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1 Einleitung

Fehlregulationen des arteriellen Blutdrucks und die daraus resultierenden kardiovaskuldren
Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall sind noch vor den Krebserkrankungen die
héufigste Todesursache in den Industrienationen. Nach Schétzungen der Weltgesundheitsor-
ganisation (WHO) wird ihre Bedeutung fiir die weltweite Morbiditét und Mortalitét in den
néchsten 25 Jahren noch deutlich zunehmen.

Trotz intensiver Forschung sind die funktionellen Mechanismen, die zur Entstehung des
arteriellen Bluthochdrucks fithren, noch immer unzureichend verstanden. So wird bei {iber
90 % aller Hypertonie-Patienten die sogenannte primére oder essentielle Hypertonie unbe-
kannter Atiologie diagnostiziert.

Bei der essentiellen arteriellen Hypertonie handelt es sich um ein multifaktorielles und
heterogenes Krankheitsbild, dem nach derzeitigem Kenntnisstand sowohl Umweltfaktoren,
als auch genetische Determinanten zugrunde liegen [Rosskopf et al., 2007]. Im Gegensatz
zu den wenigen monogenetisch bedingten Hypertonieformen, wie dem spéter beschriebenen
Liddle‘s Syndrom, sind bei der essentiellen Hypertonie die Effekte der einzelnen beteiligten
Gene gering, und erst eine Interaktion von multiplen Genen mit blutdruckregulierenden
Eigenschaften fiihrt zu einer Manifestation der Erkrankung [Timberlake et al., 2001].

Der Einsatz genetischer Methoden hat ganz neue Moglichkeiten fiir die Analyse von Fak-
toren, die an der Entwicklung einer Hypertonie beteiligt sind, eroffnet. So ermdglicht es
die gezielte Ausschaltung oder Modifikation identifizierter beteiligter Gene, primére physio-
logische Mechanismen auch in vivo zu charakterisieren [Budack, 2004]. Die Untersuchun-
gen seltener monokausaler erblicher Formen von arterieller Hypertonie, bei denen Muta-
tionen einzelner Gene mit groflen Effekten auf den Blutdruck einhergehen, haben wichtige
neue Einblicke in grundlegende Wege der Blutdruckregulation beim Menschen aufgezeigt
[Lifton et al., 2001].

Klinische und experimentelle Studien konnten eine dominante Rolle der Niere bei der
langfristigen Blutdruck-Regulation aufzeigen [Cowley und Roman, 1996]. Die Na®- und
Wasserexkretion {iber die Niere steht in einem engen Zusammenhang mit der Aufrecht-
erhaltung des arteriellen Drucks im Organismus [Guyton, 1991b]. Damit scheint das renale
Regulationssystem fiir den Salz- und Wasserhaushalt in herausragender Weise in die Genese
der Bluthochdruckerkrankungen involviert zu sein [Guyton, 1991a].

In den letzten Jahren konnten im Rahmen von experimentellen Untersuchungen an Tier-
modellen und klinischen Studien viele Erkenntnisse gewonnen und wichtige renale Targets fiir
die Aufrechterhaltung der Na*- und Wasserhomdostase identifiziert werden. Als ein zentra-
ler Faktor konnte der Amilorid-sensitive epitheliale Na™-Kanal (ENaC) identifiziert werden.
Dieser Kanal wurde unter anderen in Aldosteron-empfindlichen Epithelzellen von Kolon und
Niere nachgewiesen, wo er eine Schliisselposition bei der Kontrolle der Nat-Balance, des

Blutvolumens und des Blutdrucks inne hat [Rossier et al., 2002]. Eine monogenetische Er-



krankung, die zu einer Fehlregulation des ENaC fiihrt und deren Folge eine salzsensitive Hy-
pertonie ist, ist das Liddle‘s Syndrom [Liddle GW, 1963]. Schon 1994 konnte nachgewiesen
werden, dass durch eine gain-of-function Mutation in der - bzw. v— Untereinheit des ENaC
das Krankheitsbild des Liddle‘s Syndroms ausgelost wird [Shimkets et al., 1994]. Um die Ei-
genschaften und die Folgen von Mutationen dieses Kanals in vivo zu untersuchen, schuf die
Arbeitsgruppe um Bernhard C. Rossier 1999 ein Mausmodell mit einer gain-of-function Mu-
tation durch die Einfiigung eines Stoppcodons (R566) auf Position 639 der -Untereinheit
des ENaC (Liddle-Mausmutante). Die Untersuchungen zeigten, dass unter hoher Salzdi&t
der Phénotyp des Liddle’s Syndroms induziert werden kann, wobei die heterozygoten Tie-
re einen leichteren, geringer ausgepriagten Phéanotyp aufweisen. Die Tiere entwickeln unter
einer vermehrten Salzzufuhr einen Bluthochdruck, eine Normo- oder Hypokalidmie und ei-
ne metabolische Alkalose. Die Plasmaaldosteron- und Plasmareninkonzentrationen sind bei
diesen Tieren vermindert [Pradervand et al., 1999]. Aufgrund dieser Symptome wurde der
Ausdruck des Pseudohyperaldosteronismus (PHA) geprégt, da die Tiere zwar eine erniedrig-
te Plasmaaldosteronkonzentration aufweisen, die genannten Verdnderungen jedoch in dieser
Kombination durch einen Hyperaldosteronismus ausgelost werden konnen.

Auch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist von zentraler Bedeutung fiir
die mittel- bis langfristige Regulation des arteriellen Blutdrucks und fiir die Homdoostase des
Wasser- und Elektrolythaushaltes. Neben der Hypertonie-fordernden Wirkung von Angio-
tensin ist auch eine gesteigerte Aldosteronsekretion, einhergehend mit erhohten Aldosteron-
plasmakonzentrationen, schon lange als Ursache fiir einen Hypertonus bekannt.

Mé&use mit einer homozygot vorliegenden genetischen Deaktivierung der S1-Untereinheit
des Ca*"-aktivierten Kaliumkanals (Slobeta-Maus oder BK31 d/d) weisen einen signifikant
erhohten systemischen Blutdruck auf [Pluger et al., 2000]. Auflerdem konnte bei den homo-
zygoten BK/31 Knockout Méausen (d/d) ein erhohter arterieller Tonus in isolierten Geféfien
nachgewiesen werden, welcher zudem mit einer verminderten Ca®"-Sensitivitit der BK-
Kanile und einer gestérten Kopplung von Ca®*-Sparks' und STOC’s (spontane transiente
Auswirtsstrome) vergesellschaftet ist [Brenner et al., 2000b] & [Pluger et al., 2000].

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde zunéchst davon ausgegangen, dafl die arterielle Hyper-
tonie der homozygoten BK31 Knockout Mause (d/d) eine direkte Folge des erhthten myoge-
nen Tonus in den arteriellen Widerstandsgefiafien ist [Standen, 2000], [Patterson et al., 2002]
& [Kotlikoff und Hall, 2003]. Ein solcher Mechanismus wére von groBtem wissenschaftlichen
und medizinischen Interesse, da es sich hierbei erstmalig um den Nachweis einer monoge-
netischen Hypertonie nicht-renalen Ursprungs handeln wiirde [Budack, 2004]. Da die BKA1
Knockout Méuse (d/d) aber auflerdem signifikant erhohte Plasmaaldosteronkonzentrationen
aufweisen [Budack, 2004], deren Ursache noch nicht hinlénglich geklért ist, geht man zur
Zeit davon aus, dafl der Hypertonus zu einem grofien Teil durch den erhéhten Plasmaaldos-

teronspiegel hervorgerufen wird [Grimm et al., 2009] .

Ispontane, lokal begrenzte Ca®T-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum [Nelson et al., 1995]



Um einen tieferen Einblick in die Atiologie der essentiellen Hypertonie zu gewinnen,
ist es, im Hinblick auf die multifaktorielle Genese, von grolem Interesse, wie sich die beiden
beschriebenen wichtigen Systeme fiir die Blutdruckregulation bei der Entstehung von Hyper-
tonien beeinflussen. So bietet ein kombiniertes Mausmodell aus den BK 51 Knockout Méusen
und den Liddle-Méusen (Liddle x Slobeta Maus) eine Moglichkeit, die Interaktion zwischen
zwel wichtigen Faktoren der Blutdruckregulation (Niere und RAAS) zu untersuchen und
mogliche Gen-Dosis-Effekte nachzuweisen. Da die einzelnen genetischen Verdnderungen bei
heterozygotem Auftreten im Tiermodell unter physiologischen Haltungsbedingungen keinen
Bluthochdruck verursachen, soll die vorliegende Arbeit kldren, ob bei gleichzeitigem Autf-
treten der Mutationen im heterozygoten Genotyp durch Interaktionen im Phénotyp eine
Hypertonie verursacht wird und ob die Blutdruckregulation Unterschiede aufweist.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Phénotypisierung der heterozygoten Doppel-
mutante (+/L 4/d) zu erstellen, welche durch Kreuzung der beiden Mauslinien mit den
beschriebenen Defekten entstanden ist . Es soll untersucht werden, inwieweit genetische De-
fekte der oben beschriebenen Mechanismen Einfluss auf die Blutdruckregulation haben. Mit
Hilfe von hdmodynamischen Messungen soll festgestellt werden, welche Auswirkungen die
beschriebenen Defekte in heterozygoter Auspriagung allein und in Kombination miteinan-
der auf den Blutdruck und die Herzfrequenz haben. Auflerdem sollen durch Bestimmung
der Plasmaspiegel von Aldosteron Anhaltspunkte iiber die Aktivitidt des RAAS unter dem
Einfluss der beiden genetischen Defekte allein und in Kombination gewonnen werden. Die
Analyse der Plasmakonzentration der wichtigsten Elektrolyte soll Hinweise darauf geben, ob
bei der heterozygoten Doppelmutante (4/L +/d) pathophysiologische Verianderungen des
Salz- und Wasserhaushaltes vorliegen.

Die Rolle einer alimentiren Salzbelastung fiir die physiologische und pathophysiologische
Bedeutung der Interaktion von BK-Kanal und ENaC bei der Blutdruckregulation im intakten
Organismus ist noch vollig ungeklért, so dafl haimodynamische Messungen, sowie Stoffwech-
selbilanzierungen unter verschiedenen Salzdidten eine interessante Moglichkeit darstellen,
den Einfluss dieses exogenen Faktors zu untersuchen. Deshalb liegt ein weiterer Schwer-
punkt der Arbeit in der Untersuchung des Einflusses einer unterschiedlichen Salzbelastung
auf den Phénotyp der doppelheterozygoten Mausmutante (+/L +/d). Unter verschiede-
nen Salzdidten werden Ein- und Ausfuhrbilanzierungen vorgenommen und mit Hilfe eines
telemetrischen Messverfahrens soll der Blutdruck iiber einen léngeren Zeitraum, der unter-
schiedliche Salzdidten fiir die Tiere umfasst, untersucht werden. Neben der Messung der
hiémodynamischen Parameter und der Aktivitdt unter den jeweiligen Diéten soll ein be-
sonderes Augenmerk auf die Ubergangszeiten (Transienten) withrend der Diitumstellungen

gerichtet werden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Blutdruckregulation

Als Blutdruck oder Gefadruck bezeichnet man den Druck, der durch den Herzschlag und den
damit verbundenen Transport des Blutes in den Geféflen des Korper- und Lungenkreislau-
fes entsteht. Er wird in Millimeter Quecksilbersidule (mmHg) oder auch in Kilopascal (kPa)
angegeben. 1 mmHg entspricht in etwa 133 Pa. Er ist die treibende Kraft fiir die Blutzirku-
lation und abhéngig von der aktiven Spannung der Gefée (Gefifitonus) und der Elastizitét
der Gefafiwand, die gemeinsam den totalen peripheren Widerstand (TPR) darstellen, sowie
vom Herzminutenvolumen.

Das Herzminutenvolumen, oder auch Herzzeitvolumen (HZV) bezeichnet das Blutvolu-
men, welches in einer Minute vom linken Ventrikel der Herzens ausgeworfen und als Funk-
tion aus Herzfrequenz und Schlagvolumen berechnet wird. Unter dem mittleren arteriellen
Blutdruck (MAD), der auch in der vorliegenden Arbeit bei den Blutdruckmessungen er-
mittelt wird, versteht man den durchschnittlichen, unabhéngig von den systolischen und
diastolischen Schwankungen bestehenden Blutdruck. Er stellt den im arteriellen System auf
Herzhohe gegen den Atmosphérendruck gemessenen Druck dar und wird als Produkt des
HZV und des TPR zuziiglich des zentral ventsen Drucks (ZVD) definiert. In den herzna-
hen Arterien ist er nahezu identisch mit dem arithmetischen Mittel des systolischen und
diastolischen Blutdruckes, in den herzfernen Arterien liegt er etwas niedriger.

Die Regulation des Kreislaufes dient der addquaten Blutversorgung der peripheren Ge-
webe und der Aufrechterhaltung des MAD sowie der stédndigen Anpassung an den aktuellen
Bedarf. Die Regelung des Blutdrucks erfolgt durch Anderung des peripheren Widerstands
mittels Vasodilatation bzw. Vasokonstriktion der Widerstandsgeféfie oder durch Verédnderung
des HZV [Klinke und Silbernagl, 2003]. Zu diesem Zweck wirken viele Regulationssysteme,
die humorale, neuronale und metabolische Komponenten einschliefen, in einem komplexen
ProzeB zusammen [Guyton, 1991b], [Cowley, 1992] & [Persson, 1996]. Sie lassen sich nach
der zeitlichen Abfolge ihres Wirksamwerdens in kurzfristige, mittelfristige und langfristige
Mechanismen einteilen.

Kurzfristig wird der arterielle Blutdruck hauptséchlich iiber neurohumorale Reflexe re-
guliert, die eine rasche Anpassung an einen verdnderten Durchblutungsbedarf ermoglichen,
indem sie die Herztéatigkeit und den Gefafitonus beeinflussen. Diese Reflexbogen nehmen ihr-
en Ausgang von verschiedenen Messfiithlern, von denen die arteriellen Pressorezeptoren im
Aortenbogen und im Bereich des Karotissinus eine besonders wichtige Rolle spielen. Diese
Dehnungsrezeptoren detektieren den absoluten Blutdruck sowie Schwankungen des syste-
mischen Blutdrucks, der Herzfrequenz und die Geschwindigkeit der Druckdnderung anhand
einer veranderten Wandspannung und senden iiber Afferenzen des N. glossopharyngeus bzw.

des N. vagus Signale in Form eines pulssynchronen Druckmusters zu Hirnnervenkernen in der
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dorsalen Medulla oblongata?. Uber efferente sympathische Nervenbahnen erfolgt eine Regu-
lation der Herzfrequenz, der Kontraktilitdt des Herzens und des TPR, wohingegen parasym-
pathische Efferenzen ausschliefllich eine negativ chronotrope, also eine frequenzmindernde
Wirkung auf das Herz ausiiben. Aufgrund dieser Mechanismen werden Schwankungen des
MAD innerhalb von Sekunden abgepuffert [Timmers et al., 2003].

In Experimenten an verschiedenen Saugetierspezies konnte gezeigt werden, dafl durch
Denervierung der Pressorezeptoren einerseits erhebliche Schwankungen des arteriellen
Blutdruckes auftraten [Cowley et al., 1973], sowie andererseits eine Hypertonie indu-
ziert wurde, die jedoch innerhalb von ein bis zwei Wochen wieder kompensiert wurde
[Cowley et al., 1973], [Ito und Scher, 1978] & [Shade et al., 1990]. Diese Normalisierung des
Blutdrucks wurde durch andere, verzégert wirkende Kontrollmechanismen ausgelost.

An der mittelfristigen Regulation des Blutdrucks sind hauptséchlich hormonelle Systeme,
wie das Antidiuretische Hormon (ADH) und das atriale natriuretische Peptid (ANP) sowie
vor allem das RAAS beteiligt, welches bereits wenige Minuten nach einem Blutdruckabfall
eine periphere Vasokonstriktion bewirkt und zu den wichtigsten Regulationsmechanismen
des Blutdrucks zahlt [Cowley, 1992].

Die mittel- bis langfristige Blutdruckregulation héngt im Weiteren eng mit
Verdnderungen des extrazelluldren Volumens zusammen, wobei zur langfristigen Einstel-
lung des arteriellen Blutdruckes vor allem die Steuerung des Salz- und Wasserhaushal-
tes an Bedeutung gewinnt. In diesen Zusammenhang gehort die Regulation der Na™- und
Fliissigkeitsabsorption und —exkretion durch z.B. die Hormone ADH und Aldosteron.

Im Zentrum der langfristigen Regelung des Blutdruckes steht die Niere
[Cowley und Roman, 1996], da sie iiber die Ausscheidung von Fliissigkeit und FElek-
trolyten auf das extrazellulare Volumen und damit das zirkulierende Blutvolumen einwirkt.
Dies geschieht auf der einen Seite durch die Beeinflussung der Nierenfunktion durch den
arteriellen Blutdruck selbst (Druckdiurese) und auf der anderen Seite, indem die Niere unter
anderem das Zielorgan fiir die oben genannten Hormone, sowie fiir sympathische Signale
darstellt.

Auch das RAAS, welches im juxtaglomerulédren Apparat der Niere seinen Ursprung hat,
iibt seine Wirkung auf das renale System aus. Da das RAAS eine entscheidende Rolle bei der
Generierung einer eventuell vorliegenden Hypertonie in der hier untersuchten doppelhetero-
zygoten Mausmutante (4/L +/d) spielen soll, wird auf diesen Mechanismus im folgenden

Abschnitt néher eingegangen.

Zsogenanntes verlingertes Riickenmark, zum Hirnstamm und damit zum zentralen Nervensystem
gehorend. Hier werden Erhaltungs- und Schutzreaktionen, wie Kreislauf, Atmung und der Schluckakt beein-
flusst.
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2.1.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das enzymatisch und hormonell seine Wirkung ausiibende RAAS ist ein komplexes, kaska-
denartiges Regulationssystem des Korpers, welches von herausragender Bedeutung fiir die
Aufrechterhaltung bzw. Normalisierung von Plasmavolumen, Plasmaosmolaritdt und Blut-
druck ist. Es spielt damit eine zentrale Rolle in der mittel- bis langfristigen Regulation
des arteriellen Blutdruckes. Die Zielrezeptoren dieses Systems werden nahezu ubiquitédr im
Organismus exprimiert; ein Umstand, der die systemische Wirksamkeit des RAAS und des-
sen Beteiligung an zahlreichen physiologischen Funktionen unterstreicht. Die Aktivierung
des RAAS erfolgt iiber das in den juxtaglomeruldren Epitheloidzellen synthetisierte Renin.
Diese granulierten Zellen befinden sich in der Tunica media der periglomeruldren Arterio-
len [Taugner et al., 1984] & [Barajas, 1979]. Stimuliert wird die Sekretion von Renin aus den
Epitheloidzellen unter anderem durch jede Form der renalen Minderdurchblutung und damit
einhergehendem sinkenden Perfusionsdruck in der Niere [Finke et al., 1983] und unterliegt
dem sogenannten Macula densa-Mechanismus, sowie neuronalen, myogenen und endokrinen
Steuerungsmechanismen.

Die Macula densa stellt eine Ansammlung von wenigen hochprismatischen, schmalen
Epithelzellen in der Wand des geraden aufsteigenden Teils (Pars recta) des distalen Tubulus
dar, die dem afferenten Blutgefafl des Nierenkorperchens anliegen. Dieser Chemorezeptor
misst iiber einen, durch Furosemid® hemmbaren, Nat-K-2C1~-Cotransporter, der auch im
wasserundurchléssigen dicken aufsteigenden Teil der Henleschen Schleife vorhanden ist, die
tubuldre lonenkonzentration [Lapointe et al., 1990], insbesondere die C1~Konzentration, so-
wie die intraluminale Flussrate im distalen Tubulus. Dabei wird die ionale Zusammensetzung
der tubuléren Fliissigkeit als ein Indikator fiir die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) genutzt.
Eine hohe Cl™-Konzentration spricht fiir eine gesteigerte GFR, in dessen Folge es zu einer
Vasokonstriktion der Vas afferens kommt. Dadurch wird die GFR gedrosselt (tubuloglome-
ruldrer Feedback). Ist die Ionenkonzentration niedrig, der Harn also hypoosmolar, fiihrt dies
zu einer Reninausschiittung und damit zu einer Initiierung des RAAS.

Weiterhin stellt das sympathische Nervensystem einen wichtigen extrarenalen Kontroll-
faktor fiir die Reninsekretion dar. Dazu dienen sympathische Nervenendigungen, die in re-
lativ hoher Dichte an den juxtaglomeruldren Zellen im Bereich des glomeruldren Gefafipols
vorkommen. Uber fl-adrenerge Rezeptoren stimuliert das Katecholamin Noradrenalin das
Enzym Adenylatcyclase. Das dadurch intrazellular gebildete zyklische Adenosinmonophos-
phat (cAMP) regt dann die Renin-Sekretion [Hackenthal et al., 1990] an. Weitere Wech-
selwirkungen zwischen dem Sympathikus und dem RAAS werden iiber das am Ende der
Kaskade stehende Angiotensin II (ANG II), hervorgerufen. ANG II iibt unter anderem iiber
die Freisetzung von Noradrenalin einen aktivierenden Effekt auf das sympathische Nerven-

system aus.

3Schleifendiuretikum, fithrt iiber die Hemmung des Nat-K*-2Cl™-Cotransporters zur Ausscheidung
grofler Mengen Gewebefliissigkeit

13



Die Hypothese, daf3 die Reninsekretion auch einer myogenen Steuerung unterliegt, ba-
siert auf der Theorie, dafl Drucksensoren die Reninsekretion aus den juxtaglomerulédren Zellen
beeinflussen [Blaine et al., 1984]. Dieser auch als intrarenaler Barorezeptorreflex bezeichnete
Mechanismus stellt eine konstante glomerulédre Filtration sicher, auch wenn der Perfusi-
onsdruck in der Niere abféllt. Ein Absinken des Blutdruckes fithrt zu einer reflektorischen
Vasodilatation der proximalen Abschnitte der afferenten Arteriolen (Bayliss-Effekt) und da-
mit zu einer gesteigerten Perfusion des Glomerulums. Im Bereich der Renin-sezernierenden
Zellen fiihrt die Vasodilatation zu einer erhthten Ausschiittung von Renin.

Die Renin-Sekretion unterliegt auflerdem der Kontrolle durch humorale Fakto-
ren einschlieBlich ANG II , Stickoxid (NO), Endothelin®, und Steroidhormonen
[Taugner et al., 1984] & [Wagner et al., 1998|.

Das Renin ist ein zu den Endopeptidasen gehorendes Enzym mit einer Halbwertszeit von
etwa einer halben Stunde. Das humane Renin besteht aus 340 Aminoséuren (37-40 kDa). Es
wird als Préaprorenin synthetisiert und zu dem enzymatisch inaktiven Prorenin umgewandelt.
Dieses wird durch Abspaltung von 43 Aminosduren zum biologisch aktiven Renin, welches
dann gemeinsam mit der Vorstufe Prorenin in den Granula der Renin-freisetzenden Zellen
bis zur Ausschiittung gespeichert wird. Eine extrarenale Synthese erfolgt unter anderem im
Uterus, in der Leber und in den glatten Muskelzellen der Arterien.

Renin spaltet von dem in der Leber gebildeten a2-Globulin Angiotensinogen das Deka-
peptid Angiotensin I ab. Das hauptséchlich in den Endothelzellen der Lungengefiafie, der
renalen Arteriolen und glomeruldren Kapillaren [Taugner und Ganten, 1982] vorkommen-
de Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) spaltet am C-terminalen Ende des Angiotensin I,
die Aminoséduren Histidin und Leucin ab, wodurch das biologisch aktive Octapeptid ANG
IT entsteht. Das Peptidhormon ANG II selbst iibt mehrere Funktionen aus: es ist, neben
dem Endothelin eine der stédrksten vasokonstriktorisch wirksamen Substanzen im Organis-
mus. Die Wirkungen von ANG II werden iiber die G-Protein®-gekoppelten AT;- und AT,-
Rezeptoren und iiber einen AT,- Rezeptor vermittelt. Die Rezeptoren sind an der Plas-
mamembran von Zellen kardiovaskuldrer, endokriner und endothelialer Organe lokalisiert
[Kaschina und Unger, 2003]. Durch die Bindung an AT; -Rezeptoren an den Geféflen wirkt
ANG II iiberwiegend auf ein Gq® -oder G12 -Protein” und iibt so seine hauptsichliche blut-
drucksteigernde Wirkung aus. Uber den second messenger Inositoltrisphosphat (IP3) wird

dadurch Ca?' aus dem sarkoplasmatischen Reticulum der glatten Muskelzellen freigesetzt

4Stark vasokonstriktorisch wirkendes Peptidhormon, welches u.a. vom Endothel von BlutgefiBen gebildet
wird.

®Guaninnucleotid-bindendes Protein. G-Proteine sind einer der wichtigsten Signaltransduktoren zwischen
dem Rezeptor der Korperzelle und den untergeordneten Funktionseinheiten.

6Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins, welche entscheidend an vielen Signalkaskaden beteiligt
ist, indem es die Phospholipase C aktiviert, welche wiederum die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP3) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) katalysiert.

"Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins, welche in der Hauptsache im aktivierten Zustand Guano-
sindiphosphat (GDP) abdissoziieren lassen und Guanosintriphosphat (GTP) binden.
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Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Angiotensinogen (452 AS)

Juxtaglomeruldrer | 3, Rinimn | swewe l

Apparat Setzt frei
der Niere
Angiotensin I (10 AS)

ACE| ====-> J(

Angiotensin I (8 AS)

- L

Negative Rilckkoppelung

AT, AT,
Vasokonsirikiion Zelldifferenzierung
Aldosteronfreisetzung Proliferationshemmung
Negative Rilckkoppelung | Kardiale Kontraktilitat Blutdruckregulation

Catecholaminfreisetzung
Aufrechterhaliung der GFR
Steigerung der Na“-Resorption

Abbildung 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). AS: Aminoséure;
ACE: Angiotensin Converting Enzyme; AT;: Angiotensin-Rezeptor Typ 1; AT5: Angiotensin-
Rezeptor Typ 2; GFR: Glomerulédre Filtrationsrate

und somit eine Vasokonstriktion induziert. Auch in der Niere selbst bewirkt ANG II eine
Verengung der Gefiafle, wodurch die renale Durchblutung und die GFR negativ beeinflusst
werden. Eine chronische Stimulation des AT; -Rezeptors kann hingegen zellproliferierende
Effekte zur Folge haben und somit zum Beispiel zu einer Hypertrophie des Herzens fiithren.
Der ATs-Rezeptor ist fiir die fetale Entwicklung, die Zelldifferenzierung, die Apoptose und
Regeneration von Gewebe sowie die Blutdruckregulation wichtig [Carey et al., 1999].

Uber die Effekte des AT,- Rezeptors ist bislang wenig bekannt. Er wird in
den verschiedensten Geweben exprimiert. Bislang wird ihm eine Beteiligung an der
Kognition [Chai et al., 2004] und an der kardiovaskuldren Regulation zugesprochen
[Kerins et al., 1995].

Weiterhin aktiviert ANG II einen zum Kreislaufzentrum gehorenden Hirnnervenkern in
der Medulla oblongata. Dies fithrt sowohl zu einer zentral vermittelten Vasokonstriktion
als auch zu einer Steigerung der direkten Wirkung von ANG II. Auflerdem 16st ANG II
das Durstgefiihl durch eine stimulierende Wirkung im Hypothalamus aus und wirkt zudem
fordernd auf die Regulation des Salz-Appetits. In der Hypophyse stimuliert ANGII die Frei-
setzung von ADH und in der Nebennierenrinde (NNR) die Sekretion von Aldosteron aus der

Zona glomerulosa.
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2.1.1.1 Aldosteron

Aldosteron wurde erstmals im Jahr 1953 isoliert und als ,,amorphe, das Salz im Koérper re-
tinierende Substanz“ beschrieben [Simpson und Tait, 1953]. Es gehort zu den C21-Steroiden
und wird aufgrund seiner besonderen Wirkung auf den Elektrolythaushalt als Mineralokorti-
koid bezeichnet, obwohl es in hohen Konzentrationen auch glukokortikoide Effekte ausiiben
kann. Die Synthese erfolgt in der &ufleren Schicht der NNR, der Zona glomerulosa. Wie alle
Steroidhormone entstammt Aldosteron dem Cholesterol-Metabolismus.

Uber die Substrate Pregnenolon und Progesteron wird 11-Desoxykortikosteron gebildet,
aus welchem sowohl das Glukokortikoid Kortikosteron als auch Aldosteron entstehen konnen.
Entscheidend fiir die Differenzierung in Kortikosteron bzw. Aldosteron sind zwei Enzyme,
welche die letzten Syntheseschritte katalysieren und eine spezifische Lokalisation in der Ne-
benniere aufweisen. Die 115-Hydroxylase CYP11B1, die in Zellen der Zona fasciculata, der
mittleren Schicht der NNR, vorkommt, katalysiert die Synthese von Kortikosteron und ei-
nem weiteren Glukokortikoid, dem Kortisol. Die Aldosteronsynthase CYP11B2 wird nur
in den Zellen der Zona glomerulosa exprimiert und ist mafigeblich fiir die letzten Schritte

der Aldosteronproduktion [Muller, 1998]. Man kann die Aldosteronsynthese in einen rasch

Cholesterol
Pregnenolon L5 17a-OH-Pregnenolon  —s | Androgene
Progesteron — | 7ee-OH-Progesteron
|1-Desoxycorticosteron 11-Desoxycorticol
CYPIIBI ~lv \Ir CYP1IBI
Corticosteron Cortisol Zona fasciculata
CYPIIB? vl'
|1 8-Hydroxycortikosteron
creigz |
Aldosteron
Zona glomerulosa

Abbildung 2: Steroidbiosynthese in der Nebennierenrinde modifiziert nach
[White, 1994] & [Sackmann, 2009]

wirksamen und einen ldngerfristig nachweisbaren Abschnitt gliedern [Sackmann, 2009]. In

der akuten Phase tritt innerhalb weniger Minuten bis Stunden nach Stimulation ein Anstieg
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der Aldosteronkonzentration auf. Hervorgerufen wird dieser Effekt hauptséchlich durch einen
kurzzeitig gesteigerten Transfer von Cholesterin in die Mitochondrien [Cherradi et al., 1998].
Léangerfristig fithrt eine vermehrte Expression des Enzyms CYP11B2 zu einer anhaltend
erhohten Hormonsynthesekapazitit [Condon et al., 2002].

Ein multifaktorielles Regulationssystem fiir die Aldosteronsynthese sorgt dafiir, dass
die Plasmaaldosteronkonzentration an akute Schwankungen und chronische Verdnderungen
des Wasser- und Elektrolythaushalts angepasst werden kann [Budack, 2004]. Eine Hypona-
tridmie und eine Hyperkalidimie stimulieren zum einen direkt die Zellen der Zona glomerulosa
[White, 1994]. Zum anderen fiihren erniedrigte tubuldre Ionenkonzentrationen, insbesondere
die Cl™-Konzentration, oder auch eine verminderte renale Perfusion im Rahmen eines akuten
Blutdruckabfalls zu einer gesteigerten Renin-Freisetzung und setzen damit die Kaskade des
RAAS in Gang, an deren Ende die Sekretion von Aldosteron steht. In diesem Fall handelt
es sich also um einen indirekten Stimulus.

ANG II, welches hier den entscheidenden Reiz darstellt, sowie das im Hypophysenvorder-
lappen synthetisierte Peptidhormon ACTH (Adrenokortikotropes Hormon) und der extra-
zelluldire K*-Spiegel gehéren zu den wichtigsten Regulationsmechanismen fiir die Aldoste-
ronproduktion. Allerdings reagieren die Glomerulosazellen nur kurzzeitig auf eine gesteigerte
ACTH-Ausschiittung mit einer vermehrten Aldosteronsekretion. Eine ldngerfristige Stimu-
lation durch ACTH hat einen inhibierenden Effekt [Sewer und Waterman, 2003].

Zahlreiche weitere Substanzen einschliefSlich des Peptids Adrenomedullin, so-
wie extrarenale und extraadrenale Faktoren wie ADH [Nussdorfer et al., 1997] &
[Gallo-Payet und Guillon, 1998], und Prolaktin [Glasow et al., 1996] kontrollieren die Al-
dosteronproduktion. Dariiber hinaus konnte man in zahlreichen Experimenten zur Unter-
suchung der Aldosteronregulation nachweisen, dafl die Stoffe Endothelin, NO und ANP
und Verdnderungen der extrazelluliren Osmolalitdt einen modulierenden Einfluss auf die
Aldosteronsekretion haben [Rosolowsky und Campbell, 1990], [Hanke und Campbell, 2000],
[Atarashi et al., 1985] & [Makara et al., 2000].

Ein Grofiteil der second messenger, die an der Regulation der Aldosteron-Freisetzung
durch die drei wichtigsten Stimuli (ACTH, ANG IT und K*) beteiligt sind, sind auch fiir zahl-
reiche andere zelluldre Vorginge von grundlegender Bedeutung [Sackmann, 2009]. So wird
die Wirkung von ACTH iiber den héaufig im Organismus vorkommenden sekundéren Boten-
stoff cAMP [Quinn und Williams, 1988] und die Stimulierung durch ANG II unter anderem
durch den ebenso verbreiteten Phosphatidylinositolmechanismus® vermittelt [Spat, 1988] &
[Spat et al., 1991]. Es wurde aber auch nachgewiesen, dafl durch einen Anstieg der intra-
zelluliren Ca*"-Konzentration die Aldosteronsekretion stimuliert wird [Spat et al., 1991] &

[Rossier et al., 1996]. Hierzu bewirkt K* eine Membrandepolarisation, erhtht dadurch die

8 Aktivierung oder Inaktivierung von Kaskaden durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von
Inositol.
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Offenwahrscheinlichkeit von spannungsabhingigen Ca’"-Kanilen und fithrt dadurch zu ei-
nem gesteigerten Ca*"-Influx [Sackmann, 2009].

Alle drei beschriebenen Regulationsmechanismen fithren also direkt oder indirekt zu ei-
ner Erhéhung der intrazellulidren zytoplasmatischen Ca*"-Konzentration oder beeinflussen
die zellulare Aktivitdt durch Phosphorylierung anderer Eiweifimolekiile [Sackmann, 2009] .
Auch pharmakologisch wirksame Substanzen, die eine Erhohung der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration hervorrufen, konnen dadurch die Expression der Aldosteronsynthase induzie-
ren [Yagci et al., 1996] & [Denner et al., 1996].

Als wichtiges Mineralokortikoid ist Aldosteron von essentieller Bedeutung fiir die
Homdostase des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Es dient der prézisen Einstellung der
Na* /K*-Balance, indem es in Aldosteron-sensitiven Epithelien die Reabsorption von Na™
und Wasser steigert und zugleich die K*- und HT-Exkretion erhoht. Das Resultat ist
eine Zunahme der Gesamtsalzmenge im Korper, welche im Zusammenspiel mit der Os-
moregulation zu einer Erhchung des extrazellularen Volumens und des Blutdruckes fiihrt
[Verrey et al., 1997] & [Pearce et al., 2003].

Die Aldosteron-sensitiven Epithelien befinden sich vor allem in den Nieren (distales Ne-
phron), aber auch im Kolon, in den Speichel- und Schweildriisen.

In der Niere fithrt Aldosteron in den distalen Tubulusabschnitten zu einer funktio-
nellen Aktivierung des ENaC [Chen et al., 1999] & [Rossier et al., 2002], der Na® /K-
ATPase [Verrey et al., 2003], des Na®/Cl -Cotransporters [Abdallah et al., 2001] und des
Cl™ /Anionen-Austauschers [Verlander et al., 2003].

Der Mineralokortikoid-Rezeptor, an den Aldosteron am Zielgewebe bindet, ist ein nu-
kledrer Rezeptor, welcher sich im ungebundenen Zustand im Zytoplasma der Zellen in einem
Komplex mit anderen Proteinen befindet. Nach Bindung von Aldosteron findet eine Trans-
lokation des Steroid-Rezeptor-Komplexes in den Zellkern statt, wo dann die Genexpression

moduliert wird.
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2.2 Hypertonie

Erkrankungen des Herz-Kreislaufssystems bestimmen in den industrialisierten Léndern
in hohem Mafle das Morbiditits- und Mortalititsgeschehen. Bei mehr als 40 % aller
Verstorbenen in der Bundesrepublik Deutschland lag in den letzten Jahren eine Herz-
Kreislauferkrankung vor [Bundesamt, 2008]. Damit stehen diese noch vor den Krebserkrank-
ungen an der Spitze der Todesursachenstatistik. Die arterielle Hypertonie, als Teil der Herz-
Kreislauferkrankungen, ist, zusammen mit der chronischen Herzinsuffizienz, nach wie vor
die haufigste Ursache fiir die kardiovaskuldre Mortalitédt. Sie stellt ein komplexes und hete-
rogenes Krankheitsbild dar. Die Pathogenese ist ein multifaktorieller Prozess, in den sowohl
polygenetische Faktoren als auch multiple Umwelteinfliisse involviert sind [Alexander, 1995].
Sowohl der Erkrankungszeitpunkt, als auch der Schweregrad werden durch die individuellen
Voraussetzungen eines Patienten bestimmt.

Als Folgen eines langerfristigen Bluthochdruckes sind vor allem Erkrankungen des ze-
rebralen Gefiafisystems (Schlaganfall), die koronare Herzkrankheit einschliefilich des Myo-
kardinfarktes, periphere Durchblutungsstorungen, Herzinsuffizienz und chronische Nieren-
erkrankungen zu nennen. Anhand der FRAMINGHAM-Studie [Ho et al., 1993] wird die
,kardio- und zerebrovaskuldre Risikopotenzierung“aufgrund einer linksventrikuldren Hyper-
trophie, deren Ursache eine chronische arterielle Hypertonie war, deutlich dargestellt: ,,ein
7- bis 8-fach hoheres Risiko einer Herzinsuffizienz, ein 6-fach hoheres Risiko beziiglich koro-
narer Mortalitét, ein 2-3-fach hoheres Risiko eines Herzinfarkts, ein 4-8-fach hoheres Risiko
eines Apoplexes sowie ein 2-6-fach héheres Risiko fiir periphere arterielle Verschlusskrank-
heiten“[Afkham, 2003].

2.2.1 Definition und Klassifikation der Hypertonie

Ein krankhaft erhohter Blutdruck, auch als manifeste arterielle Hypertonie (im weiteren:
Hypertonie) bezeichnet, liegt vor, wenn der systolische Blutdruck einen Wert von mindestens
140 mmHg annimmt und der diastolische Druck bei 90 mmHg oder hoheren Werten liegt.
Zum Vergleich: der ideale Blutdruck liegt bei einem systolischen Druck von 120 mmHg und
einem diastolischen Druck von 80 mmHg. Der systolische Wert entsteht bei der Anspannungs-
und Auswurfphase des Herzens, wihrend der diastolische Wert bei der Entspannungs- und
Fiillungsphase zustande kommt und dem Minimaldruck im Gefafisystem entspricht.

Von einer Hypertonie spricht man, wenn einer der beiden Werte erhcht ist, oder beide
iiber der Norm liegen. Voraussetzung ist, dal die Werte bei mindestens zwei Gelegenheits-
messungen an verschiedenen Tagen unter Standardbedingungen festgestellt wurden. Un-
ter Standardbedingungen versteht man unter anderem, dafl der Patient sich wihrend der
Messungen in einem Zustand der psychischen und physischen Ruhe befindet. Diese Defini-

tion bezieht sich aulerdem auf die manuelle auskultatorische Messung, die von einem Arzt
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oder geschultem medizinischem Personal unter klinischen Bedingungen durchgefiihrt wird

[Chalmers, 1999] & [Chalmers et al., 1999)].

Es konnen alle moglichen Kombinationen von systolischem und diastolischem Bluthoch-

druck auftreten.

Kategorie Systolisch Diastolisch
(mmHg) (mmHg)
Optimal <120 und < 80
Normal 120 - 129 und/oder 80 - 84
Hochnormal 130 - 139 und/oder 85 -89
Grad 1 Hypertonie (leicht) 140 - 159 und/oder 90 - 99
Grad 2 Hypertonie (mittelschwer) 160 - 179 und/oder 100 - 109
Grad 3 Hypertonie (schwer) > 180 und/oder > 110
Isolierte systolische Hypertonie > 140 und <90

Abbildung 3: Definition und Klassifikation von Blutdruckbereichen nach den Leit-
linien der European Society of Hypertension (ESH) und der European Society
of Cardiology (ESC) 2007 [Mancia et al., 2007].

Dabei bleibt zu bedenken, dafl eine solche numerische Einteilung der Hypertonie im-
mer willkiirlich bleibt, da das individuelle kardiovaskulédre Risiko eines Patienten nicht
beriicksichtigt wird [Hochdruckliga, 2009]. Die genannten Schwellenwerte der Hypertonie
sollten demnach als flexible Richtwerte betrachtet werden, die individuell adaptiert wer-
den miissen [Mancia et al., 2007]. Die Deutsche Hochdruckliga (DHL) verweist in die-
sem Zusammenhang auf eine mehr als 30 Jahre alte Definition von Evans und Rose
[Hochdruckliga, 2009]: ,,Die Hypertonie sollte als die Blutdruckhohe definiert werden, ab wel-
cher Diagnostik und Behandlung fiir den Patienten von Vorteil sind“[Evans und Rose, 1971].

2.2.2 Primére und sekundire Hypertonie

Die dem Bluthochdruck zugrunde liegenden Ursachen sind vielfiltig. Es ist dabei
grundsétzlich zwischen der priméren und der sekundédren Hypertonie zu differenzieren.
Wahrend bei der primédren oder essentiellen Hypertonie keine ursdachlichen Pathomecha-
nismen nachgewiesen werden konnen, tritt die sekundére oder symptomatische Hypertonie

als Folge einer Grunderkrankung anderer Organe auf.

2.2.2.1 Die primire Hypertonie

Da bei etwa 90 — 95 % der Patienten [Kaplan, 1998] die Atiologie fiir ihren erhhten Blut-
druck ungeklért ist, spricht man in diesen Fiéllen von einer essentiellen Hypertonie, die somit
den weitaus grofiten Teil der Bluthochdruckformen einnimmt und eine Ausschlufldiagnose

darstellt. Die primére Hypertonie ist multifaktoriell bedingt, und das Versténdnis dieses
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Krankheitsgeschehens durch den individuellen Einfluss von genetischen Komponenten und
Umwelteinfliissen erschwert. Es sind diverse Faktoren bekannt, die die Manifestation einer
Hypertonie fordern, wobei keiner dieser Punkte eine dominierende Rolle zu spielen scheint.

Die renalen Mechanismen der Na™- und Wasserexkretion, das RAAS, sowie das sympa-
thische Nervensystem sind in ihrer Funktion stark vernetzt, daher sind die Ursachen der
essentiellen Hypertonie in einem Ungleichgewicht dieser fiir den Blutdruck bedeutsamen Re-
gulationssysteme zu suchen.

In mehreren Familienstudien konnte man nachweisen, daf die Blutdruckwerte bei Zwil-
lingen sehr stark korrelieren, bei Verwandten ersten Grades nur noch ein moderater, und bei
Adoptivkindern und ihren Eltern gar kein Zusammenhang bei den Blutdruckwerten mehr
festgestellt werden kann [Feinleib et al., 1977]. Aulerdem konnte nachgewiesen werden, daf
das relative Risiko, eine Hypertonie zu entwickeln, steigt, wenn in der leiblichen Verwandt-
schaft Fille von Hypertonie aufgetreten sind, vor allem wenn diese Verwandten zur Zeit der
Diagnosestellung relativ jung waren [Luft et al., 1987]. Diese Tatsachen lassen den Schluss
zu, dafl genetische Faktoren zu einem groflen Teil fiir die Entwicklung einer Hypertonie
verantwortlich sind. Dies vermutete man schon in der Mitte des 20. Jahrhunderts, jedoch
diskutierte man damals heftig, ob der Erkrankung ein oder einige wenige Gene mit klas-
sischem Mendelschem Erbgang oder eine ganze Reihe an Genen, die jeweils einen kleinen
Effekt ausiiben, zugrunde ldgen [Zanchetti, 1986].

Zwar sind tatséchlich einige Formen familidrer Hypertonie monogenetischen Ursprungs
[Shimkets et al., 1994], [Lifton et al., 1992] & [Mune et al., 1995] bekannt, eine dieser selte-
nen Erkrankungen ist das in Kap. 2.4 beschriebene Liddle‘s Syndrom, doch man ist sich
heutzutage sicher, daB dem Gros der Erkrankungen eine polykausale Atiologie zugrunde
liegt.

Der Bluthochdruck wird hierbei als quantitatives Phianomen angesehen, welches mehrere,
unabhéngig voneinander vererbte Genverénderungen erfordert und dessen Ausmaf zusétzlich
von diversen Umweltfaktoren wie den personlichen Lebensbedingungen beeinflusst wird. Die
verschiedenen Faktoren konnen in individuell sehr unterschiedlicher Auspriagung zur Hyper-
tonie fithren [Lifton, 1995].

Bei solch komplexen Krankheiten, die demnach durch Wechselwirkungen von geneti-
schen und externen Faktoren entstehen, spricht man auch von genetischer Suszeptibilitét,
das heifit, da} spezielle Varianten von Genen die Prédisposition fiir eine bestimmte Er-
krankung erhohen. Solche sogenannten Suszeptibilitdtsgene wiirden somit das Risiko fiir
die Entwicklung eines Bluthochdruckes erhohen, wéren aber fiir sich genommen weder
einzeln ausreichend noch zwingend notwendig fiir die Entstehung dieses Krankheitsbildes
[Rutherford, 2003]. Erst die Summierung dieser genetischen Varianten bewirkt also in Ver-
bindung mit Umwelt-Interaktionen, wie z.B. Adipositas oder erhchtem Salzkonsum den
Phénotyp des Hypertonikers [Staessen et al., 2003]. Die Identifizierung von Genen, die an der
Entstehung des Bluthochdruckes beteiligt sind, wird also dadurch erschwert, daf§ nicht nur
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Gen-Umwelt-Interaktionen, sondern auch Gen-Gen-Interaktionen einen wesentlichen Einfluss

auf den variablen Phianotyp haben [Carretero und Oparil, 2000].

Individuelle
Hauptgene
Suszeptibilitits-
gene
Essentielle , .
Externe Faktoren Hypertonie Gewichisbeeinflussende
: " Faktoren

Alimentére Salzbelastung Diabetes mellitus
Stress . s w
Persénlicher Lebensstil E;Eﬁ r%g%?g parigken
Aktivitat oic.
etc.

Abbildung 4: Die essentielle Hypertonie als Ergebnis eines Zusammenspiels von

genetischen und umweltbedingten Faktoren (mod. nach [Rutherford, 2003]).

Die polygenetische Vererbung spielt also, neben den externen Faktoren, bei der Patho-
physiologie des Bluthochdruckes die gréfite Rolle. Jedes einzelne in die Blutdruckregulation
involvierte Gen bewirkt einen kleinen phénotypisch sichtbaren Effekt. Erst die Gesamtheit
der genetischen Varianten, die dazu fiihrt, dafl der Blutdruck einen willkiirlich definierten
Schwellenwert iiberschreitet, bildet die genetische Grundlage des Bluthochdrucks.

Die Erforschung der Pathogenese der Hypertension wird zudem durch den Umstand
erschwert, daf sich das Krankheitsbild sehr vielgestaltig darstellen kann. Das liegt daran,
daB} nicht genau ein Phénotyp durch einen Genotyp hervorgerufen wird, sondern eine
phénotypische Auspridgung durch die Vielzahl von variablen genetischen Verdnderungen
hervorgerufen und dariiber hinaus durch exogene Einfliisse weiter modifiziert wird. Griinde
hierfiir sind z.B. unbekannte genetische Interaktionen, sowie die ineinander greifenden
Mechanismen der Blutdruckregulation, die sich immer wieder beeinflussen und aufeinander
reagieren, um die Homdoostase, oder besser: Homdodynamik kardiovaskuldrer Funktionen

aufrechtzuerhalten.
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2.2.2.2 Die sekundire Hypertonie

Die sekundére Hypertonie wird bei 5 — 10 % aller Patienten mit Bluthochdruck dia-
gnostiziert. In diesen Fillen fithrt eine andere Grunderkrankung zum pathologisch erhéhten
Blutdruck. Die kausale Behandlung spielt hier bei der Therapie neben der Blutdrucksenkung
eine wichtige Rolle.

Die haufigsten Ursachen fiir eine sekundédre Hypertonie sind Erkrankungen der Nieren,
des endokrinen Systems, des zentralen Nervensystems (ZNS), sowie der Blutgefafie. Dem
renalen Hochdruck liegen in den meisten Féllen folgende, sich teilweise iiberschneidende
Pathomechanismen zugrunde : Eine Stenose (Einengung), der Aorta oder der Nierenarterie,
aber auch eine Verengung renaler Arteriolen und Kapillaren verursachen eine renale Ischamie,
die in der Niere zur Freisetzung von Renin fiihrt. Man spricht in diesem Fall vom Goldblatt-
Mechanismus. Uber die in Kap. 2.1.1 beschriebenen Mechanismen wird das RAAS aktiv
und fiihrt einerseits iiber das stark vasokonstriktorisch wirkende ANG II zu einer Erhohung
des TPR und andererseits iiber das Aldosteron zu einem erhohten Extrazelluldrvolumens
(EZV) und damit zu einer Steigerung des HZV. Beide Ereignisse verursachen eine Erhohung
des Blutdruckes [Silbernagl und Lang, 2005]. Auch Renin-produzierende Tumore und Zys-
tennieren sind als Griinde fiir eine renale Hypertonie bekannt. Weiterhin kénnen nephrologi-
sche Erkrankungen (z.B. Glomerulonephritis?, interstitielle Nephritis, Niereninsuffizienz), die
mit einer Reduktion des funktionsfihigen Parenchyms'® einhergehen, durch die verminder-
te Exkretionsleistung zu einer Na™-Retention fithren, wodurch sekundir ebenfalls das EZV
vergroBert wird. Man spricht hierbei von einer primér hypervolamischen Form der renalen
Hypertonie [Silbernagl und Lang, 2005].

Dariiber hinaus fithrt jede vorbestehende chronische Form des Bluthochdruckes zur se-
kundéren Schadigung der Nieren, wodurch eine bestehende Hypertension unabhingig von
der priméren Ursache fixiert werden kann (Nephrosklerose). Auch bei ursdchlich anderen
Hochdruckformen steht die Niere demnach oftmals im Mittelpunkt des pathologischen Ge-
schehens.

Der endokrin bedingten Hypertonie liegen ganz unterschiedliche Phanomene zugrunde:
Das Phéochromozytom, ein Katecholamin-produzierender Tumor des Nebennierenmarks,
verursacht unkontrolliert hohe Adrenalin-und Noradrenalinspiegel, wodurch gleichzeitig das
HZV und der TPR erhoht werden.

Unter dem Begriff adrenaler Hyperkortizismus versteht man verschiedene Krankheits-
bilder, die durch eine Uberfunktion der NNR hervorgerufen werden. Das Cushing-Syndrom
fithrt {iber verschiedene Mechanismen zu einem {iberméflig hohen Glukokortikoidspiegel im
Plasma. Uber eine Erhohung des HZV durch eine Verstirkung der Katecholaminwirkung,
sowie die mineralokortikoiden Effekte hoher Kortisolspiegel (Na™-Retention) kommt es zur

Hypertonie [Silbernagl und Lang, 2005].

9Entziindung der Nierenkorperchen.
10Funktionelles Grundgewebe eines Organs.
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Das Conn-Syndrom beschreibt den primédren Hyperaldosteronismus, in den meisten
Fillen hervorgerufen durch ein Nebennierenadenom, welches Aldosteron im Ubermafl produ-
ziert. Demgegeniiber steht der sekundire Hyperaldosteronismus, z.B. verursacht durch die
in Kap. 2.1.1. beschriebene renale Stimulation des RAAS.

Weiterhin ist das adrenogenitale Syndrom zu nennen, eine meist erblich bedingte En-
zymopathie, bei der es durch z.B. einen 115-Monooxygenasemangel zur Blockierung der
Kortisolbildung in der NNR kommt. Dadurch wird die ACTH-Ausschiittung enthemmt,
was letztendlich zur Salzretention und zur Hypertonie fithrt. Durch Schiadigungen des
ZNS (Enzephalitis'!, Hirnédem, Hirntumor) kann es zu Beeintrichtigungen der Steuerungs-
prozesse des autonomen Nervensystems kommen, deren Folge eine neurogene Hyperto-
nie (Entziigelungshochdruck) ist. Fehlbildungen des Gefiafisystems konnen ebenfalls ei-
ne Hypertonie hervorrufen. Besonders zu erwidhnen ist die Erwachsenenform der Aorten-
Isthmusstenose, bei der proximal der Stenose ein erhohter Blutdruck auftrifft, distal dagegen

eine Hypotonie, wodurch es wiederum zu einer Aktivierung des RAAS kommen kann.

2.2.3 Salzkonsum und Hypertonie

Der Einfluss des Kochsalzes auf den Blutdruck wird seit langem untersucht und
die Rolle eines erhohten Salzkonsums in der Pathogenese der Hypertonie ist noch
immer strittig [Alderman, 2002], [Elliott und Stamler, 2002], [Freeman und Petitti, 2002],
[He und MacGregor, 2002] & [MacGregor und de Wardener, 2002]. Viele Forschergruppen
fordern eine Kochsalzrestriktion und sind von der blutdrucksenkenden Wirkung als geeignete
Methode zur Prévention der arteriellen Hypertonie und ihrer Folgeerkrankungen {iberzeugt.

Da nur bei einem gewissen Prozentsatz aller Menschen das Phénomen auftritt, dafl sie
bei einem Uberangebot an Kochsalz mit einem verstéirkt ansteigenden bzw. bei salzrestrik-
tiver Didt mit einem signifikant abfallenden Blutdruck reagieren [Linf und Wedler, 1991],
nimmt man an, dafl ein Teil der Bevolkerung eine méglicherweise genetisch verankerte Salz-
sensitivitat besitzt. Der Anteil salzsensitiver Personen in der Bevolkerung wird auf 9 - 20 %
geschétzt [Soldner et al., 1996]. wie bereits erwihnt, bedarf es sogenannter exogener Reali-
satoren, d.h. Umstédnde und Risikofaktoren, die bei vorliegender genetischer Disposition die
Entwicklung der Hypertonie begiinstigen. Einer dieser exogener Faktoren kann eine hohe
alimentére Kochsalzzufuhr sein

Durch eine exzessive Salzaufnahme kommt es im Normalfall iiber eine inaddquate Na™'-
Exkretion (Diskrepanz zwischen Nat- Aufnahme und Na®- Exkretion) zu einer Erhchung
des intravasalen Fliissigkeitsvolumens, was zu einer Hemmung des RAAS fithrt und da-
durch die Reabsorption von Salz und Wasser durch die Niere reduziert. Allerdings wird bei

vielen hypertensiven Patienten das RAAS eher stimuliert als unterdriickt. Die blutdruckstei-

UEntziindung des Grofhirns
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gernde Wirkung von Kochsalz ist sowohl an das Nat- wie auch an das Cl™-Ion gebunden.
Nicht-Cl™-haltige Salze wie Natriumhydrogenkarbonat (NaHCQOs3) fithren zu keiner Blut-
drucksteigerung. Ein von der Salzaufnahme unabhéngiger Blutdruck wird als salzresistent
bezeichnet.

Bis heute ist es nicht gelungen, die Salzsensitivitat hinldnglich und zufriedenstellend zu er-
klaren. Um eine Salzsensitivitit zu diagnostizieren, mufl ein Salzbelastungs- und Salzrestrik-
tionsregime bei den Probanden vorgenommen und eine darauf folgende Blutdruckénderung
festgestellt werden. Anhand der Blutdruckreaktion, welche bei salzsensitiven Menschen deut-
licher ausfillt, als bei salzresistenten Probanden, wird die Einteilung in die beiden Kategorien
vorgenommen. Dieses Verfahren ist sehr aufwendig und fiir die Patienten &uflerst strapazios.
Die Identifizierung von genetischen Grundlagen fiir die Salzsensitivitat konnte die Detektie-
rung von Risikopersonen wesentlich vereinfachen.

Die Arbeitsgruppe um Bernhard C. Rossier konnte, wie schon erwédhnt, 1999 an einem
Mausmodell mit einer gain-of-function'?> Mutation des ENaC zeigen, daf erst unter hoher
Salzdidt der Phénotyp des Liddle‘s Syndroms induziert werden kann, wobei die heterozygo-
ten Tiere einen weniger deutlichen Phénotyp aufwiesen [Pradervand et al., 1999]. Es handelt
sich demnach um eine salzempfindliche Form der Hypertonie. Aus Kreuzungen dieser Maus-
mutante mit der BK51 Knockout Maus ist die heterozygote Doppelmutante (+/L +/d)

entstanden, die in der vorliegenden Arbeit untersucht werden soll.

2Funktionssteigerung.
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2.3 lIonenkanile

Ionenkanile sind porenbildende Transmembranproteine, die elektrisch geladenen Teilchen,
den Ionen, dazu verhelfen, biologische Membranen per Diffusion zu durchqueren. Der Trans-
port der Tonen findet hierbei passiv entlang eines bestehenden elektrochemischen Gradien-
ten statt. Damit unterscheiden sie sich entscheidend von den energieverbrauchenden Ionen-
pumpen, die Ionen entgegen ihres Konzentrationsgefilles transportieren. Die meisten dieser
integralen Membranproteine sind mehr oder weniger selektiv, das heif}t, sie besitzen un-
terschiedliche Leitfahigkeiten fiir spezifische Ionen. Man kann sie deshalb beispielsweise in
Ca*"-, K™=, Na™- sowie C1 -Kandile einteilen. Differenzierte physikalische Eigenschaften las-
sen eine weitere Spezifizierung der Kanéle zu. Die Patch-Clamp-Technik, eine Messmethode
der Elektrophysiologie, ermoglichte es, die wenige Picoampere (pA) grofien Ionenstréme iiber
einzelne Kanalproteine zu erfassen und so ihre elektrischen und kinetischen Eigenschaften
zu registrieren, sowie Regulatoren des Schaltverhaltens, wie Hormone oder Neurotransmitter
und pharmakologische Sensitivitédten zu identifizieren [Ashcroft, 1999] & [Hille, 2001].

Die Steuerung des Offnungsverhaltens von Ionenkanilen kann durch verschiede-
ne Faktoren, wie z. B. durch Anderung der Spannung an der Zellmembran, Ligan-
denbindung, mechanische Deformation des Ionenkanals oder Anderung des pH-Wertes,
[Klinke und Silbernagl, 2003] erfolgen. In Kooperation mit anderen Transportproteinen sind
Tonenkanile von entscheidender Bedeutung fiir Transportvorgénge iiber die Zellmembranen
und bieten wichtige Ansatzpunkte fiir medikamentose Therapien mittels Kanal-6ffnender

oder -blockierender Pharmaka.

2.3.1 BK-Kanal (big conductance Ca’*"-aktivierter K™-Kanal)

2.3.1.1 Klassifizierung

K*-Kaniile stellen die gréite Gruppe von Ionenkaniilen dar [Hille, 2001] und werden in
grofler Dichte und Vielfalt im Koérper exprimiert. Sie kommen sowohl in erregbaren als auch
in nicht-erregbaren Zellen sowie in Tumorzellen vor und haben, wie ihre breite Expression
schon vermuten lédsst. verschiedenste Funktionen, wie z. B. die Regulation des Membran-
potentials, sowie der Zellgréfe iiber Beeinflussung der Zellosmolaritét, die Zellproliferation,
die Regulierung der Kontraktion und Relaxation glatter Muskelzellen, der Salz- und Was-
serhomdostase in renalen Zellen und der Apoptose!.

Die Molekularbiologie und speziell die genetische Kartierung erméoglichten es, die Kanéle
in verschiedene Subtypen einzuteilen. Die verschiedenen Hauptfamilien werden anhand der
Kanal-Architektur, der Membrantopologie und homologer Sequenzen der a- Untereinhei-
ten der K™-Kanile unterschieden [Krause, 2004]. Sie werden aufgrund der unterschiedlichen
Anzahl von hydrophoben Transmembransegmenten (TM) der a-Untereinheiten in mehrere

Strukturklassen eingeteilt. Zu den Kanélen mit der einfachsten a-Untereinheit, welche nur

13Induzierter Zelluntergang.
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aus zwei Transmembrandoménen (2TM-Klasse) besteht, gehort z.B. die Familie der soge-
nannten einwirts gleichrichtenden K*-Kanile [Ashcroft, 1999]. Zu der Strukturklasse mit
vier (zwei x zwei) Transmembrandoménen gehoren z.B. die TWIK-Kanéle (Tandem pores
in a Weak Inward Rectifying K+ channel) [Lesage et al., 1996].

Weit verbreitet sind die K*-Kaniile, deren a@ Untereinheiten aus sechs transmembranen
Helices!* (6TM-Klasse) bestehen, wie unter anderem die KCNQ-Kandile, die Familie der EAG
(ether & go-go)-Kanile'®, die spannungsabhiingigen K*-Kaniile und die Ca**-aktivierten K*-
Kanile.

Zu den Ca?*- und zum Teil spannungabhingigen K*-Kanilen zihlt eine Gruppe struk-
turell und funktionell unterschiedlicher Kanéle, deren Gemeinsamkeit es ist, der Aktivierung
durch intrazelluldres Ca®" zu unterliegen. Bislang wurden dieser Gruppe die SK- 0, IK-
"und BK-Kaniile zugeordnet.

Der BK-Kanal (auch KCNMT1, Slo (slowpoke) oder MaxiK™-Kanal genannt) wurde als
Erster dieser drei Ca?"- abhiingigen Kanilen identifiziert. Er weist nur eine geringe Ho-
mologie zu den iibrigen Familienmitgliedern auf, besteht insgesamt aus sieben Transmem-
bransegmenten und wird als einziger neben der Ca*"-Konzentration auch durch eine Mem-
brandepolarisation aktiviert. BK steht fiir Big Conductance, da dieser Kanal eine sehr hohe
Einzelkanalleitfahigkeit (100 — 250 pS'®) besitzt.

2.3.1.2 Struktur und Aufbau

BK-Kanile werden aus heterooligomeren'?

Komplexen von porenbildenden a-
Untereinheiten (neue Nomenklatur: KCNM 1) sowie diesen angeschlossenen S-Untereinheiten
(neue Nomenklatur: KCNMB 1-4) mit regulatorischer Funktion [Garcia-Calvo et al., 1994]
& [Behrens et al., 2000] gebildet. Die [-Untereinheiten sind membransténdige Proteine
[Wallner et al., 1999], bestehen aus zwei transmembranen Doménen und weisen eine grofie
extrazellulidire Schleife mit zwei Glycosylierungsstellen?® und vier Cysteinloci®!, welche Di-
sulfidbriicken?? [Brenner et al., 2000a] ausbilden, aus. Der N- und der C-Terminus liegen
intrazelluldr. Bislang wurden vier verschiedene [-Varianten (81 — f4) mit unterschied-

lichen Genen und Spleifmoglichkeiten identifiziert, die je nach Gewebetyp unterschied-

14Die Zellmembran durchsetzende Struktur, deren molekulare Anordnung schraubenformig ist.

5Benannt nach der Reaktionen der Taufliege Drosophila  melanogaster —auf  Ether-
anésthesie[Kaplan und Trout, 1969] & [lkeda und Kaplan, 1970]: unterschiedliche Schiittelbewegungen
- Shaker (Sh), ether-a-go-go (EAG), slowpoke (slo) und hyperkinetisch (hk).

16small conductance; Ca?'-aktivierter K™-Kanal mit sehr geringer Einzelkanalleitfihigkeit: < 20 pS

intermediate conductance; Ca®T-aktivierter K™-Kanal mit mittlerer Einzelkanalleitfahigkeit: 20 - 80 pS

18Pjcosiemens.

9Molekiile, welche aus mehreren unterschiedlichen Einheiten aufgebaut sind, bezeichnet man als Heteroo-
ligomere.

20Glycosylierung beschreibt einen Proze, bei welchem an Proteine oder Lipide Saccharide enzymvermittelt
gekoppelt werden. Uber diesen Vorgang werden viele intrazellulire Signalabliufe vermittelt.

21Schwefelhaltige Aminosiure,

22an deren Schwefelenden sich unter Abspaltung von Schwefel-Schwefelverbindungen ausbilden. Z.B.: Ent-
stehung von Cystin.
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lich exprimiert werden. So kommen z.B. in der GefdBmuskulatur [Brenner et al., 2000a,
[Brenner et al., 2000b] & [Patterson et al., 2002], in der glatten Muskulatur von Uterus und
Ovar [Behrens et al., 2000] und im Gehirn [Weiger et al., 2000] verschiedene Subtypen der
[-Untereinheit vor. DIe S1-Untereinheit, welche bei dem in dieser Arbeit untersuchten Maus-
modell genetisch inaktiviert ist, wird hauptséchlich in den glatten Muskelzellen exprimiert
[Knaus et al., 1994a]. Die 8-Untereinheiten iiben einen wichtigen modulierenden Effekt aus,
indem sie die Ca*"-Sensitivitit des Kanals steigern und das Aktivierungsverhalten beein-
flussen. [Tseng-Crank et al., 1996] &[Brenner et al., 2000b]. Zudem werden je nach Subtyp
die pharmakologischen Eigenschaften, wie z.B. die Blockung des Kanals durch Iberiotoxin
beeinflusst [Ransom et al., 2002] & [Orio et al., 2002] . Die Stéchiometrie der akzessorischen
[-Untereinheiten variiert gegeniiber den porenbildenden a-Untereinheiten. Im Allgemeinen
wird die f1-Untereinheit in den glatten Muskelzellen im Verhéltnis 1:1 zu der a-Untereinheit
exprimiert [Knaus et al., 1994al, wihrend z.B. im Gehirn die a-Untereinheit 6fter vorkommt
als die S-Untereinheit. In diesem Fall handelt es sich um die $4-Untereinheit.

Fiir einen funktionstiichtigen Kanal ist die Assoziation von vier a-Untereinheiten zu ei-
nem tetrameren Proteinkomplex notwendig. Allen bisher bekannten a-Untereinheiten von
K*-Kaniilen ist mit kleinen Variationen die sogenannte Signatursequenz (S) in der Poren-
region gemeinsam. Diese besteht aus 21 Aminosduren und weist eine sehr starke Homo-
logie innerhalb der Mitglieder der K*-Kanile auf [Budack, 2004]. Man geht davon aus,
daB dieser Bereich innerhalb der Kanalpore einen Selektivitétsfilter fiir K™-Ionen bildet
[Hartmann et al., 1991] & [Heginbotham et al., 1994].

Die zentrale Pore wird bei allen Mitgliedern der 6TM-Klasse von den Segmenten S5 und
S6 gebildet. Die ersten vier Segmente bilden einen Komplex, der das Offnen und SchlieBen
der Pore modulieren kann. Die ersten drei dieser Segmente sind fast vollstédndig iiber ihre
gesamte Liange helikal geformt und befinden sich aufgrund ihrer hydrophoben Aminoséduren
nahezu komplett in der Zellmembran. Das S4-Segment hingegen tréigt eine charakteristi-
sche Aminosdurenabfolge mit Arginin an jeder dritten Position der Transmembranhelix.
Dieses Segment hat eine besondere Bedeutung bei der Erfassung des Membranpotentials
[Larsson et al., 1996] und wird auch als Spannungssensor bezeichnet. Obwohl in der Regel
sowohl der N-Terminus als auch der C- Terminus zytoplasmatisch lokalisiert sind, bildet der
BK-Kanal hier eine Ausnahme, da er ein zusétzliches Transmembransegment SO besitzt, so
daff der N-Terminus extrazellular liegt [Meera et al., 1997].

Die a-Untereinheit wird von nur einem Gen Kkodiert, welches durch unterschiedli-
ches Spleifien des RNA-Transkripts verschieden exprimiert wird. Die dadurch entstehen-
den Spleifivarianten fithren, gemeinsam mit den vier Varianten der [-Untereinheiten, zu
den gewebespezifischen Unterschieden der BK-Kanaltypen, hinsichtlich der physiologischen
Funktionen, wie z.B. Aktivierungskinetik und Leitfdhigkeit [Kaczorowski et al., 1996] &
[Liu et al., 2002].
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Abbildung 5: Molekulare Struktur des BK-Kanals. Topologie der a- und (-
Untereinheit [modifiziert nach [Orio et al., 2002]].

2.3.1.3 Lokalisation und Funktion

BK-Kanédle wurden erstmals in Nervenzellen von Mollusken nachgewiesen
[Thompson, 1977], [Meech, 1978] & [Hermann und Hartung, 1983] und konnten seit-
dem aus zahlreichen Geweben einschlielich Neuronen des ZNS [Tseng-Crank et al., 1996],
glatten Muskelzellen [Knaus et al., 1994a], sowie renalen Tubuluszellen [Knaus et al., 1995]
isoliert und identifiziert werden. Ihr nahezu ubiquitéires Vorkommen in Zellen und Geweben
mit Ausnahme der Myozyten des Herzens [Toro et al., 1998| spricht fiir eine Beteiligung an
vielfdltigen physiologischen Prozessen und Mechanismen.

So steuern sie in Neuronen die Riickfithrung zum Ruhepotential nach einem Aktionspo-
tential und regulieren die Freisetzung von Neurotransmittern [Tseng-Crank et al., 1996] &
[Golding et al., 1999]. Weiterhin kann ihnen unter anderem eine Beteiligung an der Regu-
lation der Sekretion exokriner Driisen [Trautmann und Marty, 1984], sowie des Elektrolyt-
und Wasserhaushaltes in Kolon [Grunnet et al., 1999] und Niere [Bravo-Zehnder et al., 2000]
zugespochen werden. In der glatten Muskulatur beeinflussen die BK-Kanile den
Basaltonus und die Kontraktilitéit [Nelson und Quayle, 1995], [Hurley et al., 1999] &
[Brzezinska et al., 2000] durch folgenden Mechanismus: fiir die Kontraktion der glatten Mus-
kelzelle ist ein Anstieg der intrazelluliren Ca”"-Konzentration essentiell. Der Einstrom von
Ca’" ist abhiingig vom Membranpotential und seinen Veréinderungen, da eine Membrandepo-

larisation zur Offnung spannungsabhingiger Ca>"-Kaniile fithrt. Der BK-Kanal als ebenfalls
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spannungsabhéangiger lonenkanal wird auch durch eine Membrandepolarisation aktiviert und
ermoglicht durch die Erhohung der relativen K™ -Permeabilitit nicht nur die Repolarisati-
on, sondern verursacht sogar eine Hyperpolarisation, welche zur Inaktivierung der Ca®'-
Kanaile fithrt. Damit leistet der BK-Kanal einen wichtigen Beitrag zur Dampfung zellulérer
Erregung und zur Aufrechterhaltung des basalen myogenen Tonus [Nelson et al., 1995] &
[Jackson, 2000].

2.3.1.4 Aktivierung und Pharmakologie

Wie in Kap. 2.3.1.1 erwédhnt, zeichnen sich BK-Kanéle im Unterschied zu den SK-
und IK-Kanilen durch eine hohe Einzelkanalleitfahigkeit aus und werden als einzige neben
der Ca?*-Konzentration spannungsabhiingig durch Membranpotentialinderungen aktiviert.
Durch einen Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration wird die Spannungssensitivitéit
der BK-Kanéle erhoht [Toro et al., 1998]. Es reichen in Abhéngigkeit von der Hohe der intra-
zelluliren Ca®*-Konzentration schon geringe Anderungen des Membranpotentials aus, um
den Kanal zu o6ffnen.

BK-Kanile  werden  durch  die  Skorpionsgifte = Charybdotoxin,  Slotoxin
[Garcia-Valdes et al., 2001] und Iberiotoxin, sowie durch Paxillin®*[Knaus et al., 1994b],
Tetracthylammonium- (TEA) und Ba®*-Ionen gehemmt. Iberiotoxin und Paxillin wirken
spezifisch inhibierend auf BK-generierte K™-Strome, wihrend TEA und Ba®*-Ionen hingegen
unspezifisch blockierend wirken. Inzwischen sind auch eine Reihe BK-Kanal-aktivierender
Substanzen bekannt. Recht selektiv aktivierend wirken z.B. NS1619%* [Olesen et al., 1994]
und Phloretin® [Gribkoff et al., 1996]. Mithilfe solch spezifischer pharmakologischer Modu-
latoren ist es heute leicht moglich, die komplexen Eigenschaften der BK-Kanéle néher zu
untersuchen.

Die zahlreichen Funktionen, die die BK-Kanéle in ihrer weiten Verbreitung im Organis-
mus ausiiben, werden durch diverse modulierende Stoffe sichergestellt. Die stark repolarisie-
renden Eigenschaften des BK-Kanals fithren dazu, dafl seine Aktivitdat und Aktivierbarkeit
durch intrazelluldre Signalwege einer strengen Kontrolle unterliegen und somit die Zellfunk-
tionen rasch an akute Stoffwechselbediirfnisse angepasst werden koénnen [Toro et al., 1998].

So verdndern Proteinkinasen mittels Phosphorylierung der a- und g-Untereinheiten die
Aktivitdt der BK-Kanéle in unterschiedlicher Weise [Schubert und Nelson, 2001]. An der
Aktivierung der Proteinkinasen sind wiederum zahlreiche weitere Substanzen als second
messenger beteiligt. Somit wirken z.B. die Signalkaskaden zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP), cAMP und IP3 auf den Kanal ein.

23Paxillin ist ein neurotoxisches, tremorauslésendes Alkaloid, welches zur Gruppe der Mykotoxine gehort
und vom Schimmelpilz Penicillium paxilli gebildet wird.

24Benzimidazol, welches mitochondriale Ca?*-aktivierte K™ -Kaniile aktiviert.

25 Aglykon (Nichtzucker) von dem Glycosid Phlorizin, welches spezifisch die Glukose-Resorption in den
Nierentubuli durch Inhibition des Nat/Glukose-Kotransporters SGLT1 blockiert.
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Ob es zu einer Aktivierung oder Inhibierung der Kanéle kommt, hiangt von der Lokalisa-
tion und der jeweiligen Proteinkinase ab. Sowohl die Proteinkinasen PKA und PKG als auch
PKC modulieren den Kanal. PKA [Sadoshima et al., 1988] und PKG [Taniguchi et al., 1993]
aktivieren, indem sie die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals erhéhen. Allerdings kann
PKA in endokrinen Zellen und in der Hypophyse einen inhibierenden Einfluss ausiiben
[Tian et al., 2001]. Auch PKC fiihrt vornehmlich zu einer verminderten Aktivitédt der BK-
Kanéle [Minami et al., 1993]. Die jeweiligen Mechanismen der Regulation bediirfen noch
einer vollstindigen Aufklirung. PKA und PKG phosphorylieren den Kanal an Serinen®® in
der Nidhe des 3’-Endes der BK-a-Untereinheit [Tian et al., 1998]. Beide Reaktionen stehen
anscheinend unter der Kontrolle der PKC, die durch die Phosphorylierung von benachbarten
Serinen die PKA und PKG an ihrer Arbeit hindern kann [Zhou et al., 2001].

Auch ohne die Zwischenschaltung eines second messengers kann die Aktivitat der BK-
Kanéle beeinflusst werden. So iiben andere korpereigene Botenstoffe ihren modulieren-
den Effekt direkt durch Interaktion mit der a- und/oder g-Untereinheit des Kanals aus.
Ostrogene und Tamoxifen?’, z.B., erhéhen, bei Anwesenheit der S-Untereinheit, die Offen-
wahrscheinlichkeit der BK-Kanile und bewirken eine Steigerung der Spannungssensitivitéit
der Kanile, so dafl die Aktivierung bei geringeren Membranpotentialen erfolgen kann. Die
beiden Substanzen interagieren hierbei von der extrazelluldren Seite mit den BK-Kanélen
[Valverde et al., 1999], [Dick und Sanders, 2001] & [Dick et al., 2002]. Zusétzlich reduziert
Ostrogen die Einzelkanalleitfahigkeit, was jedoch diesmal unabhéngig von der 8-Untereinheit
geschieht und somit auf eine direkte Interaktion mit der a-Untereinheit schlieflen lésst
[Dick und Sanders, 2001]. Als weitere Modulatoren des BK-Kanals sind Wasserstoffperoxid
(H205) [Soto et al., 2002], ANG II [Toro et al., 1990] sowie Mg*" [Qian und Magleby, 2003]

ZUu nennen.

2.3.1.5 Die Funktion des BK-Kanals bei der Blutdruckregulation

Die glatte Muskulatur der Blutgeféfle ist in wesentlichem Mafle an der Regulation des
peripheren Widerstandes beteiligt, in dem sie den Durchmesser der Geféfie durch Kontrak-
tion oder Relaxation verdndert. Der Ruhetonus der Geféafe ist sympathikoadrenerg vermittelt
und wird dariiber hinaus durch parakrine Faktoren beeinflusst [Julien et al., 1995], indem sie
mittels Membranpotentialverdnderungen das Kontraktionsverhalten der glatten Muskelzel-
len steuern. Das Membranpotential wird hauptséchlich durch den K™-Gradienten bestimmt.
An glatten Muskelzellen lassen sich verschiedene K™-Kanaltypen unterscheiden: spannungs-
abhiingige K™-Kaniile (Ky), ATP-sensitive K*-Kaniile (Krp), einwirts gleichrichtende-K™
Kanile (inward rectifier, K;,) und Ca®*-abhiingige K™-Kanéle (K¢,2+), zu denen auch der
BK-Kanal gehort [Nelson und Quayle, 1995]. Eine Depolarisation des Membranpotentials

fithrt zu einer Offnung spannungsabhéngiger L-Typ Ca®"-Kanile?®. Das einstromende Ca?"

26Serin ist eine nicht-essentielle, proteinogene, also am Aufbau von Proteinen beteiligte a-Aminoséure.
2TEin Ostrogenantagonist.
28Spannungsgesteuerte Calciumkaniile.

31



16st durch folgenden Mechanismus eine Muskelkontraktion aus: Die Erhéhung der intrazel-
lulsiren Ca®*- Konzentration verursacht sogenannte Ca®"-Sparks. Das sind intrazellulire und
lokal begrenzte Ca”"-Transienten, die durch Offnung von Ryanodin-sensitiven Ca?*-Kanélen
(Ryanodinrezeptoren) des sarkoplasmatischen Retikulums entstehen [Brenner et al., 2000b].
Diese Ca®"-Signale fiihren durch Bindung an die regulatorische S-Untereinheit zur Offnung
der in der benachbarten Plasmamembran befindlichen Ca®"-aktivierten BK-Kansle und in-
duzieren dadurch sogenannte STOC’s (,spontaneous transient outward currents®). Damit
sind spontane transiente K'-Auswirtsstrome gemeint. Die Membrandepolarisation fiihrt
ebenfalls zur Offnung von spannungsabhingigen und auswiirts gleichrichtenden K™-Kanélen.
Der dadurch folgende K™-Ausstrom verursacht eine Hyperpolarisation der Zellmembran
und nachfolgend ein Schliefen der spannungsabhingigen Ca?'-Kanile. Da die intrazel-
lulire Ca*"- Konzentration nun wieder sinkt, konnen die Zellen relaxieren. Die L-Typ-
Ca?"-Kanile, die Ca*"-Spark-generierende Ryanodinrezeptoren und die BK-Kanéle oper-
ieren also gemeinsam als funktionelle Einheit, die zur Feineinstellung des myogenen Tonus
in Gefafmuskelzellen fiithrt [Gollasch et al., 1998].

Desweiteren kénnen BK-Kanile in glatten Muskelzellen iiber NO direkt aktiviert wer-
den; dies geschieht durch eine Nitrosylierung von Sulthydrylgruppen der a-Untereinheit
[Bolotina et al., 1994] & [Lang et al., 2000]. Durch den folgenden K*-Austrom aus der Zel-
le kommt es zur Membranhyperpolarisation und zum Absinken des Ca?'-Einstroms iiber
die spannungsabhingigen L-Typ-Ca*"-Kanile. Die Konzentration an intrazellulirem Ca*"
nimmt wieder ab und es kommt zur Relaxation der Gefamuskulatur und zur Vasodilatation.

Die vier regulatorischen -Untereinheiten der BK-Kanéle zeigen ein gewebespezifisch un-
terschiedlich starkes Vorkommen. In der glatten Muskulatur, einschliellich der der Blut-
gefifle, wird vor allem die F1-Untereinheit exprimiert. Wie bereits erwahnt, erhoht die
(1-Untereinheit die Ca?*-Sensitivitit des Kanals und triagt damit maBgeblich zur Effek-
tivitdt des Kanals bei der Limitierung der Vasokonstriktion bei. Bestétigt wurde diese Hy-
pothese durch den Phéanotyp von Méausen, bei denen die S1-Untereinheit genetisch inakti-
viert wurde [Brenner et al., 2000b]. Die BKA1 Knockout Méuse (d/d) zeigen einen erhéhten
arteriellen Tonus in isolierten GeféBen, welcher mit einer verminderten Ca®"-Sensitivitit
der BK-Kanile und einer gestorten Kopplung von Calcium-Sparks und STOC’s einhergeht
[Budack, 2004]. Diese molekularen und zelluldren Stérungen stehen im Zusammenhang mit
einem erhohten systemischen Blutdruck und einer Herzhypertrophie. Diese Ergebnisse lielen
vermuten, dafl die Abnahme der Ca?"-Sensitivitit bei diesen Miusen eine kausale Rolle fiir
die arterielle Hypertonie spielt und méglicherweise eine direkte Folge des erhéhten Tonus
in den arteriellen Widerstandsgeféifien ist [Brenner et al., 2000b], [Patterson et al., 2002] &
[Kotlikoff und Hall, 2003]. Interessanterweise zeigen diese Mause, wie schon erwéhnt, auch
Verédnderungen der Aldosteronsekretion aus den Zellen der Zona glomerulosa der NNR.. Des-

halb kann nicht ausgeschlossen werden, dafl der Hyperaldosteronismus bei BK31 Knockout
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Mausen (d/d) die wesentlichen Ursache der arteriellen Hypertonie darstellt [Lotshaw, 1997,
[Budack, 2004] & [Sausbier et al., 2005][Grimm et al., 2009).

2.3.2 Epithelialer Natriumkanal

2.3.2.1 Klassifizierung, Lokalisation und Funktion

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist ein spannungsunabhéngiger Kationenkanal, der
sich durch eine hohe Ionenselektivitit, eine niedrige Einzelkanalleitfihigkeit, eine langsame
Kinetik [Rossier et al., 2002] und eine hohe Sensitivitiit fiir das K*-sparende Diuretikum
Amilorid auszeichnet [Garty und Palmer, 1997], [Fyfe et al., 1998] & [Schild et al., 1997]
und maBgeblich am Na™-Transport in Geweben beteiligt ist.

Der ENaC gehort zur ENaC/DEG  Superfamilie, der auch die brain sodium
channels (BNaC), die nur im Nervensystem von Sdugern nachgewiesen wurden
[Price et al., 1996], der FMRF-amid regulierte Na'-Kanal [Green et al., 1994], weitere
Amilorid-sensitive Na™-Kaniile [Adams et al., 1998] und Proteine der Degenerin-Familie an-
gehoren [Kellenberger und Schild, 2002]. Die bislang bekannten Mitglieder dieser Proteinfa-
milie, es wurden ihr bereits mehr als 60 Vertreter zugeordnet [Bianchi und Driscoll, 2002],
weisen untereinander gewisse strukturelle Gemeinsamkeiten auf. So setzen sie sich aus ver-
schiedenen Untereinheiten zu tetrameren Komplexen zusammen. Jede Untereinheit enthélt
zwei Transmembrandoménen, eine grofle extrazelluldre Schleife mit einer hochkonservier-
ten Cystin-reichen Region, sowie zwei kurze zytoplasmatische N- und C-Termini. Die Ami-
nosiuresequenzen der zugehorigen Kanéle stimmen zu etwa 15 bis 20 % iiberein. Die Mitglie-
der der Superfamilie unterscheiden sich unter anderem in ihrer Ionenselektivitdt und ihrer
Affinitét zu dem K" -sparenden Diuretikum Amilorid [Kellenberger und Schild, 2002].

Neben Lit-Ionen und Protonen ist der ENaC vor allem fiir Nat-Ionen durchlissig
[Garty und Palmer, 1997] & [Alvarez de la Rosa et al., 2000] und spielt somit als Bestand-
teil der apikalen Zellmembran eine Schliisselrolle bei dem Nat-Transport von Epithelien
in Darm, Lunge, exokrinen Driisen und der Niere. Der ENaC ist verantwortlich fiir die
passive, elektrogene Aufnahme von Na™ in die Zelle, withrend die Na™/K"-ATPase an der
basolateralen Membran Na' aktiv aus der Zelle hinauspumpt. Auf diese Weise werden
das Membranpotential und der transepitheliale Gradient aufgebaut, die der Sekretion von
Kationen (K™ und H') oder der Resorption von Anionen [Miranda et al., 2009] dienen.
Diese Kooperation von ENaC und der Na®/K*-ATPase in Epithelien dient damit der
Sicherstellung zahlreicher Zellfunktionen, sowie der intrazelluliren Homoostase und der
Wahrung eines konstanten EZV[Mano und Driscoll, 1999]. In der Niere befindet sich der
ENaC im Aldosteron-sensiblen distalen Nephron, welches sich aus dem distalen Teil der
Pars convoluta des distalen Tubulus, dem Verbindungsstiick sowie dem kortikalen und

medulldiren Abschnitt des Sammelrohrs zusammensetzt [Rossier et al., 2002].
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2.3.2.2 Struktur und Aufbau

Im Jahr 1993 wurde der ENaC aus dem Kolon der Ratte kloniert und sein molekula-
rer Aufbau beschrieben [Canessa et al., 1993]. Dadurch konnten sowohl neue Erkenntnisse
iiber den Zusammenhang von Kanalstruktur und -funktion, als auch iiber die Regulation
gewonnen werden. Es handelt sich um einen heterooligomeren Proteinkomplex, welcher sich
aus drei verschiedenen homologen Untereinheiten («, 3, ) zusammensetzt. Die a-, - und
v-Peptide bestehen aus 698, 638 bzw. 650 Aminosduren [Smith und Benos, 1991 mit einem
Molekulargewicht von 80 bis 95 kDa [Garty und Palmer, 1997|. Sie weisen eine Sequenz-
Homologie von etwa 30 - 35 % auf [Garty und Palmer, 1997] & [Canessa et al., 1994b].
Seine volle Funktionstiichtigkeit erlangt der Kanal nur in Kombination dieser Unterein-
heiten [Alvarez de la Rosa et al., 2000] & [Canessa et al., 1994b]. Im Gegensatz zu der (-
und 7-Untereinheit ist es der a-Untereinheit jedoch moglich, auch wenn sie isoliert ex-
primiert wird, einen ausreichenden Na'-Fluss zu gewéhrleisten [McDonald et al., 1999].
Die (- und ~-Untereinheiten besitzen regulatorische Eigenschaften und bewirken ei-
ne Steigerung des Na't-Transports, wenn sie mit der a- Untereinheit assoziiert sind
[Alvarez de la Rosa et al., 2000] & [Canessa et al., 1994b]. 1995 wurde erstmals eine o-
Untereinheit beschrieben [Waldmann et al., 1995], die in Struktur und Funktion der a-
Untereinheit dhnelt, ebenso wie diese einen homomeren funktionstiichtigen Kanal ausbil-
den kann und, koexprimiert mit der - und -Untereinheit, eine erhohte Leitfahigkeit fiir
Na™ zeigt[Ji und Benos, 2004]. Zum stéchiometrischen Aufbau des Kanals, d.h. zur Zusam-
mensetzung der Untereinheiten, existieren unterschiedliche Angaben. Die meisten Autoren
gehen zur Zeit von einer heterotetrameren Struktur (vier Untereinheiten: 2« 3, v) des Ka-
nals aus [Canessa et al., 1994b], [Firsov et al., 1998] & [Kosari et al., 1998|, wobei neuere
Untersuchungen vermuten lassen, dass sich der ENaC aus einer jeweils gleichen Anzahl von
Untereinheiten zusammensetzt [Staruschenko et al., 2005].

Jede Untereinheit besitzt zwei Transmembrandoménen (M1 und M2) mit kurzen
zytoplasmatischen N- und C-Termini und einer groflen extrazelluldren Schleife, die die
beiden hydrophoben transmembranéiren Segmente verbindet [Garty und Palmer, 1997] &
[Schild et al., 1997]. Der zytoplasmatische N-Terminus ist an mehreren Schliisselfunktionen
des Kanals beteiligt. Er spielt sowohl fiir das Schaltverhalten (Gating) des Kanals
[Chang et al., 1996] & [Grunder et al., 1997], als auch fiir die Assoziation der Unterein-
heiten und deren Transport zur Zellmembran [Benos und Stanton, 1999] eine wichtige
Rolle. An eine Prolin-reiche Region am N-Terminus der a-Untereinheit bindet das zy-
toskelettale Strukturprotein a-Spektrin, was mit der Lokalisation oder Verankerung des
ENaC in der Zellmembran im Zusammenhang stehen konnte [Rotin et al., 1994]. Die
extrazelluldre Schleife stellt den grofiten Teil des Proteins dar und besitzt eine hochaffine
Bindungsstelle fiir Amilorid [Schild et al., 1997]. Innerhalb dieser hydrophilen Doméne sind
auBerdem mehrere Glykolisierungsstellen lokalisiert [Canessa et al., 1994a]. Kennzeichnend

sind zudem zwei konservierte Cystin-reiche Sequenzen, von denen man annimmt, dafl
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Abbildung 6: Tetramere Struktur des ENaC in Seitenansicht [modifiziert nach
[Rossier et al., 2002] & [Bangel, 2006]].

sie am Transport des Kanals zur Zellmembran beteiligt sind [Firsov et al., 1999]. Der
intrazelluldre C-Terminus enthélt mehrere funktionelle Doménen, die an der Regulation der
Anzahl an Kanélen in der Zellmembran beteiligt sind. Eine hochkonservierte Prolin-reiche
Sequenz (PPPxY) im C-Terminus, die als PY-Motiv bezeichnet wird, interagiert mit einer
Ubiquitin-Ligase namens Nedd4-2 . Diese Interaktion ermdglicht die Ubiquitinierung?®® der
Lysin-Reste am N-Terminus, was die Endozytose und Degradation des Kanals zur Folge
hat [Staub et al., 1996], [Staub et al., 1997] & [Dinudom et al., 1998]. Durch diese regulato-
rische Interaktion kann sich die Zahl der aktiven Kanile in der Zellmembran sehr variabel
gestalten. Die Transmembrandoménen bestehen aus zwei hydrophoben Segmenten. Die erste
Doméne (M1) grenzt in Form einer a-Helix direkt an den N-Terminus. Die zweite Trans-
membrandoméne (M2) beeinflusst die Amilorid-Bindung [Alvarez de la Rosa et al., 2000].
Charakteristische Aminosaurereste im Bereich unmittelbar vor der Transmembrandoméne
M2 bilden eine sogenannte Pre-M2-Schlaufe, die in die Membran hineinragt. Sie ist
verantwortlich fiir die hohe Na™-Selektivitit des ENaC [Kellenberger et al., 1999] und an
der Bildung der Kanalpore beteiligt [Benos und Stanton, 1999] & [Mano und Driscoll, 1999].

29reversible Bindung des ubiquitir vokommenden Proteins Ubiquitin an andere Proteine, wodurch deren

Eigenschaften beeinflusst werden.
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2.3.2.3 Regulation

Die Regulation des ENaC findet auf intra- und extrazelluldren Signalwegen und iiber
die Modifikation der Kanalaktivitidt und der Expressionsdichte statt. Hormone wie Al-
dosteron [Garty, 2000], ADH [Marunaka und Eaton, 1991], Insulin und Glukokortikoide
greifen mittels intrazelluldrer Signalkaskaden in die Kanaldichte und/oder —aktivitat ein
[Garty und Palmer, 1997].

Zelluldre Zustéinde wie z.B. ein erhohter Nat-Spiegel oder ein erniedrigter pH-Wert ver-
mitteln iiber negative Feedback-Mechanismen einen inhibitorischen Effekt auf den Kanal
[Abriel und Horisberger, 1999] & [Harvey et al., 1999]. Daneben werden zahlreiche Kinasen
mit der Regulation des ENaC in Verbindung gebracht [Garty und Palmer, 1997]. Ein Bei-
spiel ist die Aldosteron-induzierte Serin-Threonin-Kinase, die {iber eine Phosphorylierung
der Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 eine Aktivititssteigerung und eine erhthte Zahl an Kanélen
in der Zellmembran bewirkt [Chen et al., 1999] & [Chen et al., 1999].

Auch durch voéllig andere Wege kann die Aktivitat des ENaC beeinflusst werden: CAP1
(channel activating protease 1) ist eine luminale Serin-Protease, die in Xenopus-Oozyten
die Aktivitdt des ENaC um das Dreifache erhoht [Vallet et al., 1998]. Ebenso kann auch
das Enzym Trypsin, auch eine Serin-Protease, den ENaC-generierten Na™-Strom in Qozyten
signifikant steigern [Chraibi et al., 1998]. Die molekularen Mechanismen bediirfen allerdings
noch einer vollstandigen Aufklarung.

Der ENaC ist direkt an der Aufrechterhaltung des EZV und des Blutdruckes beteiligt
[Volk et al., 2000]. Seine zentrale Bedeutung fiir die Homdostase zeigt sich besonders durch
mutationsbedingte Krankheiten, die die Funktion des ENaC beeintrichtigen. Ein seltenes,
wenn auch bekanntes Beispiel ist das Liddle‘s Syndrom, ein Krankheitsbild, das durch einen
der beiden Defekte, den die in dieser Arbeit untersuchte Mausmutante (4/L +/d) trégt,
hervorgerufen wird. Aus diesem Grunde werden die pathophysiologischen Hintergriinde im

folgenden Abschnitt eingehender erldutert.
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2.4 Liddle‘s Syndrom

Das Liddle‘s Syndrom ist ein klassisches Beispiel fiir eine monogenetisch bedingte Form der
arteriellen Hypertonie. Diese sehr selten auftretende Erkrankung wird autosomal dominant
vererbt und ist charakterisiert durch eine friih auftretende, hereditéire Form einer salzsensiti-
ven Hypertonie, die mit einer hypokaliimischen metabolischen Alkalose, einer supprimierten
Aldosteronsekretion und erniedrigten Plasmareninspiegeln einhergeht. Da die betroffenen
Patienten Symptome eines priméren Hyperaldosteronismus aufweisen (Hypokalidmie, meta-
bolische Alkalose, Normo- bis Hypernatridmie), zugleich der Plasmaaldosteronspiegel aber
erniedrigt, sowie die Reninkonzentration im Plasma erhoht ist, spricht man bei dieser Er-
krankung auch von einem PHA.

Das Liddle‘'s Syndrom wurde erstmals 1963 beschrieben, nach seinem Entdecker benannt
[Liddle GW, 1963], und wird durch einen abnorm erhéhten Na*-Transport im distalen rena-
len Tubulus hervorgerufen. Diese Dysfunktion fiihrt zu einer unangebrachten Volumenex-
pansion und daraus folgend zum Bluthochdruck. Der Hypertonus kann mit Thiaziddiure-
tika, wie z.B. Amilorid, behandelt werden, wahrend Mineralokortikoid-Rezeptorenblocker
wie Spironolacton [Liddle GW, 1963] keinerlei therapeutischen Effekt haben. Der exzessiven
Nat-Reabsorption liegt eine gesteigerte Aktivitit des renalen ENaC zugrunde, die durch ver-
schiedene Mutationen an dem zytoplasmatischen C-Terminus der §- oder der v -Untereinheit
des ENaC hervorgerufen wird [Shimkets et al., 1994] & [Hansson et al., 1995a].

Die beschriebenen genetischen Verédnderungen, die das klinische Bild des Liddle's Syn-
droms hervorrufen, fithren zu einer erhohten Anzahl von Kanélen in der Membran und zu
einer gesteigerten Aktivitdt derselben [Schild et al., 1995]. Es handelt sich damit um gain-of-
function Mutationen, deren Ziel die kurze Prolin-reiche Sequenz (PPPxY) am zytoplasma-
tischen C-Terminus der jeweiligen Untereinheiten des ENaCs ist [Schild et al., 1996]. Diese
hoch-konservierte Region wird, wie schon in Kap. 2.3.2.2 beschrieben, als PY-Motiv be-
zeichnet. Entweder wird das PY-Motiv durch eine Mutation entfernt [Shimkets et al., 1994]
& [Hansson et al., 1995a], oder es handelt sich um Missense Mutationen, die dieses Segment
modifizieren [Hansson et al., 1995b] & [Tamura et al., 1996]. Diese Region ist essentiell fiir
die Regulation der Kanalaktivitét, da sie mit der Internalisierung des Kanals assoziiert ist. Sie
interagiert mit der Ubiquitin-Ligase Nedd4-2. Ist das PY-Motiv verédndert oder fehlt es ganz,
so konnen die WW-Domiinen®® des Nedd4-2 nicht an den C-Terminus binden. Diese Bindung
induziert im Normalfall die Ubiquitinierung N-terminaler Lysinreste [Staub et al., 1996], die
das Signal fiir eine Entfernung des Kanals aus der Zellmembran und eine anschlieBende ly-
sosomale Degradation bilden.

Die Uberaktivitit des ENaC beim Liddle‘s Syndrom beruht also auf einer fehlenden Regu-
lation durch Nedd4-2, wodurch es zu einer vermehrten Anzahl von aktiven Kanélen in der

Zellmembran kommt [Abriel et al., 1999]. Um die Eigenschaften und die Folge von Muta-

30Proteindoménen, welche durch Bindung an Prolin-reiche Sequenzen Protein-Protein-Wechselwirkungen
vermitteln.
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tionen des Kanals in vivo zu untersuchen, schuf die Arbeitsgruppe um Bernhard C. Rossier
1999 ein Mausmodell mit einer gain-of-function Mutation durch die Einfiigung eines Stopp-
codons (R566) auf Position 639 der (-Untereinheit des ENaCs [Pradervand et al., 1999].
Unter erhohter Salzzufuhr entwickeln die Tiere die beschriebenen Symptome des Liddle‘s
Syndroms. Die homozygoten Triager der Mutation weisen dabei ein stérkeres klinisches Bild
auf, als die heterozygoten Tréiger. Das in dieser Arbeit untersuchte Mausmodell (+/L +/d)
tréagt die beschriebene Mutation in heterozygoter Ausprigung als einen von zwei genetischen
Defekten.
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2.5 Arbeitshypothese und Zielsetzung

Die doppelheterozygote Liddle x Slobeta-Mausmutante (+/L +/d) ist durch Kreuzung von
Miusen, bei denen durch genetische Manipulation eine Uberaktivierung (gain of function) des
ENaC induziert wurde (Liddle‘s Syndrom Knockout Méuse: (L/L)) und Mausen mit geneti-
scher Inaktivierung der B1-Untereinheit des Ca®*-abhingigen K*-Kanals (BKA1 Knockout
Méause: (d/d)) generiert worden. Die beiden Mauslinien weisen phénotypisch in homozygoter
Auspréigung einen PHA bzw. Hyperaldosteronismus auf, die jeweils durch unterschiedliche
Mechanismen induziert werden. Die BKA1-Knockout Méuse (d/d) weisen generell und die
Liddle Mause (L/L) unter erhohter Salzzufuhr einen erhéhten systemischen Blutdruck auf.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Phanotypisierung einer Mausmutante vorzuneh-
men, welche beide Merkmale in heterozygoter Ausprigung aufweist. Es soll ein eventuell
vorliegender Gen-Dosis Effekt und die méglichen pathophysiologischen Konsequenzen einer
Kombination der genetischen Defekte hinsichtlich der Blutdruck- und Volumenregulation
untersucht werden. Dafiir werden ménnliche doppelheterozygote Mausmutanten (+/L +/d)
sowie Geschwistertiere, die jeweils nur fiir eines der beiden Merkmale heterozygot sind ((+/L
+/4) und (+/+ +/d)), mit den dazugehorigen Kontrolltieren (+/+ +/+) verglichen.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

e Welchen Einfluss hat die heterozygote Liddle Mutation (+/L) in Kombination mit der
heterozygoten Ausprigung von BKA1 Knockout (+/d) auf den Blutdruck, die Blut-
druckregulation, das Gewicht von Herz und Nieren, sowie auf die Plasmaaldosteron-

bzw. die Plasmaelektrolytkonzentration?

e Welchen Einfluss hat eine Veriinderung der alimentiiren Salzzufuhr (Na'*-Beladung,
Na*-Entzug) auf den Blutdruck bzw. die Blutdruckregulation und auf die Bilanzierung
(Einfuhr/Ausfuhr) der wichtigsten Elektrolyte der doppelheterozygoten Méause (+/L
+/d)?
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3 Material und Methoden

3.1 DMaterial

3.1.1 Lo6sungen und Puffer
3.1.1.1 Gelelektrophorese

Loading Buffer

Glycerol

Bromphenolblau, geséttigt
Xylenecaynol (10%ig)

50 x TAE

H>O, steril

TAE (50x)

Tris

Eisessig

EDTA (0,5 M), pH 8,0
H50O, destiliert

TBE (0,5 x)

Tris

Borsaure

EDTA (0,5 M), pH 8,0
H50, destilliert

3.1.2 Chemikalien und Enzyme

50%

1%

1%

2%

ad 100 ml

242 ¢

57,1 ¢g

100 ml

ad 1000 ml

242 ¢
275 g
20 ml
ad 1000 ml 1:10 verdiinnt

Soweit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Chemikalien von den Firmen Sigma,

Invitrogen, Serva, Calbiochem, Braun und Merck in p.a. oder reinst-Qualitdt bezogen. Die

Nukleinsduren und Nukleotidtriphosphate wurden bei den Firmen Invitrogen, Pharmacia

Biotech und MWG Biotech erworben.
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3.1.3 Futter

Die Erndhrung der Tiere erfolgte mit Experimentalfuttermittel fiir Labortiere der Firma
Ssniff ad libitum. Wenn es nicht anders angegeben wurde, handelte es sich dabei um stan-
dardisiertes, pelletiertes Trockenfutter (Ssniff EF R/M Kontrolle, 10 mm Pellets). Das Futter
war wie folgt zusammengesetzt: Trockensubstanz: 95,2 %, Rohprotein (N x 6,25): 20,8 %,
Rohfett: 4,2 %, Rohfaser: 5,0 %, Rohasche: 5,6 %, umsetzbare Energie: 15,0 MJ /kg (Angaben
in % des Trockengewichts). Der durchschnittliche Na*-Gehalt betrug 0,19 %.

Bei den Versuchsserien 3 und 4 wurden zeitweise Didten mit unterschiedlichem Salzgehalt
gefiittert. Es handelte sich hierbei um Na*-armes Futter (Ssniff EF R/M Na‘t-arm, 10 mm
Pellets </= 0,03 % Na™) und Na*-reiches Futter (Ssniff EF R/M Na*-reich, 10 mm Pellets,
3 % Na™).

In der Versuchsserie 4 wurde neben dem oben beschriebenen pelletierten Futtermittelsor-
ten auch mit Mehlfutter mit gleicher Zusammensetzung der Rohnéhrstoffe gearbeitet (Ssniff
EF R/M Mehl), da die metabolischen Kéfige fir Mehlfutter konzipiert sind.

Mit Ausnahme der Versuchsserien 3 und 4 stand den Tieren Leitungswasser ad libitum
zur Verfiigung. In den genannten Versuchsserien erhielten die Mause entionisiertes Wasser ad

libitum, um eine definierte Na*-Versorgung ausschlieBlich iiber das Futter zu gewihrleisten.
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3.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden an ménnlichen, 3 bis 7 Monate alten C57/BL6 Inzuchtmé&usen mit ei-
ner gain-of-function Mutation des ENaC (homozygote Knockout M#use (Liddle-Linie): (L /L)
) und einer genetischen Inaktivierung der 31-Untereinheit des Ca*"-aktivierten K*-Kanals
(homozygote Knockout Mause (BK1-Linie): (d/d)) durchgefiihrt. Diese Mauslinie ist durch
Kreuzung von Méausen der Liddle-Linie mit Mausen der BK/31-Linie generiert worden. Fiir die
Versuche wurden Tiere genutzt, die entweder beide Merkmale in heterozygoter Auspragung
besaen (+/L +/d), oder fiir je eines der Merkmale heterozygot waren und fiir das andere
dem Wildtyp entsprachen: (+/L +/+) oder (+/+ +/d). Als Kontrolltiere dienten ménnliche
3 bis 7 Monate alte ingeziichtete C57/BL6 Mause mit intaktem Genom: (+/4 +/+). Fiir
die Versuche wurden ausschliefllich Wurfgeschwister verwendet. Die Elterntiere waren aus-
schliellich doppelheterozygote Méuse (+/L +/d). Es wurden nur ménnliche Tiere in die
Versuche aufgenommen, um zyklusbedingte Schwankungen des Blutdrucks auszuschlieflen.

Der Liddle-Knockout wurde 1999 von der Arbeitsgruppe um Prof. B. Rossier (Institut fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Universitdt Lausanne) generiert [Pradervand et al., 1999].
Der Arbeitsgruppe um Prof. H. Ehmke wurden Zuchttiere zur Verfiigung gestellt, deren
weitere Vermehrung und Aufzucht von der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf {ibernommen wurde.

Der BKA1-Knockout wurde 1999/2000 von der Arbeitsgruppe um Prof. O. Pongs (Zen-
trum fiir molekulare Neurobiologie Hamburg) generiert [Pluger et al., 2000]. Der Arbeits-
gruppe um Prof. H. Ehmke wurden auch hier Zuchttiere zur Verfiigung gestellt, deren weitere
Vermehrung und Aufzucht ebenfalls von der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf {ibernommen wurde.

Auch die Kreuzung der beiden Linien, sowie die weitere Vermehrung und Aufzucht wurde
in der zentralen Versuchstierhaltung des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durch-
gefiihrt.

Die Versuchstiere wurden in durchsichtigen Polycarbonatkéfigen (Fa. Tecniplast) des
Types II long (365 x 207 x 140 mm) auf staubfreiem Weichholzgranulat bei Raumtemperatur
(22 + 2°C), einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 & 5% und einem 12-stiindigen Tag-Nacht-
Rhythmus (Licht: 7.00-19.00 Uhr) gehalten. Um den Tieren Beschéftigung zu bieten, wurden
die Kafige zusatzlich mit Zellstoffblattern und Hiusern aus Kunststoff (,mouse house®, Fa.
Tecniplast) ausgestattet.

Die Tiere wurden auf das Freisein von Erregern entsprechend der Liste GV-SOLAS 2006
kontrolliert.

Mindestens eine Woche vor Beginn der Versuche wurden die M&ause aus der zentralen
Tierhaltung in ihren Kéfigen in das Institut fiir Vegetative Physiologie und Pathophysiolo-
gie transportiert. Auf diese Weise konnte eine vollstdndige Erholung von dem Transport und

eine ausreichende Adaptation an die neue Umgebung des Labors gewéhrleistet und somit
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eine stressbedingte Beeinflussung der Messergebnisse vermieden werden. Insbesondere die
durch Tétigkeiten im Mauslabor hervorgerufene neue Gerduschkulisse fiir die Tiere erforder-
te eine gewisse Zeit der Gewohnung. Die Haltung und Fiitterung der Tiere im Mauslabor
des Instituts fiir Vegetative Physiologie und Pathophysiologie erfolgte unter den gleichen
Bedingungen wie zuvor fiir die zentrale Tierhaltung beschrieben.

Die Tierversuchsgenehmigung wurde von der Behérde fiir Umwelt und Gesundheit, Ham-
burg, mit dem Aktenzeichen 72/03 erteilt.

3.2.1 Versuchsserien und Stichprobenumfang

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit basieren auf den in der nachfolgenden Tabelle dar-

gestellten Versuchsserien.

Untersuchungen

Versuchstiere

Versuchsserie 1

Chronische arterielle Katheter

e Himodynamische Untersuchungen
e Morphometrische Untersuchungen

e Bestimmung der Plasmaaldosteron-

konzentration

Liddle x Slobeta
e +/L +/d
o +/L +/+
o +/+ +/d

o +/+ +/+

Versuchsserie 2

Arterielle Katheter
e Bestimmung von Blutparametern

e Morphometrische Untersuchungen

Liddle x Slobeta
° +/L +/d

o +/+ +/+

Versuchsserie 3

Telemetrie

e Himodynamische Untersuchungen

Liddle x Slobeta
o +/L +/d

o +/+ +/+

Versuchsserie 4

Metabolische Kéfige

e Ein- und Ausfuhrbilanzierung

Liddle x Slobeta
° —I—/L —|—/d

o +/+ +/+
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Die Untersuchungen der Versuchsserie 1 sollten pro Genotyp an mindestens 13 Tieren
durchgefiihrt werden. Ergebnisse in der Literatur haben eine mittlere interindividuelle Va-
riabilitdt des Blutdrucks mit einen Variationskoeffizient von ~ 5-8 % bei wachen Méausen
gezeigt [Pluger et al., 2000]. Weiterhin musste beachtet werden, daf§ aus nicht vermeidbaren
methodischen Griinden (Operationskomplikationen, Katheterverschluss) etwa 10-20 % der
operierten Tiere nicht in den Versuch aufgenommen werden kénnen. Die eingeplante Zahl
von Tieren ist ausreichend, um bei dieser Varianz einen Blutdruckunterschied von 10 mm-
Hg statistisch auf dem 5 % Signifikanzniveau zu identifizieren. Fiir die Untersuchungen der
Versuchsserie 2 wurden pro Genotyp eine Zahl von 10 Tieren festgelegt. Die telemetrischen
Untersuchungen der Versuchsserie 3 wurden pro Genotyp an 7 Tieren durchgefiihrt und die

der Versuchsserie 4 pro Genotyp an 5 Tieren.

44



3.3 Methoden

3.3.1 Genotypisierung der Méiuse

Zur Bestimmung des Genotyps wurde den Zucht- und den Versuchstieren durch die Tierpfle-
ger der zentralen Versuchstierhaltung im Alter von ca. 6 Wochen eine Ohrbiopsie entnommen.
Zur Verifizierung der Genotypisierung wurde den M&ausen, an denen Versuche durchgefiihrt
wurden, zum Abschluss der Experimente nochmals eine Ohrbiopsie entnommen. Die Ent-
nahme der Ohrprobe erfolgte mit einer speziellen Lochzange. Nach Lysierung der Ohrprobe
wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) iiberpriift, ob
die Genloci, die fiir die Liddle-Mutation, bzw. fiir die 81-Untereinheit des Ca’"-aktivierten

K"-Kanals codieren bei den Tieren vorhanden waren bzw. fehlten.

3.3.1.1 Lysierung der Ohrprobe
Folgender Ansatz diente dem Verdau einer Ohrprobe:

NP- 40 (0,5 %) 0,5 ul
Tween® 20 (0,5 %) 6 0,5 pl
10x PCR RXN Puffer (Mg") 10 gl
Proteinase K 0,03 mg
H-O0, steril ad 100 ul

Die Lysierung erfolgte mit Hilfe eines Thermomixers (Eppendorf Gerétebau) auf Stufe
11 (11x100/min) bei 65°C fiir 2 h 50 min und wurde abgeschlossen bei 95°C fiir 10 min. Fiir
den Fall, da8 die PCR nicht direkt im Anschlul an den Verdau stattfand, wurde das Lysat
bei —20°C gelagert.

3.3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion
Fiir die Amplifikation von DNA durch die PCR wurde folgender Standardansatz (100ul

Gesamtvolumen) verwendet:

Liddle

Ohrprobenlysat: 3 pul
10x PCR RXN-Puffer (-Mg*") 100 pl
50 mM MgCl, 30 pl
20 mM dNTP‘s 20 pl
Primer PLAS 10 pl
Primer PLS 10 pl
Primer Pneo 2,5ul
Taq-Polymerase (5 Units/ul) 10 pl
H50, steril ad 940 pl
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BKj1

Ohrprobenlysat: 3 ul
10x PCR RXN-Puffer (-Mg*") 5 ul
50 mM MgCl, 1,5ul
20 mM dNTP’s 0,4 pl
Primer 1 (100 pmol/ul) 1l
Primer 2 (100 pmol/pul) 0,5 pl
Primer 3 (100 pmol/pul) 0,125 pl
Taq-Polymerase (5 Units/ul) 0,5 pl
H50O, steril ad 50 pl

Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech GmbH bezogen und hatten folgende

Sequenzen:
Liddle:

Primer 1 (Pneo) 5- CTG TTG GCC GCT GCC CCA-3°
Primer 2 (PLS) 5- CTT CCA AGA GTT CAA CTA CCG-3
Primer 3 (PLAS) 5- TCT ACC AGC TCA GCC ACA GTG-3°

BK/j1:

Primer 1 (BKMB 11s) 5-GCT GAA ACT CTG AAG CTA CTC-3¢
Primer 2 (BKMB 17s) 5-GCT ATG AGG CAA CTA AAC AGG-3¢
Primer 3 (BKMB 3a) 5-“CAC AGC TGA TAC ATT GAC CC-3¢

Die PCR wurde in einem GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) vorgenom-
men. Nach einer anfdnglichen Denaturierung bei 93°C fiir 2 Minuten erfolgte die PCR in 35

Amplifikationszyklen mit folgenden Temperaturschritten:

30“ 93°C (Denaturierung)
30“ 58°C (Primerhybridisierung)
45% 72°C (Extension)

Im Anschlufl an die 35 Zyklen wurde der Amplifikationsprozess mit einer 10 Minuten an-
dauernden Extensionsphase bei 72°C beendet. Danach wurden die Proben auf 4°C abgekiihlt.
Bis zur Analyse durch Gelelektrophorese lagerte man das Produkt bei einer Temperatur von
-20°C. Um eventuelle Kontaminationen identifizieren zu kénnen, wurde fiir jeden PCR-
Ansatz eine Negativkontrolle mitamplifiziert. Diese enhielt bis auf die cDNA samtliche fiir
die PCR notwendigen Reagenzien. Weiterhin wurde fiir jeden Ansatz eine Positivkontrolle
durchgefiihrt, um die Wirksamkeit der eingesetzten Reagenzien und den korrekten Ablauf

der PCR zu iiberpriifen.
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3.3.1.3 Gelelektrophorese

Die priparative Trennung und Analyse der DNA-Fragmente erfolgte in 1,2 %igen hori-
zontalen Agaroseflachbett-Gelen in EPS 600 -Kammern (Pharmacia Biotech) in 0,5x TBE
mit 6 p1/100 ml Ethidiumbromid.. Von dem zu analysierenden Ansatz wurden 10 pl mit
1,5 pul DNA-Loading-Buffer versetzt und davon im Anschluf§ 11 ul in die Probentaschen
des Agarose-Gels pipettiert. Die Trennung wurde innerhalb von 45 min bei einer konstan-
ten Spannung von 110 V abgeschlossen. Die Einpolymerisierung von Ethidiumbromid (Fa.
Sigma) in das Agarose-Gel in einer Konzentration von 0,5 pg/ml diente der Anfarbung der
DNA. Mittels UV-Licht der Wellenlénge 254 nm (UV- Transilluminator KAISER RS 1, Fa.
Biometra) wurden die mit Ethidiumbromid angefirbten DNA- Amplifikate sichtbar gemacht,
mit einer CCD-Kamera (Fa. Computar) fotografiert und so dokumentiert.

Die Fragmente wurden anhand ihrer Linge nach Anzahl von Basenpaaren identifiziert.
Als GroBenstandard wurde eine ,,1 kb Plus DNA-Leiter“ (Invitrogen) verwendet.

3.3.2 Hamodynamische Untersuchungen an wachen Miusen

3.3.2.1 Chronische Katheter

3.3.2.1.1 Katheterherstellung Die Anfertigung eines Katheterpaares begann mit
der Herstellung der Katheterspitzen, die zuerst aus einem Polyurethanschlauch (0,04“ O.D.,
0,025“ 1.D., Braintree Scientific, INC.) modelliert werden mussten. Dazu wurde ein ca. 6
cm langes Schlauchstiick mittig mit Hilfe eines HeifSluftgeblidses angeschmolzen. Der ange-
schmolzene, noch heifle Bereich musste daraufhin rasch leicht gedehnt und halbrund geformt
werden. Nach einer kurzen Phase der Abkiihlung wurde der so préparierte Schlauch mit
einer Schere in der Mitte durchtrennt, so dafl zwei sich verjiingende Spitzen entstanden, die
auf die gleiche Lange gekiirzt wurden. Das Originalende und die leicht gebogene verjiingte
Spitze sollten jeweils ca. 1,5 cm lang sein. Nur Katheterspitzenpaare mit moglichst grofler
Parallelitdt wurden weiter verwendet. Diese Spitzen wurden am Originalende mit Hilfe eines
ca. 8 mm langen metallenen Verbindungsstifts (gefertigt aus Abschnitten einer 23G Kaniile)
mit einem Durchmesser von 0,6 mm mit einem 30 cm langen Polyethylen-Schlauch (1,0 mm
0.D., 0,5 mm L.D., Fa. Portex) verbunden, wobei ein ca.l mm langer Uberlappungsbereich
(Overlap) zwischen der Spitze und dem Polyethylen- Schlauch entstehen mufite. Dieser diente
der Stabilitit und der Abdichtung. Uber den Overlap wurde mittels eines 2 Komponenten-
klebers (UHU plus Endfest 300) ein Heat Shrink Tube geklebt, der die zusammengefiigten
Schlauchenden im Verbindungsbereich zusétzlich abdichten sollte.

Nach einer mindestens 12-stiindigen Trocknungsphase wurde die einwandfreie
Durchgéngigkeit der Katheter iiberpriift, indem sie mit einer sterilen heparinisierten Koch-

salzlosung durchgespiilt wurden.
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Abbildung 7: Selbstgefertigte Katheterspitzen.

3.3.2.2 Operative Implantation der chronischen Katheter — Methode nach
[Just et al., 2000] & [Mattson, 1998]

Um den Blutdruck und die Herzfrequenz messen zu kénnen, wurde den Versuchstieren
ein, wie in Kap. 3.3.2.1.1. beschrieben, selbst hergestellter Katheter in die A. femoralis im-
plantiert. Die zusétzliche Implantation eines Katheters in die V. femoralis erfolgte, um eine
zusétzliche Stabilisierung des arteriellen Katheters zu gewéhrleisten und somit die Gefahr
eines Katheterverschlusses durch Abknickung zu reduzieren. Zu diesem Zweck war die in
Kap. 3.3.2.1.1. erwéhnte Parallelitéit der beiden Katheterspitzen unbedingt notwendig.

Die Katheter wurden vor der Operation nochmals auf ihre fehlerfreie und leichte
Durchgéngigkeit getestet und mit einer Heparin-NaCl-Losung (5.000 I.E. Heparin/100 ml
NaCl-Losung) gefiillt, um die Gefahr einer Thrombenbildung in der Spitze des Katheters zu
reduzieren. Dabei wurde darauf geachtet, den Katheter frei von Luftblasen zu halten, damit
die Ubertragung der Blutdruckamplitude nicht abgeschwiicht wurde. Der arterielle Katheter
wurde am Ende des Polyethylen-Schlauches farbig markiert, um ihn nach der Implantation
von dem venosen Katheter unterscheiden zu kénnen.

Nach Ermittlung des Korpergewichts erfolgte die Narkose der Méause mittels einer in-
traperitonealen (i.p.) Injektion von 10%-igem Ketamin® (120 mg/kg KGW, Fa. Albrecht)
und 2%-igem Rompun® (Wirkstoff: Xylacin, 16 mg/kg KGW, Fa. Bayer) unter Erhaltung
der Spontanatmung. Eine eventuell erforderliche Nachdosierung zur Verlangerung der Nar-
kose erfolgte ausschliellich mit Ketamin®, um die atemdepressive Wirkung von Xylacin
zu vermeiden. Préoperativ erfolgte eine Schmerzprophylaxe mittels subkutaner (s.c.) Injek-
tion von Rimadyl® (Wirkstoff: Carprofen, 5 mg/kg KGW). Zusétzlich wurden die Méuse
antibiotisch mit einer s.c.-Injektion von Baytril® (Wirkstoff: Enrofloxacin, 5mg/kg KGW)
abgedeckt.
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Nach Eintritt der Narkose wurden der Nacken und der linke Leistenbereich der Tiere
weitrdumig rasiert und mit einer jodhaltigen Losung (Betaisodona®) desinfiziert. Wahrend
der Operation wurden die M&ause auf einer 37°C temperierten Wérmeplatte gelagert, um die
Korpertemperatur konstant zu halten. Um die Tiefe der Narkose zu iiberwachen, wurde auf
das Fehlen des Zwischenzehenreflexes geachtet.

Nach einer Inzision der Haut im Nacken kaudal des Os occipitale®! wurde die Haut
subkutan vom Nacken bis zum linken Hinterbein mobilisiert, um durch die so geschaffene
Untertunnelung zu einem spéteren Zeitpunkt der Operation die Katheter fithren zu kénnen.
Es folgte die Lagerung und Fixierung der M&use in Riickenlage. Nach einer ca. 5 mm lange
Inzision der Haut im linken Leistenbereich parallel zur Bauchmuskulatur wurden die weiteren
operativen Vorgénge unter stereomikroskopischer Aufsicht (LEICA MZ 75) durchgefiihrt.

Durch vorsichtiges Praparation und Entfernen von subkutanem Fett- und Bindegewebe
mit einem sterilen Wattestdbchen wurde der N. femoralis sowie die A. und V. femoralis
proximal vom Lig. inguinale bis distal zur V. saphena medialis dargestellt. Mit Hilfe einer
Metallhiilse erfolgte eine subkutane Verbindung der Inzisionsstelle in der Leiste mit der im
Nacken des Tieres, um die Katheter durch diese Hiilse von der Leiste zur Offnung im Nacken
schieben zu konnen. Dabei war zu beachten, dafi der ventse Katheter den arteriellen Katheter
nicht kreuzte und, parallel zu diesem verlaufend, medial zu liegen kam. Die Metallhiilse
wurde nun vorsichtig entfernt. Danach wurde die femorale Trias von Nerv, Vene und Arterie
préaparativ getrennt, und die beiden Geféfle wurden vollstéandig vom Lig. inguinale bis zur
V. saphena mobilisiert. Besonderes Augenmerk wurde auf die Schonung des Nerves gelegt.
Nun wurden die Gefafle proximal der V. saphena einzeln ligiert. Der dafiir genutzte Faden
diente zudem als Halteziigel.

Bei der Arterie wurde vor ihrer Eroffnung zusétzlich durch eine Ligation direkt distal des
Leistenbands der Blutfluss unterbrochen. Dieser Knoten musste wieder zu 6ffnen sein, um
nach der Implantation die Katheterspitze weiter in das Gefaf§ vorfithren zu koénnen.

Nach dieser Vorbereitung wurden die Katheter nacheinander in die Vene und die Arte-
rie implantiert. Dazu erfolgte die Er6ffnung der Vene, bzw. der Arterie mit einer Irisschere
proximal der distalen Verbindung. Die Katheterspitzen konnten nun vorsichtig in das je-
weilige Gefafl hinein- und soweit vorgeschoben werden, dafl sie einige Millimeter unter dem
Leistenband hindurch zu liegen kamen. Die Fixierung der Katheter sicherten der jeweilige
Halteziigel sowie zwei zusétzlich weiter proximal gelegte Haltefdden.

Zur weiteren Stabilisierung wurden beide Katheter nach der Implantation im freien Be-
reich der Spitzen und an der Austrittsstelle im Nacken mit je einem weiteren Faden mitein-
ander verbunden und der Knoten in der Leiste mit einem Tropfen Histoacrylgewebekleber
(Fa. Braun) zusétzlich fixiert. Die Katheter wurden nun am Ende des Polyethylen-Schlauches

mit Hilfe von Metallstiften verschlossen, wobei darauf zu achten war, dafl kein Blut sondern

31Hinterhauptsbein
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Abbildung 8: OP-Situs: Implantation von chronischen Kathetern in die A. und V.
femoralis.

nur Heparin-NaCl™ Losung in den Katheterspitzen verblieb, um das Risiko einer Thromben-
bildung so gering wie moglich zu halten.

Nach Ausschluss von Blutungen und nochmaliger Sicherstellung der korrekten Katheter-
position wurde die Wunde mit Einzelknopfheften (Mersilene 5-0, Ethicon) verschlossen. Die
Maus wurde nun wieder auf dem Bauch gelagert. Die aus der Inzision im Nacken heraus-
gefithrten Katheterenden mussten mit einer innen hohlen Metallfeder, die in der Nacken-
muskulatur mit zwei weiteren Einzelheften fixiert wurde, vor Benagung und anderer me-
chanischer Belastung geschiitzt werden. Der Wundverschluss der Nackenhaut um die Feder
erfolgte ebenfalls mit einer Einzelknopfnaht (Mersilene 5-0, Ethicon).

Die Wundnéhte im Nacken und in der Leiste wurden abschlieBend noch einmal mit
Betaisodona® desinfiziert. Nun mussten die aus der Metallfeder herausragenden, mit den
Metallstiften verschlossenen Katheterenden mit einem Klebestreifen an der Feder befestigt
werden, um eine Rotation und Uberkreuzung der Katheter in der Feder zu verhindern. Zur
Stabilisierung des Kreislaufs und um einer postoperativen Dehydratation vorzubeugen, wur-
de den Tieren 1 ml kérperwarme isotone NaCl-Losung subkutan infundiert.

Die Tiere wurden postoperativ bis zum vollstindigen Erwachen weiterhin warmgehal-
ten, wiahrend der Aufwachphase regelméflig tiberwacht und erholten sich sehr schnell von
der Narkose. Die Fixierung der Metallfeder erfolgte mittels eines Zweikanal - Swivels (TSE-
Systems), so daf} sich die Tiere in ihren Einzelkifigen frei bewegen konnten. Die Futter- und

Wasseraufnahme erfolgte ad libitum. Uber den Habitus der Tiere und die Futter- und Was-
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seraufnahme wurde ein tagliches Protokoll gefithrt, um den Allgemeinzustand zu beurteilen.
Tiere, die mittelgradige bzw.hochgradige pathologische Befunde zeigten, wurden von den

weiteren Untersuchungen ausgeschlossen und schmerzlos euthanasiert.

3.3.2.3 Blutdruckmessung

Die Messungen von Blutdruck und Herzfrequenz wurden iiber den chronischen arteri-
ellen Katheter durchgefiihrt, der zu diesem Zweck an den erwédhnten Zweikanal - Swivel
angeschlossen wurde. Die Messung erfolgte stressfrei an den wachen Mé&usen, die wihrend
des Versuches uneingeschrinkten Zugang zu Wasser und Futter hatten und sich frei bewe-
gen konnten. Die Aufzeichnungen fanden am 2. bzw. 3. postoperativen Tag kontinuierlich
iiber 1-2 Stunden statt. Die Messungen wurden permanent mittels eines Softwareprogramms
(Labtech Notebook®) registriert und aufgezeichnet.

Durch das Datenverarbeitungsprogramm Igor® erfolgte die anschliefende Auswertung
der gewonnenen Daten. Es wurde sehr darauf geachtet, dass wiahrend des gesamten Versu-
ches eine ruhige Atmosphére im Labor herrschte, um keine Stérung der Tiere zu verursachen,
die die sensiblen Messparameter beeinflussen kénnte. Die Messungen wurden stets in einem
dreistiindigen Zeitfenster zwischen 16.00 Uhr und 19.00 Uhr durchgefiihrt, um den zirka-
dianen Rhythmus der Tiere zu beriicksichtigen. Damit wurden die Versuche in der spéten
Ruhephase der nachtaktiven Tiere durchgefiihrt.

Ein Blutdrucktransducer (Typ DPT-6100, Fohr Medical Instuments) sorgte fiir die Um-
wandlung der Blutdruckamplitude in ein elektrisches Signal. Der Transducer wurde zu die-
sem Zweck mit entionisiertem Wasser gefiillt und durch einen weiteren Polyethylen-Schlauch
mit dem Zweikanal - Swivel verbunden. Die Fiillung mit dem entionisierten Wasser muf-
te luftblasenfrei erfolgen, um die Blutdruckamplitude nicht abzuschwéchen. Der arterielle
Katheter wurde iiber ein kurzes Verbindungsstiick an die zweite Offnung des Swivel-Kanals
angeschlossen.

Nach Abschluss der Blutdruckmessung am 1. Messtag, dem 2. postoperativen Tag, musste
der arterielle Katheter vom Zweikanal - Swivel gelost und erneut mit einem Metallstift
verschlossen werden. Dabei war wieder zu beachten, dafl kein Blut in der Katheterspitze
verblieb, um das Risiko einer Thrombosierung zu minimieren.

Aus den gewonnenen Daten wurden der Mittelwert des MAD und der durchschnittlichen

Herzfrequenz ermittelt.
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Abbildung 9: Originalregistrierung einer Blutdruck-/Herzfrequenzmessung iiber
1,5 Stunden. Die Messung erfolgte an einer wachen ungestressten Wildtypmaus am dritten
postoperativen Tag iiber den arteriellen Katheter. Die obere Kurve stellt die Herzfrequenz
(1/min) dar, in der Mitte ist der mittlere arterielle Blutdruck (mmHg) abgebildet und in der

unteren Kurve sieht man den Blutdruck (mmHg).

3.3.2.4 Telemetrie

3.3.2.4.1 Transmitter zur telemetrischen Aufzeichnung von
himodynamischen Parametern bei Miusen

Zur radiotelemetrischen Messung des Blutdrucks dienten die Transmitter (PhysioTel®
PA TImplants) vom Typ TA11PA-C10. Ein Transmitter dieses Typs wiegt 1,4 g und hat
ein Volumen von 1,1 cc. Die Lénge des Katheters betrdgt 5 cm und der Durchmesser des
Katheters misst 0,4 mm. Die Batterielaufzeit betriagt 1,5 Monate. Die Aktivierung und Deak-
tivierung des implantierten Transmitters erfolgt magnetisch iiber die AuBenseite des Kéafigs
und damit stressfrei fiir das Tier. Nach der Aktivierung registriert der Transmitter die Pa-
rameter Blutdruck, Herzfrequenz und motorische Aktivitdt des Tieres und iibertrigt die
Informationen digital iiber ein radiotelemetrisches Messverfahren auf einen Receiver. Dieser
konvertiert die gewonnenen Informationen in eine Computer-lesbare Form. Die Datensamm-
lung wird dann iiber eine Matrix an den Rechner weitergegeben und dort mit Hilfe des
Dataquest A.R.T. Systems erfasst und abgelegt. Da der Nullpunkt jedes Transmitters mi-
nimal schwankt, wurde jeder Sender 12 Stunden vor der operativen Implantation aktiviert

und in eine sterile, isotone NaCl-Loésung bei Raumtemperatur eingelegt, gemessen und die
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Nulllinie notiert, um spéter bei der Auswertung die Blutdruckdaten gegebenenfalls um den

veranderten Nullpunkt korrigieren zu koénnen.

3.3.2.4.2 Operative Implantation der telemetrischen Sender Die Narkose, die
antibiotische Abdeckung, sowie die Schmerzprophylaxe der Tiere erfolgt wie in Kap. 3.3.2.1.2.
beschrieben. Nach Einleitung der Narkose wurden die M&ause ventral vom Processus angu-
laris mandibularis bis zum Sternum weitrdumig rasiert. Das rasierte Operationsfeld wurde
mit einer jodhaltigen Losung (Betaisadona®) desinfiziert. Zur Kreislaufstabilisierung wurde
den Tieren pra- und postoperativ je 1ml kérperwarme isotone NaCl™ Losung subkutan infun-
diert. Wahrend der Operation wurden die Méause auf einer 37°C temperierten Wirmeplatte
gelagert, um die Korpertemperatur konstant zu halten. Die Fixierung der Tiere erfolgte in
Riickenlage mit Hilfe von Klebeband iiber den Hinterbeinen. Zusétzlich wurde ein Haltefa-
den um die oberen Incisivi gelegt und etwas gespannt, sowie ein kleines Stiick Mullbinde
im Nacken der Mause platziert, um eine Streckung des Halses und eine Stabilisierung des
Kopfes zu erreichen.

Mit einem Skalpell wurde nun die Haut in der ventralen Medianen submandibulér begin-
nend bis kurz vor dem Sternum inzisiert. Es folgte die Praparation einer Hauttasche von der
Inzisionsstelle aus im linken Flankenbereich, in der spéter der Transmitter platziert werden
sollte. Die weiteren Operationsschritte wurden unter stereomikroskopischer Aufsicht (LEICA
MZ 75) durchgefiihrt.

Zunéchst mussten die submandibuldren Speicheldriisen vorsichtig mittels steriler Wat-
testdbchen getrennt werden. Die linke A. carotis communis wurde in einem Bereich von
ihrer Gabelung in die Aa. carotis interna und externa ausgehend ca. 1,0 cm nach caudal
freiprapariert. Dies geschah unter Schonung der parallel verlaufenden Nervenfasern. Nun
wurde ein Faden als Halteziigel direkt caudal der Bifurkation der Aa. carotis interna und
externa positioniert und geknotet. Ein weiterer Halteziigel wurde weiter caudal etwa in Héhe
des Schliisselbeins um das Gefafl gelegt, aber nicht geknotet. Die Enden beider Haltefdden
wurden mit Klemmen fixiert, die neben dem Tier so positioniert wurden, daf} eine leichte
Spannung des Geféfles erzielt werden konnte. Durch diese Spannung, insbesondere des cauda-
len Halteziigels, konnte auch der arterielle Blutzuflufl kurzzeitig und reversibel unterbrochen
werden, wihrend das Gefaf3 fiir die Implantation des Katheters erdffnet wurde.

Nun wurde der Transmitter auf einer sterilen, angefeuchteten Kompresse rechts neben
dem Kopf der Maus gelagert. Der Sender wurde mit steriler, isotoner NaCl-Losung stdndig
feucht gehalten. Nach der vorsichtigen Entfernung der Schutzhiille auf der Katheterspitze,
wurde die Spitze luftblasenfrei mit biokompatiblen Gel gefiillt. Die moderat gespannte Arte-
rie wurde dann mit Hilfe einer an der Spitze gebogenen Kaniile (Sterican® 25G, Fa. Braun)
direkt caudal des cranialen Haltefadens erdffnet. Wihrend mit der Kaniilenspitze die Offnung
des GefaBles fixiert wurde, konnte der Katheter mit Hilfe einer speziellen gebogenen Pinzette

implantiert werden.
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Abbildung 10: OP-Situs: Dargestellt ist die freiprédparierte und angeziigelte A.
carotis (links) und die Implantation der Katheterspitze in das Gefafl (rechts).

Der caudale Halteziigel wurde nun soweit gelockert, dafl der Katheter weiter in das Gefaf3
vorgeschoben werden konnte, bis die Spitze des Katheters etwa 2 mm in den Aortenbogen hin-
einreichend zu liegen kam. Die Fixierung erfolgte, indem beide Haltefdiden um den Katheter,
bzw. das Gefafl geknotet wurden. Ein dritter Knoten wurde zwischen beiden Faden zur weite-
ren Stabilisierung des Katheters platziert. Je ein Tropfen eines Gewebeklebers (Histoacryl®,
Fa. Braun) auf jedem Knoten diente der endgiiltigen Festigung.

Im néchsten Schritt wurde der Telemetriesender in der préaparierten Hauttasche im linken
Flankenbereich des Tieres positioniert. Besondere wichtig war, dafl der Sender soweit dorsal
in der Flanke zu liegen kam, dafl die Maus spéter in der Laufbewegung nicht beeintrachtigt
wurde. Der Transmitter wurde mit etwas Gewebekleber (Histoacryl®, Fa. Braun) zwischen

Sender und subkutanem Gewebe in seiner Lage fixiert.

Abbildung 11: Lokalisation des Telemetriesenders in der Maus.
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Das Gefafl konnte nun mit dem Katheter wieder in seine urspriingliche Position versenkt,
die Speicheldriisen reponiert und die Wunde mit Einzelknopfheften (Mersilene 5—0®, Ethi-
con) verschlossen werden. Die Wunde wurde abschlieend noch einmal mit Betaisadona®
desinfiziert. Die Tiere wurden in ihren Kéfig zuriickgesetzt und bis zum vollstéandigen Erwa-
chen auf Zellstoff gelagert, warm gehalten und regelméfig iiberwacht.

Fiir die néchsten 48 Stunden standen den Méusen externe Warmequellen zur Verfiigung,
die sie nach Belieben aufsuchen konnten. Den Tieren stand jederzeit Futter und frisches Was-
ser zur Verfiigung. Zusétzlich zu den gewohnten Pellets konnten die Tiere in den ersten Tagen
postoperativ eingeweichte Pellets, die mit Glucose 5 % betriufelt waren, aufnehmen. Der All-
gemeinzustand der Tiere wurde in den ndchsten Tagen intensiv iiberwacht. Bei mittel- und

hochgadigen Storungen des Allgemeinbefindens wurden die Tiere schmerzlos euthanasiert.

3.3.2.4.3 Telemetrische Messung himodynamischer Parameter Die Versuche
wurden 10 Tage postoperativ gestartet, da die Mause nachgewiesenermafien erst nach dieser
Erholungsphase wieder einen regelméfligen Tag-Nacht-Rhythmus zeigen.

Die Messungen blieben unbemerkt von den Tieren, da diese in ihren eigenen Kifigen
einschliefllich des gewohnten Kéfig-Enrichments (Zellstoff und mouse houses) bleiben konnten
und, wie immer, uneingeschréankten Zugang zu Futter und Wasser hatten. Der Messraum war
auf 22 4+ 2°C temperiert und die relative Luftfeuchtigkeit betrug 60 £ 5%. Das Lichtregime
bestand aus einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus mit einer Lichtphase von 7.00h bis
19.00h. Da der Versuchsraum ausschliellich fiir die telemetrischen Messungen genutzt wurde,
war eine ruhige und stressarme Atmosphére sichergestellt.

Die hdmodynamischen Parameter, sowie die Daten iiber die motorische Aktivitdt wurden
alle 5 Minuten jeweils fiir einen Zeitraum von einer Minute iiber den implantierten Teleme-
triesender aufgenommen und auf den Computer iibertragen. Dieser stand im Nebenraum,
so da} die Messungen jederzeit und ohne die Tiere zu storen, iiberwacht werden konnten.
Dies bot zudem eine zusétzliche, objektive Moglichkeit, den Allgemeinzustand der Méuse zu
beurteilen.

Mit Hilfe eines Softwareprogramms (Dataquest A.R.T. Data Acquisition, Data Sciences
International, Minnesota, USA) wurden die gesammelten Informationen automatisch gespei-
chert. Die Auswertung geschah mit Hilfe des Computerprogramms Dataquest A.R.T. Data
Analysis (Data Sciences International, Minnesota, USA). Dabei konnten die Zeitintervalle,
in denen gemessen wurde, individuell je nach Fragestellung und Versuchsreihe ausgewahlt

werden.

3.3.2.4.4 Telemetrische Messungen unter unterschiedlicher Salzbelastung
Die Méause wurden mit Futter unterschiedlichen NaCl-Gehaltes erndhrt, um den Einfluss
einer unterschiedlichen Salzzufuhr auf den Blutdruck, bzw. auf die Blutdruckregulation vor

dem Hintergrund der Kombination der beiden genetischen Defekte niher zu untersuchen.
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Abbildung 12: Darstellung der telemetrischen Aufzeichnung des Blutdrucks.

Die Fiitterungsperioden erstreckten sich jeweils {iber einen Zeitraum von 14 Tagen. In den
ersten zwei Wochen vor Beginn der Messungen bekamen die Tiere das gewohnte pelletierte
Futter mit einem NaCl™ Gehalt von 0,3% (Firma Ssniff) ad libitum. Die telemetrischen Mes-
sungen zur Bestimmung der Ausgangswerte wurden kontinuierlich iiber 5 Tage durchgefiihrt.
Nun erfolgte die Umstellung auf eine 2-wochige salzarme Ad-libitum-Didt mit pelletiertem
Futter (Firma Ssniff) mit einem NaCl™ Gehalt von maximal 0,03%. Die hamodynamischen
Messungen wurden iiber den gesamten Fiitterungszeitraum fortgefiithrt. Anschliefend wurde
die Fiitterung auf eine salzreiche Diét mit pelletiertem Futter (Firma Ssniff) mit einem
Salzgehalt von 3,0% umgestellt. Auch hier wurde iiber die gesamten 14 Tage telemetrisch
gemessen. Zum Abschlufl erfolgte eine nochmalige Umstellung auf das Standardfutter aus
der ersten Fiitterungsperiode und eine letzte Messperiode von 14 Tagen. Wahrend der ge-

samten Zeit stand den Tieren entionisiertes Wasser als Trinkwasser ad libitum zur Verfiigung.

Versuchsaufbau fiir die telemetrischen Untersuchungen

Diat Basis 1 Nat-arm Na*-reich Basis 2
Dauer Tag 1 bis 14 || Tag 15 bis 29 | Tag 30 bis 44 | Tag 45 bis 59
Aufzeichnung | Tag 9 bis 14 || Tag 15 bis 29 | Tag 30 bis 44 | Tag 45 bis 59
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3.3.3 Bestimmung von Blutparametern

Den Mausen, denen chronische Katheter implantiert wurden (siche Kapitel 3.3.2.2.), wur-
de nach Abschlu der Blutdruckmessungen Blut abgenommen, um den Aldosteronspiegel
im Plasma zu bestimmen. Weiterhin wurden Blutentnahmen bei M&usen der Versuchsserie
2 durchgefiihrt, um die Konzentrationen der aussagekriftigsten Elektrolyte und des Stoff-

wechselproduktes Kreatinin im Plasma zu bestimmen.
3.3.3.1 Blutabnahme

3.3.3.1.1 Blutabnahme fiir die Aldosteronbestimmung Da die Aldosteronkon-
zentration im Plasma in hohem Mafle von den Umgebungsbedingungen, denen die Ver-
suchstiere ausgesetzt sind, abhéngig ist, musste die Blutabnahme unbemerkt an wachen und
ungestressten Tieren erfolgen, um keine abnahmebedingte Erhohung des zu untersuchenden
Parameters zu induzieren.

Die Blutabnahme erfolgte bei allen Tieren zwischen 17.00 Uhr und 19.00 Uhr, da die
Plasmaaldosteronkonzentration zirkadianen Schwankungen unterliegt, die somit minimiert
werden konnten.

Um die Abnahme fiir die Tiere unbemerkt durchfiihren zu kénnen, wurde aus dem ar-
teriellen Katheter spontan und ohne mechanische Manipulation Vollblut gewonnen. Dazu
wurde der Verbindungsschlauch vom Blutdrucktransducer zum Zweikanal - Swivel schon vor
Beginn der Messungen so lang abgemessen, daf§ er 300 ul Volumen fasste. Vom Zweikanal-
Swivel ausgehend, wurde der Schlauch nach einem Volumen von 250 pl markiert. Fiir die
Analyse bendtigte man ca. 120 pl Plasma. Da der durchschnittliche Hamatokrit ca. 40 %
betréigt [Rutschitzka, 2000], wurden 250 pl Vollblut abgenommen, um sicher das fiir die
Analyse benotige Plasma gewinnen zu konnen.

Nach Beendigung der Blutdruckmessung am zweiten Versuchstag wurde der Verbindungs-
schlauch kurz vor dem Transducer durchschnitten. Dies blieb von den Tieren unbemerkt, da
der Schlauch aufgrund seiner Lénge aus dem Kifig herausfiihrte und sich die Verbindung zu
dem Transducer hinter einem Sichtschutz befand. Durch den arteriellen Blutdrucks floss das
Blut ohne weitere Manipulation aus dem arteriellen Katheter in den Verbindungsschlauch.
Wenn die Blutsidule die Markierung am Polyethylenschlauch erreicht hatte, befanden sich
250 pl Vollblut in dem Schlauch. Nun musste der arterielle Katheter abgeklemmt und damit
der Blutfluss unterbrochen werden. Das Blut aus dem Verbindungsschlauch wurde vorsichtig
in einen 500 pl Tube (Fa. Eppendorf) iiberfithrt, in dem 5 pl 0,3 M Nay-EDTA vorgelegt
waren. Die Blutproben wurden unmittelbar nach der Abnahme bei einer Temperatur von
20°C und bei 6000 x g fiir 12 min zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert und die
Proben bis zur Analyse bei -20°C gelagert.
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3.3.3.1.2 Blutabnahme fiir die Elektrolyt-/ Kreatininbestimmung Zur Blut-
abnahme wurden Katheter genutzt, deren Herstellung in Kap. 3.3.2.1.1 beschrieben wurde.
Die Narkose der Tiere erfolgte auf die gleiche Weise, wie in Kap. 3.3.2.1.2 erldutert. Nach
Einleitung der Narkose wurde der linke Leistenbereich der zu operierenden Méause grofiziigig
rasiert. Im Anschlufl wurden die Tiere auf einer 37°C temperierten Warmeplatte gelagert, um
eine Auskiihlung zu verhindern. Es folgte eine etwa 5 mm lange Inzision der Haut im Bereich
der Leiste. Subkutanes Fett- und Bindegewebe wurden vorsichtig mit einem Wattestédbchen
entfernt und die Trias von N.; A. und V. femoralis proximal vom Lig. inguinale bis distal
zur V. saphena medialis praparativ dargestellt. Die Arterie wurde mobilisiert und proximal
der V. saphena medialis, sowie distal des Leistenbandes abgebunden, um den Blutfluss zu
unterbrechen. Nun wurde die Arterie mit Hilfe einer Irisschere eroffnet und der Katheter
implantiert. Der proximale Knoten um das Gefafl wurde gelost, so daf§ das Blut durch den
arteriellen Blutdruck und ohne weitere mechanische Manipulation in den Katheter flielen
konnte.

Das Blut wurde in einem mit Li-Heparin praparierten Gefafi (15 I.E. Heparin/ml Blut,
Fa. Sarstedt) aufgefangen. Fiir die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Nat, K,
Cl™ und Kreatinin waren 250 ul Plasma notig. Direkt nach der Gewinnung wurde das Blut
bei einer Temperatur von 20°C und bei 4200 x g fiir 10 min zentrifugiert. Das gewonnene
Plasma wurde bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren. Dieses aufwendige Procedere der
Blutgewinnung wurde durchgefiihrt, um das Risiko einer abnahmebedingten Héamolyse des

Blutes zu minimieren.
3.3.3.2 Analyse

3.3.3.2.1 Aldosteron Die Analyse der Plasmaproben der Versuchsserie 1 wurde in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Blank in unserer Abteilung durchgefiithrt Die Bestimmung
von Aldosteron erfolgte mit Hilfe von Radioimmunoassays (RIAs) nach dem Coat-a-count-
Verfahren. Bei diesem Festphasen-RIA handelt es sich um ein Verfahren zur direkten quan-
titativen Bestimmung von Aldosteron. Die Innenwandung eines Polypropylenréhrchens ist
mit einem Aldosteronantikorper beschichtet, und die Methodik besteht darin, dafi radio-
aktives 125J-markiertes Aldosteron in einer vorgegebenen Zeitspanne mit dem Aldosteron
in der zu analysierenden Probe um die Bindung an diesen Antikorper konkurriert. Die zu
bestimmenden Mengen von Aldosteron in der Probe werden dann nach Messung des freien
oder gebundenen 125J- Aldosteron mit Hilfe von Standardkurven ermittelt.

Da nur geringe Plasmavolumina zur Untersuchung zur Verfiigung standen, und zudem
Doppelbestimmungen notwendig waren, wurden die Proben mit einem RIA-Kit der Firma
Immunotech (Beckman Coulter, USA) analysiert, da fiir diesen Assay ein Probenvolumen

von jeweils nur 50 pl ausreichend war.
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Fiir die Erstellung der Standardkurve wurden verschiedene Konzentrationen von Aldos-
teron eingesetzt (10-2000 pg/ml) und die gebundene Aktivitat (B) des radioaktiv markierten
Aldosterons im Verhéltnis zur gebundenen Aktivitét einer aldosteronfreien Probe (B0) er-
mittelt. Die Logit(B/B0)-Werte als Funktion des Logarithmus der Aldosteronkonzentration
wurden einer Kurvenanpassung (TableCurve®, SPSS Inc., USA) unterworfen und durch
cine Geradengleichung (y = a 4 bx) approximiert. Uber die Parameter ,a“ und ,b*“ der
Geradengleichung wurde dann die Konzentration von Aldosteron in der zu bestimmenden
Probe errechnet [Budack, 2004].

1,5 -
L] MeBRwerte
1.0 - :‘\\\ ——  FitErgebnis
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log(Aldosteronkonz.)

Abbildung 13: Standardkurve. Darstellung einer typischen Kalibrierkurve fiir einen 125J-
RIA von Aldosteron. Der logit (logit(y)=log(y/(1-y)) des Quotienten aus der gebundenen
Aktivitdat des Standards zur gebundenen Aktivitdt einer aldosteronfreien Probe ist gegen
den Logarithmus der Aldosteron- konzentration aufgetragen (als Doppelbestimmung) und
kann an eine Geradengleichung (y=a-bx) approximiert werden (r2 = 0,9985); Vertr.intervall:

Vertrauensintervall.
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3.3.3.2.2 Elektrolyte und Kreatinin Die Bestimmung der Na™-, C1™- und Krea-
tininkonzentrationen erfolgte photometrisch. Die Messung der K™-Konzentrationen wurde
mit Hilfe der Potentiometrie (ionenselektive Elektroden) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte

mit einem Roche/Hitachi Modular Analytics System bei dem veterindrmedizinischen Labor
LABOKLIN (Bad Kissingen).

3.3.4 Morphometrische Untersuchungen

Nach Abschlufl der Blutdruckmessungen und der Blutabnahme (siehe Kap. 3.3.2.3 u. Kap.
3.3.3.1.1) wurden die Herzen und Nieren der Versuchstiere entnommen. Dazu wurden die
Méuse unmittelbar nach der Blutabnahme iiber den vendsen Katheter euthanasiert (siehe
Kap. 3.3.2.2). Die Tiere wurden auf dem Riicken gelagert und das Abdomen eréffnet. Die
Nieren wurden nacheinander entnommen und die Nierenkapseln entfernt. Nach adspektori-
scher Beurteilung wurden die Nieren gewogen (Waage A200S, Fa. Sartorius), in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren und einzeln in Alufolie verpackt bei —80°C fiir weitere molekularbio-
logische Untersuchungen gelagert. Anschlieend wurde der Thorax eroffnet und das Herz
nach Durchtrennung der groflen Gefdfle entnommen. Nach der Entfernung der begleitenden
Geféafstrukturen folgte die Spiilung des Herzens in Heparin-NaCl-Losung (5.000 I.E. Hepa-
rin/100 ml NaCl-Losung), um es von Blut und Blutthromben vollstéandig zu befreien, und
die anschlieBende Trocknung auf einem Stiick Zellstoff. Nach Bestimmung des Herzgewicht-
es (Waage A200S, Fa. Sartorius) erfolgte die priaparative Entfernung der Vorhofe sowie die
Trennung des linken und rechten Ventrikels mit anschlieBender separater Gewichtsbestim-
mung.

Fiir weitere Untersuchungen wurden auch die Ventrikel in fliissigem Stickstoff tiefgefroren
und bei -80°C gelagert.

3.3.5 Einfuhr- und Ausfuhrbilanzierung

3.3.5.1 Metabolische Kifige

Um den Einfluss einer veriinderten Salzzufuhr (Na'-Beladung, Na'-Entzug) auf die
Elektrolyt- und Wasserbilanzierung der Mause zu untersuchen, wurden die Mause der Ver-
suchsserie 4 fiir jeweils zwei Wochen mit dem Standardfutter, mit einer salzarmen und einer
salzreichen Diét (Konzentration siche Kap. 3.3.2.4.4) erndhrt. Den Abschlufl bildete eine
erneute Fiitterung mit dem gewohnten Standardfutter. Das Trinkwasser bestand iiber den
gesamten Versuchszeitraum aus entionisiertem Wasser ad libitum.

Zur Registrierung der metabolischen Parameter wurden die Tiere am FEnde jeder
Fiitterungsperiode unter Fortfithrung der jeweiligen Diét in speziell konzipierten metaboli-
schen Kéfigen (Fa. Tecniplast) gehalten, in denen eine Ein- und Ausfuhrbilanzierung moglich
ist. Die Kéfige ermoglichten eine getrennte Sammlung von Urin und Faeces. Im oberen Teil

des Kaéfigs konnten sich die Mause frei auf einem Gitternetz bewegen, durch das die Ex-
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kremente durchfielen. Im unteren Teil des Kéfigs sorgte ein konusformiger Trichter dafiir,
daBl Urin und Kot in separaten Sammelgefidfien aufgefangen wurden. Bei freiem Zugang zu
Trinkwasser und Mehlfutter konnte so die téglich produzierte Urin- und Kotmenge getrennt
gesammelt werden.

Die M&ause wurden nach je 12 Tagen Diétfiitterung und zusétzlicher Gewohnung an das
Mehlfutter in den letzten vier Tagen vor dem Versuch fiir 48 Stunden in den metabolischen
Kéfigen gehalten, wobei sich die Messperiode fiir die Bilanzierung nur iiber die letzten 24
Stunden erstreckte. Die ersten 24 Stunden dienten der Eingewchnung der Tiere an die neuen
Haltungsbedingungen. Der Allgemeinzustand der M&ause wurde mehrfach téglich kontrol-
liert. Zudem wurden auch in den ersten 24 Stunden der Gewichtsverlust der Tiere, sowie
die Futter- und Wasseraufnahme protokolliert, um das Allgemeinbefinden der Méause objek-
tiv beurteilen zu konnen. Vor Beginn und nach Beendigung der Messperiode wurden die
aufgenommenen Futter- und Wassermengen, sowie das Gewicht der Tiere protokolliert. Die
ausgeschiedenen Kot- und Urinmengen wurden bestimmt und dokumentiert, die gewonnenen

Proben aliquotiert und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C eingefroren.

3.3.5.2 Analysierte Parameter

Folgende Groéflen wurden bei den Versuchen im Stoffwechselkéfig bestimmt:

Korpergewicht der Tiere KGW g]
Gewichtsverlust wiahrend des Versuchs A KGW g]
Trinkvolumen TV [ml]
Urinvolumen Uv [ml]
Kotmenge KM g]
Elektrolytkonzentration im Urin (Na®, K™, C17) | [Na]|yps, | [mmol/]]
Kreatininkonzentration im Urin Krea [pmol /1]
Spezifisches Gewicht im Urin SG N/m?

Die Tiergewichte wurden, wie alle {ibrigen Gewichte, gravimetrisch bestimmt: Einheit: [g]
bzw. [mg]. Das spezifische Gewicht des gesammelten Urins wurde refraktometrisch bestimmt
(Refraktometer Modell: 7-0113, Fa. NeoLab). Das Urinvolumen in ml wurde nach der Formel
Volumen = Masse/Dichte aus dem ermittelten Uringewicht und dem spezifischen Gewicht
des Urins errechnet. Die Bestimmung der Na™-, C1™- und Kreatininkonzentrationen im Urin
der Tiere erfolgte photometrisch. Die Messung der K™-Konzentrationen wurde mit Hilfe der
Potentiometrie (ionenselektive Elektroden) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mit einem Ro-
che/Hitachi Modular Analytics System bei dem veterindrmedizinischem Labor LABOKLIN
(Bad Kissingen).

61



3.3.6 Statistische Auswertung

Zunéchst wurden die Versuchsdaten pro Versuchstier ausgewertet und anschlieend pro
Gruppe als arithmetische Mittelwerte £ SEM (standard error of means) angegeben. Die
Berechnungen wurden mit der Tabellenkalkulation Excel 2000 (Microsoft) durchgefiihrt. Die
Grafiken wurden fast ausschlieSlich mit dem Statistik- und Grafikprogramm SigmaPlot®
Version 9.0 erstellt. Die Grafik in Abb. 19 iiber die Aktivitdt der Versuchstiere in Kapitel
4.4.2.1. wurde mit GRAPHPAD PRISM®) angefertigt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit SigmaPlot® und GRAPHPAD PRISM®. Die
Evaluation der Daten erfolgte in Abhéngigkeit der zugrunde liegenden Fragestellung durch
unterschiedliche statistische Verfahren.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen der zweiten bis vierten Versuchsserien wur-
den bei Normalverteilung mittels t-Test nach Student (Students® t-Test) auf ihre Signifi-
kanz getestet. Wenn die zu vergleichenden Daten voneinander abhéngig waren, z.B. bei Ge-
geniiberstellung von Daten eines Individuums unter unterschiedlichen Versuchsbedingungen
wurde ein gepaarter t-Test angewandt. Bei unabhéngigen Daten wurde mit dem ungepaarten
t-Test gearbeitet.

Wenn nicht normalverteilte Ergebnisse vorlagen, wurde bei zwei unabhéngigen Daten-
mengen der Rangtest nach Mann-Whitney (Mann-Whitney-U-Test) als nichtparametrischer
Test genutzt. Bei voneinander abhéngigen Daten ohne Normalverteilung wurde mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Wilcoxon signed rank test) gearbeitet.

Die Daten der ersten Versuchsserie, bei der vier verschiedene Genotypen miteinander
verglichen werden sollten, wurden mittels einseitiger Multivarianzanalyse (one-way ANO-
VA, GRAPHPAD PRISM®) und anschlieBendem Newman-Keuls-Test als Post hoc Test
miteinander verglichen. Bei nicht normalverteilten Ergebnissen wurde eine rangorientierte
Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis und sich anschliefendem post-hoc-test nach Dunn‘s me-
thod als nichtparametrischer Test angewandt.

Die gewonnenen Daten zum Zirkadianen Rhythmus, sowie zur Verlaufsuntersuchung bei
unterschiedlicher Salzbelastung der dritten Versuchsserie wurden mittels zweiseitiger Multi-
varianzanalyse (two-way ANOVA, GRAPHPAD PRISM®)) miteinander verglichen.

Die Nullhypothese, dal zwei zu vergleichende Werte sich nicht unterscheiden, wurde ab
einem Signifikanzniveau von p < 0,05 verworfen.

Ein p-Wert von p < 0,1 wurde als ausreichend angesehen, eine Tendenz zu postulieren.
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4 FErgebnisse

4.1 Genotypisierung

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an méannlichen doppelheterozygoten Mausmutan-
ten (+/L +/d) durchgefiihrt, die durch Kreuzung von einer Mauslinie, bei der durch geneti-
sche Manipulation an der $1-Untereinheit des ENaC eine Uberaktivierung (gain of function)
des Kanals induziert wurde (+/L), mit einer Mauslinie mit genetischer Inaktivierung der
B1-Untereinheit des Ca*"-aktivierten K™-Kanals (4/d) generiert wurden. Als Kontrolltie-
re dienten ménnliche Wildtyp Tiere (4+/+ +/+), sowie ménnliche Mause, die jeweils nur
eine der beiden beschriebenen Mutationen in heterozygoter Auspriagung trugen (+/L +/+
und +/+ +/d). Die Kreuzungszucht entstammte einer C57/BL6/6J-Inzuchtlinie. Bei aus-
nahmslos allen Versuchstieren handelte es sich um Wurfgeschwister, um einen einheitlichen
genetischen Hintergrund zu erhalten.

Um sowohl die Zuchttiere als auch die Tiere, an denen die beschriebenen Experimente
durchgefiihrt wurden, sicher einem der Genotypen zuordnen zu konnen, wurde anhand einer
Ohrbiopsie mit Hilfe der PCR nachgewiesen, ob die betreffenden Genloci vollstéandig vor-
handen oder durch genetische Manipulation verdndert waren. So konnten mit Hilfe der in
Kap.3.3.1.2. beschriebenen Primern die Genfragmente mit unterschiedlicher Lénge nachge-
wiesen werden.

Bei dem Genlocus, der fiir die S1-Untereinheit des ENaC codiert, konnte fiir Wildtyp
Mé&use dementsprechend ein Genfragment mit 350 Basenpaaren, bei Méusen, die die Liddle
Mutation trugen, ein Genfragment mit 450 Basenpaaren amplifiziert werden. Bei den M&usen
mit Liddle Mutation wurde eine gene replacement Strategie®? angewandt, so dafl es zu einer
missense stop codon mutation®® auf dem Genlocus fiir die S1-Untereinheit kam. Dem Stop-
codon folgen hierbei etwa 100 Basenpaare, so dafl es zu einer Verldngerung des Genlocus auf
etwa 450 Basenpaare kommt [Pradervand et al., 1999].

Bei der zweiten Mutation, der genetischen Inaktivierung der S1-Untereinheit des Ca?*-
aktivierten Kaliumkanals (BK-Kanal), tritt bei Knockout Méusen eine Verkiirzung des ent-
sprechenden Genfragmentes auf, da das erste codierende BKS1-Exon (exon 2) deletiert
wurde.[Brenner et al., 2000b] & [Pluger et al., 2000]. Dieses Exon codiert fiir die termina-
le Aminosequenz inklusive der ersten transmembrandren Domaine des 51 Proteins. Durch
die Primer 11s und 3a konnte bei den Wildtyp Méusen ein Genfragment mit 719 Basen-
paaren amplifiziert werden, welches dem vollstiandigen Genabschnitt entspricht. Durch die
Primer 17s und 3a wurde der 372 Basenpaare lange Genabschnitt der Knockout Mé&use

nachgewiesen.

32auch gene targeting, eine genetische Methode, bei welcher homologe Rekombination zu Gen-

verdnderungen fithrt. Es konnen Gene deletiert oder hinzugefiigt werden, Punktmutationen eingefithrt und
Exons entfernt werden.
33missense mutation: sinnversndernde Mutation
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Konnten auf dem Agarose-Gel jeweils beide Banden nachgewiesen werden, handelte es

sich um M&use mit einem heterozygoten Genotyp.

BKB1

300 bp =—>

Liddle

300 bp —>

M1 2 3 4 5 6 7 8K K'M

Abbildung 14: PCR Analyse von reprisentativen Ohrbiopsien (bp = Basenpaare).
Dargestellt sind mittels PCR amplifizierte Genfragmente aus Ohrbiopsien von +/L +/+
(1-2), +/+ +/+ (3-4), +/L +/d (5-6) und +/+ +/d (7-8) Mausen. M bezeichnet den 1kb
Plus DNA Marker, K- die Negativkontrolle und K™ die Positivkontrolle. Die Genfragmente
fir BKA1 +/+ liegen bei 719 bp und die fiir BKb1l +/d liegen bei 719 und 372 bp. Die
Genfragment fiir Liddle +/+ liegen bei 357 bp und die fiir Liddle +/L liegen bei etwa 457
bp.
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4.2 Ergebnisse Chronischer Katheter
4.2.1 Versuchsserie 1

Die nachfolgend aufgefithrten Ergebnisse wurden ausschliefSlich von Tieren erhoben, die das
Allgemeinbefinden eines gesunden bis geringgradig erkrankten Tieres zeigten, um aussa-
gekriftige Kreislaufparameter zu erhalten. Zur Beurteilung des Allgemeinbefindens wurde
mehrfach téglich der Habitus der Tiere begutachtet. Zur besseren Objektivierbarkeit wur-
den hierzu mehrere Parameter beurteilt, wie glanzendes Fell, blanke Augen, Kérperhaltung,
Nestbauverhalten, Futteraufnahme, Aufmerksamkeit und Bewegung.

Zudem wurde téglich die aufgenommene Wassermenge kontrolliert und protokolliert.
Nach einer reduzierten Wasseraufnahme am ersten postoperativen Tag, normalisierte sich
die Trinkmenge bei allen vier Gruppen am zweiten postoperativen Tag und blieb am drit-
ten postoperativen Tag konstant. Zwischen den Genotypen konnte kein Unterschied in der

Wasseraufnahme festgestellt werden.

Mittelwerte und Standardfehler der Wasseraufnahme post OP in ml

Genotyp | n | Tag 1 post OP | Tag 2 post OP | Tag 3 post OP
+/+ +/+ | 17 1,9 + 0,9 ml 3,2+ 1,4ml 3,0 £ 1,0 ml
+/L+/+ | 21 24+ 1,2 ml 2,4+ 1,2ml 3,3+ 0,8 ml
+/+ +/d | 18 2,0 £ 1,1 ml 3,1 £ 1,1 ml 3,3+ 1,1 ml
+/L4/d | 12 1,8 £ 0,9 ml 3,5+ 1,5ml 3,1 £ 1,2 ml

4.2.2 Hamodynamische Daten

In der folgenden Tabelle sind die himodynamischen Daten der ersten Versuchsserie darge-
stellt. Es wurden am zweiten und dritten postoperativen Tag der Blutdruck und die Herz-

frequenz bestimmt.

Mittelwerte und Standardfehler der himodynamischen Daten der

Versuchsserie 1. (*p < 0,05)

1. Messtag 2. Messtag
Genotyp n | MAD (mm- | Herzfrequenz | MAD (mm- | Herzfrequenz
He) (min) | He) (min™)
/4 +/+ 171090+ 18 | 561 + 15 1070+ 19 | 572+ 17
+/L 4+/+ 21| 107,8 £ 1,5 552 £ 12 109,0 + 1,7 542 £+ 17
+/+ +/d 18] 104,3 £ 1,5* | 570 + 16 104,2 £ 2,0° | 552 = 15
+/L +/d 12 | 112,6 £ 2,7 | 543 + 13 111,7 £ 2,3* | 558 + 18

Die Daten der Untersuchungen zeigten eine signifikante Erhohung des MAD um ca. 8 mmHg
bei den doppelheterozygoten Méusen (+/L +/d) im Vergleich zu den einzelheterozygoten
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BK/1 Knockout Tieren (+/+ +/d). Dementsprechend ergab auch das arithmetische Mittel
aus beiden Messtagen einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Genotypen (112,2 £+
2,2 mmHg vs. 104,2 + 1,4 mmHg; p < 0,05).

Der Vergleich des MAD der doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d) mit dem der he-
terozygoten Liddle Méuse (4/L +/+) und mit dem der Wildtypen (+/+ +/+) ergab kei-
ne signifikanten Unterschiede. Weiterhin unterschieden sich weder die heterozygoten BK/51
Knockout Méuse (+/4 +/d), noch die heterozygoten Liddle Mause (+/L +/+) signifikant
von den Wildtypen (+/+ +/+).

Ebenso wiesen die gemittelten Herzfrequenzen zwischen den vier Versuchsgruppen keine
signifikanten Unterschiede auf.

In Abb. 15 ist die Auswertung der arithmetischen Mittelwertes des MAD iiber beide
Messtage dargestellt.

120 *

Mittlerer arterieller Blutdruck
(mmHg)
o
(=]
]

80 —
++ +[+ +/L +/+ +/+ +/d +/L +d

h=17 n=21 n=18 h=12

Abbildung 15: Mittlerer arterieller Blutdruck. Dargestellt sind die arithmetischen Mit-
telwerte von zwei Messtagen mit Standardfehlern von Wildtyp Méusen (+/4 +/+), hetero-
zygoten Liddle Mausen (4/L +/+), heterozygoten BKA1 Knockout Mausen (+/+ +/d) und
doppelheterozygoten Mausen (4/L +/d). n bezeichnet die Anzahl der untersuchten Tiere.
(*p < 0,05)
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4.2.3 Morphometrische Daten

4.2.3.1 Herzgewichte
In der ersten und zweiten Versuchsserie wurde als Parameter fiir eine Herzhypertrophie
das Gewicht des gesamten Herzens, des linken sowie des rechten Ventrikels bestimmt und

zum Korpergewicht ins Verhéltnis gesetzt.

Mittelwerte und Standardfehler der Herzgewichte. (*p < 0,05)

Genotyp | n | HGW (mg) | LV (mg) | RV (mg) | LV/KGW (mg/g)
F/++/+ 23] 1339+£31 | 97.6+£22 | 282+ 12 2.8 + 0,1*
+/L+/4+ 21| 137,0£3,1 | 97,4 £ 3,0 | 30,0+ 1,9 3,0 £0,1
4/ +/d [ 17] 1314+£42 | 964 +£35 | 311+ 1,6 2.9+ 0,1
F/L+/d | 19| 133,7£29 | 102,7 + 2,6 | 25,5 + 0.8 3.2 + 0,1*

Mittelwerte und Standardfehler des Alters und der Kérpergewichte. (*p < 0,05)

Genotyp | n | Alter (Monate) | KGW (g)
/4 +/+ | 23 5,6 + 0,2 33,0 + 2,3
+/L+/+ | 21 5,3 £ 0,5 33,0 £ 0,9
/4 +/d | 17 5.4 + 0,4 335 + 1,2
+/L +/d | 19 5,0 £0,2 32,5 £ 0,8

Die Daten zeigen einen signifikanten Anstieg des Gewichtes des linken Ventrikels in Bezug
auf das Korpergewicht der doppelheterozygoten Méuse (/L +/d) gegeniiber den Wildtypen
(+/4+ +/+). Dies kann als Indiz fiir eine Linksherzhypertrophie gewertet werden. Obwohl
sich die Kérpergewichte der Versuchstiere dhnlich verhalten, konnte der Unterschied bei den
absoluten Zahlen nicht signifikant nachvollzogen werden. Die Vergleiche der rechten Ventrikel
und der Gesamtherzgewichte ergaben sowohl bei den absoluten, als auch bei den errechneten

Zahlen keine Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen.

4.2.3.2 Nierengewichte

Neben den Herzgewichten wurden von den Tieren der ersten und zweiten Versuchsserie
das Gewicht der Nieren bestimmt und zum Koérpergewicht ins Verhéltnis gesetzt. Weder bei
den absoluten Werten, noch bei den relativ zum Koérpergewicht der Tiere bestimmten Daten

ergaben sich signifikante Unterschiede.
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Gesamtnierengewichte.

Mittelwerte und Standardfehler der absoluten und relativen

Genotyp | n | Gesamtnierengewicht Gesamtnierengewicht/ KGW
(mg) (mg/g)

+/+ +/+ | 2138244 10,0 10,7 + 0,3

+/L +/4+ | 13]393,9 £+ 20,5 12,1 + 0,7

+/+ +/d |12 |414,1 +£ 194 12,3 £ 0,5

+/L +/d 12 | 364,1 £ 124 11,1+ 04

4.2.4 Plasmaaldosteronkonzentration

Im Anschlufl an die Blutdruckmessung wurde den Tieren der ersten Versuchsserie am drit-
ten postoperativen Tag Blut abgenommen, um die Plasmakonzentration von zirkulierendem
Aldosteron zu bestimmen.

Mittelwerte und Standardfehler der Plasmaaldosteronkonzentrationen.

Genotyp | n | Plasmaaldosteronkonzentration (pg/ml)
/4 )+ |17 37.0 + 10,0

+/L +/+ | 15 11,3 + 4,2

+/4+ +/d | 14 84,0 + 20,2

+/L +/d |13 9.7 + 3,2

Die Konzentrationen an zirkulierendem Aldosteron im Blut sind sowohl bei den doppel-
heterozygoten Tieren (4 /L +/d) als auch bei den einzelheterozygoten Liddle Mausen (+/L
+/+) gegeniiber den Wildtyp Méausen (+/+ +/+) und gegeniiber den einzelheterozygoten
BKA1 Knockout Mausen (+/+ +/d) signifikant erniedrigt. Demgegeniiber ist die Plasma-
konzentration von Aldosteron der einzelheterozygoten BKS1 Knockout Méuse (+/+ +/d)
gegeniiber den Wildtyp Mausen (+/+ +/+) tendenziell erhéht (p < 0,1), allerdings ohne
ein signifikantes Niveau zu erreichen.

Da die Daten der Plasmaaldosteronkonzentration nicht normalverteilt sind, wurde zum
Vergleich der Gruppen eine rangorientierte Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis und sich
anschliefendem post-hoc-test nach Dunn‘s method angewendet. Die Ergebnisse der Analyse

der Plasmaaldosteronkonzentration sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Ergebnisse der Varianzanalyse der Plasmaaldosteronkonzentration nach
Kruskal-Wallis und post-hoc-test nach Dunn‘s method. (*p < 0,05)

Genotyp vs. Genotyp | +/L +/+ +/+ +/d +/L +/d
/4 +/+ p<0,05(*) | p>0,05(n.s) | p<0,05(*)
+/L +/+ p < 0,001 (***) | p>0,05(n.s.)
+/+ +/d p < 0,001 (***)
+/L +/d
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Abbildung 16: Aldosteronkonzentrationen im Plasma. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittelwerte und Standardfehler der Aldosteronkonzentrationen von Wildtyp Mé&usen
(+/+ +/4), einzelheterozygoten BK31 Knockout Mausen (+/+ +/d), einzelheterozygoten
Liddle Méusen (+/L +/4) und doppelheterozygoten Méusen (+/L +/d). n bezeichnet die
Anzahl der untersuchten Tiere.
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4.3 Elektrolyte und Kreatinin

4.3.1 Versuchsserie 2

In der folgenden Tabelle sind die Plasmakonzentrationen der untersuchten Parameter der

zweiten Versuchsserie dargestellt.

Mittelwerte und Standardfehler der Elektrolyt-/ Kreatininkonzentration im
Plasma. (*p < 0,05)

Genotyp | n | Natrium Kalium Chlorid Kreatinin
(mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (mg/dl)

+/+ +/+ | 10| 144 £ 0,6 52+ 0,1 112+ 04 0,11 £ 0,01

+/L +/d | 10 | 143 £ 0,7 5,4 + 0,2 111 £ 1,0 0,14 £+ 0,01*

Die Plasmakonzentrationen der abgebildeten Elektrolyte zeigten im ungepaarten Stu-
dent’s t-test keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. Die
Konzentration von Kreatinin war im Plasma der doppelheterozygoten Mause (+/L +/d)
signifikant hoher als im Plasma der Wildtyp Méuse (+/+ +/+).
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4.4 FErgebnisse der telemetrischen Untersuchungen
4.4.1 Versuchsserie 3

Sowohl die Wildtyp Méuse (+/+ +/+), als auch die doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d)
der telemetrischen Versuchsreihe wurden post operationem und begleitend zu den Messungen
unterschiedlichen alimentéren Salzbelastungen ausgesetzt, um deren Auswirkungen auf die
hdmodynamischen Parameter zu untersuchen. In der folgenden Tabelle ist das angewandte

Didtschema dargestellt:

Versuchsaufbau fiir die telemetrischen Untersuchungen

Dist Basis 1 Na® -arm | Na' -reich Basis 2
Fiitterungszeitraum Tag 1 bis 14 | Tag 15 bis 29 | Tag 30 bis 44 | Tag 45 bis 59
Aufzeichnungszeitraum | Tag 9 bis 14 | Tag 15 bis 29 | Tag 30 bis 44 | Tag 45 bis 59

Der Aufzeichnungszeitraum wéahrend der ersten Basisdidt musste auf fiinf Tage begrenzt
werden, da die Batterielaufzeit der telemetrischen Sender auf etwa 1,5 Monate beschrankt
ist. Die Messperiode begann 10 Tage post operationem, um einen regelméfiigen Tag-Nacht-
Rhythmus zu gewéhrleisten, der von Operations- und Narkosebedingten Artefakten unbe-

einflusst ist.

4.4.2 Basismessung

Die ersten fiinf Tage der Aufzeichnungsperiode unter Normalsalzdidt dienten der

Phénotypisierung der doppelheterozygoten Mausmutante (+/L +/d).

4.4.2.1 Mittelwerte Die Auswertung der Mittelwerte der himodynamischen Basisda-
ten ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den doppelheterozygoten M#usen (+/L
+/d) und den Wildtyp Méausen (4/+ +/+). Sowohl der MAD (Wildtyp (WT) (n = 7):
104,8 £ 2,2 mmHg, doppelheterozygote Mutante (LBK) (n = 7): 106,5 + 2,8 mmHg, Abb.
17), als auch der systolische (WT (n = 7): 1182 + 2,0 mmHg, LBK (n = 7): 1182 £+ 3,5
mmHg, Abb. 17) und diastolische Druck (WT (n = 7): 92,2 + 2,3 mmHg, LBK (n = 7):
94,2 + 2,5 mmHg, Abb. 17) ergaben bei beiden Genotypen vergleichbare Werte.

71



140
120

S 100 -

-

£

E 80-

4

o

S 60

T

'

2

m 40 -
20
0 -

+/++/+ +/L +/d ++ ++ +/L+/d ++ ++ #/L+/d
n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
MAD Systole Diastole

Abbildung 17: Hamodynamische Basisdaten iiber fiinf Tage registriert. Dargestellt
sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehlern der Daten von sieben Wildtypen
(+/+ +/+) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d).

Auch der Vergleich der gemittelten Herzfrequenzen wéhrend der Basismessung lieferte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Genotypen (WT (n = 7):
487 + 12,8 Schlédge/ min vs. LBK (n = 7): 520 £ 9,7 Schlége/min, Abb. 18).
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Abbildung 18: Basisdaten der Herzfrequenz iiber fiinf Tage registriert. Dargestellt
sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehlern der Daten von sieben Wildtypen

(+/+ +/+) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d).
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Auch die gemittelten Aktivitdtswerte der Basismessung unterschieden sich nicht signifi-
kant (WT (n = 7): 4,7 + 0,4 counts/min vs. LBK (n = 7): 7,4 £+ 2,0 counts/min,(Abb. 19
oben)), allerdings weisen die doppelheterozygoten Mause (+/L +/d) eine grofiere Streuung
auf als die Wildtyp Mause (+/+ +/+), da sich zwei der sieben doppelheterozygoten Tiere
(+/L +/d) vermehrt bewegt haben. (Abb. 19 unten)
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Abbildung 19: Basisdaten der Aktivitit iiber fiinf Tage registriert. Dargestellt sind
die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehlern der Daten von sieben Wildtypen (4 /4
+/+) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) (oben) und die individu-

ellen Mittelwerte der Tiere (unten).

4.4.2.2 Zirkadianer Rhythmus Um den Tag-Nacht-Rhythmus der Tiere zu untersu-
chen, wurden die hdmodynamischen Daten, die Herzfrequenz sowie die motorische Aktivitat
iiber 24 Stunden téglich in fiinf-miniitigen Abstéanden fiir je eine Minute aufgezeichnet. Uber
je eine Stunde wurde ein Mittelwert gebildet. Die Messung begann um 7.00 Uhr. In den
folgenden Abbildungen ist ein gemittelter Tagesverlauf des MAD, der Herzfrequenz und der

motorischen Aktivitat wiahrend der Basismessung exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 20: Exemplari
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scher Tagesverlauf des mittleren arteriellen Blutdruckes:

Dargestellt sind die stiindlichen arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler der Daten
von fiinf Tagen Basismessung von 7 Wildtypen (4/4 +/+) und 7 doppelheterozygoten

Mausmutanten (+/L +/d)
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Abbildung 21: Exemplarischer Tagesverlauf der Herzfrequenz: Dargestellt sind die

arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler der Daten von fiinf Tagen Basismessung von

sieben Wildtypen (+/+ +

/+) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d).
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Abbildung 22: Exemplarischer Tagesverlauf der Aktivitét: Dargestellt sind die arith-

metischen Mittelwerte und Standardfehler der Daten von fiinf Tagen Basismessung von sie-
ben Wildtypen (4/+ 4/4) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d).

Der Verlauf der zirkadianen Rhythmik weist bei beiden untersuchten Genotypen einen

deutlichen Anstieg sowohl der Blutdruckdaten, als auch der Herzfrequenz und der Akti-

vitdt auf, der zeitlich mit dem Beginn der Nachtphase zusammenfillt. Zur weiteren Auf-

schliisselung wurde nun je ein Mittelwert iiber 12 Stunden fiir die nichtliche Aktivitatsphase
(19:00 Uhr bis 6:00 Uhr) und fiir die tédgliche Ruhephase (7:00 Uhr bis 18:00 Uhr) ermittelt.

Mittelwerte und Standardfehler der himodynamischen Daten, sowie der

Aktivitiat iiber die Tag- und Nachtphasen der Basismessung

Genotyp MAD MAD HF Tag | HF Aktivitat| Aktivitat
Tag Nacht (1/min) | Nacht Tag Nacht
(mmHg) | (mmHg) (1/min) | (cts/min) (cts/min)

+/+ +/+ 99,3423 | 1104422 | 454+ 11,9 | 520143 | 20+ 0,1 | 7.5+ 2,1

+/L +/d 998 £1,9 | 115,7 £ 3,7 | 474 £4,2 | 567+ 18,9 | 1,8 £ 0,3 | 13,1 £3,9

Der Vergleich der Tageswerte mit denen der Nachtphase bestétigte den Eindruck, den man

von den dargestellten Verlaufskurven gewinnt, und zeigte eine signifikante Erhéhung aller Pa-
rameter wihrend der Nachtphase (gepaarter Students‘ t-Test: MAD WT Tag vs. WT Nacht:
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p < 0,0001, MAD LBK Tag vs. LBK Nacht: p < 0,001, HF WT Tag vs. WT Nacht: p <
0,0001, HF LBK Tag vs. LBK Nacht: p < 0,01, Aktivitat WT Tag vs. WT Nacht: p < 0,001,
Wilcozon signed rank test: Aktivitat LBK Tag vs. LBK Nacht: p < 0,05). Das bedeutet, daf
die Tiere beider Gruppen einen deutlichen Tag-Nacht-Rhythmus zeigten und sich von der
operativen Implantation des Telemetriesenders vollstandig erholt hatten. Eine zweifaktoriel-
le Varianzanalyse bestétigte das Ergebnis der zuvor durchgefiihrten statistischenTests: Die
Uhrzeit iibt eindeutig einen signifikanten Effekt auf die gemessenen Parameter aus. (Two
way ANOVA: LBK vs. WT: p < 0,001).

% de % % %k
120 =
S 100
2
o
§ 80 -
m
30
o E 60 -
£ E
T 40 -
4
L
£
s 20 —
0 -
Tag Nacht Tag Nacht
++ +[+ +/L +/d
n=7 n=7

Abbildung 23: Mittelwerte des mittleren arteriellen Blutdruckes getrennt in Tag-
und Nachtphase: Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler der
Daten von sieben Wildtypen (+/+ +/+) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten
(+/L +/d). (**P < 0,001).
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Abbildung 24: Mittelwerte der Herzfrequenz getrennt in Tag- und Nachtphase:
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler der Daten von sieben
Wildtypen (+/+ 4/+) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d). (**P <
0,005 und **P < 0,001).
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Abbildung 25: Mittelwerte der Aktivitit getrennt in Tag- und Nachtphase: Darge-
stellt sind die arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler der Daten von sieben Wild-
typen (+/+ +/4) und sieben doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d). (*P < 0,05
und **P < 0,001).

Der Vergleich der arithmetischen Mittelwerte von Tag und Nacht zwischen den beiden

Genotypen ergab weder bei den hdmodynamischen Daten, noch bei den Aktivitdtsdaten
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einen signifikanten Unterschied. Lediglich die Herzfrequenz der doppelheterozygoten Maus-
mutanten (+/L +/d) wihrend der nichtlichen Aktivitdtsphase liegt tendenziell {iber der der
Wildtypen (+/+ +/4) (ungepaarter t-Test: Herzfrequenz nachts: LBK vs. WT: p < 0,07).
(Vgl. Tabelle 4.4.2.2).

Zur weiteren Analyse wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt, wobei die
Mittelwerte der néchtlichen Aktivitdtsphase (19:00 Uhr bis 6:00 Uhr) von jeder Stunde der
beiden Gruppen miteinander verglichen wurden.

Demnach sind sowohl die Blutdruckdaten, als auch die Herzfrequenz und die Aktivitit
bei den doppelheterozygoten Tieren (+/L +/d) gegeniiber den Wildtyp Tieren (+/+ +/+)
signifikant erhoht. (Two way ANOVA: MAD: LBK vs. WT: p < 0,001; Systole: LBK wvs.
WT: p < 0,05, Diastole: LBK vs. WT: p < 0,001; Herzfrequenz: LBK vs. WT: p < 0,001,
Aktivitat: LBK vs. WT: p < 0,001).
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4.4.3 Telemetrische Messungen nach unterschiedlicher Salzbelastung

An die fiinftdgige Basismessung unter Normalsalzdidt schlof sich unmittelbar das in Kap.
4.4.1 beschriebene Diétschema an, um den Einfluss unterschiedlicher Salzbelastung auf den

Blutdruck der doppelheterozygoten Mausmutanten (4/L +/d) zu untersuchen.

4.4.3.1 Uberblick iiber den gesamten Versuchszeitraum In der folgenden Abbil-
dung ist der Verlauf des MAD, der Herzfrequenz und der Aktivitéit beider Versuchsgruppen

iiber den gesamten Versuchszeitraum von 47 Tagen dargestellt.
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Abbildung 26: Mittlerer arterieller Blutdruck: Dargestellt ist der arithmetische Mittel-
wert und der Standardfehler von jeweils 24 Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von

47 Tagen von beiden untersuchten Genotypen. Die jeweilig gefiitterte Diét ist in den Balken
angegeben (Two way ANOVA: MAD Tagesmittelwerte: Na*-arm: LBK vs. WT: p < 0,05).

In der dargestellten Verlaufskurve léasst sich ein eindeutiger Anstieg des MAD nach dem
20. Messtag feststellen, der sowohl bei den doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d),
als auch bei den Wildtyp Mausen (+/+4 +/4) auftritt. Dieser Anstieg féllt mit der Umstel-
lung von der Na™-armen auf die Na™-reiche Diit zusammen. Im weiteren zeitlichen Verlauf
der Hochsalzdidt (Na'-reich) fillt der MAD bei beiden Versuchsgruppen wieder ab, jedoch
ohne das Niveau der Normalsalzdidt (Basis Didt 1) wieder zu erlangen. Erst am 35. Tag
der Messung, als die zweite Umstellung auf die Normalsalzdiat (Basis Didt 2) erfolgte, sank
der MAD bei beiden Genotypen wieder deutlich ab, um sich in den darauffolgenden Tagen

etwa auf dem Niveau der Niedrigsalzdiit (Na®-arm) einzupendeln. Streckenweise liegen die
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Tagesmittelwerte des MAD der doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) tendenziell
iiber dem der Wildtyp Méause (+/4 +/+) (Two way ANOVA: MAD: Basis Didt 1: LBK
vs. WT: p < 0,1) . Ein direkter Vergleich der Mittelwerte eines jeden Tages zwischen den
beiden Gruppen ergab mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse, dal der Unterschied
des MAD zwischen den Versuchsgruppen unter der Niedrigsalzdiét ein signifikantes Niveau

erreicht (Two way ANOVA: MAD: Na*-arm: LBK vs. WT: p < 0,05).
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Abbildung 27: Herzfrequenz: Dargestellt ist der arithmetische Mittelwert und der Stan-
dardfehler von jeweils 24 Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von 47 Tagen von
beiden untersuchten Genotypen. Die jeweilig gefiitterte Diét ist in den Balken angegeben
(Two way ANOVA: HF Tagesmittelwerte: alle Didten: LBK vs. WT: p < 0,001).

Auch bei Betrachtung des Verlaufes der Herzfrequenzen fillt ein Anstieg der Werte bei
beiden Genotypen mit der Umstellung auf die Hochsalzdiit zusammen, gefolgt von einem
allméhlichen Absinken und Einpendeln der Werte auf dem urspriinglichen Niveau. Die Mit-
telwerte der Messdaten der doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) liegen immer
iiber denen der Wildtypen (4/+4 +/+). Ein direkter Vergleich der Mittelwerte eines jeden
Tages zwischen den beiden Gruppen ergab hier mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanaly-
se, daf} der Unterschied der Herzfrequenz zwischen den Versuchsgruppen unter allen Diéten
ein signifikantes Niveau erreicht. (Two way ANOVA: HF: alle Didten: LBK vs. WT: p <
0,001)
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Abbildung 28: Aktivitéat: Dargestellt ist der arithmetische Mittelwert und der Standard-
fehler von jeweils 24 Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von 47 Tagen von beiden

untersuchten Genotypen. Die jeweilig gefiitterte Diét ist in den Balken angegeben (**PS
<0,05; **PS <0,001).

Die Darstellung der Aktivitét zeigt einen relativ gleichméfligen Verlauf iiber den gesamten
Versuchszeitraum, der keine Abhéngigkeit von den verschiedenen Didten zeigt. Auch hier
ergab ein direkter Vergleich der Mittelwerte eines jeden Tages zwischen den beiden Gruppen
mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse, daf§ der Unterschied der Aktivitidt zwischen
den Versuchsgruppen unter allen Diiten ein signifikantes Niveau erreicht. ( Two way ANOVA:
Aktivitit: LBK vs. WT: Basis 1: p < 0,005; Na*-arm: p <0,001; Na"-reich: p < 0,001; Basis
2:p < 0,001).

4.4.3.2 Mittelwerte der einzelnen Diiten

Die Auswertung der Mittelwerte der himodynamischen Daten iiber den gesamten jewei-
ligen Didtzeitraum ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen.
Lediglich unter der Basis Didt 2 war die Aktivitdt der doppelheterozygoten Mausmutanten
(+/L +/d) gegeniiber den Wildtypen (+/+4 +/+) signifikant erhoht (Mann Whitney Test:
Aktivitat: LBK vs. WT: p < 0,05)

Bei dem Vergleich der Mittelwerte der Diéten untereinander zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede.

Im Vergleich der Tages- und Nachtmittelwerte der hamodynamischen Parameter zwischen
den doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) und den Wildtyp Mausen (4/+ +/+)

ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Differenzen.
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Mittelwerte und Standardfehler der telemetrisch aufgezeichneten Parameter

(*p < 0,05)
Genotyp Parameter Basis Na*- Na*- Basis
Diat 1 arme reiche Diat 2
Diit Diit

+/+ +/+ MAD (mmHg) | 104,8 +2,2 | 107,8 £ 2,0 | 112,8 £2,2 | 108,4 + 2,5

+/L +/d MAD (mmHg) | 106,5+2,8 | 109,8 £ 2,6 | 113,1 £4,4 | 112,9 £ 5,8

+/+ +/+ Systole (mm- | 1182+20 | 121,2+2,2 | 1259 £ 1,7 | 120,7 £ 1,7
Hg)

+/L +/d Systole (mm- | 1182+ 3,5 | 120,6 £2,9 | 123,3 £4,7 | 1225+ 5,6
Hg)

+/+ +/+ Diastole (mm- | 92,2 +23 | 951+ 22 | 100,34+ 3,1 | 96,4 &+ 3,8
Hg)

+/L +/d Diastole (mm- | 94,2 +25 | 98,1 £ 24 | 102,1 +4,0 | 102,74+ 6,0
Hg)

+/+ +/+ Herzfrequenz 487 £ 12,8 | 502 £ 11,5 | 512 + 14,9 | 484 £ 17,0
(1/min)

+/L +/d Herzfrequenz 520 +£ 9,7 | 530 =85 | 536+ 11,8 | 521 £+ 8,6
(1/min)

+/+ +/+ Aktivitat 4,7+ 04 59 + 0,6 59+ 0,5 47 +05 "
(counts/min)

T/L +/d NG 74+20 |89+24 |87+18 |75+12~
(counts/min)
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Mittelwerte und Standardfehler telemetrisch aufgezeichneter Parameter im

Unterschied von Tag und Nacht

Genotyp Parameter Basis Na™- Na™- Basis
Diat 1 arme reiche Diat 2
Diit Diit

/4 +/+ MAD-Tag 993 +23 | 101,14+1,5 | 1042455 | 103,24 2,5
MAD-Nacht | 1104422 | 115,0 £ 2.6 | 1214+ 7,1 | 113,7 + 2.8
(mmHg)

+/L +/d MAD-Tag 99.8 £ 49 | 100,7+2,3 | 103,4+3,3| 1058 +4,5
MAD-Nacht | 115,74 3,7 | 1188+ 3.3 | 122,74 5.7 | 120,0 = 7,2
(mmHg)

+/4+ +/+ HF-Tag 454 + 11,9 | 465 4+ 10,9 | 466 4+ 13,2 | 446 4+ 17,3
HF-Nacht 520 £ 14,3 | 538 £ 12,5 | 558 4+ 16,9 | 523 4+ 17,0
(1/min)

+/L +/d HF-Tag 474 + 4,2 1490 = 9,5 | 484 + 12,3 | 479 + 11,7
HF-Nacht 567 £ 18,9 | 571 £ 12,6 | 587 4+ 15,8 | 564 £+ 12,0
(mmHg)

/4 +/+ Aktivitit-Tag | 2,0 +01 |23+02 |214+01 |21+0,1
Aktivitat- 7,5+ 21 95+ 2.8 9,6 + 0,9 7,4 4+ 0,8
Nacht
(cts/min)

+/L +/d Aktivitit-Tag | 1.8 + 0,3 |25+03 |26+ 04 |25+ 03
Aktivitat- 13,1 39 | 153 45 | 148+ 3,3 | 12,6 + 2,2
Nacht
(cts/min)

Zur weiteren Aufschliisselung sind in den folgenden Abbildungen die Verlaufskurven des
MAD beider Versuchsgruppen fiir die einzelnen Didten dargestellt. Es werden jeweils die
letzten fiinf Tage einer Diit abgebildet. Um die Ubersichtlichkeit zu wahren, wurden Mit-

telwerte iiber je drei Stunden gebildet. Die Auswertung begann um 7:00 Uhr morgens.
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Abbildung 29: MAD Basis Diét 1: Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und die
Standardfehler von jeweils drei Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von fiinf Tagen
von beiden untersuchten Genotypen. Die Auswertung begann um 7:00 Uhr morgens. Tag

und Nacht sind durch Balken gekennzeichnet.
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Abbildung 30: MAD Na'-arme Diit: Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte
und die Standardfehler von jeweils drei Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von fiinf
Tagen von beiden untersuchten Genotypen. Die Auswertung begann um 7:00 Uhr morgens.

Tag und Nacht sind durch Balken gekennzeichnet.
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Abbildung 31: MAD Na'-reiche Diét: Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte
und die Standardfehler von jeweils drei Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von fiinf
Tagen von beiden untersuchten Genotypen. Die Auswertung begann um 7:00 Uhr morgens.
Tag und Nacht sind durch Balken gekennzeichnet.
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Abbildung 32: MAD Basis Diét 2: Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und die
Standardfehler von jeweils drei Stunden iiber einen Aufzeichnungszeitraum von fiinf Tagen
von beiden untersuchten Genotypen. Die Auswertung begann um 7:00 Uhr morgens. Tag

und Nacht sind durch Balken gekennzeichnet.
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4.4.3.3 Einfluss der Umstellung der Salzbelastung auf die himodynamischen
Parameter

Um den Einfluss der Didtumstellung auf den Blutdruck zu tiberpriifen, wurden die Tran-
sienten der hdmodynamischen Parameter ndher betrachtet. Der Vergleich der Mittelwerte
der Blutdruckdaten und der Herzfrequenz von jeweils drei Tagen unmittelbar vor und nach
der Erndhrungsumstellung erfolgte sowohl zwischen den Genotypen als auch zwischen den
Diéten. Fiir den Vergleich des Blutdruckes innerhalb eines Genotypes aber zwischen zwei
Didten wurde der gepaarte Student’s t-test angewandt, da es sich um eine Gegeniiberstellung
zweier Werte von jeweils einem Individuum handelte. Wurden die Daten der heterozygoten
Doppelmutanten (+/L +/d) mit denen der Wildtypen (+/+ +/+) verglichen, wurde der

ungepaarte Student’s t-test angewandt.

4.4.3.3.1 Umstellung von der Basis Diéit auf die salzarme Di&dt Die Umstel-
lung von der Basis Didt auf die salzarme Erndhrung hatte keinen signifikanten Einfluss auf
den Blutdruck oder auf die Herzfrequenz der Doppelmutanten und der Kontrolltiere. Im fol-
genden werden jeweils der Mittelwert mit Standardfehler des MAD, sowie der Herzfrequenz
im Vergleich zwischen zwei aufeinander folgenden Didten dargestellt. Rechts daneben ist die

Differenz der Transienten abgebildet.

120 10
110 +

100 -

Mittlerer arterieller Blutdruck
{mmHg)
A Mittlerer arterieller Blutdruck
{mmHg)

Basis  Mat-arme Basis  Nab-ame
Diat Diit Diat Dlat HE H+ +L +d

He HE +L +id n=7 n=7

n=7 n=7
Abbildung 33: MAD: Umstellung von Basis Diit 1 auf Na™-arme Diiit: Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler von jeweils drei Tagen unmittelbar vor
und nach der Futterumstellung von beiden untersuchten Genotypen. Die rechte Abbildung
zeigt die Anderung des MAD nach der Umstellung.
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Abbildung 34: Herzfrequenz: Umstellung von Basis Diit 1 auf Na'-arme Diiit:
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler von jeweils drei Tagen
unmittelbar vor und nach der Futterumstellung von beiden untersuchten Genotypen. Die

rechte Abbildung zeigt die Anderung der Herzfrequenz nach der Umstellung.

4.4.3.3.2 Umstellung von der salzarmen Diit auf die salzreiche Didt Der
Ubergang von der salzarmen auf die salzreiche Erndhrung bewirkte sowohl bei den Wild-
typen (4+/+ +/+), als auch bei den doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) einen
signifikanten Anstieg des Blutdruckes. Das arithmetische Mittel des MAD stieg bei den dop-
pelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) von 110,6 mmHg (Mittelwert der letzten drei
Tage der Na'- armen Diit) auf 115,9 mmHg (Mittelwert der ersten drei Tage der Na™-
reichen Didt) an. Bei den Wildtyp Méusen (+/4 +/+) konnte ein Anstieg von 108,0 mmHg
auf 114,0 mmHg beobachtet werden. Die signifikante Erhohung zeigt sich bei beiden Ge-
notypen auch bei dem Vergleich von Systole und Diastole (nicht abgebildet). Die Hohe des
Blutdruckanstieges unterschied sich im Vergleich beider Versuchsgruppen nicht signifikant.
Diese Ergebnisse decken sich mit der Beobachtung in Kapitel 4.4.1.2, daf3 die Hochsalzdiét
zu Beginn einen deutlichen Effekt auf beide Genotypen ausiibte, der im weiteren Verlauf der

Diat nicht mehr feststellbar war.
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Abbildung 35: MAD: Umstellung von Nat-arme Diit auf Na'-reiche Diit: Dar-
gestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler von jeweils drei Tagen
unmittelbar vor und nach der Futterumstellung von beiden untersuchten Genotypen. Die
rechte Abbildung zeigt die Anderung des MAD nach der Umstellung.

Auf die Hohe der Herzfrequenz hatte die Umstellung von salzarmer auf salzreiche
Ernéhrung bei beiden Versuchsgruppen keinen Einfluss. Der Mittelwert der letzten drei Ta-
ge der Na™-armen Diit betrug bei den doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) 540
+ 11 Schlige/min, und der der ersten drei Tage der Na't-reichen Diit lag bei 551 4+ 12
Schldgen/min. Bei den Wildtyp Méusen (4/+ +/4) verdnderte sich das arithmetische Mit-
tel von 520 + 4 Schligen/min (Nat-arme Diit) zu 529 4+ 11 Schliige/min (Na*-reiche Diét).
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Abbildung 36: Herzfrequenz: Umstellung von Na*-arme Diit auf Na'-reiche Diiit:
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler von jeweils drei Tagen
unmittelbar vor und nach der Futterumstellung von beiden untersuchten Genotypen. Die

rechte Abbildung zeigt die Anderung der Herzfrequenz nach der Umstellung.

4.4.3.3.3 Umstellung von der salzreichen Diit auf die Basis Didt Die
Riickkehr nach zweiw6chiger Hochsalzbelastung zur Standardfiitterung fiihrte zu einer signi-
fikanten Erniedrigung der Blutdruckparameter sowohl bei den doppelheterozygoten Maus-
mutanten (+/L +/d) als auch bei den Wildtyp Méusen (+/+ +/+). Bei beiden Versuchs-
gruppen fiel die Erniedrigung gleichermafien hoch aus. Der MAD der doppelheterozygoten
Mausmutanten (+/L +/d) sank von 112,3 + 4,7 mmHg (Mittelwert der letzten drei Tage
der Hochsalzdidt) auf 108,8 + 4,5 mmHg (Mittelwert der ersten drei Tage der Basis Diét).
Zum Vergleich sank der MAD der Wildtyp Mause (+/+ +/+) von 110,8 £+ 2,1 mmHg bei
der Hochsalz Diat auf 105,6 +£ 1,8 mmHg zu Beginn der Basis Diét.
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Abbildung 37: MAD: Umstellung von Na'-reiche Diit auf Basis Diit: Dargestellt
sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler von jeweils drei Tagen unmit-

telbar vor und nach der Futterumstellung von beiden untersuchten Genotypen. Die rechte
Abbildung zeigt die Anderung des MAD nach der Umstellung.

Die Herzfrequenz blieb auch bei der Umstellung von der Hochsalzdidt auf die Basis Diét
bei beiden Genotypen fast unbeeinflusst. Der Mittelwert der ersten drei Tage nach der Um-
stellung lag bei den Wildtypen (+/+ +/+4) mit 489 + 22 Schligen/min etwas unter dem
Wert der letzten drei Tage der Hochsalzdidt (504 + 18 Schlége/min). Der Mittelwert der
Herzfrequenz der doppelheterozygoten Mausmutanten (4/L +/d) dnderte sich nur marginal:
521 + 13 Schliige/min (Na*-reiche Dift) und 522 + 11 Schlige/min (Basis Diét).
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Abbildung 38: Herzfrequenz: Umstellung von Na'-reiche Diit auf Basis Diit: Dar-
gestellt sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler von jeweils drei Tagen
unmittelbar vor und nach der Futterumstellung von beiden untersuchten Genotypen. Die

rechte Abbildung zeigt die Anderung der Herzfrequenz nach der Umstellung.
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4.5 Versuche im Stoffwechselkiifig an wachen Mé&usen

In der vierten Versuchsserie wurden mit Hilfe von metabolischen Kéfigen Untersuchungen
zur Einfuhr- und Ausfuhrbilanzierung vorgenommen, um die Phénotypisierung der dop-
pelheterozygoten Tiere (/L +/d) zu komplettieren und im Anschluss daran den Einfluss
unterschiedlicher alimentérer Salzbelastungen auf den Stoffwechsel und insbesondere auf das

renale System zu untersuchen.

4.5.1 Versuchsserie 4

Die Méuse dieser Versuchsreihe wurden dem gleichen Didtschema unterzogen, wie die Tiere

der telemetrischen Versuchsserie:

Versuchsaufbau fiir die Untersuchungen zur Einfuhr- und Ausfuhrbilanzierung
(MK: Metabolischer Kiifig).

Di:t Basis 1 Na® -arm | Na' -reich Basis 2
Fiitterungszeitraum | Tag 1 bis 14 | Tag 15 bis 29 | Tag 30 bis 44 | Tag 45 bis 59
Aufenthalt im MK | Tag 12 bis 14 | Tag 27 bis 29 | Tag 42 bis 44 | Tag 57 bis 59

Sammelperiode Tag 13 bis 14 | Tag 28 bis 29 | Tag 43 bis 44 | Tag 58 bis 59

Zusatzlich zu dem gewohnten Pelletfutter stand den Tieren vier Tage bevor der Aufenthalt
im Stoffwechselkéfig begann, das Mehlfutter zur Verfiigung, um eine Gew6hnung daran zu er-
reichen. Der Aufenthalt der Tiere im metabolischen Kifig wurde auf 48 Stunden ausgedehnt,
obwohl die Sammelperiode nur 24 Stunden betrug, da die M&use im Kéfig erfahrungsgeméf
weniger Nahrung zu sich nehmen. Somit konnte die Vergleichbarkeit zwischen den Mengen
an aufgenommener Nahrung und an den Ausscheidungen gewahrt bleiben. Auflerdem ist der
Gewichtsverlust am zweiten Tag signifikant niedriger als am ersten Tag im metabolischen
Kifig, so dal man davon ausgehen kann, dafl sich die Tiere am zweiten Tag steady state
Bedingungen annéhern (siehe Abb. 39). Ein ldngerer Aufenthalt in den Kéfigen zur besseren
Gewohnung und noch stéirkerer Anndherung an einen ausgeglichenen Stoffwechselhaushalt
wurde abgelehnt, um die Belastung der Tiere moglichst gering zu halten und einen weiteren

nicht vermeidbaren Gewichtsverlust zu verhindern.
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Abbildung 39: Gewichtsverlust im metabolischen Kifig: Dargestellt sind die arithme-
tischen Mittelwerte und Standardfehler der Daten von fiinf Wildtyp Mausen (+/4 +/4)
und fiinf doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) an jeweils beiden Tagen des Auf-
enthalts im Stoffwechselkéfig. (*P<0,05 und **P < 0,005).

4.5.2 Stoffwechselbilanz unter der Basis Diit

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich in der folgenden Tabelle. Zur Uberpriifung
der Nierenfunktion wurden das spezifische Gewicht des Urins, die Konzentration der wich-
tigsten Elektrolyte und die Konzentration von Kreatinin im Urin bestimmt. Zur genauen
Ein- und Ausfuhrbilanzierung wurde zunéchst die absolute renale Ausscheidung der Elek-
trolyte (UpgiektroytV) nach der Formel: [Elektrolyt |upin * Vyrn (Harnzeitvolumen 1/24h)
bestimmt. Weiterhin wurde die Bilanz der untersuchten Elektrolyte und des Wassers berech-

net. Sie gibt den Anteil der ausgeschiedenen Menge an der zugefiithrten Menge in Prozent an.
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Mittelwerte und Standardfehler der untersuchten Parameter im Urin unter der
Basis Diit.

Genotyp (n) +/+ +/+ (5) | +/L+/d (5)
KGW initial (g) 27,64 + 0,80 25,62 + 0,86
Gewichtsverlust /24h (g) 0,69 + 0,16 0,41 £ 0,15
Trinkvolumen(24h)/KGW (ml/g) 0,13 £+ 0,01 0,17 4+ 0,02
Urinvolumen(24h)/KGW (ml/g) 0,04 + 0,01 0,06 £ 0,01
H,0-Bilanz (% der Aufnahme) 33,2 + 6,3 32,3 £ 5,6
Spezifisches Gewicht g, (N/m?) 1,075 £ 0,02 1,079 £ 0,01
[Na'] ypim (mmol/1) 152,4 £ 20,9 | 157,8 £ 24,4
[K*] vy (mmol/1) 3215 + 304 | 3135 + 30,1
[C1] vrir, (mmol/1) 289,0 + 44,4 | 2848 £ 454
[Kreatinin]y,:, (ymol/1) 3718,8 + 308,0 | 3308,2 £ 456
Na*-Bilanz (% der Beladung) 62,6 + 13,2 63,3 £+ 7,6
Absolute renale Na'-Exkretion 0,17 £+ 0,04 0,19 £+ 0,03
(mmol/24h)

K"-Bilanz (% der Beladung) 44,0 &+ 6,0 432 + 74
Absolute renale KT'-Exkretion 0,34 + 0,08 0,39 + 0,06
(mmol/24h)

Cl -Bilanz (% der Beladung) 97,5 + 15.1 99,7 + 10,8
Absolute renale Cl -Exkretion 0,29 + 0,07 0,34 + 0,05
(mmol/24h)

Die initial bestimmten Kérpergewichte wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Genotypen auf, ebenso wie die verzeichneten Gewichtsverluste wihrend des Aufent-
haltes in dem Stoffwechselkéfig. Auch die Trink- und Urinvolumina beider Gruppen entspra-
chen sich in etwa. Die durchschnittliche Fliissigkeitsbilanz der Tiere (Differenz aus Trink-
und Urinvolumen)war bei beiden Gruppen positiv. Im tabellarischen Uberblick ist zu er-
kennen, daf die doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) auch bei den iibrigen Pa-
rametern,wie den Werten fiir das spezifische Gewichts des Urins, den Konzentrationen der
Elektrolyte und des Kreatinins im Urin, sowie den Exkretionswerten keine signifikanten Un-
terschiede gegeniiber den Wildtyp Méusen (4/+ +/+) aufwiesen. Auch die Bilanzen der
Elektrolyte entsprachen sich bei beiden Genotypen in etwa. Fiir CI~ wiesen die Tiere eine
nahezu ausgeglichene Bilanz auf, wihrend vom aufgenommenen Na®, bzw. Kt nur etwa

60%, bzw. 40% iiber die Nieren ausgeschieden wurden.
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4.5.3 Stoffwechselbilanz unter unterschiedlicher Salzbelastung

Unmittelbar an die Untersuchung unter der Basis Diét schloss sich das unter 4.5.1 beschrie-
bene Didtschema an. Die Ergebnisse sind in den folgenden drei Tabellen zusammengefasst.
Unter der salzarmen Diét zeigten sich einige signifikante Unterschiede bei der Bilanzierung
des Salz- und Wasserhaushaltes:

Die doppelheterozygoten Mausmutanten (+/L +/d) haben prozentual signifikant weniger
von dem aufgenommenen Wasser ausgeschieden als die Wildtyp Méuse (+/+ +/+). Diese
Beobachtung korreliert mit der Na™-Bilanz, die bei den doppelheterozygoten Tieren (+/L
+/d) ebenfalls signifikant niedriger ausfillt als bei den Wildtypen (+/4 +/+).

Bei der absoluten renalen Nat-Exkretion zeigte sich zwar eine tendenziell geringere Aus-
scheidung der doppelheterozygoten Tiere (+/L +/d) gegeniiber den Wildtypen (4/+4 +/+),
die jedoch kein signifikantes Niveau erreichte ( p = 0,05).

Die K*-Bilanz zeigte, dal die Wildtyp Miuse (+/+ +/+) prozentual signifikant mehr
von dem aufgenommen K™ iiber die Nieren ausgeschieden haben, als die doppelheterozygoten
Mausmutanten (+/L +/d). Hier bestétigten allerdings auch keine tendenziell vorhandenen
Unterschiede bei der absoluten renalen K*-Exkretion diese Beobachtung ( p = 0,3).

Bei Betrachtung der Na*-Bilanz fillt auf, daf die Tiere mehr Na™ {iber die Nieren aus-
geschieden haben, als sie wahrend des Versuchszeitraumes zu sich genommen haben. Dies
ist wahrscheinlich in einer geringeren Futteraufnahme als iiblich wiahrend des Aufenthaltes
in den Metabolischen Kifigen begriindet. Ein Vergleich zu der Futteraufnahme wéahrend der
vorangegangenen Basis Didt bestétigt diese Annahme (Basis Diét Futteraufnahme: WT: 3 1g
+ 0,2g, LBK: 3,5g + 0,2g vs. Na™-arme Diit Futteraufnahme: WT: 1,6g + 0,1g, LBK: 1,9g
+ 0,1g). Die iibrigen Parameter zeigten keine signifikanten Unterschiede bei dem direkten

Vergleich beider Genotypen.
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Mittelwerte und Standardfehler der untersuchten Parameter im Urin unter
Na'-armer Diit (*p < 0,05).

Genotyp (n) +/+ +/+ (5) | +/L+/d (5)
KGW initial (g) 97.80 & 0,63 | 26,48 + 0,83
Gewichtsverlust /24h (g) 1,01 + 0,14 0,55 £+ 0,19
Trinkvolumen(24h)/KGW (ml/g) 0,10 £+ 0,01 0,11 £+ 0,01
Urinvolumen(24h) /KGW (ml/g) 0,04 £+ 0,003 0,03 £ 0,002*
H,0-Bilanz (% der Aufnahme) 38,9 + 438 24,2 + 3,0*
Spezifisches Gewicht p,;, (N/m?) 1,055 4 0,01 1,062 4+ 0,01
[Na*] yyin (mmol/1) 58,6 + 9,8 58,8 + 6,0
[K'] tyin (mmol/1) 2171 + 18,7 | 2598 + 15,1
[CL] yrin (mmol/1) 90,2 + 124 | 119,0 + 12,4
[Kreatinin],;, (1#mol/1) 4201,7 + 4775 | 4720,2 £ 381,7
Na'-Bilanz (% der Beladung) 270,1 £ 18,3 | 165,7 + 26,6 *
Absolute renale Na'-Exkretion | 0,06 4+ 0,003 0,04 £+ 0,01
(mmol/24h)

K"-Bilanz (% der Beladung) 54,8 + 4,4 38,5 +4,9 *
Absolute renale KT'-Exkretion 0,22 £ 0,02 0,18 £ 0,03
(mmol/24h)

Cl -Bilanz (% der Beladung) 106,8 = 5,4 85,1 = 13,8
Absolute renale CIl -Exkretion 0,09 + 0,01 0,08 + 0,02
(mmol/24h)

Unter der folgenden salzreichen Diét zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den in Tabelle 16 aufgefithrten Parametern. Die Tendenz eines erhohten spezifischen
Gewichtes des Urins der doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d) gegeniiber den Wildtypen
(+/+ +/+) erreichte kein signifikantes Niveau (p = 0, 08).
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Mittelwerte und Standardfehler der untersuchten Parameter im Urin unter

Na'-reicher Diiit.

Genotyp (n) +/+ +/+ (5) | +/L+/d (5)
Korpergewicht (g) 26,53 + 0,45 26,05 + 0,77
Gewichtsverlust/24h (g) 1,13 £ 0,18 1,55 £ 0,14
Trinkvolumen(24h)/KGW (ml/g) 0,26 £+ 0,02 0,27 £ 0,04
Urinvolumen(24h)/KGW (ml/g) 0,13 £ 0,03 0,14 + 0,01
H,O-Bilanz (% der Aufnahme) 54,0 + 2,28 451 + 9.5
Spezifisches Gewicht g, (N/m?) 1,028 £ 0,004 1,049 £ 0,01
[Na*] i (mmol/1) 4782 £ 72,6 | 5288 + 873
[K*] v7in (mmol/1) 101.0 £83 | 1254 + 236
[C17] vyim (mmol/1) 5014 £ 75,3 | 580,6 + 108,9
[Kreatinin]y,:, (ymol/1) 1348,7 + 97,5 | 2189.,6 £ 756,0
Na*-Bilanz (% der Beladung) 714 + 104 66,7 + 13.8
Absolute renale Na'-Exkretion 1,79 4+ 0,41 1,65 4+ 0,53
(mmol/24h)

K"-Bilanz (% der Beladung) 79,0 £+ 6,2 77,8 £ 8,3
Absolute renale KT'-Exkretion 0,37 4+ 0,05 0,35 £+ 0,08
(mmol/24h)

Cl -Bilanz (% der Beladung) 75,7 &+ 10,8 72,4 + 15,0
Absolute renale Cl -Exkretion 1,87 +£ 0,4 1,77 + 0,6
(mmol/24h)

Die zum Abschluf erneut erfolgte Bilanzierung unter der Basis Diédt wurde durchgefiihrt,
um zu iiberpriifen, ob die unterschiedliche Salzbelastung zu einer dauerhaften Beeinflussung
des Wasser- und Elektrolythaushaltes fithrte, oder ob die gemessenen Werte denen der ersten
Bilanzierung glichen. Es zeigte sich eine signifikant erniedrigte Na™- und C1~-Konzentration
im Urin der doppelheterozygoten Mausmutanten (4/L +/d) im Vergleich zu den Wildtyp
Miusen (+/+ +/+). Auch die K"-Konzentration im Urin der doppelheterozygoten Tiere
(+/L +/d) war tendenziell niedriger als bei den Wildtypen (+/+ +/+) (p = 0,07). Diese
Beobachtung schien zu dem scheinbar erhéhten Harnzeitvolumen der doppelheterozygoten
Tiere (+/L +/d) zu passen, welches erniedrigte Substanzkonzentrationen im Urin erkléren
konnte. Allerdings ergab die Statistik keinen signifikanten Unterschied. Die iibrigen Werte,
insbesondere die Na™- und Cl™-Bilanz, sowie die absolute renale Ausscheidung der Elektro-

lyte unterschieden sich ebenfalls nicht voneinander.
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Mittelwerte und Standardfehler der untersuchten Parameter im Urin unter

Basis Diit 2 (*p < 0,05)

Genotyp (n) +/+ +/+ (5) | +/L+/d (5)
KGW (g) 28,65 £ 0,48 | 26,79 + 1,18
Gewichtsverlust/24h (g) 0,83 £ 0,13 1,10 £ 0,06
Trinkvolumen(24h)/KGW (ml/g) 0,14 £+ 0,02 0,19 £+ 0,03
Urinvolumen(24h) /KGW (ml/g) 0,04 £+ 0,01 0,08 &+ 0,03
H,0-Bilanz (% der Aufnahme) 274 + 1,3 24,2 + 4,2
Spezifisches Gewicht g, (N/m?) 1,088 £ 0,01 1,064 £ 0,02
[Na*] yrin (mmol/1) 162,8 + 10,8 109,0 + 17,7 *
[K*] v7in (mmol/1) 2035 + 9.5 2222 + 33,2
[C1] tyin (mmol/1) 2384 £ 17,2 | 153,6 + 24,9 *
[Kreatinin]y,, (ymol/l) 5050,5 + 321,5 | 3782,0 + 1000,4
Na'-Bilanz (% der Beladung) 83,0 + 8,0 93,3 £ 20,0
Absolute renale Na'-Exkretion 0,16 £ 0,02 0,15 £ 0,03
(mmol/24h)

K"-Bilanz (% der Beladung) 50,8 + 6,4 64,6 + 15,1
Absolute renale KT'-Exkretion 0,29 + 0,04 0,32 &+ 0,07
(mmol/24h)

Cl -Bilanz (% der Beladung) 107,1 &+ 11,7 112,6 + 21,3
Absolute renale Cl -Exkretion 0,24 £+ 0,03 0,21 4+ 0,04
(mmol/24h)
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5 Diskussion

Die arterielle Hypertonie ist nach wie vor die haufigste Ursache fiir kardiovaskulér bedingte
Erkrankungen in den industrialisierten Nationen. Nur in etwa 5-10 % der Fille ist es derzeit
moglich, die Ursache fiir den Bluthochdruck festzustellen. In den weitaus meisten Féllen lau-
tet die Ausschlufldiagnose primére oder essentielle Hypertonie, deren Ursachen aufgrund des
multifaktoriell bedingten und heterogenen Krankheitsbildes verborgen bleiben. Genetische
Komponenten und externe Faktoren wirken auf vielschichtige Weise zusammen und fiithren
in ihrer Gesamtheit zu dem pathogenen Phéanotyp des Hypertonikers.

Die essentielle Hypertonie wird polygenetisch verursacht und gehort somit zu den quan-
titativen Erkrankungen, das bedeutet, dal mehrere genetische Verédnderungen fiir den Blut-
hochdruck verantwortlich sind. Die einzelnen Effekte der beteiligten Gene sind jedoch mehr
oder weniger gering, vielmehr ist eine Interaktion von multiplen Genen fiir die Krankheits-
bildung notwendig. Zudem kénnen die einzelnen genetischen Verdnderungen eine additive
Wirkung ausiiben, sich also auch gegenseitig verstiarken und somit einen variablen Phénotyp
hervorrufen.

Das in dieser Arbeit untersuchte Mausmodell ist eine durch Kreuzung von Méusen, bei
denen durch genetische Manipulation eine Uberaktivierung (gain of function) des ENaC
induziert wurde (L/L), und M#usen mit genetischer Inaktivierung des Ca*"-abhingigen K*-
Kanals (BK/1 d/d) entstandene doppelheterozygote Mutante. Es beruht damit auf zwei
genetischen Defekten, die jeder fiir sich in homozygoter Ausprigung ein Modell fiir eine
arterielle Hypertonie darstellen und phéanotypisch einen Hyperaldosteronismus bzw. Pseudo-
hyperaldosteronismus aufweisen, der jeweils durch unterschiedliche Mechanismen induziert
wird. Sowohl das RAAS, als auch die renale Salz- und Wasserhomdoostase werden durch die
genetischen Verdnderungen beeinflusst.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Phénotypisierung der heterozygoten Doppel-
mutante (+/L +/d) hinsichtlich der Blutdruck- und Volumenregulation vorzunehmen und
die moglichen pathophysiologischen Konsequenzen einer Kombination beider Defekte zu un-
tersuchen. Da die einzelnen genetischen Verdnderungen bei heterozygotem Auftreten im
Tiermodell unter physiologischen Haltungsbedingungen keinen Bluthochdruck verursachen,
sollte geklédrt werden, ob bei gleichzeitigem Auftreten der Mutationen im heterozygoten Ge-
notyp durch Interaktionen im Phénotyp eine Hypertonie verursacht wird (Gen—Dosis Effekt)
und die Blutdruckregulation Unterschiede aufweist. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag
in der Untersuchung des Einflusses einer unterschiedlichen Salzbelastung auf den Phénotyp
der doppelheterozygoten Mausmutante (4/L +/d).

Um den Einfluss der Kombination der genetischen Defekte auf die mittelfristige Regula-
tion des Blutdruckes zu untersuchen, wurden in der ersten Versuchsserie der MAD und die
Herzfrequenz bestimmt. Als Kontrolltiere dienten hier sowohl Wurfgeschwister mit intaktem
Genom (Wildtyp +/+ +/+) als auch Geschwistertiere die jeweils nur einen der Defekte in
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heterozygoter Ausprigung trugen (Liddle‘s Syndrom +/L +/+ und BKA1 Knockout +/+
+/d).

Die hdmodynamischen Messungen erfolgten an wachen Méusen iiber einen chronisch
implantierten Katheter in der A. femoralis. Neben der Radiotelemetrie ist diese Metho-
de der Blutdruckmessung, nach derzeitigem Kenntnisstand, das préziseste Verfahren zur
Ermittlung des Blutdrucks und der Herzfrequenz bei Mausen [Van Vliet et al., 2000] &
[Butz und Davisson, 2001]. Da die Messung iiber den chronischen Katheter, im Gegen-
satz zu der Schwanzplethysmographie, bei der die Tiere fixiert und einer erhéhten Um-
gebungstemperatur ausgesetzt sind, ohne Stérung der Tiere erfolgt, ist davon auszuge-
hen, daB8 keine stressbedingten Artefakte und Verdnderungen der Messparameter infol-
ge eines erhohten Sympathikotonus auftreten. Die in der vorliegenden Arbeit mit die-
ser Methode bestimmten Herzfrequenzen von ca. 560 Schlagen pro Minute stimmen mit
den in der Literatur angegebenen Daten iiberein [Tian et al., 1997] & [Li et al., 1999].
Im Gegensatz zum Umgang mit Ratten ist es sehr schwer, Mé&use an die erforder-
lichen Manipulationen bei Verwendung der Tail cuff Methode zu gewohnen, und als
Folge davon liegen die gemessenen Blutdruckwerte héaufig iiber dem in der Literatur
angegeben MAD der Mé&use von ca. 108 mmHg [Pluger et al., 2000]; [Mattson, 2001];
[Cholewa und Mattson, 2005]; [Bek et al., 2006]; [Just et al., 2000]; [Schweda et al., 2005];
[Oppermann et al., 2006] & [Rust et al., 2006].Vergleiche von Blutdruckwerten in der Li-
teratur, die mittels Tail cuff Methode oder durch Kathetermessungen an wachen Tier-
en durchgefiithrt wurden, bestdtigen noch einmal, daf3 die hier durchgefiihrte Messmetho-
de, der Schwanzplethysmographie beziiglich der Prézision der Ergebnisse iiberlegen ist
[Mattson, 1998] & [Quaschning et al., 2001]. Zudem ist es ein weiterer wichtiger Vorteil der
chronisch implantierten Katheter, dafl es moéglich ist, Blutproben von wachen und unge-
stressten Méausen zu gewinnen.

Die Bestimmung der téglichen Wasseraufnahme zeigte, daf sich die Méuse bis zum Mess-
beginn von der Narkose und der Operation weitestgehend erholt hatten. Am zweiten und
dritten postoperativen Tag nahmen die Tiere im Durchschnitt ca. 3,7 ml Wasser zu sich,
was einer normalen physiologischen Fliissigkeitsaufnahme entspricht [Meyer, 1993]. Da die
Ma&use auflerdem den Habitus eines gesunden bzw. geringgradig erkrankten Tieres zeigten,
konnte davon ausgegangen werden, dafl die erhobenen Blutdruckdaten durch den erfolgten
Eingriff nur unwesentlich beeintrachtigt wurden. Voraussetzung fiir eine schnelle Regenera-
tion der Tiere nach der Operation war allerdings eine ziigige und routinierte Implantation
der Katheter.

Die Auswertung der beiden Messtage der ersten Versuchsserie zeigte einen signifikant
erhohten Blutdruck bei den doppelheterozygoten Méusen (+/L +/d) im Verhéltnis zu den
heterozygoten BKS1 Knockout Tieren (+/+ +/d), wobei die Herzfrequenzen keine Un-
terschiede zwischen allen vier Versuchsgruppen aufwiesen. Der signifikante Blutdruckunter-

schied zwischen den beiden Genotypen lief3 sich an beiden Messtagen gleichermaflen nachwei-
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sen. Die erhobenen Blutdruckwerte der heterozygoten BK51 Knockout Méuse (4/+ +/d)
stimmen mit frither publizierten Daten von BK/31 Knockout Wildtypen (+/4 +/+) iiberein
[Pluger et al., 2000] & [Budack, 2004], was dafiir spricht, daf ein heterozygoter genetischer
Defekt der $1-Untereinheit des BK-Kanals nicht ausreicht, um eine Blutdruckerh6hung zu
verursachen. Daf} sich die Blutdruckwerte der heterozygoten Liddle M&use (+/L +/+) un-
ter einer normalen Salzdidt, wie sie hier vorlag, nicht vom Wildtyp unterscheiden, wurde
schon von Pradervand et al. [Pradervand et al., 1999] beschrieben und konnte hier bestétigt
werden. Die an beiden Messtagen erkennbare tendenzielle Blutdruckerhéhung der doppelhe-
terozygoten Tiere (+/L +/d) gegeniiber den heterozygoten Liddle Mausen (4 /L +/+) und
den Wildtypen ( +/+ +/+) erreichte kein signifikantes Niveau. Die erhthten Blutdruckwerte
der Doppelmutante (+/L +/d) gegeniiber der heterozygoten BKA1 Knockout Maus (4/+
+/d) sprechen fiir einen geringen, aber messbaren Effekt der Kombination beider genetischen
Defekte.

Wie in der Literaturiibersicht beschrieben, wurde in den letzten Jahren die Hy-
pothese entwickelt, dafl die arterielle Hypertonie bei den homozygoten BKA1 Knock-
out Méausen (d/d) eine direkte Konsequenz eines erhohten Tonus in arteriellen Wi-
derstandsgefiafien ist [Brenner et al., 2000b]; [Standen, 2000]; [Patterson et al., 2002] &
[Kotlikoff und Hall, 2003]. Als erste beschrieben Brayden und Nelson im Jahr 1992, da8
die Aktivierung der BK-Kanile durch den lokalen Anstieg der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Gefafimuskeltonus spielt,
indem sie einen negativen Feedback Mechanismus zur Limitierung einer Vasokonstriktion
vermittelt [Brayden und Nelson, 1992]. Die regulatorische 31-Untereinheit erhoht die Ca®*-
Sensitivitit der BK-Kanéle mafigeblich und tragt somit fundamental zu einer Funktionsstei-
gerung der BK-Kanéle bei.

Durch Untersuchungen an isolierten Geféaflen von homozygoten BK31 Knockout Méusen
(d/d) konnte gezeigt werden, da8 der erhohte arterielle Tonus mit einer verminderten Ca®'-
Sensitivitit der BK-Kanéle und einer gestorten Kopplung von Calcium-Sparks und STOC’s
vergesellschaftet ist. Diese molekularen und zelluldren Stérungen gehen mit einem erhéhten
systemischen Blutdruck und einer Herzhypertrophie einher. Mittlerweile konnte man je-
doch zudem bei den homozygoten BKS1 Knockout Méausen (d/d) erhohte Plasmaaldos-
teronspiegel nachweisen [Budack, 2004] & [Grimm et al., 2009], so dafl die Hypothese eines
rein myogenen Hypertonus in Frage gestellt ist, und der Hyperaldosteronismus als alterna-
tive oder zusédtzliche Erklarung fiir die Hypertonie der BKA1 Knockout Méuse (d/d) dient
[Grimm et al., 2009].

Im Gegensatz zu den BKfS1 Knockout Maéusen (d/d) zeigen die Liddle Maiuse
(L/L) gegeniiber dem jeweiligen Wildtyp (4/4) signifikant erniedrigte Plasmaaldos-
teronspiegel, wobei sich die heterozygoten Liddle Mé&use (+/L) intermedidr verhalten
[Pradervand et al., 1999]. Wie ebenfalls im Literaturteil beschrieben, fithrt die gain-of-
function-Mutation des ENaC bei den Liddle Méusen (L/L) zu einer vermehrten Reabsorp-
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tion von Na® im renalen Tubulus, weshalb die Tiere bei einer vermehrten Salzzufuhr eine
Normo- oder Hypokalidmie, eine metabolische Alkalose und einen Bluthochdruck entwickeln.
Unter normalen Erndhrungsbedingungen zeigen die Liddle M&use (L /L) ausschlieBlich einen
erniedrigten Aldosteronspiegel, wahrscheinlich hervorgerufen durch eine durch die Salzre-
tention hervorgerufene Hypervoldmie. Aufgrund dieser Symptome wurde der Ausdruck des
Pseudohyperaldosteronismus geprégt, da die Tiere zwar erniedrigte Plasmaaldosteronspiegel
aufweisen, die genannten anderen Verdnderungen jedoch in dieser Kombination durch einen
Hyperaldosteronismus hervorgerufen werden kénnen.

Aufgrund des gegensitzlichen Verhaltens beziiglich des Plasmaaldosteronspiegels, wel-
ches die beiden untersuchten genetischen Defekte isoliert und vor allem in homozygoter
Auspragung zeigen, wurde bei den Méausen der ersten Versuchsserie im Anschluss an die
hdmodynamischen Untersuchungen die Aldosteronkonzentration im Plasma bestimmt. Die
Blutabnahme fiir die Analyse erfolgte unter stressfreien Bedingungen iiber den arteriell im-
plantierten Katheter, da seit langem bekannt ist, dafl eine Aktivierung des Sympathikus
innerhalb kiirzester Zeit {iber direkte und indirekte Signalwege zu einer Stimulierung der
Aldosteronsekretion fithrt [Dunn, 1970] & [Taugner et al., 1984]. Dies wird durch Publika-
tionen bestétigt, in denen je nach Methode der Blutgewinnung sehr unterschiedliche Werte
fiir die Aldosteronkonzentration im Plasma mitgeteilt werden [Cholewa und Mattson, 2005];
[Heikkila et al., 2002] & [Masuzaki et al., 2003]. Dementsprechend gibt es noch keinen ein-
heitlichen Referenzwert fiir die Plasmaaldosteronkonzentration bei Méausen. Um das Risiko
zu minimieren, durch die Blutabnahme eine Erhchung der Aldosteronkonzentration zu ver-
ursachen, wurde auf absolute Ruhe im Labor geachtet und die Abnahmebedingungen so
optimiert, dafl die Blutentnahme von den Tieren unbemerkt durchgefiihrt werden konnte.

Die in dieser Arbeit erhobenen Aldosterondaten liegen infolgedessen in der Regel auch
deutlich unter den in der Literatur publizierten Konzentrationen, was als Indikator fiir die
Qualitéit der Abnahmebedingungen angesehen werden kann.

Die Blutabnahme erfolgte in einem relativ engen Zeitfenster zwischen 17.00 und 19.00
Uhr, um den zirkadianen Rhythmus der Aldosteronfreisetzung zu beriicksichtigen. So be-
findet sich bei dem durchgefithrten Lichtregime wéhrend dieser Zeit die Sekretion der
NNR-Hormone auf einem Maximum [Droste et al., 2003], wodurch mogliche Unterschiede
bei der Aldosteronsekretion sehr prizise erfasst werden kénnen. Aufgrund des geringen zur
Verfiigung stehenden Probenvolumens von weniger als 150 ul wurde die Aldosteronkonzen-
tration in den einzelnen Proben mit dem Radioimmunoassay der Firma Immunotech ana-
lysiert. Der Aldosteron-RIA von Immunotech wird von vielen Arbeitsgruppen zur Bestim-
mung der Aldosteronkonzentration bei verschiedenen Spezies verwendet [Hilbers et al., 1999
& [Arrighi et al., 2001] und zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit (6 pg/ml) aus.

Die heterozygoten Liddle Méuse (+/L +/+) wiesen gegeniiber dem Wildtyp (+/+ +/+)
signifikant erniedrigte Plasmaaldosteronkonzentrationen auf. Dieses Ergebnis stimmt mit den

frither publizierten Ergebnissen tiberein [Pradervand et al., 1999] und bestétigt somit den be-
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kannten Phénotyp des Liddle‘s Syndroms. Die heterozygoten BK 51 Knockout Méuse (+/+
+/d) unterschieden sich hinsichtlich der Plasmaaldosteronkonzentrationen nicht signifikant
von den Wildtyp Méusen (+/4 +/+). Dennoch kann man eine deutliche Tendenz zu ei-
nem erhohten Plasmaaldosteronspiegel erkennen. Dieser Befund steht also im Einklang mit
den Veroffentlichungen, die eine gesteigerte Aldosteronsekretion bei den homozygoten BK/51
Knockout Méusen (d/d) beschreiben [Budack, 2004] & [Grimm et al., 2009], mit dem Unter-
schied, da8 die heterozygoten BK1 Knockout Mause (+/4 +/d) einen leichteren Phénotyp
aufweisen. Ein Vergleich der beiden einzelheterozygoten Genotypen (+/L +/+ und +/+
+/d) ergibt einen hochsignifikanten Unterschied in der Plasmaaldosteronkonzentration. Die
Kombination der beiden genetischen Defekte in der heterozygoten Doppelmutante (+/L
+/d) fiihrte zu Plasmaaldosteronwerten, die sich kaum von den Werten der heterozygoten
Liddle Mause ( +/L +/+) unterschieden. Dementsprechend waren sie gegeniiber den Wild-
typen (+/+ +/+) signifikant und gegeniiber den heterozygoten BKS1 Knockout Méusen
(+/+ +/d) hochsignifikant erniedrigt.

Im Zusammenhang mit den erhobenen Blutdruckdaten ergibt sich beim Vergleich der vier
Genotypen folgendes Bild: Obwohl der Plasmaaldosteronspiegel der heterozygoten BK/S1
Knockout Méuse (+/+ +/d) gegeniiber den Wildtypen (+/4 +/+) tendenziell und ge-
geniiber den anderen beiden Genotypen hochsignifikant erhoht ist, liegt der MAD der BK51
Knockout Mause (+/+ +/d) nicht iiber dem der Wildtypen (+/4 +/+) und ist gegeniiber
dem der doppelheterozygoten Mause (+/L +/d) signifikant erniedrigt. Diese Ergebnisse
zeigen, dafl der Defekt der BK31-Untereinheit allein in heterozygoter Auspriagung nicht aus-
reicht, um pathologisch erhéhte Blutdruckwerte zu verursachen, obwohl in Bezug auf das
RAAS ein gewisser Effekt des verdnderten Genotyps auf den Phénotyp anzunehmen ist. Die
heterozygoten Liddle Mause /+/L +/+) und die doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d)
weisen sowohl gegeniiber den Wildtypen (+/+ +/4) als auch gegeniiber den heterozygoten
BK/31 Knockout Mausen (4/+ +/d) signifikant, bzw. hochsignifikant erniedrigte Plasmaal-
dosteronkonzentrationen auf, wobei sich der MAD der heterozygoten Liddle Mause (+/L
+/+) nicht von dem der anderen Genotypen unterscheidet und der Blutdruck der doppel-
heterozygoten Mutante (+/L +/d) tendenziell die hochsten Werte von allen erreicht, und
gegeniiber den BK1 Knockout Méusen (4/+ +/d) signifikant erhoht ist. Hinsichtlich der
Regulation der Aldosteronproduktion scheint sich demnach bei den doppelheterozygoten
Mausen (4/L +/d) der Phénotyp des Liddle’s Syndroms durchzusetzen.

Da die gedrosselte Aldosteronproduktion bei dem Krankheitsbild des Liddle’s Syndroms
durch die gesteigerte Salzretention und die damit einhergehende Hypervoldmie hervorgeru-
fen, und durch diese Gegenregulation der Blutdruck im Normbereich gehalten wird, lasst sich
vermuten, daf bei der doppelheterozygoten Mutante (4 /L +/d) die gleichen physiologischen
Prozesse zu dem erniedrigten Plasmaaldosteronspiegel fithren. Da der Blutdruck der doppel-
heterozygoten Méuse (+/L +/d) im Gegensatz zu den heterozygoten Liddle Mausen (+/L
+/+) zumindest gegeniiber den heterozygoten BK/31 Knockout Miusen (+/+ +/d) signi-
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fikant erhoht ist, kann man spekulieren, dafl es durch die Kombination der beiden Defekte
zu einer leichten Blutdruckerhéhung kommt, bzw. daf§ die Kombination dazu fiihrt, dafl es
trotz einer starken Drosselung der Aldosteronproduktion zu einer beginnenden Entgleisung
des Blutdruckes kommt.

Die Ursache der gestorten Regulation der Aldosteronproduktion bei den homozygoten
BKf1 Knockout Méusen (d/d), die in dieser Arbeit bei den heterozygoten BKA1 Knock-
out Mausen (+/+ +/d) tendenziell nachvollzogen werden konnte, ist noch nicht hinlénglich
geklart. In fritheren Studien wurde nachgewiesen, daf§ durch einen Anstieg der intrazel-
luliren Ca”"-Konzentration in den Zellen der NNR eine Aldosteronsekretion stimuliert
wird [Spat et al., 1991] & [Rossier et al., 1996]. Dieser Anstieg erfolgt durch eine spannungs-
abhiingige Aktivierung von T-Typ und L-Typ Ca®"-Kanilen, durch die Ca*" bei Membran-
depolarisation von extrazelluldr in die Zelle gelangt [Spat et al., 1991]. Sowohl durch eine
Erhohung der extrazelluliren K*-Konzentration als auch durch ANG II kann eine Depola-
risation der Membran hervorgerufen und somit eine Stimulation der Aldosteronfreisetzung
ausgelost werden [Lotshaw, 1997].

Uber ANG II wird zusiitzlich die Freisetzung von Ca®" aus intrazelluliren Ca’'-
Speichern gefordert, was einen weiteren Signalweg fiir den Anstieg der zytosolischen Ca?'-
Konzentration darstellt [Barrett et al., 1989]. Funktionelle Verédnderungen von zelluldren
Mechanismen, die mafigeblich an der Regulation des Membranpotentials beteiligt sind und
in deren Folge es zu einer stédrker ausgepragten Membrandepolarisation kommt, kénnten
also eine erhohte Aldosteronfreisetzung induzieren und infolgedessen einen priméren, Renin-
unabhéngigen Hyperaldosteronismus verursachen. Der Nachweis von BK-Kanélen in der Zo-
na glomerulosa der NNR [Sausbier et al., 2005] fiihrte zu der Uberlegung, daf diese ebenfalls
an der Regulation der Aldosteronsekretion beteiligt sein kénnen. So iibernehmen die BK-
Kanéle eine wichtige Funktion bei der Beendigung der zelluliren Mechanismen, die durch
einen Anstieg der intrazelluliren Ca®"-Konzentration ausgelost werden, indem sie der initia-
len Membrandepolarisation entgegenwirken und schliellich eine Membranhyperpolarisation
durch einen KT-Ausstrom aus den Zellen induzieren. Wie bereits im Literaturteil beschrie-
ben, wird durch die B1- Untereinheit die Ca®"-Sensitivitit der BK-Kanile entscheidend
gesteigert und somit auch die Wirkung des negativen Feedbacks der BK-Kanéle verstarkt
[Vogalis et al., 1996]; [Orio et al., 2002] & [Qian und Magleby, 2003].

Uberlegungen, daf durch die genetische Inaktivierung der 1- Untereinheit eine verringer-
te Ca®t-Sensitivitit der BK-Kaniile bei den BK31 Knockout Tieren (d/d) auch in den Zellen
der Zona glomerulosa zu einer verstiarkten Depolarisation der Zellen fithren, und dadurch ei-
ne erhohte Aldosteronsekretion der BKA1 Knockout Mause (d/d) resultieren kénnte, wurden
inzwischen durch den Nachweis widerlegt, dafl die f1-Untereinheit in der Zona glomerulosa
nicht exprimiert wird [Sachse, 2010].

Sausbier et al., die auch bei BK-Kanal-defizienten Mausen (BKa -/-) erhohte Aldos-

teronspiegel im Blut nachweisen konnten, beschrieben 2005 den Verlust des kontrollierten
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Ca*"-Einstroms in Glomerulosa-Zellen bei BKa Knockout Miusen als maglichen Mecha-
nismus fiir den Hyperaldosteronismus. Weiterhin ist bekannt, dafi der BK-Kanal in chro-
maffinen Zellen des Nebennierenmarks die Freisetzung von Katecholaminen beeinflusst, die
wiederum mittels adrenerger Rezeptoren die Aldosteronfreisetzung modulieren. Mittlerweile
konnte die S1-Untereinheit des BK-Kanals auch im Nebennierenmark nachgewiesen werden
[Grimm et al., 2009], so daB es denkbar ist, dafl die 51-Untereinheit, &hnlich wie in anderen
Geweben, dazu fiihrt, dafl es iiber eine Hyperpolarisation des Membranpotentials zu einer
Abschwiichung der Ca*"-mediierten Katecholaminfreisetzung kommt [Sorimachi et al., 1990]
& [Gonzalez-Garcia et al., 1993]. Weiterfithrende Untersuchungen von Rieg et al. deuten
jedoch eher auf einen sekundédren Hyperaldosteronismus hin: BKa Knockout Méause zei-
gen eine fehlerhafte BK-mediierte K-Sekretion, somit miissen die M#use den renal outer
medullary K*- channel (ROMK), ein Mitglied der einwirts-gleichrichtenden K*-Kanile,
Aldosteron-abhiingig hochregulieren, um das K ausscheiden zu kénnen [Rieg et al., 2007].
Damit konnte der erhohte Aldosteronspiegel im Plasma ein kompensatorischer Nebeneffekt
sein, um die KT-Homdostase aufrechtzuerhalten. Ein solcher Mechanismus wurde jiingst
auch als eine Ursache fiir den Hyperaldosteronismus und erhohten Blutdruck bei homozygo-
ten BK1Knockout Mausen postuliert [Grimm et al., 2009]. Ob dies auch auf die in dieser
Arbeit untersuchten heterozygoten BK 31 Knockout Mause zutrifft, muss in weiterfithrenden
Untersuchungen geklart werden.

Unabhéngig von der Ursache des erhchten Plasmaaldosteronspiegels, geht man in-
zwischen davon aus, dafl die Hypertonie der homozygoten BKS1 Knockout Méause
(d/d) iiberwiegend durch den Hyperaldosteronismus bedingt ist [Budack, 2004] &
[Grimm et al., 2009] und nur in einem geringeren Mafle durch den erhéhten myogenen To-
nus verursacht wird. Wie bereits im Literaturteil beschrieben ist Aldosteron essentiell an der
Homoostase des Wasser- und Elektrolythaushalts beteiligt. Als Folge erhohter Aldosteron-
konzentrationen kommt es durch eine gesteigerte Aktivitdt von Ionenkanélen vor allem in
epithelialen Geweben zu einer Storung dieses Gleichgewichtes.

Auf zelluldrer Ebene wird die pathologische Wirkung von erhohten Aldosteronkonzentra-
tionen auf die Elektrolyt- und Volumenhomdoostase in erster Linie durch eine Funktionsstei-
gerung des ENaC sowie der basolateralen Na™ /K™-ATPase im distalen Tubulussystem der
Niere verursacht [Kellenberger und Schild, 2002] & [Rossier et al., 2002]. Hierdurch erfolgt
eine verstirkte Reabsorption von Na® und sekundir, durch Zunahme des transepithelialen
Potentials, eine Steigerung der transepithelialen Diffusion von Cl1™ [Verrey et al., 2003] &
[Rotin, 2000]. Aufgrund dieser priméren Steigerung der Reabsorption von NaCl werden iiber
sekundire Prozesse vermehrt K™ -Ionen iiber den ROMK in das Tubuluslumen sezerniert und
mit dem Urin ausgeschieden [Frindt et al., 2002]. Zusétzlich wurden Hinweise gefunden, daf
die Expression des ROMK in der Niere direkt durch Aldosteron erhoht wird [Palmer, 1999].
So erfolgt im Rahmen eines Hyperaldosteronismus eine Verschiebung der Elektrolytkonzen-

trationen im Plasma, die sich in der Regel mit Hilfe labordiagnostischer Untersuchungen
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durch den Nachweis einer Hypernatriimie und einer Hypokalidmie bestétigen lasst. Im um-
gekehrten Fall kann primér eine Verdnderung der Elektrolythomoostase die Aldosteronse-
kretion beeinflussen. Neben ACTH und ANG II gehort, wie erwithnt, K™ zu den wichtigsten
beeinflussenden Faktoren fiir die Konzentration von Aldosteron im Plasma. Im Rahmen des
Liddle‘’s Syndroms kommt es zu einer verstirkten Reabsorption von Na™ durch den ENaC,
wodurch iiber eine Erhchung des extrazelluliren Volumens eine Hypertonie entsteht. Das
fithrt zu einer gedrosselten Aktivitdt des RAAS mit verminderten Renin- und Aldosteron-
spiegeln im Blut.

Da die doppelheterozygoten Méuse (4/L +/d) einen dhnlich verminderten Plasmaal-
dosteronspiegel aufweisen wie die Liddle Mause (L/L) , ist es denkbar, daf eine vermehrte
Reabsorption von Na™ durch den verstirkt arbeitenden ENaC so gravierende Auswirkun-
gen auf den Salz- und Wasserhaushalt des Korpers hat, dafl der Hyperaldosteronismus der
BK1 Knockout Méuse (d/d) iiberlagert wird. Somit gelingt es den Mausen mit gedrosselter
Aldosteronproduktion die Salz- und Wasserhomdoostase zu wahren. Beim Liddle‘s Syndrom
wird durch die gesteigerte Na*-Resorption im Sammelrohr der Niere vermehrt K™ iiber api-
kal lokalisierte Kanéle, wie dem BK-Kanal und dem ROMK, sowie iiber den parazellularen
Weg ausgeschieden. Wenn man der weiter oben aufgefithrten Theorie der Arbeitsgruppe um
Grimm [Grimm et al., 2009] folgt, wonach der Hyperaldosteronismus der BKA1 Knockout
Méuse (d/d) eine fehlerhafte K*-Sekretion kompensieren soll, kann spekuliert werden, daf
die vermehrte K™-Ausscheidung durch den Liddle Phénotyp eine vermehrte Aldosteronse-
kretion iiberfliissig macht. Die doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d) zeigen hinsichtlich der
wichtigsten Elektrolytkonzentrationen im Plasma (Na®™/K*/Cl7) keine Abweichungen von
den Werten der Wildtypen (4+/+4 +/+). Auch dieser Befund spricht dafiir, da8 der ernied-
rigte Aldosteronspiegel nétig zu sein scheint, um die Homdoostase zu wahren. Die erhobenen
Werte der Wildtypen (+/+ +/+) stimmen mit den in der Literatur angegebenen Wer-
ten iiberein [Boehm et al., 2007]. Es ist also wahrscheinlich, dafl der signifikant erniedrigte
Aldosteronspiegel es den doppelheterozygoten Mausen (+/L +/d) ermoglicht, das Elektro-
lytgleichgewicht aufrechtzuerhalten.

In Bezug auf den heterozygoten Liddle Phénotyp stimmen diese Ergebnisse mit de-
nen von Pradervand et al. iberein [Pradervand et al., 1999]. Unter einer normalen Salzdiét
zeigt die heterozygote Liddle Maus (4 /L) aufler eines erniedrigten Aldosteronspiegels keine
Verédnderungen, die auf einen Aldosteronismus hinweisen. Zu den Plasmaelektrolytkonzen-
trationen der heterozygoten BK51 Knockout Mause (4/d) gibt es bislang keine Untersu-
chungen. Fiir die homozygoten BKA1 Knockout Méuse (d/d) sind in der Literatur unter-
schiedliche Angaben zu finden. Wéhrend eine Hypernatridmie bei den homozygoten BK/51
Knockout-Méausen (d/d) mehrfach beschrieben wurde [Budack, 2004] & [Grimm et al., 2009],
sind beziiglich der Plasma-K-Konzentration sowohl erhohte als auch erniedrigte Werte fest-
gestellt worden [Budack, 2004] & [Grimm et al., 2009].
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Ein iiber lange Zeit erhohter Blutdruck wirkt schadigend auf das Herz- und Gefaflsystem.
Unter einer hypertensiven Herzerkrankung versteht man alle durch die Hypertonie beding-
ten kardialen Verdnderungen. Da es Ziel der vorliegenden Arbeit war, eine umfassende
phénotypische Charakterisierung der doppelheterozygoten Mausmutante (+/L +/d) hin-
sichtlich der Blutdruck- und Volumenregulation vorzunehmen und die moglichen pathophy-
siologischen Konsequenzen zu untersuchen, wurden an isolierten Herzen der Versuchsserien
1 und 2 morphometrische Untersuchungen vorgenommen, um eventuell mit einer Hyperto-
nie assoziierte kardiale Endorganschéden zu erkennen. Im Rahmen dieser Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dafl das relative Gewicht des linken Ventrikels im Verhéltnis zum
Korpergewicht bei den doppelheterozygoten Méusen (+/L +/d) gegeniiber den Wildty-
pen (+/+4 +/4) signifikant erhoht war. Dieser Index stellt ein in der Literatur weit ver-
breitetes MaB fiir eine linksventrikuldre Hypertrophie (LVH) dar. Die arterielle Hypertonie
begiinstigt unter anderem die Ausbildung einer reaktiven LVH. Unter einer LVH versteht
man den Zustand abnormen, pathologischen Wachstums des linken Ventrikels, der sowohl
zu einer Zunahme des kardialen Gewichts und der Wandstérke desselben als auch zu funk-
tionellen Storungen betreffend Kontraktilitdat, Elektrophysiologie und Koronardurchblutung
fithrt [Sheridan, 2000]. Die LVH ist die héufigste Manifestationsform einer hypertensiven
Herzerkrankung. Sie entwickelt sich unter dem Einfluss einer Vielzahl von biomechanischen,
hdmodynamischen und hormonellen Stimuli. Die Hypertrophie der Herzmuskulatur ist Aus-
druck der Adaptation des Korpers an einen chronisch erhéhten arteriellen Blutdruck, mit
dem Ziel, die erhthte Wandspannung zu kompensieren [Brilla et al., 1996]. Morphologisch
lasst sich die LVH in eine konzentrische, in der Regel durch Druckbelastung hervorgerufene
Form, die zu einer Zunahme des interstitiellen Bindegewebes fithrt, und eine exzentrische
Form unterteilen, die sich haufiger als Folge einer Volumenbelastung manifestiert; in der
Praxis handelt es sich oft um Mischformen, die auch in der Gruppe der essentiellen Hy-
pertoniker am haufigsten vorkommen. Die LVH gilt als wesentlicher, auch unabhéngig von
einer Hypertonie bestehender Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitat
[Innes et al., 1998], bedingt durch charakteristische Komplikationen wie Angina pectoris,
Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt oder Herzrhythmusstorungen. Zudem ist sie hdufig mit der
koronaren Herzkrankheit (KHK) assoziiert. Das morphologische Korrelat der LVH als kar-
dialen Kompensationsversuch auf die chronische Druckerh6hung bezeichnet man als Remo-
deling, eine pathologische Umgestaltung von Myozyten und interstitiellen Kompartimenten
des Herzens, bei der die Homogenitét des kardialen Gewebes aufgehoben wird [Weber, 2001].
Studien haben gezeigt, dal das RAAS fiir das Remodeling mitverantwortlich zu sein scheint
[Brilla et al., 1991] & [Schmieder et al., 1996].

Um Hinweise auf morphologische renale Verdnderungen zu erhalten, wurde bei den Tieren
der ersten und zweiten Versuchsserie das Gewicht der Nieren bestimmt. Weiterhin wurde bei
den doppelheterozygoten Mausen (+/L +/d) und bei den Wildtypen (+/+ +/+) die Krea-

tininkonzentration im Plasma bestimmt. Kreatinin ist die Ausscheidungsform des Kreatins,
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eines Zwischenproduktes des intermediiren Stoffwechsels. Die téglich mit dem Harn ausge-
schiedene Menge an Kreatinin ist eine individuelle Konstante und der Muskelmasse direkt
proportional. Es wird in der Niere vollstiandig glomerulér filtriert, tubular nur bei hohen
Plasmawerten sezerniert und nicht reabsorbiert [Willibald Pschyrembel, 1998]. Der Kreatin-
inspiegel im Plasma kann iiber den Referenzbereich hinaus ansteigen, wenn die glomerulére
Filtration zu iiber 50 % eingeschriankt ist. Andererseits konnen auch bei unverinderter GFR
erhohte Kreatininkonzentrationen im Plasma auftreten, wenn die endogene Produktion von
Kreatinin deutlich gesteigert ist. Dies ist beispielsweise denkbar, wenn die Muskelarbeit stark
erhoht ist. Kreatininbestimmungen werden zur Diagnose und Verlaufskontrolle von akuten
und chronischen Nierenerkrankungen durchgefithrt. Weder das absolute, noch das relati-
ve Gesamtnierengewicht der untersuchten Gruppen wies signifikante Unterschiede auf. Der
Kreatininspiegel der doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d) lag dagegen signifikant iiber
dem der Wildtypen (4/+ +/+). Die Werte beider Versuchsgruppen liegen noch unter den
in der Literatur angegebenen Referenzwerten [Boehm et al., 2007], so dafl man davon ausge-
hen kann, daf§ auch bei den doppelheterozygoten Tieren (4 /L +/d) keine Niereninsuffizienz
vorliegt. Dennoch kénnten die gegeniiber den Wildtypen (+/+ +/+) signifikant erhdhten
Werte ein Hinweis auf eine beginnende hypertone Nephropathie, also eine durch den erhéhten
Blutdruck hervorgerufene Nierenfunktionseinschrinkung sein. Die Bestimmung der Kreatinin
Clearance konnte Aufschlufl iiber eine eventuell eingeschriankte GFR geben. Da der Krea-
tininwert proportional zur Muskelmasse ist, kann auflerdem spekuliert werden, ob bei den
doppelheterozygoten Mausen (+/L +/d) ein hoherer Anteil an Muskelgewebe vorliegt, als
bei den Wildtypen (+/+ +/4). Angesichts der nahezu identischen Korpergewichte beider
Gruppen ist dies als Ursache fiir den erhohten Kreatininspiegel jedoch eher unwahrscheinlich.
Denkbar ist auch eine gesteigerte endogene Produktion von Kreatinin durch z.B. verstarkte
Muskelarbeit der doppelheterozygoten Tiere (4/L 4 /d). Zur Uberpriifung dieser Hypothese
ist es moglich, die Bewegungsaktivitat der Mause zu iiberpriifen und zu vergleichen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung des Einflusses einer
unterschiedlichen Salzbelastung auf den Phénotyp der heterozygoten Maus-Doppelmutante
(+/L +/d). Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Kombination der beiden Defekte
in heterozygoter Ausprigung bei den Mausen zu Verédnderungen des zirkadianen Rhythmus
fithrt. Unter dem zirkadianen Rhythmus versteht man den tageszeitlichen Rhythmus biolo-
gischer Funktionen des Korpers.

Diese Untersuchungen erfolgten mittels der telemetrischen Messmethode. Im Jahr 2000
wurde diese Methode entwickelt, anhand derer Blutdruck und Herzfrequenz an sich frei be-
wegenden, wachen Mausen ermittelt werden konnen [Kramer et al., 2000]. Insbesondere im
Hinblick auf die automatisch und kontinuierlich gemessenen Parameter hatte man so einen
einfachen und schonenden Weg gefunden, pathologische und pharmakologische Beeinflussun-
gen schneller erkennen und bestimmen zu kénnen. Kramer und Kinter untersuchten 2003

erneut das Telemetriesystem mit den gleichen positiven Ergebnissen. Sie charakterisierten

107



dieses System als die effizienteste, zuverldssigste und am wenigsten arbeitsintensive Methode
der Blutdruckmessung im Vergleich zu vorher beschriebenen Verfahren. Die Radiotelemetrie
wird von ihnen als ,state of the art“ fiir das Monitoring physiologischer Funktionen bei
wachen und frei beweglichen Labortieren beschrieben [Kramer und Kinter, 2003].

Da nachgewiesen werden konnte, dafl sich der Tag-Nacht-Rhythmus der Tiere
erst fiinf bis sieben Tage post operationem wieder einstellt [Van Vliet et al., 2000];
[Butz und Davisson, 2001]; [Kramer et al., 2000] & [Whitesall et al., 2004], hatten die Tiere
der dritten Versuchsserie zwischen dem operativen Eingriff und dem Messbeginn eine Rege-
nerationsphase von 10 Tagen. Aufgrund der Tatsache, dal die Implantation des Katheters
in die linke A. carotis bei den Tieren keine neurogenen Ausfallserscheinungen hervorrief, ist
anzunehmen, dafl die Versorgung der linke Kopfhilfte durch die A. vertebralis iibernommen
und so die fehlende Versorgung durch die A. carotis kompensiert werden kann.

Der Habitus der Tiere wurde tédglich beurteilt. Die aktuellen Blutdruck- und Herzfre-
quenzdaten jedes einzelnen Tieres konnten auf dem Messcomputer verfolgt und daraus
zusitzlich ein objektiver Eindruck iiber das Allgemeinbefinden der Tiere abgeleitet wer-
den. Ein Vergleich der beiden in der vorliegenden Arbeit genutzten Blutdruckmessmethoden
ergab bei Untersuchungen von Herrn Dr. Faulhaber (nicht verdffentlichte Daten), daf der
MAD in der telemetrischen Versuchsgruppe um ca. 4-5 mmHg niedriger lag als bei der
Kathetermethode. Eine andere Arbeitsgruppe ermittelte eine teilweise mehr als 10 mmHg
grofle Differenz zwischen den beiden Methoden, wobei auch hier die Versuchsgruppe aus
dem telemetrischen Messverfahren die niedrigeren Werte aufwies [Balakrishnan et al., 1998|
& [Van Vliet et al., 2003]. Eine mogliche Erklarung fiir den Unterschied ist, daf die mit der
Methode der chronisch implantierten Katheter einhergehenden Manipulationen, wie z.B. die
notwendigen Spiilungen der Katheter mit heparinisierter NaCl Losung hohere Blutdruckwer-
ten bei dieser Messmethode verursachen.

Schon aufgrund der unterschiedlichen postoperativen Messzeitpunkte ist es schwierig, die
beiden angewandten Methoden zur Blutdruckmessung zu vergleichen. Es ist davon auszu-
gehen, dal die Méuse der telemetrischen Versuchsreihe durch eine wesentlich langere Er-
holungsphase nach der Operation und durch die Haltung in ihren gewohnten Kéfigen ohne
Einschrankungen der Bewegungsfreiheit weniger gestresst sind als die Tiere mit chronisch
implantierten Kathetern. Ein Umstand, der ebenfalls eine Erkldrung fiir den Blutdruckunter-
schied zwischen den beiden Messmethoden bieten kénnte. Unterstiitzt wird diese Uberlegung
durch die Tatsache, dal die Herzfrequenzen bei beiden Versuchsgruppen wihrend der tele-
metrischen Messungen niedriger waren als bei der Kathetermethode. Letztlich ist es fiir
eine endgiiltige Aufklarung notwendig, Vergleichsstudien mit beiden Messmethoden durch-
zufithren.

Die Blutdruckwerte der Wildtypen (+/+ +/4) der Versuchsserie 3 &hneln sol-
chen, die von anderen Arbeitsgruppen mit der telemetrischen Messmethode gewon-
nen wurden [Butz und Davisson, 2001]; [Kramer et al., 2000]; [Van Vliet et al., 2003] &
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[Obst et al., 2006]. Beim Vergleich ist der zum Teil unterschiedliche genetische Hintergrund
der Wildtyp Mause zu beachten. Unter der Basismessung zeigten die iiber fiinf Tage ge-
mittelten hdmodynamischen Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Vesuchsgruppen. Da zwei der sieben Méause aus der Gruppe der doppelheterozygoten Tiere
(+/L +/d) eine gesteigerte Aktivitdt zeigten, erscheint die Aktivitdt dieser Gruppe insge-
samt erhoht, erreicht jedoch keine statistische Signifikanz. Die graphische Darstellung der
Parameter im 24-stiindigen Tagesverlauf zeigt bei beiden Genotypen einen deutlichen An-
stieg der Werte mit Beginn der néchtlichen Aktivitdtsphase. Das zeigt, dafl die Tiere sich von
dem operativen Eingriff erholt haben und wieder einen regelméfigen Tag-/Nachtrhythmus
mit speziesbedingten niedrigeren himodynamischen Daten am Tag und hoheren in der Nacht
aufweisen, der sich an den Hell- und Dunkelphasen des durchgefiihrten Lichtregimes orien-
tiert. Da sich die Kurve der heterozygoten Doppelmutanten (+/L +/d) zeitlich nicht von
der der Wildtypen (+/4 +/+) unterscheidet, kann man davon ausgehen, dafl der zirkadiane
Rhythmus der Tiere nicht durch die Mutationen beeintréchtigt wird.

Weiterhin fallt bei Betrachtung der graphischen Darstellung des Tagesverlaufes der auf-
gezeichneten Daten auf, dal die doppelheterozygoten Tiere (+/L +/d) in der néchtlichen
Aktivitatsphase bei allen aufgezeichneten Parametern hohere Werte als die Wildtypen (4/4
+/+) aufweisen. Eine durchgefiihrte zweifaktorielle Varianzanalyse bestétigt diesen Ein-
druck. Sowohl die himodynamischen Parameter (MAD), Systole, Diastole und Herzfrequenz)
als auch die Aktivitédt sind bei den heterozygoten Doppelmutanten (+/L +/d) nachts teilwei-
se hochsignifikant gegeniiber denen der Wildtypen (4/+ +/+) erhoht. Da sich, wie erwéhnt,
bei der Aufschliisselung der individuellen Aktivitdtswerte zeigte, dafl sich zwei der doppel-
heterozygoten Tiere (+/L +/d) besonders stark bewegt haben miissen, ist die Differenz in
der Nachtphase bei diesem Parameter zwischen beiden Versuchsgruppen besonders grof3. Der
grofle Standardfehler ist ebenfalls mit der starken Streuung der individuellen Werte zu er-
kldren. Als einziger Parameter ist die Herzfrequenz der doppelheterozygoten Mause (+/L
+/d) auch tagsiiber signifikant hoher als die der Wildtyp Mause (+/+ +/+).

Das Herz ist in der Lage seine Funktion der aktuellen korperlichen Belastung in kiirzester
Zeit anzupassen. Dies geschieht durch extrakardiale (nervale und humorale) Signale und
wird von intrakardialen Mechanismen umgesetzt. Die efferenten Fasern des Sympathikus
und des Parasympathikus bewirken eine Verédnderung der Herzfrequenz. Parasympathische
Fasern des N. vagus haben einen hemmenden Einfluss auf das Herz, der Sympathikus wirkt
dagegen stimulierend. Unter Zustinden erhohter Anspannung verindert sich die Herzfre-
quenz. Diese konnen physischer oder psychischer Art sein [Boutellier, 2005]. Beide Formen
der Belastung fiithren zu einer Stimulation des Herzens durch sympathische Nervenfasern
und damit zu einer positiven chronotropen Wirkung, also einer Erhchung der Herzfrequenz
[Wyatt und Mitchell, 1974] & [Vincent und Leahy, 1997]. Die erhthte Herzfrequenz in der
néchtlichen Aktivitdtsphase konnte demnach mit der vermehrten Aktivitdt der heterozygo-

ten Doppelmutanten (+/L +/d) zu erkldren sein. Andererseits sind sowohl der Standard-
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fehler als auch die Differenz bei der Herzfrequenz nachts nicht so grof§ wie bei der Aktivitat.
Dies spricht im Zusammenhang mit der erhohten Herzfrequenz am Tage gegen eine direkte
Korrelation der Aktivitdt mit der Herzfrequenz. Da neben der physischen Form auch andere
Arten der Belastung zu einer Erhohung der Herzfrequenz fithren, kann man spekulieren, dafl
die doppelheterozygoten Tiere (+/L +/d) wéhrend des Versuches gestresster reagieren als
die Wildtypen (4/+ +/+). Eine weitere Moglichkeit ist, dafl der durch den Katheter in der
A. carotis unterbrochene Blutfluss und die dadurch zwangslaufig verdnderte Durchblutung
des Kopfes bei den doppelheterozygoten Méusen (+/L +/d) doch nicht vollsténdig kompen-
siert werden kann. Obwohl der Habitus der Tiere ungestort war und sich keine neuronalen
Ausfallserscheinungen zeigten, konnten dadurch die, im Vergleich zum klinischen Allgemein-
zustand, subtilen Verdnderungen in den himodynamischen Parametern erkldart werden.

Die Erhohung des Blutdruckes bei den doppelheterozygoten Tieren (4/L +/d) tritt
ausschliellich in der néchtlichen Aktivitdtsphase auf. Physiologischerweise weist der Blut-
druck typische Verlaufsinderungen wéhrend der 24-stiindigen Dauer eines Tages auf (sog.
zirkadiane Blutdruck-Rhythmik): Wéhrend der Wachphase liegen die Werte héher, um
im Verlaufe der Schlafphase auf die niedrigsten Werte abzusinken. Zirkadiane Rhyth-
men werden hauptsichlich im Hypothalamus vom Nucleus suprachiasmaticus gesteuert
[Silbernagl und Lang, 2005]. Dieser steht mit anderen Effektorsystemen im zentralen Ner-
vensystem (ZNS) in Verbindung und reguliert bzw. kontrolliert z.B. die Koérpertemperatur,
Hormonfreisetzungen und viele andere Koérperfunktionen Wahrend der Wachphase sind die
fiir die Aktivitat notigen Funktionen hoher eingestellt: Der Sympathikus steigert den Blut-
druck, beschleunigt und verstarkt Herzaktion und Atmung. Da der BK Kanal auch in Neuro-
nen des ZNS nachgewiesen werden konnte [Tseng-Crank et al., 1994}, in die Neurotransmit-
terfreisetzung in Neuronen involviert ist [T'seng-Crank et al., 1996], und die 51-Untereinheit
des BK Kanals zwar hauptsichlich in glatten Muskelzellen vorkommt [Vogalis et al., 1996]
& [Knaus et al., 1994a], jedoch auch im Gehirn [Tseng-Crank et al., 1996] detektiert wer-
den konnte, ist es denkbar dafi die doppelheterozygoten Mause (+/L +/d) aufgrund der
fehlenden regulatorischen B1-Untereinheit des BK Kanals eine Fehlregulation der vegeta-
tiven Funktionen wihrend der Wachphase zeigen. Da die heterozygoten Doppelmutanten
(+/L +/d) eine erhohte Aktivitat wihrend der Wachphase zeigten, ist es ebenso vorstellbar,
dafl das sympathische Nervensystem verstirkt arbeitet und somit einen erhéhten Blutdruck
hervorruft. Weil auch die S1-Untereinheit im Nebennierenmark nachgewiesen werden konn-
te [Grimm et al., 2009], ist es denkbar, daf§ es durch die fehlende Hyperpolarisation des
Membranpotentials nicht mehr zu einer Abschwichung der Ca®"-mediierten Katecholamin-
freisetzung kommt [Sorimachi et al., 1990] & [Gonzalez-Garcia et al., 1993]. Bestimmungen
des Katecholaminspiegels kénnten dariiber Auskunft geben. Weiterhin sind endokrinologi-
sche Entgleisungen, wie z. B. ein erh6hter Kortisolspiegel wihrend der Wachphase denkbar.

Zur Kliarung dieser Frage wiren Bestimmungen der Plasmakonzentration des Kortisols und

110



auch des ACTH, als ein regulierendes Hormon fiir die Synthese und Freisetzung des Kortisols
sinnvoll.

Die Umstellung auf die salzarme Didt hatte nur geringe Auswirkungen auf die
h&modynamischen Parameter. Im Vergleich der Parameter der salzarmen Diét zu der Ba-
sis Diét 1 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Ein Vergleich der Mittelwerte der
Parameter zwischen beiden Genotypen untereinander iiber den gesamten Versuchszeitraum
lieferte ebenfalls keine signifikanten Differenzen. Der signifikante Unterschied des Blutdruckes
zwischen den beiden Gruppen blieb wihrend der néchtlichen Aktivitdtsphase erhalten. Die
Umstellung von der salzarmen auf die salzreiche Erndhrung zeigte dagegen deutliche Effekte.
Sowohl der MAD, als auch die systolischen und diastolischen Werte stiegen bei beiden Ver-
suchsgruppen signifikant an. Die Hélfte der hypertensiven Patienten, aber auch ein Viertel
der normotensiven Bevolkerung weist eine Salzsensitivitiat auf [Weinberger et al., 1994]. Bei
salzsensitiven Menschen korreliert der Blutdruck mit der alimentédren Salzmenge, wéihrend
bei salzresistenten Menschen die Hohe des Blutdrucks unabhéngig von der Salzaufnahme ist
[Weinberger et al., 2001].

Salzsensitive Probanden reagieren auf eine vermehrte Kochsalzzufuhr mit einer Na™-
Retention und damit verbunden mit einer Zunahme des EZV. Salzresistente Probanden las-
sen dagegen dieses Phanomen nicht erkennen [Skrabal et al., 1984]. Interessanterweise zeigt
auch die Kontrollgruppe (+/4 +/4) in diesen Versuchen den signifikanten Blutdruckan-
stieg. Man kann also vermuten, dafl beide Versuchsgruppen zunéchst sensitiv auf die erhéhte
Salzzufuhr reagieren. Um diese Hypothese zu verifizieren, wire es sinnvoll, die Elektrolytkon-
zentration im Plasma, sowie eine Plasmavolumenbestimmung unter verschiedenen Salzdiéiten
durchzufithren. Die Umstellung auf die Basis Diét 2 ergab erwartungsgeméaf bei beiden Ver-
suchsgruppen eine signifikante Senkung des Blutdruckes.

Die signifikante Erhohung des Blutdruckes bei den heterozygoten Doppelmutanten (+/L
+/d) wihrend der Nacht gegeniiber den Wildtypen (+/+ +/+) war nur wihrend der salz-
reichen Diét nicht vorhanden, weil der Blutdruck der Wildtypen (+/4 +/+) etwas stérker
angestiegen ist, als der der heterozygoten Doppelmutanten (+/L +/d).

Da der Aldosteronspiegel der doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d) schon unter ali-
mentéren Normalsalzbedingungen gegeniiber den Wildtypen (+/+ +/+) signifikant ernied-
rigt ist, ist davon auszugehen, dafl er unter Hochsalzbedingungen weniger stark weiter ge-
senkt werden kann, da eine maximale Suppression des Aldosteronspiegels schneller erreicht
ist. Nach dieser Uberlegung wiire aber ein besonders starker Blutdruckeffekt bei den dop-
pelheterozygoten Mausen (+/L +/d) zu erwarten gewesen. Plasmaaldosteronbestimmungen
unter verschieden konzentrierten Salzdidt-Fiitterungen kénnen hieriiber Aufschlufl geben.

Die Ein- und Ausfuhrbilanzierung der wichtigsten Elektrolyte im Stoffwechselkéfig ergab
unter der Basis Didt keine Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. Auch dies
spricht fiir die These, dal der erniedrigte Aldosteronspiegel der heterozygoten Doppelmu-
tanten (+/L +/d) dazu fithrt, da§ die Wasser- und Elektrolythomoostase gewahrt bleibt.
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Dies unterstiitzt aufferdem die Annahme, dafi der néchtliche Blutdruckanstieg nicht mit
einer Fehlregulation des RAAS oder des renalen Systems zusammenhéngt. Die unter der
salzarmen Diét aufgetretenen Unterschiede in der Bilanzierung sind kritisch zu betrachten,
da bei den absoluten Zahlen keinerlei gleichartige Tendenz zu erkennen ist. Es ist moglich,
dafl es sich um ein rechnerisches Phéanomen handelt, da die Mengen und Fallzahlen sehr
klein sind. Da sich unter der salzarmen Di&t auch bei den hdmodynamischen Messungen
keine Verdnderungen zur Basis Didt ergeben haben, ist anzunehmen, dafl sich die Bilanzie-
rung beider Gruppen nicht gravierend unterscheidet. Auch unter der salzreichen Erndhrung
ergeben sich keine Unterschiede. Zu beachten ist, daf die Messungen zu einem Zeitpunkt vor-
genommen wurden, als die Tiere schon 14 Tage die jeweilige Didt bekommen hatten. Es ist
moglich, dafl das renale System der Tiere zum Zeitpunkt der Bilanzierung das Gleichgewicht
zwischen Zufuhr und Ausscheidung wieder hergestellt hat. Ein erhohter Salzkonsum iiber
langere Zeit fiihrt zunichst unweigerlich zu einer Retention von Na™ und Wasser im Korper,
bis die Homo6ostase wieder erreicht ist. Das liegt daran, daf3 die Antwort der Nieren auf ei-
ne veranderte Salzzufuhr mit einer gewissen Verzogerung erfolgt. Die Retention von Wasser
und Na™ fiihrt zu einer voriibergehenden Erhohung des EZV und erfolgt auf Kosten einer
individuell variablen Blutdruckerh6hung. Da der Blutdruckanstieg beider Versuchsgruppen
zu Beginn der Hochsalzdidt besonders stark war, erfolgte eventuell zu diesem Zeitpunkt eine
Na*- und Volumenretention, die sich im Verlaufe der Diit wieder gegeben hat.

Die Daten, die aus der Bilanzierung im metabolischen Kiéfig gewonnen wurden, sind
insgesamt kritisch zu bewerten, da anzunehmen ist, dafl sich die Tiere zum Zeitpunkt der
Messung nicht vollstindig in einem ,steady state® befunden haben. Die Na*-Bilanz unter
der salzarmen Diét, die weit mehr als 100 % betrigt, deutet beispielsweise darauf hin, daf
die Tiere wiahrend des Versuches weniger Nahrung zu sich genommen haben, als unter nor-
malen Haltungsbedingungen. Unterstiitzt wird diese These durch die Gewichtsabnahme der
Versuchstiere. Es ist denkbar, dafl somit unbeabsichtigt zusétzliche experimentelle Faktoren
eingefiithrt wurden, die zu einer Beeinflussung der Ergebnisse gefiihrt haben. Denkbar ist z.B.
daBl die ungewohnte Umgebung im metabolischen Kifig als externer Stressor eine Sympathi-
kusaktivierung bei den Versuchstieren hervorgerufen hat. Bei Aktivierung des Sympathikus
dominieren katabole Stoffwechselprozesse, die zu negativen metabolischen Bilanzen fiithren
kénnen. Zudem sollte der Versuchsaufbau kritisch hinterfragt werden. So konnte die 24-
stiindige Sammelperiode des Urins zu geringen Volumenverlusten durch Verdunstung gefiihrt
haben. Ebenso ist es moglich, dal die pulverige Konsistenz des Mehlfutters, welches dadurch
auch an den Pfoten der Mause hidngen bleiben koénnte, geringe Verluste beim Ermitteln des
Futterverzehrs hervorgerufen hat.

Bei zusammenfassender Betrachtung der Ergebnisse der Phénotypisierung und der Un-
tersuchungen unter unterschiedlicher alimentédrer Salzbelastung konnte im Rahmen dieser
Arbeit kein deutlich ausgepréigter Gen-Dosis-Effekt durch die Kombination der beiden De-

fekte in heterozygoter Ausprigung nachgewiesen werden. Pathologisch erhchte Blutdruck-
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werte, wie sie bei den homozygoten Phénotypen der beiden einzelnen Defekte vorkommen,
konnten in den durchgefiihrten Versuchen nicht nachvollzogen werden. Unter einer salzarmen
Diét konnte allerdings eine signifikante Erhohung des Blutdruckes der doppelheterozygoten
Tiere (+/L +/d) gegeniiber den Wildtypen (+/+ +/+) nachgewiesen werden. Desweiteren
konnten wahrend der nédchtlichen Aktivitdtsphase teilweise erhohte Blutdruckwerte gemes-
sen werden. Diese Ergebnisse konnten dafiir sprechen, dal die Kombination der genetischen
Defekte auch in heterozygoter Form einen milden Effekt hervorruft.

In Bezug auf das RAAS scheint sich der Liddle Phénotyp durchzusetzen. Die Ursache
fiir den vermehrten Blutdruckanstieg der doppelheterozygoten Mutante (+/L +/d) wihrend
der Wachphase konnte nicht geklart werden. Fiir die vollstdndige Aufkléirung der Pathoge-
nese sind weiterfithrende molekularbiologische, pharmakologische und elektrophysiologische

Untersuchungen erforderlich.
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6 Zusammenfassung

Digene Hypertonie - Blutdruckregulation an wachen Maéiusen mit
Uberaktivierung des Epithelialen Natriumkanals (Liddle-Mutante) und ge-

netischer Inaktivierung der 1-Untereinheit des Ca’"-aktivierten Kaliumkanals.

Der chronisch erhchte Blutdruck gehort zu den haufigsten pathologischen Befunden in
der westlichen Welt und stellt aufgrund seiner Bedeutung fiir kardiovaskuldr bedingte Er-
krankungen ein gravierendes Problem dar. Bei der essentiellen arteriellen Hypertonie handelt
es sich um ein multifaktoriell bedingtes Krankheitsbild, dem nach derzeitigem Kenntnisstand
sowohl Umweltfaktoren, als auch genetische Determinanten zugrunde liegen. Im Gegensatz
zu den wenigen monogenetisch bedingten Hypertonieformen sind die Effekte der einzelnen
beteiligten Gene gering, und erst eine Interaktion von multiplen Genen mit blutdruckregu-
lierenden Eigenschaften fiithrt zu einer Manifestation der Erkrankung.

Durch die Anwendung genetischer Methoden haben sich fiir die Analyse von Faktoren,
die an der Entstehung einer Hypertonie beteiligt sind, zahlreiche neue Perspektiven eroffnet.
Um einen tieferen Einblick in die Atiologie der essentiellen Hypertonie zu gewinnen, ist es
von groflem Interesse, wie sich wichtige Systeme fiir die Blutdruckregulation bei der Ent-
stehung von Hypertonien beeinflussen. Monogenetisch verursachte Krankheiten stellen eine
einzigartige Moglichkeit dar, um den Zusammenhang zwischen Umwelteinfliissen, wie z.B.
Kochsalzabusus, und genetischen Faktoren untersuchen zu kénnen. Eine dieser monogeneti-
schen Erkrankungen ist das Liddle‘s Syndrom, das zu einer Fehlregulation des ENaC fiihrt
und deren Folge eine salzsensitive Hypertonie ist.

Mé&use mit einer homozygot vorliegenden genetischen Deaktivierung der S1-Untereinheit
des Ca®"-aktivierten Kaliumkanals (BKA31 d/d) weisen einen signifikant erhhten mittleren
arteriellen Blutdruck auf. Auflerdem zeigen die BKS1-KO Mé&use einen erhohten arteriellen
Tonus in isolierten Geféflen. Auf der Basis dieser Beobachtungen wurde geschlussfolgert, dass
die arterielle Hypertonie bei BK1- KO Méusen eine direkte Konsequenz des erhéhten myo-
genen Tonus in arteriellen Widerstandsgeféfien ist. Da die BK51-KO Méuse aber auflerdem
signifikant erhohte Plasmaaldosteronkonzentrationen aufweisen, deren Ursache noch nicht
hinlanglich geklart ist, geht man zur Zeit davon aus, dass der Hypertonus zu einem grofien
Teil durch den erhohten Plasmaaldosteronspiegel hervorgerufen wird. Das in dieser Arbeit
untersuchte Mausmodell ist eine durch Kreuzung von Mausen mit genetischer Inaktivierung
der $1-Untereinheit des Ca*"-abhingigen Kaliumkanals (BK31 d/d) und Miusen, bei denen
durch genetische Manipulation eine Uberaktivierung (gain of function) des ENaC induziert
wurde (L/L), entstandene Doppelmutante. Es beruht damit auf zwei genetischen Defek-
ten, die jeder fiir sich in homozygoter Ausprigung ein Modell fiir eine arterielle Hypertonie
darstellen und phénotypisch einen Hyperaldosteronismus bzw. Pseudohyperaldosteronismus

aufweisen, der durch unterschiedliche Mechanismen induziert wird. Sowohl das RAAS, als
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auch die renale Salz- und Wasserhomoostase werden durch die genetischen Verdnderungen
beeinflusst. Die einzelnen genetischen Verdnderungen verursachen bei heterozygotem Auf-
treten im Tiermodell unter physiologischen Haltungsbedingungen keinen Bluthochdruck.

Vor diesem Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit zu kldaren, ob bei gleichzeitigem Auf-
treten der Mutationen im heterozygoten Genotyp durch Interaktionen im Phénotyp eine Hy-
pertonie verursacht wird und die Blutdruckregulation Unterschiede aufweist. Durch die Be-
stimmung der Plasmakonzentrationen von Aldosteron und der wichtigsten Elektrolyte sollten
Anhaltspunkte iiber die Aktivitdt des RAAS und iiber pathophysiologische Verdnderungen
der Salz- und Wasserhomdoostase gewonnen werden. Schlielich wurde der Einfluss einer
unterschiedlichen Salzbelastung auf den Phénotyp der doppelheterozygoten Mausmutante
untersucht. Hierzu wurden in vier Versuchsserien an adulten méannlichen doppelheterozygo-
ten Mausmutanten (4/L +/d), dem entsprechenden Wildtyp (+/4 +/+), sowie teilweise
an einzelheterozygyoten Méusen (4/L +/+ und +/+ +/d) die folgenden Untersuchungen
durchgefiihrt:

1. Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz an wachen und
ungestressten Méusen {iber einen chronischen arteriellen Katheter am 2. und 3. post-

operativen Tag.

2. Entnahme von Blutproben iiber den arteriellen Katheter mit anschlieBender Bestim-

mung der Plasmakonzentration von Aldosteron, Elektrolyten und Kreatinin.

3. Entnahme der Herzen mit Bestimmung des Herzgewichts sowie des Gewichts des linken
und rechten Ventrikels. AnschlieBende Berechnung des Verhéltnisses von Herzgewicht
bzw. Gewicht des linken Ventrikels zum Korpergewicht als Index einer myokardialen

Hypertrophie.

4. Entnahme der Nieren mit Bestimmung des Gesamtnierengewichts. Anschlielende Be-

rechnung der Verhéltnisses vom Gesamtnierengewicht zum Koérpergewicht.

5. Messung der himodynamischen Parameter (MAD, Systole, Diastole), der Herzfrequenz

und der Aktivitat mittels radiotelemetrischen Messverfahrens;
a Auswertung der Mittelwerte
b Auswertung des Zirkadianen Rhythmus
¢ Auswertung der unterschiedlichen Salzbelastung

6. Stoffwechselbilanzierung im metabolischen Kifig unter unterschiedlicher Salzbelastung
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Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1.

10.

Die doppelheterozygoten Mause (+/L +/d) wiesen gegeniiber den heterozygoten
BK/51-KO-Méusen (+/+ +/d) einen signifikant erhéhten MAD auf.

Die Befunde der morphometrischen Untersuchungen ergaben ein erhohtes relatives
linksventrikulidres Herzgewicht der doppelheterozygoten Tiere (+/L +/d) gegeniiber
den Wildtypen (+/+ +/+).

Die Plasmaaldosteronkonzentration der doppelheterozygoten Méuse (+/L +/d) und
der heterozygoten Liddle-Mé#use (4+/L +/+) war gegeniiber den Wildtypen (+/4 +/+)
und den heterozygoten BKS1-KO-Mausen (+/+ +/d) signifikant erniedrigt. Ebenso
war der Plasmaaldosteronspiegel der heterozygoten BK/51-KO-Mause (+/4 +/d) ge-
geniiber den Wildtypen (+/+ +/+) tendenziell erhoht.

Die Plasmakonzentrationen von Na®*, K* und C1~ der doppelheteroygoten Miuse (+ /L
+/d) unterschieden sich nicht von denen der Wildtyp Méuse (+/+ +/4). Der Plas-
maspiegel des Kreatinin lag dagegen bei den doppelheterozygoten Méusen (+/L +/d)
signifikant {iber dem der Wildtyp M&use (+/+ +/+).

Die doppelheterozygoten Mause (+/L +/d) zeigten wihrend der radiotelemetrischen

Blutdruckmessung einen ihrer Spezies entsprechenden zirkadianen Rhythmus.

Sowohl die himodynamischen Parameter als auch die Aktivitéit der doppelheterozygo-
ten Mause (+/L +/d) sind wéhrend der néchtlichen Aktivitatsphase signifikant hoher
als die der Wildtyp Méuse (+/+ +/+).

Unter der salzarmen Diét wiahrend der radiotelemetrischen Blutdruckmessung ergab
ein direkter Vergleich der Tagesmittelwerte, dass der MAD der doppelheterozygoten
Mause (+/L +/d) signifikant tiber dem der Wildtypen (+/+ +/+) lag.

Sowohl die Werte der Herzfrequenz als auch die der Aktivitat der doppelheterozygoten
Mause (+/L +/d) wihrend der radiotelemetrischen Blutdruckmessung lagen bei einem
direkten Vergleich der Tagesmittelwerte unter allen Diéten signifikant {iber den Werten
der Wildtypen (4/4 +/+).

Die Umstellung der Salzbelastung hatte keinen signifikanten FEinfluss auf die

h&dmodynamischen Parameter beider Versuchsgruppen.

Die Versuche im metabolischen Kéfig konnten keine eindeutigen Ergebnisse hinsichtlich

der Ein- und Ausfuhrbilanzierung liefern.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit kein deutlich ausgepriagter Gen-Dosis-

Effekt nachgewiesen werden. Dennoch scheint die Kombination der beiden genetischen Defek-

te in heterozygoter Auspriagung einen milden Effekt auf die Blutdruckregulation auszuiiben.
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7 Summary

Digenic hypertonia - regulation of blood pressure in awake mice with over-
activity of the epithelial sodium channel (Liddle mutant) and with genetic

inactivation of the 31-subunit of the Ca?* activated potassium channel.

Chronic high blood pressure is one of the most common diagnostic findings in the western
world and poses a serious health problem due to its association with cardiovascular diseases.
Essential arterial hypertonia is a multifactorially caused disease that to present knowledge
is both linked to environmental factors and genetic determinants. Compared to the few
monogenetically caused hypertonia forms, the effects of individual genes on the manifestation
of hypertonia are minor. Only an interaction of multiple genes responsible for blood pressure
adjustments leads to a manifestation of the disease.

With the use of genetic methods numerous new perspectives have evolved for the analysis
of factors associated with hypertonia. For a better understanding of essential hypertonia
etiology, it is of large interest to comprehend the interaction of essential systems for blood
pressure regularization. Monogenetically caused diseases provide an outstanding possibility
to examine the interdependence of environmental influences, e.g. the extensive use of sodium,
and genetic factors. One of these monogenetic illnesses is the Liddle syndrome that leads to
an abnormal regularization of the ENaC and thus sodium sensitive hypertonia.

Mice with a homozygous genetic deactivation of the 31 subunit of the Ca*"-activated
potassium channel (BKS1 d/d) have a significantly increased mean arterial blood pressure.
In addition, the BK31-KO mice display an increased arterial tonus in isolated vessels. Based
on these observations the conclusion was drawn that arterial hypertension in BK51-KO mice
directly results from the increased myogenic tonus in the arterial resistance vessels. However,
the BK1-KO mice also have a significantly increased plasma aldosterone concentration that
researchers were not fully able to explain yet. It is currently assumed that the hypertension
in BKA1-KO mice is to a large extent caused by the increased aldosterone concentration.

The examined mouse model in this study is a double mutant caused by a crossing of
mice with a genetic inactivation of the Ca®*-dependent potassium channel (BKA1 d/d) and
with genetically manipulated mice with an over-activation (“gain of function”) of the ENaC
(L/L). Therefore, this mice model is based on two genetic defects which each in itself — if
expressed homozygous — resembles a model for arterial hypertension. This model phenoty-
pically induces a hyperaldosteronism or pseudohyperaldosteronism, respectively, caused by
different mechanisms. Both the RAAS as the renal salt and water homeostasis are affected
by genetic changes. Yet, individual heterozygous genetic changes do not cause high blood
pressure (animal model under physiological conditions).

The aim of this study was to investigate whether the simultaneous occurrence of mu-

tations in a heterozygous genotype results in hypertension due to subsequent phenotype
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interactions. Furthermore, it should be investigated, whether this simultaneous occurrence
leads to differences in blood pressure regulation. By determining plasma concentrations of
aldosterone and other important electrolytes should be gained information on the activity
of RAAS-related and pathophysiological changes in salt and water homeostasis. Finally, it
should be investigated the influence of different salt exposures on the phenotype of the dou-
ble heterozygous mutant mouse. For this purpose, in four experiments series the following
tests were performed on an adult male double heterozygous mutant mice (+/L +/d), the
corresponding wild-type (+/4 +/+), and a single heterozygous mice (+/L +/+ and +/+
+/d):

1. Measurement of the mean arterial blood pressure and heart rate in awake and unstres-

sed mice using a chronic arterial catheter on the second and third postoperative day.

2. Blood sampling via the arterial catheter followed by measurement of plasma concen-

tration of aldosterone, electrolytes and creatinine.

3. Heart removal with determination of heart weight and the weight of the left and right
ventricle. Ratio calculation of total heart weight or left ventricel weight, respectively,

to body weight as an index of myocardial hypertrophy.

4. Removal of the kidneys with the determination of total kidney weight. Subsequent
ratio calculation of total kidney weight to body weight.

5. Measurement of hemodynamic parameters (mean arterial blood pressure, systole, dia-

stole), heart rate and activity by radiotelemetric measurement method:
a Evaluation of the mean values.
b Evaluation of the circadian rhythm.
¢ Evaluation of the different salt concentrations.
6. Metabolism analysis in the metabolic cage under different salt exposures.

The results can be summarized as the following:

1. The double heterozygous mice (+/L +/d) showed a significant increase in mean arterial
blood pressure compared to the BK31-heterozygous knockout mice (+/4 +/d).

2. The findings of the morphometric studies showed an increased relative weight of the
left ventricular heart in double heterozygous animals (+/L +/d) compared to the wild
type (+/4+ +/+).
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3. The plasma aldosterone concentration of double heterozygous mice (+ / L + / d) and
the heterozygous Liddle mice (+/L +/+) were significantly lower compared to the
wild type (+/4 +/+) and the heterozygous BK31-KO mice (+/+ +/d). Likewise, the
plasma concentrations of aldosterone of the heterozygous BK51-KO mice (4/4 +/d)
tended to be higher compared to the wild type (+/+ +/+).

4. The plasma concentrations of Na™, K* and Cl~ of double heterozygous mice (+/L
+/d) did not differ from those of wild-type mice (+/4 +/+). The plasma creatinine
levels of the double heterozygous mice (+/L +/d) were significantly higher than those
of wild-type mice (+/+ +/+).

5. The double heterozygous mice (+/L +/d) showed a (for their species) typical circadian

rhythm in the radiotelemetric blood pressure measurement.

6. Both the hemodynamic parameters and the activity of double heterozygous mice
(+/L+/d) were significantly higher during the nocturnal activity phase than of the
wild-type mice (+/+ +/+).

7. Given a low-salt diet in direct comparison of the daily average values , the mean arterial
blood pressure was significantly higher for double heterozygous mice (+/L +/d) than
for the wild type (+/++/+) in the radiotelemetric blood pressure measurements.

8. In direct comparison of the daily average values of all diets in the radiotelemetric blood
pressure measurement, both the values of heart rate and the activity were significantly
higher for the double heterozygous mice (+/L+/d) than for the wild type (+/+ +/+).

9. Conversion of the salt load had no significant influence on hemodynamic parameters

of the two experimental groups.

10. The experiments in the metabolic cage could not provide clear results in terms of influx

and elimination balance analysis.

In conclusion, in this thesis no explicit gene-dose effect could be detected. Nevertheless,
the combination of the two genetic defects in heterozygous expression seems to have a mild

effect on blood pressure regulation.
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