsuffizienz, Mineralkortikoidexzess und Volumenuberla-
dung ist ein systemisches Geschehen des gesamten Organismus, das die Fokussie-
rung auf ein einzelnes Organ oder Organsystem nicht zulasst. Daher sind mdgliche In-
vitro-Untersuchungen an isolierten Organen nur im Hinblick auf spezielle Fragestellun-
gen sinnvoll. Die Blutdruckregulation unterliegt dem Einfluss des autonomen Nervensy-
stems und des endokrinen Systems. Dieser Einfluss ist an isolierten Organen unterbro-
chen. Zur Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit sind daher Tierversuche zwin-
gend erforderlich. Als Modelltiere kommen prinzipiell verschiedene Organismen in Fra-
ge. Primaten sind zwar dem Menschen am né&chsten verwandt und in entwicklungsbio-
logischer, biochemischer und anatomischer Hinsicht dhnlich, jedoch haben sie lange
Generationszeiten und eine hohe Lebenserwartung, weshalb sich Krankheitsverlaufe
nur Uber sehr lange ZeitrAume beobachten lieRen. Aus diesen Griinden werden kleinere
Labortiere wie Nagetiere genutzt. Mause, insbesondere die Hausmaus (,mus
musculus®), hat sich als Modell fiir viele Leiden des Menschen, durch ihre hohe Repro-
duktionsrate, eine geringe Lebenserwartung und eine sehr schnelle geschlechtsreife,
bewéhrt. Sie ahnelt in biologischer und genetischer Hinsicht in ausreichendem Malf3
dem Menschen, so dass viele an der Maus gewonnene Erkenntnisse auch fur den Or-
ganismus des Menschen gelten. Es gibt mittlerweile eine Vielzahl von Hypertonie-
Modellen, die den sekundéren Formen der Hypertonie des Menschen &hneln. Hierzu
zéhlen die Nierenarterienstenose, renale Hypertonie sowie durch Mineralkortikoid und
Glukokortikoid induzierte Hypertonie. Andere experimentelle Hypertonieformen wie z. B.

die genetische Hypertonie kommen der primaren Hypertonie ndher. Zum induzieren der
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sekundéaren Form der Hypertonie in Tiermodellen hat sich beispielsweise die ,Two-
Kidney, One Clip“ oder auch ,Goldblatt® genannte Methode besonders geeignet. Bei
dem Goldblatt-Modell wurde mit Silberklips operativ eine Nierenarterie abgeklemmt und
somit Uber einen bestimmten Zeitraum die Hypertonie induziert. Solch ein Tiermodell
eignet sich nicht fur experimente bei denen blutdruckunabhangige Mechanismen unter-
sucht werden sollen. Bei dem in dieser Arbeit etablierten DOCA-Salz Modell wird ein
irreversibler operativer Eingriff zur induktion von Hypertonie in die Niere vermieden, so
daR3 der Blutdruck durch die Gabe des Vasodilators Hydralazin wieder normalisiert wer-
den kann. Ein Tiermodell zur induktion von Herzhypertrophie ware beispielweise das
TAC-Modell, bei der nach experimenteller transversaler aortaler Konstriktion zur akuten
Drucksteigerung im linken Ventrikel und somit zu einer Herzhypertrophie kommt. Da in
unserem Modell die kardiorenale Interaktion untersucht werden soll, ist eine durch ope-

rativen eingriff in das Herz induzierte Herzhypertrophie nicht geeignet.

4.1.2 Potenzielle Fehlerquellen des eingesetzten Tiermodells

Prinzipiell kann jede Manipulation eines Tieres zu Ungenauigkeiten in den physiologi-
schen Versuchsergebnissen fiihren. Das Einbringen des Tieres in eine neue Umge-
bung, wie beispielsweise bei den Untersuchungen in Stoffwechselkéafigen, verursacht
insbesondere durch die schlechteren Haltungsbedingungen durch Bewegen auf einem
Gitterrost Stress. Auch Verunreinigungen wie Kot im Urin oder Messungenauigkeiten
bei der Urinmenge aufgrund von Verdunstung oder Verlust kénnen die Ergebnisse bei
der Urinsammlung verféalschen. Schonendere Stoffwechseluntersuchungen an nicht

narkotisierten Mausen sind bislang nicht mdglich.

Die Isofluran-Narkose beeinflusst in starkem Maf3e den Kreislauf der Mause. Blutdruck
und Herzfrequenz sind daher bei der invasiven Blutdruckmessung im Vergleich zur te-
lemetrischen Messung deutlich abgesenkt. Um einen verfalschenden Einfluss der Nar-
kose auf die Blutdruckdaten in unserem Modell auszuschliel3en, wurden an einer kleine-
ren Anzahl von Mausen (jeweils funf Mannchen und Weibchen) telemetrische Blut-
druckmessungen an nicht-narkotisierten Tieren Uber einen langeren Zeitraum durchge-
fuhrt. Aufgrund der ernormen Kosten der Telemetriesendeeinheiten und des hohen per-
sonellen Aufwands bei der Uberwachung des Blutdruckes (iber einen langen Zeitraum
konnte die telemetrische Blutdruckmessung nur bei einer kleineren Gruppe von Mausen

durchgeflihrt werden. Stress durch aul3ere Einflisse, der zu Veranderungen der Blut-
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druckeffekte fuhren konnte, wurde vermieden, indem die Mause wéahrend der Langzeit-
messung mittels Telemetriesendern in einem separaten Raum, der nicht betreten wer-

den durfte, gehalten wurden.

Hormonelle Schwankungen durch den weiblichen Zyklus kdnnen hormonabhangige
physiologische Effekte beeinflussen. Da die hier beschriebenen Experimente tber einen
Zeitraum von sechs Wochen andauerten und am Ende kumulative Effekte auf Herz und

Nieren untersucht wurden, war eine Synchronisation des Zyklus nicht erforderlich.

4.2 Diskussion der Versuchsergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden tierexperimentell geschlechtsspezifische Unterschie-
de bei kardialen und renalen Adaptationsprozessen bei verminderter Nierenfunktion und
unter dem Einfluss von Mineralkortikoiden und Volumen auf morphologischer, funktio-
neller und molekularbiologischer Ebene untersucht. Das verwendete Modell entspricht
beim Menschen der kardiorenalen Interaktion bei chronischer Niereninsuffizienz. Das
Geschlecht kann auf mehreren Ebenen diese Wechselwirkung beeinflussen. Denkbar
sind beispielsweise geschlechtsbezogene Unterschiede in der Blutdruckregulation
durch den Sympathikotonus oder in der Antwort auf den Mineralkortikoidexzess und die
Salzretention.

Um untersuchen zu konnen, welche Geschlechtsunterschiede unabhéngig vom Blut-
druck bei der kardiorenalen Interaktion in Hinblick auf die renale Adaptation und die
Entwicklung einer Myokardhypertrophie bestehen, wurde der Blutdruck bei beiden Ge-
schlechtern auf Normalniveau abgesenkt. Hierzu wurde Hydralazin gewéhlt, das zur
Gruppe der direkten Vasodilatatoren zahlt. Es fihrt zu einer Erweiterung vor allem der
kleinen Arterien, wodurch der systemische GefaRwiderstand und somit auch der Blut-
druck sinkt (Windholz M, 1983; Plumb DC, 1999) Im Gegensatz zu anderen
Antihypertensiva wie beispielsweise den ACE-Hemmern hat Hydralazin keine direkten
Auswirkungen auf die glomerulare Hamodynamik (Anderson S, 1986), so dass es kei-
nen Uber die systemische Blutdrucksenkung hinaus gehenden nephroprotektiven Effekt
hat. Ein solcher wirde den renalen Schaden abmildern und so das Modell Uber die

Normalisierung des Blutdrucks hinaus beeinflussen.

Die Wirkung von DOCA, das durch eine vermehrte Ausscheidung von Kalium eine

Hypokalidmie verursacht, konnte durch die Zunahme der Kaliumausscheidung im Urin
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und die Abnahme von Kalium im Serum bei beiden Geschlechtern bestatigt werden.
AulRerdem war die deutliche Zunahme der Diurese ein Beleg fir eine erhohte Flissig-
keitsaufnahme als Hinweis auf eine vermehrte Volumenbelastung. Dies war eine
Grundvoraussetzung fur alle weiterfihrenden Untersuchungen. Hypokalidmie und
metabolische Alkalose konnen als Folgen der Mineralkortikoidwirkung zur Entwicklung
von Herz- und Nierenhypertrophie sowie einer daraus resultierenden kardialen Dysfunk-
tion beitragen (Wang Q, 2000). Obwohl mé&nnliche uninephrektomierte Kontrolltiere ho-
here  Serum-Kaliumwerte als Weibchen aufwiesen, zeigten sich nach
DOCA+Salz+Hydralazin Behandlung keine Unterschiede in der Hypokaliamie vergli-
chen zu den weiblichen Mausen. Es wird deshalb angenommen, dass das Ausmal} der
Hypokalidmie zu den beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschieden in unserem

Modell beigetragen hat.

Die telemetrischen Blutdruckmessungen zeigten, dass sowohl der Anstieg des Blut-
drucks durch die DOCA-Salz-Behandlung als auch die Blutdrucksenkung durch
Hydralazin geschlechtsunabhéngig verliefen, so dass davon auszugehen ist, dass so-
wohl Mannchen als auch Weibchen in allen untersuchten Gruppen Blutdruck
normotensiv waren. Die beobachteten Effekte auf Herz und Nieren sind demnach
unabhangig von geschlechtsspezifischen Blutdruckunterschieden und unabhéngig von

der HOhe des Blutdruckanstieges.

Aufgrund der Hydralazin vermittelten Vasodilatation kann es zu einem Uber
Barorezptoren vermittelten Anstieg des Sympathikotonus kommen, der sich in einer
erhohten Herzfrequenz duf3ert. Geschlechterunterschiede in der autonomen Regulation
sind bei Menschen und Tieren beschrieben worden (Evans, 1998; Convertinoe, 2001).
Auch in der hier dargestellten Studie fand sich in der so genannten ,Baseline” bei der
telemetrischen Blutdruckmessung bei weiblichen Mausen eine nicht signifikant héhere
Herzfrequenz, was auf eine héhere Sympathikusaktivitat in weiblichen Mausen zurick-
gefuhrt werden konnte. In friheren Experimenten wurde eine Begunstigung der Nat-
riumretention durch einen erhéhten renalen Sympathikotonus bei DOCA- und Salz-
behandelten Ratten beobachtet dies war fir die Entwicklung der Hypertonie erforderlich
(Katholi RE, 1980). Geschlechtsunterschiede in der autonomen kardiovaskuldren Regu-
lation sind sowohl bei Tieren als auch bei Menschen beschrieben worden. Weibliche
Individuen sind durch eine reduzierte Ansprechbarkeit des Baroreflexes bei Orthostase
und durch vasoaktive Substanzen charakterisiert (Evans JM, 2001; Convertino VA,
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1998). Diese Unterschiede kdnnen moglicherweise von einer Stimulation von Ostrogen-
rezeptoren in zentralen autonomen Kernen (Saleh MC, 2000) oder von Geschlechtsun-
terschieden in der Noradrenalintransporterfunktion herrihren (Schroeder C, 2004). Un-
ter Einwirkung von Hydralazin waren in der vorliegenden Arbeit Unterschiede in der
Herzfrequenz sowohl in der direkten Messung der anasthesierten Tiere als auch in der
radiotelemetrischen Messung nivelliert, so dass in der Behandlungsgruppe keine deutli-
chen Unterschiede in der Sympathikusaktivitat vorgelegen haben durften. In einem Vo-
lumenbelastungsmodell durch aortocavalen Shunt bei Ratten entwickelten die Herzen
der weiblichen Ratten eine signifikante konzentrische Hypertrophie ohne Verschlechte-
rung der kardialen Funktion oder der myokardialen Compliance (Gardner JD, 2002).
Obwohl es bei dem DOCA+Salz-Modell zu einer Zunahme der Salz- und Wasserreten-
tion kam, sind die Volumen-bezogenen Effekte noch weitgehend ungeklart (Tietze J,
2006).

Mithilfe der zweidimensionalen transthorakalen Echokardiographie kénnen sowohl mor-
phologische Verénderungen des linken Ventrikels wie Kammergré3e, Wanddicken und
Masse als auch die Funktion nicht invasiv zuverlassig ermittelt werden (Collins KA,
2003). Nach der Auswertung der M-Mode-Bilder aller Tiere stellte sich eine signifikante
Hypertrophie des linken Ventrikels in Form eines signifikanten Anstiegs der
Septumdicke und der Hinterwand bei den mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin behan-
delten Tieren dar. Die starker ausgepragte Hypertrophieantwort bei den ménnlichen
DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren konnte auch durch das Ermitteln des
Hypertrophieindexes (HG/KG-Ratio) und die Messung der
Kardiomyozytenquerschnittsflache bestétigt werden. Klinisch besteht eine gute Korrela-
tion zwischen der mittels Echokardiographie bestimmten linksventrikularen Masse und
dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse (Schillaci G, 1996), so dass die hier gezeig-
ten Unterschiede des Surrogatparameters Myokardhypertrophie mit hoher Wahrschein-
lichkeit Ruckschlisse auf Unterschiede in der kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat

zulassen.

Ein Anstieg der beiden natriuretischen Peptide ANP und BNP ist in der Literatur in
Tiermodellen fur Herzinfarkt (Cameron VA, 2000), Herzversagen (Luchner A, 1998; Ta-
kahashi T, 1992) und Hypertrophie (Kawakami H, 1996) beschrieben. Aul3erdem treten
Veranderungen von ANP und BNP in Zusammenhang mit einer Aktivierung von NFAT
auf (Fiedler B, 2002). In den hier beschriebenen Experimenten zeigten sowohl mannli-
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che als auch weibliche DOCA+Salz+Hydralazin behandelte Mause einen Anstieg der
ANP-Werte nach sechs Wochen. Der Anstieg der Expression des BNP-Gens wurde in
einem DOCA-Salz-Volumenbelastungsmodell im hypertensiven Stadium beobachtet (de
Bold AJ, 1996). In unserem Modell wurde ein tendenzieller, aber statistisch nicht signifi-
kanter Anstieg der BNP-Werte bei den Mannchen auch im normotensiven Bereich beo-
bachtet. Dies konnte ein Hinweis auf eine ausgepragtere Neigung zur kardialen De-

kompensation bei mannlichen im Vergleich zu weiblichen Tieren sein.

Die durchgefihrten Experimente waren nicht darauf ausgerichtet, den relativen Beitrag
einzelner blutdruckunabhangiger hypertropher Stimuli wie beispielsweise der unter-
schiedlichen neuroendokrinen Achsen auf die Aktivierung von Calcineurin und der
downstream gelegenen Signaltransduktionswege zu untersuchen. Sowohl die Aktivie-
rung adrenerger Rezeptoren durch den Sympathikus als auch Rezeptor-abhangige und
-unabhangige Mineralkortikoidwirkungen konvergieren auf Veranderungen im
Calciumhaushalt. Diese Tatsache unterstreicht die Bedeutung der Hauptbeobachtung
dieser Arbeit, ndmlich eine bisher unbekannte geschlechtsspezifische Aktivierung des
Calcineurinsignalweges in der Myokardhypertrophie, die wahrscheinlich blutdruckunab-
hangig erfolgt. Die erhobenen Befunde starken die Hypothese, dass durch Calcineurin
Signalwege kontrolliert werden, die bei pathologischen Hypertrophieformen, aber nicht
bei der physiologischen Adaptation von Bedeutung sind (Wilkins BJ, 2004). Da die di-
rekte Messung der Calcineurinaktivitat Gber die Messung der Phosphataseaktivitat
durch Hintergrundaktivitdt anderer Phosphatasen des Herzens oft verfalscht wird
(Bueno OF, 2002), wurde stattdessen der Gehalt an phosphoryliertem NFAT Uber We-
stern-Blot-Analysen gemessen. Zahlreiche Studien sowohl in transgenen Tieren als
auch in Druckbelastungsmodellen haben die zentrale Rolle des Calcineurin/NFAT-
Signaltransduktionswegs fur die kardiale Hypertrophieentstehung belegt (van Empel
VP, 2004). Die konstitutive Aktivierung von Calcineurin in den Herzen von transgenen
Mausen ist ausreichend, um eine massive kardiale Vergrof3erung und ein Herzversagen
auszulésen (Molkentin JD, 1998). In Tiermodellen fir linksventrikulares Remodeling
nach einem Myokardinfarkt fuhrte die Inhibition von Calcineurin durch MCIP1-
Uberexpression zur Unterbindung der hypertrophen Antwort (van Rooij E, 2004). Auch
die Rolle des Calcineurin-Signaltransduktionswegs in blutdruckunabhangigen Formen
der Hypertrophie und bei geschlechtsspezifischen Unterschieden ist noch weitgehend
unbekannt. Pedram et al. fanden, dass Ostradiol die durch Agonisten induzierte Myo-

kardhypertrophie durch die Hochregulierung von MCIP1 und die nachfolgende Unter-
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drickung der Calcineurinaktivitat limitiert (Pedram A, 2005). Diese Wirkung von
Ostradiol erklart moglicherweise den milder ausgepragten hypertrophen Phanotyp, der

bei den Weibchen beobachtet wurde.

Sowohl im Herz- als auch im Nierengewebe der weiblichen DOCA+Salz+Hydralazin
behandelten Tiere waren im Vergleich zu ihren Uni-Nx+Salz-Kontrollen und auch zu
den DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Mannchen signifikant mehr proliferierende,
Ki67-positive Zellen zu finden, was moglicherweise auf eine bessere Regeneration oder
Wundheilung der weiblichen Tiere hindeuten kann. Lange wurde angenommen, dass
das Herz sich nicht regenerieren kann, weil die Kardiomyozyten nach der Geburt ihre
Teilungsfahigkeit verlieren. Anversa und seine Kollegen konnten durch das Bestimmen
von Ki67, ein in allen Zellkernen sich teilender Kardiomyozyten vorkommendes Protein,
widerlegen. Ki67 wird in allen Phasen des Zellzyklusses exprimiert und ist somit ein
strenger Indikator fur Zellteilung (Anversa P, 1997). In der Niere kdnnte die Zunahme
von Ki67 bei den weiblichen Mausen dem Verlust von Tubulsepithelzellen durch die
Proliferation benachbarter Zellen und somit der Vermeidung der Entstehung von

Fibrose hinweisen.

Endorganschaden wie die hier beschriebenen renalen und kardialen Veranderungen
stehen moglicherweise mit Rezeptor-abhéngigen und Rezeptor-unabhéangigen
Mineralkortikoideffekten in Zusammenhang. Mineralkortikoide férdern die Entwicklung
der kardialen Hypertrophie in normotensiven 1-Renin-Gen-Mausen teilweise durch die
Aktivierung des Angiotensin Il Typ 1 Rezeptors (Wang Q, 2002). Die Herzen und Nieren
der weiblichen Méause zeigten Zeichen von Adaptation und Hypertrophie sowohl in Her-
zen als auch in Nieren als Antwort auf den Mineralkortikoidexzess. Der
Calcineurinsignalweg vermittelt neben der hypertrophen Antwort auch die MCP-1-
Expression in glatten GefalBmuskelzellen und férdert so die Inflammation in den Gefa-
Ren (Behr TM, 2000). MCP-1 koordiniert Abwehrmechanismen des Immunsystems,
indem es unter anderem Monozyten an den Ort der Infektion rekrutiert und die Differen-
zierung von T-Lymphozyten reguliert (Fuentes ME, 1995; Rollins BJ, 1996). Es wurde
eine hohere MCP-1 Expression sowohl in Herzen als auch Nieren der Mannchen, was
mit der héheren Calcineurinaktivitat in den Herzen dieser Tiere zusammenhangen kann,
beobachtet. Diese Befunde stimmen mit der von Behr et al. berichteten Uberexpression
von MCP-1 in Kardiomyozyten von Ratten, bei denen ein Herzversagen durch chroni-
sche Volumenbelastung induziert wurde (Behr TM, 2000), Gberein.
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In hypertrophierten Kardiomyozyten wird die Bildung von TGF-3 induziert (Ruwhof C,
2000), welches als Fibrosierung des Myokards den Hauptgrund fiur die kardiale Dys-
funktion darstellt. Es wird angenommen, dass Wachstumsfaktoren wie Angiotensin Il
und TGF-B verstarkt im Zusammenhang mit myokardialem Stress, ungunstigem
myokardialem Wachstum und Fibrose stehen (Dixon J, 1997). Aldosteron ist durch
multiple Mechanismen an der Induktion von kardialer Fibrose beteiligt (Young MC,
2007). Brooks et al. fanden heraus, dass die Herzen TGF-B1-heterozygot mutierter
Mause weniger Fibrose und somit eine bessere Compliance und verminderte

myokardiale Steifigkeit im Vergleich zu Kontrollgruppen entwickelten.

Infolge der chronischen Druckiberlastung bei Klappenfehlern kommt es im Myokard
ebenfalls zum Remodeling mit Fibrosierung im Interstitium (Weber KT, 2000). Es kann
also davon ausgegangen werden, dass TGF-R ein wichtiger Mediator des ,cardiac
remodelling“ ist. Brilla et al. zeigten, dass die Fibroblastenaktivitat im Herz fir die Ak-

kumulation der Kollagentypen | und Il verantwortlich ist.

Der in dieser Arbeit beschriebene Anstieg der TGF-3-Genexpression steht in Verbin-
dung mit der durch Fibrose charakterisierten maladaptiven Hypertrophieantwort in

mannlichen DOCA+Salz+Hydralazin behandelten Tieren.

Die Befunde von Pearlman und Mundhenke, die bei Hypertrophie durch Dauerbela-
stung eine starke Erh6hung von Kollagen Typ | fanden, lieBen sich in den hier durchge-
fuhrten Experimenten nicht bestatigen (Pearlman ES, 1981; Mundhenke M, 2002). In
dem hier beschriebenen Modell konnte keine Veranderung in der Genexpression von
Kollagen Typ | in Herzen und Nieren beider Geschlechter festgestellt werden. Der An-
stieg der TGF-3-Expression und die Veranderungen im Kollagengehalt sowohl im Her-
zen als auch in den Nieren kdonnen nicht direkt durch die Aktivierung des Calcineurin-
Pfades erklart werden. Sie stehen mdglicherweise in Zusammenhang mit einem unter-
schiedlichen Ansprechen auf genomische und nicht genomische

Mineralkortikoideffekte.

Der Verlust an renaler Masse durch eine Nephrektomie hat eine Volumenzunahme der
zurtckbleibenden Niere zur Folge. Dies ist Ausdruck einer renalen Kompensation, die
nicht durch eine Zunahme an Nephronen in der verbliebenen Niere geleistet wird, son-
dern Uber eine verstarkte Filtrationsleistung der vorhandenen Glomerula. Da ge-

schlechts- und altersabhéngige Mechanismen in diesen Prozess involviert sind, kbnnen
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Art und Ausmal’d der kompensatorischen renalen Grof3enzunahme variieren (Mulroney
SE, 1999).

Aldosteron kann die Calcineurinaktivitat in den kortikalen Sammelrohren von Rattennie-
ren durch nicht genomische Effekte stimulieren (Tumlin JA, 1997). Ahnliche Effekte
kénnen an der Vergroéf3erung der distalen Tubulusdurchmesser, die wir bei den méannli-
chen Mausen nach DOCA+Salz+Hydralazin Behandlung beobachtet haben, beteiligt
sein. Die Tubulusdilatation ist wahrscheinlich zusammen mit dem beschriebenen
proinflammatorischen Zeichen Bestandteil eines tubulointerstistiellen Remodelings, was
ein zuverlassiger Marker fur die Schwere eines progressiven renalen Schadens ist (Gil-
bert NE, 1999). Anderson et al. wiesen bereits 1986 darauf hin, dass eine alleinige
Blutdrucksenkung mit Hydralazin, Hydrochlorothiazid und Reserpin nicht ausreicht, um
im Rattenmodell vor einer Bluthochdruck-getriggerten fortschreitenden Nierenerkran-
kung zu schitzen (Anderson S, 1986). Die beobachtete Tubulusdilatation in ménnlichen
Mausen spricht fir Unterschiede in der Aldosteron-Sensitivitdt des distalen Nephrons.

Zur Klarung dieser Frage sind jedoch weitergehende Untersuchungen erforderlich.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein tierexperimentelles Modell etabliert, welches die
Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Entwicklung des durch ei-
nen Mineralkortikoidexzess in Kombination mit Salzbelastung induzierten kardiorenalen
Schadens in mannlichen und weiblichen Méausen in Blutdruck unabhéangiger Art und
Weise erlaubt. Es zeigte sich trotz vergleichbarer Blutdruckwerte eine bei mannlichen
Tieren starker ausgepragte linksventrikulare Hypertrophie, die mit einer im Vergleich zu
weiblichen Mausen starkeren Aktivierung des Calcineurin-NFAT-
Signaltransduktionsweges im Herzen einherging. Dies stitzt die These, dass dieser
Pathway insbesondere bei der maladaptiven Myokardhypertrophie auf pathologische
Stimuli, die durch Fibrosierung, zunehmende Dilatation und schlie3lich progredientem
Funktionsverlust gekennzeichnet ist, von Bedeutung ist. Auch bei den renalen Verande-
rungen zeigten die mannlichen Tiere eine starkere distaltubulare Dilatation und Gro-
Benzunahme, was auf Geschlechtsunterschiede im  Ansprechen dieses
Nephronabschnitts auf Mineralkortikoide hinweist. In beiden Organsystemen zeigten die
Weibchen eine geringere proinflammatorische und profibrotische Antwort, die sich in
niedrigeren TGFB- und Kollagen IlI-Expressionsraten zeigte, was zusammen mit einer
starkeren proliferativen Aktivitat der funktionstragenden Organzellen auf eine bessere
kardiorenale Adaptationsfahigkeit hinweist. Dies lasst erwarten, dass der Funktionsver-

lust der betroffenen Organe spater einsetzt als bei den Mannchen.

Weitere Arbeiten an Ostrogen- und Androgenrezeptor Knockout-Mausen sind erforder-
lich, um die relative Bedeutung der unterschiedlichen Rezeptoren der Geschlechtshor-
mone fur die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede zu erklaren. Die dar-
gestellten Ergebnisse legen nahe, dass es nicht nur je nach Art des Hypertrophie indu-
zierenden Stimulus wie pathologischer versus physiologischer Stimulus oder
Mineralkortikoidexzess versus Druckbelastung sondern auch in Abh&ngigkeit des Ge-
schlechts zu einer komplexen differenziellen Steuerung der Signaltransduktion kommt.
Dies macht deutlich, dass das Ziel einer individualisierten Therapie von Patienten auch
diese Faktoren beriicksichtigen muss, und zeigt gleichzeitig mdgliche Angriffspunkte fir
eine derartige Therapie auf. Einige der betreffenden Signaltransduktionswege werden
namlich durch Substanzen beeinflusst, die bereits in der Klinik bei unterschiedlichen
Patientenkollektiven verwendet werden. Hierzu gehéren beispielsweise die

Calcineurininhibitoren, die heutzutage wegen der durch sie vermittelten Hemmung der
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T-Zell-Aktivierung die Basis der Immunsuppression bei Patienten nach Nierentransplan-
tation bilden. Dieses Patientenkollektiv weist h&ufig eine linksventrikulare Hypertrophie
auf, die an der hohen kardiovaskularen Mortalitat dieser Patientengruppe maf3geblich
beteiligt ist, so dass eine geschlechtsspezifische Interaktion von Calcineurininhibitoren
mit pro-hypertrophen Signaltransduktionswegen im Herzen unmittelbare klinische Be-

deutung hat.
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7.1 Abkirzungen und Symbole

Ak Antikorper
ANP atrial natriuretic peptid
BNP brain natriuretic peptid
BSA Bovines Serum Albumin
BPM beats per minutes
Ca? Calzium
°C Grad Celsius
CaM Calmodulin
CaN Calcineurin
cDNA komplementare DNA
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
d diastole
dDNA Desoxyribonukleinsaure
DNAse Desoxyribonuklease
DOCA Desoxycorticosterone acetat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure
EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsaure
et al. et alii, und andere
EtBr Ethidiumbromid
EtOH Ethanol
Fa. Firma

Gramm
h Stunden

HE Hamatoxylin Eosin
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HG
HR
IVS
kb
kDa
KG
Ki-67

LVID
LVPW

MAD
MCP-1
MCIP1
min

mi

mM
MRNA

NaCl
NFAT
NG

0.g.

PAS
PCR

pH

RNA

RT
RT-PCR
rpm
RWT

S
SDS-PAGE

Herzgewicht

Herzfrequenz

intrarventricular septum thickness
Kilobasen

Kilo Dalton

Korpergewicht

Ki= Kiel, Ki-67 Antigen

Liter

left ventricular diameter

left ventricular posterior wall thickness
Meter

Molar

mittlerer arterieller Druck
Monocyte Chemoattractant Protein-1
modulatory calcineurin interacting protein
Minute

Mililiter

Milimolar

messenger Ribonukleinsaure

10

Natriumchlorid

Nuklear Factor of Activated T cells
Nierengewicht

oben genannten

periodic acid shiff

Polymerase Chain Reaction
pH-Wert

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaktion

round per minute
relative Wanddicke

systole

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Elektrophoresis
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Sec Sekunden

Tab. Tabelle

TBS tris buffered saline

TGF-31 transforming growth factor —31
Uni-Nx uninephrektomiert

uv Ultraviolettes Licht

Vs. versus

Vol. Volumen

M 10®

10 x konz. zehnfach konzentriert
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