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1 Literaturiibersicht

1.1 Das Endothelinsystem

1.1.1 Entdeckung und Aufbau der Endotheline

Aus dem Uberstand von kultivierten Schweineaortenzellen wurde 1988 von
Yanagisawa et al. ' ein vasoaktives Peptid isoliert und beschrieben. Der Name
Endothelin leitet sich von seinem Bildungsort dem Endothel ab. Durch Vergleich
von Sequenzen in cDNA-Datenbanken mit der Sequenz von Endothelin wurden zwei
weitere Isoformen des Endothelins entdeckt >*”. Das zuerst beschriebene Endothelin
wird Endothelin-1 (ET-1) genannt, die beiden anderen Isoformen Endothelin-2 (ET-
2) und Endothelin-3 (ET-3).

Endotheline sind autokrin und parakrin wirkende Gewebshormone, mit einer
Molmasse von 2,5 kDa. Sie sind aus 21 Aminosduren aufgebaut, zwei
intramolekulare Disulfidbriicken fithren zur charakteristischen Haarnadelform (s.
Abb.1). Die drei Isoformen dieses Peptides unterscheiden sich in einer geringfiigig
unterschiedlichen Aminoséuresequenz: ET-1 und ET-2 differieren in 2 Aminoséuren,
ET-1 und ET-3 in 6 Aminosduren > (s. Abb.1). Die Endothelinpeptide weisen eine
hohe Sequenz- und Bioaktivititshomologie mit einer Familie von Peptidtoxinen, den
Sarafotoxinen, auf, die aus dem Gift der Atractaspis engaddensis isoliert worden sind
4 (s. Abb.1) . Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese beiden Peptidfamilien aus einer
Gen-Superfamilie mit gemeinsamem evolutiondren Ursprung abgeleitet sind >°. Die
hohe Sequenzhomolgie zwischen den Endothelinen und den Sarafotoxinen, sowie
zwischen Endothelinen in verschiedenen Siugetierspezies 1463t vermuten, dass die
Endothelin-Gene unter einem hohen evolutiondren Druck in Richtung auf Erhaltung

der Struktur und der Funktion der Endothelin-Peptide standen .



Abb. 1: Strukturformel des ET-1, ET-2, ET-3 und zum Vergleich die des
Schlangengiftes Sarafotoxin S6b°.

Die von der Aminosduresequenz des ET-1 abweichenden Aminosduren sind schwarz

dargestellt.



1.1.2 Lokalisation und Synthese

Die Gene der Endothelinisopeptide (ET-1, ET-2, ET-3) sind beim Menschen auf den
Chromosomenabschnitten 6p23-24, 1p34 und 20q13.2-13.3 lokalisiert ®.

Das Gen setzt sich zusammen aus fiinf Exons und 4 Introns. Die kodierende Sequenz
fir ET-1 ist im zweiten Exon enthalten. Die 5‘flankierende Region enthilt
regulatorische Elemente, wie zum Beispiel AP-1 Bindungsstellen fiir c-fos/c-jun-
Komplexe und Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor nuclear factor-1. Die
3‘-flankierende Region des ET-1-Gens enthidlt einen Abschnitt aus ungefihr 250
Basenpaaren mit hoher Sequenzhomologie zwischen Mensch und Schwein, welcher

wahrscheinlich eine wichtige Bedeutung fiir die Stabilitit der ET-1-mRNA hat °.

Es sind bisher keine Speichergranula fiir Endotheline nachgewiesen worden '. Die
Regulation der Biosynthese findet auf der Ebene der mRNA statt. Die
Promotorregion des Endothelingenes hat typische GAAT- und TATA-Sequenzen,
die die Transkription stimulieren. Sie enthalten eine Bindungsstelle fiir den
Transkriptionsfaktor, das GATA-2-Protein ”, das eine entscheidende Rolle in der

basalen Produktion von ET-1 in endothelialen Zellen spielt.

Das primédre Transkriptionsprodukt des Endothelingens ist Prépro-Endothelin-
mRNA. Diese wird translatiert in Prapro-Endothelin, welches beim Menschen aus
212 Aminosduren besteht. Nach proteolytischer Spaltung durch spezifische
Endopeptidasen entsteht das aus 38 Aminosiuren bestehende Proendothelin, welches
auch Big-Endothelin genannt wird '*'*. Big-Endothelin wird durch ein Endothelin-
Konversionsenzym (ECE) zum biologisch aktiven Endothelin gespalten (s. Abb. 2).
Zwei Isoenzyme des ECE (ECE-1 und ECE-2) konnten identifiziert werden '>'®. Das
ECE ist wahrscheinlich spezifisch fiir Big-Endothelin. Die relative Konversionsrate

von Big-endothelin zu Endothelin betrdgt ET-1 : ET-2 : ET-3,4: 1 : 2.



Vergleicht man die Sequenz der extrazellulir vorkommenden Form des
Endothelinkonversionsenzyms (ECE-1) mit der des intrazelluldren
Endothelinkonversionsenzyms (ECE-2), so ergeben sich im N-terminalen Bereich

52% und im C-terminalen Bereich 72% Sequenzhomologie.

Die Enzyme differieren in der Anzahl ihrer Aminoséuren (ECE-1 = 758 und ECE-2
= 787 Aminosduren), in der Aminosduresequenz der transmembrandren Doméne
(ECE-1 =21 Aminoséduren und ECE-2 = 23 Aminoséduren), im pH-Optimum (ECE-1
= pH 6,8 und ECE-2 = pH 5,4), in der Lokalisation (ECE-1 in der Plasmamembran
und extrazelluldr und ECE-2 nur intrazelluldr am Golgiapparat) und im Vorkommen
(ECE-1 in Lunge, Herz, Pankreas, Plazenta und endothelialen Zellen und ECE-2 in
Gehirn, Uterus und Hoden).

Es wird angenommen, dass es von ECE weitere Subtypen gibt, die spezifisch die

Konversion von ET-2 und ET-3 katalysieren.
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Abb. 2: Umwandlung von pri-pro-Endothelin-1 zu Endothelin-1

Prdpro-Endothelin-1 (prd-pro-ET-1) besteht aus 203 Aminosduren. Nach Spaltung
durch spezifische Endopeptidasen entsteht Pro-Endothelin-1 (in der Regel Big-
Endothelin-1  genannt).  Big-Endothelin-1  wird durch ein  Endothelin-
Konversionsenzym (ECE; endothelin converting enzyme) zum biologisch aktiven
Endothelin-1 gespalten. Diese Spaltung von Big-Endothelin-1 zum biologisch aktiven
Endothelin-1 ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Endothelinsynthese
(nach”’).

Entgegen der urspriinglichen Annahme, das Endothel sei der einzige Syntheseort fiir
ET-1, konnte gezeigt werden, dass ET-1 von Zellen des zentralen und peripheren
Nervensystems, der Niere, der Leber, des Herzens, der Lunge, des
Gastrointestinaltraktes, der Nebennieren, der Prostata, der Augen und der Epidermis

gebildet wird *'**%,



Die Syntheserate der Endothelinisopeptide ist in verschiedenen Organen deutlich
different. So konnte gezeigt werden, das ET-3 vornehmlich im zentralen
Nervensystem, der Hypophyse und im Darm exprimiert wird. ET-1 hingegen wird
hauptsichlich vom Endothel der Gefdie gebildet "'°. Das in den Endothelzellen der

GefaBe synthetisierte ET-1 wird zu 20% luminal und zu 80% basolateral sezerniert
17,23

Beziiglich intrarenaler Gefille wurde gezeigt, dass das Endothel ET-1, nicht jedoch
ET-3 freisetzt **. Mesangiumzellen in Kultur zeigen eine Synthese und Freisetzung
von ET-1, wenn auch in einer deutlich geringeren Menge als Endothelzellen %,
Mesangiumzellen konnen also wie die phylogenetisch verwandten glatten
Gefifmuskelzellen ET-1 bilden *’. Fiir glomerulire epitheliale Zellen wurde gezeigt,
dass sie sowohl ET-1 als auch ET-3 bilden konnen **. Als Ort der héchsten ET-1
Konzentration im menschlichen Korper wurde die innere renale Medulla beschrieben
**_ Die Zellen, die zu dieser hohen Konzentration hauptsichlich beitragen, befinden
sich im Bereich der Sammelrohre, hier insbesondere an den inneren medulldren
Sammelrohren (IMCD) *°. Dort ist ebenfalls der renale Hauptsyntheseort fiir ET-3,

wobei diese Isoform jedoch in deutlich geringeren Mafe synthetisiert wird *'. Eine

Synthese von ET-2 wurde im menschlichen Nephron nicht nachgewiesen **.

Im Herz wird hauptsidchlich ET-1 synthetisiert von Kardiomyozyten, Endothelzellen

und kardialen Fibroblasten >

Eine Reihe von Faktoren regulieren die Freisetzung von ET-1. Die Regulierung der

ET-1 Freisetzung erfolgt iiber die Regulierung der Priipro-ET-1-mRNA Synthese .

10



Wichtige Stimuli, die die Freisetzung von Endothelin-1 in vitro und in vivo

induzieren, sind:

1. Peptidhormone: Thrombin # TGF-a **, Angiotensin 1I 32 Tnsulin *°,

36

.. 24 . .
Bradykinin **, Vasopressin *°, Endotoxine *’

und Cytokine wie

Interleukin 2.

2. Hypoxie *’

40

3. Pharmaka: Cyclosporin A %, Glukokortikoide, Glukose *'

und

Ca2+-Tonophoren .

4. Physikalische Faktoren: GefiBwandspannung und Scherkrifte **.

Der wichtigste Inhibitor der ET-1 Synthese ist der physiologische Gegenspieler von
ET-1, Stickstoffmonoxid (NO). NO hemmt iiber seinen zweiten Botenstoff cGMP
die Bildung der Priapro-ET-1-mRNA. Andere Mediatoren die ebenfalls die cGMP-
Synthese erhohen, wie atrialer natriuretischer Faktor (ANF) und Prostacyclin,
hemmen auch die ET-1-Synthese. ET-1 stimuliert wiederum durch Interaktion mit
dem ETB-Rezeptor die Synthese von NO. NO und ET-1 sind damit Teile eines
lokalen negativ-riickgekoppelten Regelkreises '. Weitere Inhibitoren der ET-1
Freisetzung sind Prostaglandin E2, Endothelin-3, Heparin und cAMP.

11



1.1.3 Endothelinrezeptoren

1.1.3.1 Allgemein

Die biologischen Wirkungen von Endothelin werden durch plasmamembranstindige
Rezeptoren vermittelt. Drei Endothelinrezeptorsubtypen konnten bisher kloniert
werden: Endothelin-A-, Endothelin-B- und Endothelin-C-Rezeptoren ***. Der ETC-
Rezeptor ist bisher nur im Xenopus Herz beschricben worden *, ob er eine
Speziesvariante des ETA- oder ETB-Rezeptors ist, oder einen neuen Subtyp darstellt,

ist zur Zeit noch nicht eindeutig zu entscheiden **.

Die Aminosduresequenzen der ETA-und ETB- Rezeptoren weisen eine 50%-ige
Sequenzhomologie auf, die in verschiedenen Sdugetierspezies hoch konserviert ist
(85%-90%) *°. Der ETA- und der ETB-Rezeptor gehdren zur Familie der
rhodopsindhnlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit 7 transmembrandren

Regionen **.

Die unterschiedlichen Wirkungen der 3 Isopeptide ergeben sich aus der
unterschiedlichen Gewebespezifitit und Verteilung der plasmamembranstindigen
ETA- und ETB-Rezeptoren. Sie kdnnen synergistische und antagonistische Effekte

vermitteln.

1.1.3.2 Der ETA-Rezeptor

Der ETA-Rezeptor hat eine 100fach hohere Bindungsaffinitdt zum Endothelin-1 als
zum Endothelin-3 und eine 2-10fach hohere Bindungsaffinitdt zum ET-1 als zum

ET-2 %,

Er wird iiberwiegend an glatten GefidBmuskelzellen und an Herzmuskelzellen
exprimiert. Dieser Rezeptor vermittelt vasokonstriktorische Wirkungen von
Endothelin-1 iiber die G-Protein-gekoppelte Aktivierung von Phospholipase C mit
konsekutiver Bildung von Inositol 1,4,5-Trisphosphat und Diacylglycerin'. Es folgt

ein Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration.

Neben der Vasokonstriktion kann durch die erhohte Konzentration von

Diacylglycerin und Kalzium die Proteinkinase C stimuliert werden, die mitogene

12



Effekte auslost. Dies konnte bisher nur in vitro an Zellkulturen von Mesangiumzellen
50, von glatten GefdBmuskelzellen 51, von Fibroblasten ** und von Herzmuskelzellen

> gezeigt werden.

1.1.3.3 Der ETB-Rezeptor

Der ETB-Rezeptor hat eine gleichstarke Bindungsaffinitit zu den drei
Endothelinisopeptiden **. Er wird iiberwiegend auf endothelialen Zellen exprimiert,

54 1
. Die second messenger Kaskade

weniger stark auf glatten GefdBmuskelzellen
verlauft dhnlich wie beim ETA-Rezeptor. Es kommt jedoch zu unterschiedlichen
biologischen Effekten, weil die Zellen mit unterschiedlichen Enzymen ausgestattet
sind. Die Aktivierung der Phospholipase C fiihrt zur Erhdhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration und damit zur Aktivierung der kalziumabhingigen NO-

Synthase. Die Freisetzung von NO bewirkt die initiale Vasodilatation **.

Weiterhin aktiviert der ETB-Rezeptor die Phospholipase A2, was sekundir zu einer
Freisetzung von Arachidonsdurederivaten, insbesondere Prostazyklin, flihrt. Ist der
ETB-Rezeptor mit einem inhibitorischen G-Protein gekoppelt, unterdriickt er in
einigen Zellen die Entstehung von cAMP und die Aktivierung des Natrium-

Protonen-Antiports >>°,

13
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Abb. 3: ET-System der Arterienwand:

Das in den Endothelzellen synthetisierte ET-1 wird zu 80% basolateral und zu 20%
luminal sezerniert. Der ETB-Rezeptor auf den Endothelzellen vermittelt iiber die
Phospholipase A cyclooxygenaseabhdngig (COX-1) und iiber die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) die ET-1 induzierte Vasodilatation. Auf den glatten
Gefdffmuskelzellen wird iiberwiegend der ETA-Rezeptor exprimiert, welcher die
Vasokonstriktion vermittelt. In einigen Gefdfsregionen ist der ETB-Rezeptor auch auf

glatten Geftifmuskelzellen nachweisbar und vermittelt hier eine Vasokonstriktion™”

60
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1.1.3.4 Abbau der Endotheline

Es sind bis heute im wesentlichen drei Mechanismen des Endothelinabbaus
beschrieben worden *’: der hydrolytische Abbau durch neutrale Endopeptidasen, der

Abbau in Lysosomen und der Abbau von zirkulierendem Endothelin in der Lunge.

1.1.4 Rolle des Endothelins im kardiovaskulidren System

Endotheline unterscheiden sich von anderen bekannten Vasokonstriktoren durch eine
biphasische Blutdruckantwort. Die intravendse Infusion von ET-1, ET-2 und ET-3
fithrt zu einem mehrere Sekunden anhaltenden Blutdruckabfall, gefolgt von einem
lang anhaltenden Anstieg des Blutdrucks®'. Der initiale Abfall des Blutdrucks wird
der vasodilatierenden Wirkung des ETB-Rezeptors iiber die Stimulation der NO-
Synthasen und der Prostacyclin-Synthese zugeschrieben, der nachfolgende Anstieg
der vasokonstriktorischen Wirkung des ETa-Rezeptors durch die Erhohung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration in glatten GefdBmuskelzellen. Anzumerken ist,
dass in mehreren Studien jedoch auch eine vasokonstriktorische ETg-
Rezeptoraktivitit gezeigt wurde %,

Der Verlauf der Endothelinwirkung auf den Blutdruck ist durch die ET-
Rezeptorverteilung und durch die unterschiedlichen Effektor-Proteine in den Zellen
der GefdBwand erkldrbar. Die liber den ETB-Rezeptor auf dem GefdBendothel
stimulierte NO- und Prostacyclin-Freisetzung beginnt rascher und ist schneller
erschoptbar. Die vornehmlich iber den ETA-Rezeptor auf glatten
GefaBmuskelzellen vermittelte Vasokonstriktion beginnt hingegen langsamer und ist

linger anhaltend "%,

In verschiedenen Infusionsstudien an Tiermodellen der arteriellen Hypertonie
(spontan hypertensive Ratten (SHR); Ratten mit Desoxycorticosteron induzierter
Hypertonie (DOCA Salzhypertension)) ist untersucht worden, ob es eine Korrelation
zwischen erhohter Endothelinplasmakonzentration und der Entwicklung und
Aufrechterhaltung der Hypertonie gibt. Nur bei malignen Hochdruckerkrankungen

von Mensch und Tier sowie bei der Priaeklampsie lassen sich erhohte

15



Plasmaendothelinspiegel nachweisen ¢

. Diese Befunde besagen jedoch nicht, dass
generell ein Zusammenhang zwischen Endothelin und arterieller Hypertonie
bestehen mufl. AuBlerdem ist zu bedenken, dass die Bestimmung der
Endothelinkonzentration im Plasma nur bedingt aussageféhig ist, da es sich beim
Endothelin um einen Mediator mit liberwiegend parakriner und autokriner Wirkung

handelt.

Angestiegene ET-1 und Big-ET-1 Plasmakonzentrationen sind bei verschiedenen
kardiovaskuldren Erkrankungen, wie zum Beispiel bei Herzinsuffizienz, beschrieben

worden. Dies suggeriert eine mdgliche pathophysiologische Bedeutung 7', I

n
dieser Hinsicht beschrieben Pacher et al eine umgekehrte Korrelation zwischen dem
Big- Endothelin-1 Plasmaspiegel und dem Uberleben bei fortgeschrittener
Herzinsuffizienz und présentierten damit einen stirkeren prognostischen Marker fiir

2
2 Bs wurde

Mortalitdt im Vergleich zu anderen hdmodynamischen Variablen
gezeigt, dass die Expression von ET-1 und seine Rezeptoren in den Kardiomyozyten
bei Herzinsuffizienz angestiegen ist. Ubereinstimmend wurde ein Anstieg der Dichte
der ETA- und ETB-Rezeptoren der Kardiomyozyten und ventrikuldren Membranen
und eine Uberexpression von mRNA des Pripro-ET-1 und des ECE-1 der
Kardiomyozyten bei Patienten mit ischimischer Kardiomyopathie beschrieben .
Ferner konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress die Synthese von Big-ET-1

durch Aktivierung des ET-1 Promoters erhdht '*.

Das natiirliche Korrelat zu den Infusionsstudien sind endothelinproduzierende
Himangioendotheliome; sie fiihren zu einem Anstieg der
Endothelinplasmakonzentration sowie des Blutdrucks. Diese Verdnderungen gehen
nach Entfernung des Himangioendothelioms wieder zuriick . Somit weist diese
Beobachtung darauf hin, dass Endothelin in der Lage ist, den mittleren arteriellen

Blutdruck zu steigern.

In den Coronararterien fithrt ET-1 zu einer starken Vasokonstriktion und kann
sekunddr im Tier Kammerflimmern auslosen. Dieser Effekt ist vollstindig

blockierbar durch ETA-Rezeptor Antagonisten '°.

16



Sehr gut korreliert der Endothelinplasmaspiegel bei hypertensiven Patienten mit dem

Grad der Reduktion der glomeruliren Filtrationsrate [GFR] .

Weiterhin sprechen einige Beobachtungen dafiir, dass zwischen der aktuellen ET-1
Konzentration und der Genese der Arteriosklerose ein Zusammenhang bestehen

" Wird ET-1 iiber einen Ballonkatheter infundiert, so lie} sich lokal in

konnte
diesem Bereich pathologisches Zellwachstum wie Neointimabildung mit
nachfolgender Restenose nachweisen. Diese Wirkung kann durch selektiv wirkende

ETA-Antagonisten aufgehoben werden .

Vergleicht man die Wirkung von exogen zugefiihrten ET-1 auf den Blutdruck von
normotensiven Ratten mit der von exogen zugefithrten ET-1 auf verschiedene
Rattenmodelle mit arteriellen Hypertonus, so ergibt sich kein einheitliches Bild.
Gleiche Dosen an exogen zugefiihrten ET-1 fiihren zu einer verstirkten, gleichen
oder auch  herabgesetzten = Vasokonstriktion in  den  verschiedenen
Hochdruckmodellen, in verschiedenen Gefdfiregionen und bei verschiedenen
experimentellen Bedingungen **,

Untersuchungen mit ET-Antikorpern bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) im
Vergleich zu normotensiven Kontrollen deuteten erstmals an, dass die Blockade des
ET-Systems in vivo bei SHR zu einem Abfall des Blutdrucks und einem Anstieg der
GFR und der Nierendurchblutung fiihren kann .

Erst mit der Entwicklung selektiver ET-Rezeptorantagonisten wie BQ-123, gelang
der Nachweis, dass die kurzzeitige systemische Gabe dieses selektiven ETa-
Rezeptorantagonisten oder des kombinierten ETa/ETg-Rezeptorantagonisten
Bosentan zu einem signifikanten Abfall des Blutdrucks bei SHR fiihrte, wohingegen
diese Antagonisten einen geringeren oder keinen Effekt auf den Blutdruck bei
normotensiven Kontrollen hatte **.

Bei chronischer Applikation von Bosentan sah man allerdings keinen Effekt auf den
Blutdruck bei SHR *®. Die Ursache fiir den unterschiedlichen Effekt von akuter und
chronischer Blockade des parakrinen Endothelin-Systems bei SHR bleibt unklar. In

verschiedenen experimentellen Hochdruckmodellen konnte eine Aktivierung des
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Endothelin-Systems ~ nachgewiesen =~ werden.  Dies  sind  insbesondere
Hochdruckmodelle, die eine durch eine Salzbelastung hervorgerufenen Hypertonie
zeigen, wie Desoxykortikosteronacetat (DOCA) Salz-sensitive Ratten *’, DOCA Salz
behandelte spontan hypertensive Ratten (SHR) ** und Dahl Salz-sensitive Ratten
9 Die Blutdruckerhdhung bei Ratten nach Angiotensin II Infusion kann durch
Gabe von ET-Rezeptorantagonisten aufgehoben werden, was die Vermutung zulaft,
dass ein groBer Teil der Angiotensin II-Wirkung iiber ET-1 vermittelt wird °'. In
Ren2 transgenen Ratten kann die durch das Transgen hervorgerufene Abnahme der
kardialen Kontraktilitdt durch ETs-Antagonisten aufgehoben werden. Die Wirkung
der ETs-Antagonisten besteht in diesem Modell in einer Zunahme der intrazelluléren
Kalziumionen—Konzentration unter ET-Rezeptorblockade. Der erhohte Blutdruck
der transgenen Ratten wurde durch den ETs-Antagonisten hingegen nicht beeinflusst
2. Im Modell der 2-Niere 1-Clip Goldblatt hypertensiven Ratten konnte eine
Aktivierung des renalen Endothelin-Systems gezeigt werden °. Im selben Modell
konnten Hocher et al ** eine Regredienz der linksventrikuldren kardialen Fibrose
unter Behandlung mit ETg-Antagonisten und eine Normalisierung der Zunahme der
GefdaBwanddicke intramyokardialer arterieller Gefdfle unter ETg-Antagonismus
zeigen. Der arterielle Blutdruck blieb auch in diesem letztgenannten Experiment
unbeeinflusst. Im Modell der 2-Niere 1-Clip Goldblatt hypertensiven Ratten konnten
im Einklang mit den genannten Arbeiten auch in der renin-abhéngigen Frithphase
keine generalisierte vaskulire Uberexpression von ET-1 nachgewiesen werden .
Der Zusammenhang von Endothelin- und Renin-Angiotensin-System ist also
komplex und ihr Zusammenspiel noch nicht sicher gekldart. Durch exogen
infundiertes Angiotensin II ist das Endothelin-System offensichtlich stimulierbar,

wohingegen eine endogene Uberexpression von Angiotensin I  das

blutdruckregulierende, vaskulire Endothelin-System nicht involviert .

Ein Ansatz zur genaueren Klidrung der primdren physiologischen und
pathophysiologischen Bedeutung des Endothelin-Systems ist die Untersuchung von
transgenen Tiermodellen, die eine Uberexpression oder Defizienz von Elementen des

Endothelin-Systems aufweisen *’.
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1.1.5 Human Endothelin-1 transgene Méuse

Human Endothelin-1 transgene Mause sind in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F.
Theuring, Schering AG, generiert worden. Ein 16 kD Klon, der das gesamte
menschliche Endothelin-1 Gen und ungefdhr 8 kb der 5° flankierenden Sequenzen
und 1,5 kb der 3° flankierenden Sequenzen enthélt, wurde in befruchtete
Mausoozyten aus NMRI Maiusen mikroinjiziert. Die mikroinjizierten Oozyten
wurden in scheinschwangere NMRI Mause implantiert. Transgene Mause wurden
durch PCR-Analysen genomischer DNA aus Schwanzbiopsien unter Verwendung
human ET-1 spezifischer Primer und Southern-blot-Analysen identifiziert. Es
wurden 3 Linien (260, 238, 856) etabliert. Tiere der Linie 856 standen fiir die in

dieser Dissertation beschriebenen Experimente zur Verfiigung.

Durch Northern-blot-Analysen konnte eine Expression des Transgens im Gehirn,
Lungen und Nieren aller transgenen Linien nachgewiesen werden. Mit Hilfe der RT-
PCR konnten niedrigere Niveaus der Transgenexpression im Herz, Leber,
Speicheldriisen, Milz und Hoden gezeigt werden. Der Phénotyp dieser Méduse wurde
1997 von Hocher et al *® beschrieben. Die Tiere entwickeln altersabhiingig renale
Zysten, interstitielle Fibrose in den Nieren und Glomerulosklerose. Letzteres fiihrt zu
einem progressiven Abfall der Glomeruldren Filtrationsrate (GFR). Die Pathologie
entwickelt sich trotz eines nur geringen Anstieges von ET-1 im Plasma und in den
Geweben. Der Blutdruck ist nicht beeintrachtigt, auch nach der verschlechterten

GFR nicht.

1.1.6 Stickstoffmonoxid

Der wichtigste Inhibitor der ET-1 Synthese ist der physiologische Gegenspieler
Stickstoffmonoxid (NO). Ende der 70er Jahre wurde der Pharmakologe Ferid Murad
erstmals auf das Stickstoffmonoxid (NO) aufmerksam. Bei Untersuchungen mit
Nitraten entdeckte er, dass diese NO freisetzen, welches eine Dilatation der
Blutgefdle bewirkt. Auch der Pharmakologe Robert F. Furchgott untersuchte die
Auswirkungen von Medikamenten auf die BlutgefdBle. Er fand heraus, dass das

Endothel eine unbekannte Substanz produziert, die in der darunterliegenden
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Muskelschicht deren Relaxierung herbeifiihrt. Da er die Substanz nicht bestimmen
konnte, nannte er sie EDRF (Endothelium-derived relaxing Factor). Erst im Laufe
der 80er Jahre gelang es dann, die unbekannte Substanz EDRF zu entschliisseln.
Unabhingig voneinander identifizierten Louis J. Ignarro''?, R.M. Palmer'” und

Robert F. Furchgott EDRF als Stickstoffmonoxid''.

Der gasformige sekundire Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine wichtige
Rolle bei vielen physiologischen Prozessen. Viele der biologischen Aktivititen von
NO werden von dem Guanylatzyklase - cGMP System vermittelt. Wird NO auf einen
Stimulus hin — zum Beispiel in Form von Bradykinin, Acetylcholin oder
Scherkréften synthetisiert, diffundiert es anschliefend in die angrenzenden Zellen der
GefdlBwand. Dort aktiviert es die Guanylatzyklase und 19st einen Anstieg der cGMP-
Konzentration aus. Diese Reaktionskaskade vermittelt einige der biologischen
Effekte von NO, inklusive der Relaxation vaskuldren und nicht-vaskuldren glatten
Muskelzellen, Hemmung der Thrombozytenadhdsion und -aggregation, Hemmung
der Chemotaxis von polymorphnukledren Zellen und der Signaliibertragung im

115,116

zentralen und peripheren Nervensystem. . cGMP unabhéngig dagegen sind z.B.

die zytotoxischen Effekte von NO''". NO spielt damit eine wichtige Rolle in der

119

kardiovaskuliren Funktion''®, ist involviert in die Regulation des Gefaftonus''"® und

der systolischer und diastolischen Herzfunktion'*.

NO wird im Kd&rper von Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) durch eine NADPH-
abhingige Oxidation der Guanidino-Stickstoffgruppe des L-Arginin mit Hilfe von

117,121 . . .
2", Bei der Reaktion sind mehrere

molekularem Sauerstoff synthetisiert
Kofaktoren (FAD, FMN, Tetrahydrobiopterin, Calmodulin) beteiligt, die u.a. fiir den
Elektronentransfer vom NADPH auf das Substrat L-Arginin sorgen, das durch die
Abspaltung von NO zu Citrullin umgewandelt wird '**'*. Bisher konnten drei NOS-
Formen identifiziert werden, die von drei unterschiedlichen Genen kodiert und in
verschiedenen Zellarten u. a. im Herzen exprimiert werden '**: die induzierbare
(INOS; NOS-2) und die endotheliale (eNOS; NOS-3) und die neuronale (nNOS;
NOS-1) Synthase. In ihrer Struktur und Funktion sind sie sich jedoch recht dhnlich.
So besitzen alle drei NOS-Formen eine N-terminale Oxygenase-Doméne sowie eine

C-terminale Reduktase-Domine, die strukturell dem Cytochrom P450 dhnelt '*,
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Weiterhin wurden fiir alle NOS-Formen die Bindungsstellen fiir die Kofaktoren und
das Substrat L-Arginin sowie eine Homodimerisierungssequenz identifiziert '*°. Die
zundchst aus Neuronen isolierte nNOS und die endotheliale eNOS werden in der
Regel als konstitutive Formen angesehen, die nur geringe Mengen NO produzieren
12 Demgegeniiber gilt die iNOS in der Regel als induzierbares Enzym, das erst nach
Stimulation durch Cytokine (z.B. y-Interferon) oder bakterielle Lipopolysaccharide
in Makrophagen in nennenswerten Mengen auftritt und dann hohe, antimikrobiell
wirksame Konzentrationen an NO synthetisiert ''”'*”. Unter pathophysiologischen
Bedingungen wie Herzinsuffizienz kommt es zu einer hohen Freisetzung von NO,
was zu einer Verschlechterung der Herzfunktion beitragen kann. Der Abbau von
freiem NO in reaktiven Sauerstoff schiadigt zelluldre Strukturen und fordert die

Herzinsuffizienz und Apoptose'** .

1.1.7 Wechselwirkung von NO und Endothelin

Die Feststellung, dass eine andauernde human ET-1 Uberexpression nicht
zwangslaufig zu einem erhdhten Blutdruck fithren muf, stimmt {iberein mit Studien

an ET-2 transgenen Ratten, die ebenfalls normotensiv sind *>'*

. Ein liber lange Zeit
aktiviertes parakrines Endothelinsystem fiihrt zu einer starken Aktivierung von
gegenregulatorischen Mechanismen. Diese Gegenregulation konnte in verschiedene
Komponenten des Endothelinsystems eingreifen. Zum einen wird eine veridnderte
Expression der Endothelinrezeptoren diskutiert. Ferner ist an einen

101,102 1o
»“. Eilne

kompensatorischen Anstieg der Aktivitit des NO-Systems zu denken
Studie von Hocher et al ' hat sich mit beiden Theorien beschiftigt. Eine intravendse
Bolusinjektion von N°"#lnitro-l-arginine methyl ester (L-NAME), ein
nichtselektiver Inhibitor der NO-Synthase, fiihrte bei human ET-1 transgenen
Maéusen zu einen signifikant hoheren Anstieg des Blutdruckes im Vergleich zu nicht
transgenen Kontrolltieren. Andererseits stieg der Blutdruck in beiden Gruppen gleich
stark an nach einer i.v. Injektion von ET-1. Eine Vorbehandlung mit Dexamethason
hob den hoheren Blutdruckanstieg nach L-Name Gabe in human ET-1 transgenen

Maiusen wieder auf. Die Exkretion von NO — Metaboliten im Urin war bei human

ET-1 transgenen Miusen angestiegen und signifikant gesunken nach Behandlung
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mit Dexamethason. Die Immunhistologie hat gezeigt, dass die induzierbare NO
Synthase in den intrarenalen Arterien stark exprimiert ist bei den human ET-1
transgenen Méusen im Gegensatz zu den nicht transgenen Kontrolltieren. Eine
Vorbehandlung mit Dexamethason verhindert die vaskuldre iNOS Expression.
AuBerdem zeigten die ET-1 transgenen Miuse eine hohere Dichte an CD4-positiven
Lymphozyten und Makrophagen im Nierengewebe. FEine Analyse der
Endothelinrezeptorexpression und — funktion offenbarte, dass der ETA Rezeptor in
ET-1 transgenen Maiusen nicht anders exprimiert war als in den altersgleichen
Kontrolltieren. Die Blutdruckantwort auf einen ETA Rezeptorantagonisten war in
den ET-1 transgenen Maiusen und in den altersgleichen Kontrolltieren gleich. Die
ETA Rezeptordichte war in den ET-1 transgenen Méausen niedriger. Die Behandlung
mit einem ETB Rezeptorantagonisten fiihrte zu keinem signifikant hoheren
Blutdruckanstieg in ET-1 transgenen Méusen im Vergleich zu den altersgleichen
Kontrolltieren. Schluflfolgernd konnte gesagt werden, dass das Muster der
Endothelinrezeptoren und die Blutdruckantwort auf die ETA- und ETB-
Rezeptorantagonisten nicht das Fehlen eines Bluthochdrucks in human ET-1

transgenen Miusen erkldren konnen.

Die Uberexpression des humanen ET-1 Gens verursacht eine chronische
Nierenentziindung mit Induktion einer vaskuldren iNOS-Expression. Diese Induktion
der iNOS-Expression konnte ein neues lokales Gleichgewicht zwischen vaskuldrem
ET-1 und NO herstellen, dass sich in einen unverdnderten Blutdruck in human ET-1
transgenen Miusen duBert'®. Shimojo et al '® beschrieb ein Hochregulation der
INOS Genexpression in Kardiomyozyten, die einem erhohten Level von ET-1
ausgesetzt waren. Und auch Keller et al '°° beschrieb eine Hochregulation der iNOS -

Aktivitat bei einem erhohten ET-1 Level.

Diverse Studien geben Hinweise darauf, Stickstoffmonoxid als physiologischen

88-90,90,107-109 . .
e . Stickstoffmonoxid und

Gegenspieler von Endothelin-1 zu sehen
Endothelin-1 sind Komponenten eines lokalen negativ-riickgekoppelten
Regelkreises. Die Stimulation der loslichen Guanylatcyclase (sGC) fiihrt so zur
Vasodilatation und hemmt iiber seinen “second messenger” cGMP die Bildung der

prapro-ET-1 mRNA (s. Abb. 4) Ebenso stimuliert ET-1 durch Interaktion mit dem
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ETB-Rezeptor die Synthese von NO. So fiihrt z.B. die ETB-Rezeptor vermittelte
Stimulation endothelialer Zellen zur Aktivierung der kalziumsensitiven konstitutiven
NO-Synthase '°""'%"! Die Freisetzung von NO erklirt die initiale Vasodilatation bei

Infusionsexperimenten mit ET-1 **

L-Arg eN_OS>

Protease

ppET-1—» Big ET- 1—>
ECE-2

\ Endothelzelle

ETB ETA @
;}
Glatte Muskelzelle _wecMp
— sGC 4
Vasokonstrlktmn < Vasodilatation

Abb. 4: Uberblick iiber die Regulation des Blutgefifitonus durch NO und ET-1

Stickstoffmonoxid (NO) wird mit Hilfe der eNOS aus L-Arginin (L-Arg) in
Endothelzellen gebildet. NO stimuliert die lésliche Guanylatcyclase (sGC). Dies
fiihrt zur Bildung von cGMP und damit zur Vasodilatation, aber es hemmt auch die
Synthese von ET-1 in den Endothelzellen auf der Transkriptionsebene durch
Hemmung der Bildung von prdpro Endothelin-1 mRNA (ppET-1 mRNA). ET-1 wird
von Endothelzellen produziert und aktiviert zwei Typen von Rezeptoren, den ETA-
und ETB-Rezeptor. In glatten Muskelzellen fiihrt die Aktivierung des ETA- und ETB-
Rezeptors zu einer Vasokonstriktion. Die Aktivierung des ETB-Rezeptors der
Endothelzellen stimuliert die Prostacyclinproduktion und fiihrt zur Aktivierung der

kalziumsensitiven konstitutiven NO-Synthase und so zur Synthese von NO (nach™).
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1.1.8 Generation von iNOS knockout Méusen

Die iNOS knockout Méuse wurden von David M. Rodman vom Cardiovascular
Pulmonary Research Laboratory and Department of Physiology, University of
Colorado Health Sciences Center, Denver, Colorado 80262 zur Verfiigung gestellt.

Die iNOS defizienten Méduse wurden durch die klassische knockout Methode mit
embryonalen Stammzellen generiert. Dabei wurden iiberlappende Cosmid Klone, die
das 72 kb Mausgenom enthalten, davon ca. 36 kb des NOS2 Locus und 36 kb
vorgeschaltete Sequenzen, isoliert. Der Gen Ersatzvektor pINOS-RVI1 wurde
generiert, um die proximalen 585 Basen des iNOS Promoters (eine Region fiir die
iNOS Expression in Makrophagen) und die Exone 1-4, einschlieflich des ATG-
Translationsstartpunktes in Exon 2 zu entfernen. Mittels Elektroporation wurde der
Vektor in embryonale Stammzellen der Maus verbracht und diese in Blastocysten
injeziert. Da die Keimbahntransmission iiber die Fellfarbe identifiziert werden
konnte, wurden so Chimere generiert aus denen homozygote knockout Miause

geziichtet wurden ',

1.1.9 Phénotyp der iNOS knockout Miuse

Die iNOS knockout Miuse wurden im Alter von 11 Wochen mit gleichaltrigen
Wildtypméausen verglichen. Sie unterschieden sich nicht in Korpergewicht,
Wachstum und mittleren arteriellen Blutdruck. Als histologisch normal wurden
folgende Gewebe befundet: Herz, Aorta, Lunge, Leber, Gallenblase, Milz, Niere,
Nebenniere, Harnblase, Gebarmutter, Eierstocke, Bauchspeicheldriise, Magen, Darm,
Gehirn, Riickenmark, periphere Nerven, Augen, Thymus, Lymphknoten,
Schilddriise, Nebenschilddriise, Speicheldriise, Skelettmuskulatur, Braunes
Fettgewebe, Knochenmark, Nase, Zunge und Haut. Des weiteren waren
Erythrozytenzahl, Hiamoglobin, Hédmatokrit, MCV, Zahl der Thrombozyten und
Leukozyten, Verhiltnis und Morphologie der Neutrophilen und Eosinophilen
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten, Glucose, Kreatinin, Gesamtprotein,
Albumin, Globulin, Gesamtbilirubin, Alkalische Phosphatase, Alanin—Amino-

Transferase, Aspartat-Amino-Transferase, Cholesterin, Triglyzeride, Natrium,
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Kalium, Chlorid, Bikarbonat, Kalzium, Phosphat, Magnesium und Osmolalitit
normal. Aulerdem wurde die Entziindungsantwort auf bestimmte Noxen als normal

eingestuft "%,
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2

Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Dissertation war es folgende Fragestellungen zu beantworten:

1.

Welche pathophysiologische Rolle spielt eine zusitzliche iNOS-Defizienz
vor dem Hintergrund einer ET-1 Uberexpression mit Blick auf die kardiale
Morphologie und Funktion im doppelt transgenen Mausmodell (iNOS -/-
ET +/+)?

Welche Auswirkungen hat die zusétzliche iNOS-Defizienz in diesem

Mausmodell konkret auf die kardiale Histologie mit Blick auf Fibrose,

Myozytendurchmesser und Gefa3geometrie?

Hat die zusitzliche iNOS-Defizienz bei gleichzeitiger ET-1 Uberexpression
Einfluss auf konkrete systolische und diastolische kardiale

Funktionsparameter im Herzkatheter?

Beeinflusst die zusétzliche iNOS-Defizienz den Blutdruck der ET-1

tiberexprimierenden Tiere?

Um diese Ziele zu erreichen, bin ich folgendermafen vorgegangen:

26

. Zichtung von iNOS knockout und ET-1 transgenen Mausen

Messung des Blutdruckes mittels Schwanzplethysmographie (tail-cuff)
Messung der Herzfunktion mittels Herzkatheter

Fir die Beschreibung morphologischer Verdnderungen: Wiegen und
Fixieren der Herzen, Bestimmung der interstitiellen und perivaskuldren
Fibrose, Bestimmung von Media-zu-Lumen-Ratio der Herzarteriolen und

des Durchmessers der Myozyten



3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Gerite

-20°C und 4°C Kiihlschrinke von Liebherr BSS 2986 Premium refrigerator,
Liebherr-Hausgerite GmbH, Deizisau, Deutschland

4-French groBler Druck-Volumen-Miniaturkatheter (Model Aria SPR-719) von Millar

Instruments, Houston, Texas

56°C and 37°C Wasserbad GFL

ArtPad I, WACOM EUROPE, Neuss

Autoanalyzer

Biofuge 13, Heraeus/Sepatech GmbH, Osterode am Harz, Deutschland

Biometra standard power pack P25(115 V/230 V), max. 400 V, 1000 mA, 200 W,
Whatman biometra GmbH, Thiirbingen, Deutschland

Biometra T3 Thermocycler, Whatman biometra GmbH, Thiirbingen, Deutschland

BlutdruckmefBgerdat ML 125/M NIBP System fiir Mause, Druckmanschette, Puls-
aufnehmer, Tierhalter MLA 5016 und MLA 5018, ADInstruments GmbH,
Spechbach

CCD-Kamera, KP-140, HITACHI EUROPE, Diisseldorf

Histokinette TP1020, LEICA, NuBloch

Leitz Mikrotom

Mikroproccessor pH Meter pH 537
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Mikroskop Axiovert 100, ZEISS AG, Stuttgart

Mikroskop BH2, OLYMPUS, Hamburg

Sartorius BL 600 Waage, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

SBC 22 Waage, Scaltec instruments GmbH, Gottingen, Deutschland

Software I0OX 1.5 Emka, France

Stoffwechselkifige fiir Miuse, Spezialanfertigung von Schering, Deutschland

Thermostat TCR 100, Roth, Deutschland

Tissue Tek Unikassetten, LEICA, NuBlloch

Ultraviolet transilluminator TI 1,230 volt, Whatman biometra GmbH, Thiirbingen,
Deutschland

Vortex genie 2-mixer, Bender & Hobein AG, Ziirich, Switzerland
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3.1.2 Chemikalien

Adrenalin

Altromin Standard 1320 Ratte/ Maus Haltungsdiét

Altromin Standard 1310 Ratte/Maus Zuchtdiét rohfaserreich

AmpliTaq Gold® DNA polymerase (5 Units/ul), Applied biosystems, Deutschland

Boric acid (H;BOs3), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bromophenol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

EDTA, (C10H¢N2Os), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid (10mg/ml), Amresco Inc., Ohio, USA

Fest- und Feinchemikalien der Firmen Merck, Roth, Boehringer, Roth und

Sigma, Deutschland

Forene® Abbott

Formalin 38 %

GeneAmp® 10X PCR Puffer I (1.5mL), Applied biosystems, Deutschland

GeneAmp® dNTPs (10 mM, each dATP, dCTP, dGTP and dTTP), 320 pL, Applied

biosystems, Deutschland

GeneRuler™ 50bp DNA ladder, MBI fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland

Glycerine (C3HgO3), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Haematokrit — Kapillaren, Hirschmann Laborgerite

MgClI, Losung (25mM, 1.5ml), Applied biosystems, Deutschland
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Primer : TIB molbiol syntheselabor, Berlin, Deutschland

Primer Sequenzen 5°- 3° Produktgrofle
ET-1 9003 se 5'CCC CAT TCT AAg CAT Agg ggC 3' 503 bp
ET-19507 ase 5'AgC CAg TgA AgA Tgg TTg ggg 3' 503 bp
INOS-WT3 se 5'gAC CAT gCg AAg ATg AgT gg 3' 662 bp

INOS WTS ase 5'eTT AgA Tgg TgC CAA TAT TCC 3' 662 bp
NeoR2 se 5'TTg TCA AgA CCg ACC TgT CC 3' Ca. 300 bp
NeoR2 ase 5' ACA AgA CCg gCT TCC ATC Cg 3' Ca. 300 bp

Proteinase K (100mg), Roche diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Roti®-Histokitt, C. ROTH GmbH & Co., Karlsruhe

Safe-Lock Reaktionsgefdfle von Eppendorf 1,5 ml

SeaKem" LE agarose, Biozym diagnostik GmbH, Deutschland
S-Monovetten, Lithium Heparin, Sarstedt

Thiopental

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (CsH;1NOs3) (2,5 Kg), Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Tween-20, SERVA Feinbiochemika GmbH, Heidelberg, Deutschland

Xylene cyanol (C,sH27N2NaOgS,), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Puffer und Losungen

0,5M EDTA: 186,12 g EDTA, 11 A. dest., pH 8,0

TE-Puffer : 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7.5

K-Puffer : 50 mM KCl, 10 mM Tris-Cl, 2.5 mM MgCl, pH 8.3

K-Puffer? : 985 ul K- Puffer, 10 ul Proteinase K ( 100 pg/ml), 5 ul Tween 20
10x TBE Puffer: Tris 108 g/I, Borséure 55 g/l, 0.5 M EDTA 40 ml/l, pH 8.0
Blaumarker: 50 mg/ 100 ml Bromophenolblau, 250 mg/ 100 ml Xylene cyanol,

30 g/100 ml Glycerol

50bp DNA Leiter: 320 pl autoclaviertes, ultrafiltriertes Wasser, 70 ul Blaumarker,

10 ul 50bp DNA Leiter (0.5mg DNA/ml), Konservierung bei -20°C.

10 x PBS: 80,0g/1 NaC 1, 2,0g/1 KCI, 11,5g/1 Na2HPO4, 2,0g/l KH2PO4, pH-Wert: 7,4
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3.2 Methoden

3.2.1 Zichtung

Es wurden homozygot human Endothelin-1 transgene Méuse der Linie 856 (ET +/+)
mit homozygot iNOS knockout Méusen (iNOS -/-) verpaart. Die daraus resultierende
F1-Generation war heterozygot iNOS knockout und heterozygot human Endothelin-1
transgen (iNOS +/- ET +/-). Diese Tiere wurden innerhalb der F1-Generation
wiederum miteinander verpaart. Mittels PCR wurden aus der entstehenden F2-
Generation Tiere mit folgendem Genstatus selektiert: homozygot iNOS knockout
und human Endothelin-1 transgen (iNOS -/- ET +); homozygot iNOS knockout
(INOS -/-). Nun fand eine Riickkreuzung statt, d.h. die homozygot iNOS knockout
und human Endothelin-1 transgenen Méause (iNOS -/-ET+) wurden mit homozygot
human Endothelin-1 transgenen Méusen der Linie 856 verpaart (ET +/+) und die
homozygot iNOS knockout (iNOS -/-) wurden mit Endothelin-1 Wildtypméausen
(WT) aus der Linie 856 verpaart. Die F3-Generation beinhaltete unter anderem die

folgenden vier von mir untersuchten Gruppen:

iNOS -/- ET +/+ homozygot iNOS knockout und human Endothelin-1 transgen

iNOS -/- homozygot iNOS knockout
ET +/+ homozygot human Endothelin-1 transgen
WT Wildtyp
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Kreuzungsschema der Zucht

Fy +

Fi [ iNOS +/-ET +/- ) + [ iNOS +-ET +/- ]
F> | iNOS--ET+ | ( iNOS -/- |
+ +

Fs ( ET +/+ ] ( WT ]

| iNOS -ET++ | [ iNoS--

Abb. 5: Kreuzungsschema der Zucht

Ziichtung der vier untersuchten Gruppen iNOS -/- ET +/+, iNOS -/-, ET +/+ und
WT.

Zur Identifikation wurde allen Médusen der F2 und F3-Generation im Alter von 2

Monaten retrobulbér Blut abgenommen.

Homozygote iNOS — knockout Tiere sind eindeutig mittels PCR zu bestimmen. Mit
Hilfe der PCR 148t sich auch bestimmen, ob Méuse human Endothelin-1 transgen
sind oder nicht. Es 146t sich jedoch nicht bestimmen, ob sie homo — oder heterozygot
human Endothelin-1 transgen sind. Dies kann man nur durch Kreuzung mit
Wildtypen und Typisierung ihrer Nachkommen bestimmen. Sind die Nachkommen
alle heterozygot ET-1 transgen, so mufl das zu bestimmende Elterntier homozygot
sein. Die Wurfgro3e muflte in diesem Fall mindestens bei 6 Tieren liegen, um eine

Aussage iiber das Elterntier zu erlauben.
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Von der Zeit der Verpaarung bis zum Absetzen der Jungtiere bekamen die Méuse
eine Standard Zuchtdiét fiir Mause. Untersucht wurden jeweils Tiere gleichen Alters
beiden Geschlechts. Es sind jeweils altersgleiche Tiergruppen von den drei Linien
sowie aus Kontrolltieren gebildet worden. Sie wurden im Alter von 60, 300 und 400
Tagen gewogen. Es wurde ihr Blut und Urin untersucht, der Blutdruck gemessen,
eine Herzkatheteruntersuchung vorgenommen, dann wurden sie getdtet und die

Organe entnommen.

3.2.2 Tierhaltung

Alle Maiuse wurden unter kontrollierten Umgebungsbedingungen mit 20°C
Temperatur, 46% Luftfeuchtigkeit und einer Lichtperiode von 6.00 Uhr bis 18.00
Uhr gehalten. Den Tieren wurden Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung
gestellt. Bei dem pelletierten Futter handelte es sich um ein standardisiertes Ratten-

und Mause- Alleinfuttermittel (Altromin).

3.2.3 Genotypisierung

3.2.3.1 Blutentnahme

Das Blut fiir die Typisierung wurde mittels Punktion des retrobulbidren Venenplexus
unter Inhalationskurznarkose mit Isofluran im Alter von 8 Wochen gewonnen. und in
mit 0,5 M EDTA beschichteten 1,5 ml Reaktionsgefillen aufgefangen. Die
Reaktionsgefdle wurden beschichtet, indem man sie mit 1 ml EDTA spiilte, die
verwendete Losung darauthin vollstindig verwarf und ihnen dann 10 pl frische
EDTA — Losung zusetzte. Das Blut wurde dann 5 Minuten mit 3000 Upm
zentrifugiert. Das Plasma wurde verworfen und die Zellen 1:2 mit isotoner NaCl-

Losung versetzt und gemischt.
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50ul dieser Mischung wurde mit 500ul TE-Puffer gemischt und 3 Minuten mit
13000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500ul
TE-Puffer resuspendiert und erneut 1 Minute mit 13000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut verworfen und der Vorgang wurde 3 mal wiederholt. Das
gewonnene Pellet wurde in 100ul K-Puffer* resuspendiert und mindestens 45
Minuten bei 56°C inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt durch 10 Minuten im
Thermoblock bei 95°C. Anschlieend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt und bei —
20°C gelagert.

3.2.3.3.1 Die ET-1 PCR

Der PCR Ansatz wurde wie in Tabelle beschrieben durchgefiihrt. Die Amplifikation
ist in Tabelle beschrieben. Die Denaturierung erfolgte in 40 Zyklen bei 94°C fiir 30
Sekunden, das Annealing bei 60°C fiir 30 Sekunden, die Extension bei 72°C fiir 2

Minuten und der finale Extensionschritt bei 72°C fiir 10 Minuten.
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Tab. 1: Das PCR Protokoll

Material Konzentration Reaktionsmixtur
Autoklaviertes, - 13,728
10 x PCR Puffer 100 mM Tris-HCL, 2,2
MgCl12 25 mM 1,76
dNTPs (Mix) 2,5 pmol 0,44
ET-19003 se 10 pmol/ pul 0,88
ET-19507 ase 10 pmol/ pul 0,88
Taq DNA Polymerase 50/ ul 0,132
Template 1,98
Total (Summe) 22
Tab. 2: Das PCR Programm
Heizdeckel 105°C
Vorlauf ein
Schritt Temp. Zeit — Zyklen
1 94°C Pause
2 94°C 6 min
3 60°C 30 sek
4 72°C 2 min
5 94°C 30 sek zu Schritt 3 39 x
6 60°C 30 sek
7 72°C 10 min
8 10°C Pause

Die verwendeten Primer:

ET-1 9003 se mit der Sequenz 5' CCC CAT TCT AAg CAT Agg ggC 3'und

ET-1 9507 ase mit der Sequenz 5' AgC CAg TgA AgA Tgg TTg ggg 3'.
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3.2.3.3.2 DieiNOS WT PCR

Der PCR Ansatz wurde wie in Tabelle beschrieben durchgefiihrt. Die Amplifikation
ist in Tabelle beschrieben. Die Denaturierung erfolgte in 40 Zyklen bei 94°C fiir 30
Sekunden, das Annealing bei 60°C fiir 30 Sekunden, die Extension bei 72°C fiir 2
Minuten und der finale Extensionschritt bei 72°C fiir 10 Minuten.

Tab. 3: Das PCR Protokoll

Material Konzentration Reaktionsmixtur (ul)
Autoklaviertes, - 13,728

10 x PCR Pufter 100 mM Tris-HCL, 2,2

MgCl, 25 mM 1,76

dNTPs (Mix) 2,5 umol 0,44

iINOS-WT 3 se 10 pmol/ pul 0,88

iINOS-WT 5 ase 10 pmol/ pul 0,88

Taq DNA Polymerase 5 U/ ul 0,132

Template 1,98

Total (Summe) 22

Tab. 4: Das PCR Programm

Heizdeckel 105°C

Vorlauf ein

Schritt Temp. Zeit — Zyklen
1 94°C Pause

2 94°C 6 min

3 60°C 30 sek

4 72°C 2 min

5 94°C 30 sek zu Schritt3  39x
6 60°C 30 sek

7 72°C 10 min

8 10°C Pause
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Die verwendeten Primer:

iNOS-WT 3 se mit der Sequenz 5' gAC CAT gCg AAg ATg AgT gg 3'und

iINOS-WT 5 ase mit der Sequenz 5' gTT AgA Tgg TgC CAA TAT TCC 3'.

3.2.3.3.3 Die NeoR-PCR

Der PCR Ansatz wurde wie in Tabelle beschrieben durchgefiihrt. Die Amplifikation
ist in Tabelle beschrieben. Die Denaturierung erfolgte in 40 Zyklen bei 94°C fiir 30
Sekunden, das Annealing bei 64°C fiir 30 Sekunden, die Extension bei 72°C fiir 2

Minuten und der finale Extensionschritt bei 72°C fiir 10 Minuten.

Tab. 5: Das PCR Protokoll

Material Konzentration Reaktionsmixtur (ul)
Autoklaviertes, - 13,728

10 x PCR Puffer 100 mM Tris-HCL, 2,2

MgCl, 25 mM 1,76

dNTPs (Mix) 2,5 pmol 0,44

NeoR2 se 10 pmol/ul 0,88

NeoR2 ase 10 pmol/ul 0,88

Taq DNA Polymerase 5 U/ ul 0,132

Template 1,98

Total (Summe) 22
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Tab. 6: Das PCR Programm

Heizdeckel 105°C

Vorlauf ein

Schritt Temp. Zeit — Zyklen
1 94°C Pause

2 94°C 6 min

3 64°C 30 sek

4 72°C 2 min

5 94°C 30 sek zu Schritt3 39 x
6 60°C 30 sek

7 72°C 10 min

8 10°C Pause

Die verwendeten Primer:
NeoR2 se mit der Sequenz 5' TTg TCA AgA CCg ACC TgT CC 3'und

NeoR2 ase mit der Sequenz 5' ACA AgA CCg gCT TCC ATC Cg 3'.

3.2.3.4 Agarosegelelektrophorese

Das jeweilige PCR Produkt wurde auf ein 1,5 %iges Agarose — Gel aufgetragen,
gefolgt von einer Elektrophorese bei 100 V, 250 mA fiir ca. 30 Minuten, dann
gefiarbt mit 0,05% (0,5ug/ml) Ethidiumbromid und sichtbar gemacht durch UV-Licht
mittels Transilluminator. Die ProduktgroBe der ET PCR liegt bei 503 bp, die der
INOS WT PCR bei 662 bp und die der NeoR PCR bei ca. 300 bp.

Mit Hilfe der ET PCR 14t sich bestimmen, ob eine Maus human Endothelin-1
transgen ist oder nicht, sie weist das humane ET-1 Gen nach. Es ldft sich jedoch
nicht bestimmen, ob sie homo — oder heterozygot human Endothelin-1 transgen ist.
Dies kann man nur durch Verpaarung mit Wildtypen und Typisierung ihrer
Nachkommen bestimmen. Sind die Nachkommen alle heterozygot ET-1 transgen, so

mul} das zu bestimmende Elterntier homozygot sein.
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Um eine Aussage liber iNOS Homo- oder Heterozygotie treffen zu konnen, muf3 man
die Ergebnisse von zwei PCR’s zusammen betrachten. Die iNOS WT PCR weist das
iINOS Gen nach. Das bedeutet, wenn bei dieser PCR eine Bande zu erkennen ist, ist
das iNOS Gen vorhanden. Die NeoR PCR weist das bei der Herstellung des iNOS
Knockouts das mit dem Gen Ersatzvektor pINOS-RV1 eingeschleuste
neo Markergen nach. Das bedeutet, wenn bei dieser PCR eine Bande zu erkennen ist,
ist das neo Markergen vorhanden. Die folgende Tabelle zeigt die moglichen
Kombinationen der Ergebnisse beider PCR’s und die Schluf(folgerungen die man

daraus ziehen kann.

PCR Ergebnis der Ablesung

NeoR + + -

INOS WT - + +

Status iINOS -/- iNOS -/+ INOS WT

Tab. 7: Interpretation der PCR Ergebnisse

Folgende Aussagen konnen mittels der INOS WT und der NeoR PCR iiber den
Genstatus des Tieres gemacht werden konnen: Tiere mit dem Status iNOS -/- haben
nur eine Bande bei der NeoR PCR; Tiere mit dem Status iNOS -/+ haben je eine
Bande bei der NeoR und iNOS WT PCR; Tiere mit dem Status iNOS WT haben nur
eine Bande bei der iNOS WT PCR. + bedeutet, dass eine Bande vorhanden, -

bedeutet, dass keine Bande vorhanden ist.

Wenn bei der NeoR PCR eine Bande vorhanden ist, mu3 ein knockout vorliegen.
Wenn gleichzeitig kein iNOS Gen nachweisbar ist, ist das Tier homozygot knockout.

Ist gleichzeitig ein iNOS Gen nachweisbar, ist das Tier heterozygot knockout.

Ist bei der NeoR PCR keine Bande vorhanden, liegt kein knockout vor. Die iNOS
WT PCR zeigt eine Bande, da es sich dann in diesem Fall um ein iNOS Wildtyptier
handelt.
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ET-PCR
NeoR-PCR |
iNOS WT-PCR ' iod e s

Abb. 6: PCR-Produkte

Dargestellt auf einem 1,5 % Gel sind jeweils die ET-PCR (Produktgréfe 503 bp), die
NeoR-PCR (Produktgrofse ca. 300 bp) und die iNOS WT-PCR (Produktgrofse 662

bp).

1. 50 bp DNA Leiter, 2. ET + /iNOS -/~, 3. ET + /iNOS +/-, 4. ET +, 5. iNOS -/-,
6. iNOS +/-, 7. WT, 8. Negativkontrolle.

3.2.4 BNP Konzentration im Plasma

Versuchsdurchfithrung

Im Alter von ca. 250 Tagen wurden den Tieren mittels Punktion des retrobulbiren
Venenplexus Blut abgenommen. Das Blut wurde dann 5 Minuten mit 3000 Upm
zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und bei —20°C konserviert. Da die Mengen des
gewonnenen Plasma pro Tier sehr gering sind, wuren jeweils Proben von 2—4 Tieren
(abhdngig von der Ausgangsmenge) gleichen Alters und Geschlecht gepoolt, um eine

ausreichende Plasmamenge zur Analyse zu erhalten.
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Die quantitative Bestimmung des Brain natriuretic peptide (B-type natriuretic
peptide, BNP) fand im Labor. PD Dr. Stasch, Bayer Health Care AG mittels
Radioimmunoassay (RIA) statt.

3.2.5 Untersuchungen im Stoffwechselkifig

Versuchsdurchfithrung

Alle Miause waren zum Untersuchungszeitpunkt ungefahr 300 Tage alt.

Zu Beginn des Stoffwechselversuches wurden die Tiere gewogen. Nach 24 h wurde
die Urinmenge, die aufgenommene Futter- und Wassermenge protokolliert und eine
Blutentnahme aus dem retroorbitalen Venenplexus unter Inhalationskurznarkose mit

Isofluran durchgefiihrt.

Urinparameter

Das Urinvolumen wurde zunichst gravimetrisch erfaf3t. Die quantitative Bestimmung
des cyclischen Guanosin-Monophosphates (¢cGMP) fand im Labor. PD Dr. Stasch,
Bayer Health Care AG mittels Radioimmunoassay (RIA) statt. Das Kreatinin wurde
mit Hilfe des Autoanalyzers gemessen. Die GFR wurde aus gemessenen Parametern

berechnet.

Plasmauntersuchung

Das Plasmakreatinin wurde mit Hilfe des Autoanalyzers gemessen.

Berechnung der GFR

Die Glomerulére Filtrationsrate (GFR) ist der Quotient aus Kreatinin im Urin (UC)

und Kreatinin im Serum (SC) multipliziert mit dem UrinfluB} in ml/min (Uvol).

GFR = Uc x Uvol/Sc
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3.2.6 Nicht-invasive Blutdruckmessung

Die Schwanzplethysmographie ist eine nicht-invasive Blutdruckmessung am
Schwanz der Tiere unter Verwendung einer Druckmanschette und eines
piezoelektrischen Pulsaufnehmers. Sie ist analog zur Methode nach Riva-Rocci beim

133

Menschen °. Es werden der systolische arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz

bestimmt.

Die Untersuchung findet in einem ruhigen Raum statt und wird immer von der selben
Person durchgefiihrt. Ein schonender, ruhiger Umgang mit den Tieren verhindert

eine unnoétige und storende Aufregung der Méuse.

Um eine Hyperdmisierung der Schwanzarterie zu erreichen, wird das Tier fiir ca. 10
Minuten mittels einer Rotlichtlampe vorgewdrmt. Die Umgebungstemperatur
erreicht dabei 40°C. Danach wird sie zur Fixation in eine Plexiglas-Rohre gesetzt,
die durch Verschieben der Stirnwand an die Grof3e der Maus angepasst werden kann.
Der Durchmesser der Rohre ist so gewéhlt, dass sich die Maus nicht umdrehen kann.
Der Schwanz wird durch eine Offnung an der Riickwand aus der Rohre
herausgefiihrt, so dass die aufblasbare Druckmanschette an der Schwanzwurzel
angelegt werden kann. Damit die Korpertemperatur der Maus nach dem Vorwérmen
konstant bleibt, befindet sich neben der Plexiglasrohre ebenfalls eine Rotlichtlampe.
Distal der Manschette wird der Pulsabnehmer an einer der seitlichen Schwanzvenen
mit einem Pflasterstreifen befestigt. Der Kontakt des Pulsabnehmers mit dem
Schwanz muss einerseits fest sein, andererseits soll durch die Befestigung keine
Storung des vendsen Abflusses entstehen. Eine Lagerung des Schwanzes in leicht
gekrimmter Stellung und eine lockere Authidngung des Pulsabnehmerkabels
verhindern Stérungen durch Atembewegung des Tieres. Die Maus darf sich wihrend
der Blutdruckmessung nicht bewegen, da sonst Bewegungsartefakte vom
Pulsabnehmer wiedergegeben werden und ein korrektes Ablesen der Druckkurve
nicht moglich ist. Die Herzfrequenz wird kontinuierlich aus dem Pulssignal durch

Mittelwertbildung errechnet.
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Durchfithrung der Blutdruckmessung

Alle Miause waren zum Untersuchungszeitpunkt ungefahr 300 Tage alt.

Damit sich die Tiere an die Prozedur gewohnen, wird die Messung mehrmals
simuliert. Erst nach dieser Eingewohnungsphase wurde bei den Tieren der Blutdruck

gemessen.

Sobald sich das Tier in der RoOhre beruhigt hat, werden die Messungen
vorgenommen. Hierbei erscheint zundchst der gemessene Puls graphisch dargestellt
mit Hilfe der Powerlab Software®. Nach etwa 10 Sekunden Pulsmessung wird auf
Knopfdruck die Druckmanschette bis zum Erreichen eines vorgewéhlten Drucks mit
Luft gefiillt und der Druckabfall setzt ein. Der systolische Blutdruck wird bei
fallendem Manschettendruck am Auftreten der Pulsationen ermittelt und ebenfalls
graphisch dargestellt. Bei 30 mm Hg entliiftet sich die Druckmanschette
selbststindig und die Messung ist beendet. Es wurden jeweils 3 Messungen pro Tier

und Termin durchgefiihrt. Insgesamt fanden 4 Termine statt.

3.2.7 Herzkatheter

Die Aufzeichnung des Herzzyklus als Druck-Volumen-Kurve mittels der
Konduktanzmethode ist die genauste Methode um die linksventrikulédre systolische
und diastolische Pumpfunktion des Herzens zu beschreiben. Eine gro3e Anzahl von
volumenabhéngigen und auch volumenunabhingigen Parametern steht durch diese
Analyse zur Verfiigung und ldsst einen genauen Riickschluss auf die kardiale
Funktion zu. Die Aufzeichnung von Druck-Volumen-Kurven gilt daher als
Goldstandard der Hamodynamik-Messung bei Menschen und groBen Tieren '**,
Durch die Entwicklung eines Konduktanz-Katheters fiir Kleintiermodelle ist es nun
gelungen, diese Druck-Volumen-Kurven auch in vivo im Maus- und Rattenmodell

. 1 . .
aufzuzeichnen '*. Die Methode ist auch von besonderem Interesse, wenn es darum

geht den kardialen Phinotyp genetisch verinderter Kleintiere zu untersuchen .
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Tragt man flir die Dauer eines Herzzyklus den linksventrikuldren Druck gegen das
Volumen im linken Ventrikel auf, erhélt man so genannte Druck-Volumen-Kurven
(Druck-Volumen-Diagramme), mit dem Aussehen einer geschlossenen Schleife

(engl. loop). Die folgende Abbildung zeigt einen solchen Loop.

SV
TN

SW

Druck
o

D

Volumen

Abb. 7: Die vier Aktionsphasen des Herzzyklus:

A-B  Anspannungsphase, B-C  Austreibungsphase, C- D Isovolumetrische
Entspannungsphase, D-A Fiillungsphase, SV=Schlagvolumen, SW=Stroke work
(Schlagarbeit) (schematisch nach eigenen Aufzeichnungen bei der Maus)

Die Kurve stellt einen kompletten Herzzyklus dar und ldsst sich in die vier

Aktionsphasen des Herzens bzw. des Ventrikels einteilen.

(1) A —B: Anspannungsphase (Isovolumic contraction): Dies ist der Beginn der

Kammersystole, die A-V-Klappe schlieft sich sofort aufgrund des einsetzenden
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Druckanstieges, die Herzkammer beginnt sich zu kontrahieren, die Aortenklappe ist

aber noch geschlossen.

(2) B —C: Austreibungsphase (Ejection): Der Druck in der Kammer {ibersteigt den
diastolischen Aortendruck, worauthin sich die Aortenklappe 6ffnet, das Blut wird in
den groBen Kreislauf getrieben. Da sich in dieser Phase der Herzmuskel aber weiter
kontrahiert, kommt es trotz des abfallenden Volumens zu einem anhaltenden
Druckanstieg. Man spricht dabei auch von einem auxochtonen Druckanstieg. Der
Druck steigt zundchst bis zu einem Maximalwert an und féllt dann gegen Ende der
Systole wieder ab. Der Ventrikel wirft dabei unter Ruhebedingungen nur etwa die
Hilfte seines Inhaltes als Schlagvolumen (Stroke Volume, SV) in die Aorta aus. Den
Anteil des Schlagvolumens am enddiastolischen Fiillungsvolumen bezeichnet man
als Auswurffraktion (Ejection Fraction, EF). Eine normale Auswurffraktion betragt
etwa 70 — 80 %. Der anschlieBende Verschluss der Aortenklappe markiert das Ende
der Systole.

(3) C —D: Isovolumetrische Entspannungsphase (Isovolumic Relaxation): Zu
Beginn der Diastole sind alle Klappen geschlossen. Der intraventrikuldre Druck fallt
rasch auf nahezu null ab. Das Unterschreiten des Vorhofdruckes bewirkt ein Offnen

der AV-Klappen.

(4) D —A: Fiillungsphase (Diastolic Filling): Man kann eine frithe Fiillungsperiode,
bedingt durch den Ventilebenen-Mechanismus und daran anschlieBend eine
langsamere und spite Periode (Diastase) unterscheiden. Die rasche Fiillung zu
Beginn der Fiillungsphase wird zusétzlich durch die diastolische Erschlaffung der
Ventrikel selbst aufgrund eines passiven elastischen Ausgleiches von Verformungen
aus der Systole erginzt. Die dadurch entstehende Saugwirkung verstirkt die
Wirkungen des Ventilebenen- Mechanismus. Bei normaler Herzfrequenz trigt die
Vorhofkontraktion nur noch ganz wenig zur Volumenzunahme bei (ca. 8 %) und ist

fiir den letzten Teil der Fiillung verantwortlich.
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3.2.7.2 Das Modell des Herzkatheters

Die Funktionsanalyse des linken Ventrikels mit Hilfe des Herzkatheters erfolgte
mittels den Druck-Volumen-Diagrammen. Dies erfordert eine simultane Druck- und
Volumenmessung und wurde in der vorliegenden Studie mit einem kombinierten
Miniaturkatheter durchgefiihrt, der neben einer Druckeinheit ein Messsystem fiir das
Volumen integriert hat, dem so genannten Conductance-Katheter. Die Conductance
Technik liefert ein kontinuierliches elektrisches Signal, das dem wahren
linksventrikuldiren Kammervolumen (abziiglich der Parallelen Conductance)

proportional ist'*’.

Bei der Studie wurde ein 1,4-French groBler Druck-Volumen-Miniaturkatheter
(Model Aria SPR-719) von Millar Instruments, Houston, Texas verwendet und die
Daten mit der Software I0OX 1.5 Emka, France bearbeitet. Zur Messung des
Volumens hat der Katheter an seinem distalen Ende vier Platinelektroden von jeweils
0,25 mm Linge. Die Elektroden sind in bestimmten Abstinden zueinander
angeordnet. Zwischen der ersten (proximalen) und der zweiten Elektrode betriagt der
Abstand 0,5 mm. Die ndchste Elektrode folgt mit 9 mm Abstand. Zwischen der
dritten und vierten (distalen) Elektrode sind es dann wieder 0,5 mm. Der Druck wird
kontinuierlich {iber ein elektronisches Miniaturmanometer gemessen, das zwischen

den beiden inneren Elektroden platziert ist.

Zur Messung wird der Katheter retrograd zum Blutfluss iiber die Arteria carotis in
den linken Ventrikel vorgeschoben und so positioniert, dass die distale Elektrode
kurz vor der Herzspitze und die proximale direkt unter der Aortenklappe zu liegen
kommt. Der interne Oszillator einer an den Katheter angeschlossenen Conductance-
Einheit generiert ein elektrisches Feld von 20 kHz und 40 Mikroampere Stromstarke
mit dem Ventrikel, dabei wirken die beiden &duBleren Elektroden als
Sende-Elektroden. Das durch den Ventrikel hindurchflieBende Blut, mit seinen
elektrisch geladenen Teilchen, verdndert dieses elektrische Feld. Die Einwirkungen
werden kontinuierlich von den inneren Elektroden, den Mess-Elektroden, gemessen.
Dabei werden Anderungen des Leitwertes registriert und anschlieBend wird das so
erhaltene Signal in ein Volumensignal konvertiert, unter der Annahme, dass das Herz

einem idealisierten Zylinder entspricht. In diese Berechnungen flieBen die
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spezifische Leitfahigkeit des Blutes und der Abstand der Mess-Elektroden mit ein.
Das zeitabhdngige Volumen wird folgendermallen berechnet:
Vcath = (1/a- L2/cb)[G(t) — GP],

wobei ob die spezifische Leitfdhigkeit des Blutes, L der Abstand der
Katheterelektroden ist, G(t) fiir den Gesamtleitwert zu der Zeit ,t’ und GP fiir die so

genannte Parallele Conductance steht.

Die Konstante a ist ein dimensionsloser Faktor, der aus folgendem Grund eingefiihrt
worden ist: Nach der Korrektur mit dem Wert der Parallelen Conductance ist das
Signal, welches mit dem Conductance-Katheter gemessen wird, direkt proportional
zum absoluten Volumen, doch im Allgemeinen wird das wahre Volumen um einen
von vorneherein bestimmten Prozentsatz unterschitzt. Um diese Abweichung zu
korrigieren, flihrte man die Variable a ein. In der Praxis wird a bestimmt, indem man
das mit der Conductance-Methode bestimmte Volumen (oder das Schlagvolumen,
SV) mit einer unabhingigen Messmethode, wie z.B. der Angiografie oder der
Thermodilution, vergleicht (Referenzmessmethoden). Bei kleineren Versuchstieren,
wie der Ratte und der Maus, néhert sich a aber 1,0. Da in dieser Studie die Versuche
an Méusen durchgefiihrt wurden, verzichtete man auf eine genaue Bestimmung von

o und wies der Konstanten statt dessen den Wert 1,0 zu.

3.2.7.3 Die Ermittlung der Parallelen Conductance (GP

Wie beschrieben ist das aufgezeichnete Volumensignal ein Gesamtvolumen aus der
Konduktanz des Blutes und der parallelen Konduktanz. Durch Infusion von
hypertoner Kochsalzldsung kann die parallele Konduktanz ermittelt und so das reale
Blutvolumen errechnet werden'**. Hierzu wird die linke Vena jugularis punktiert.
AnschlieBend werden 5ul 10%-NaCl infundiert. Das Konduktanzsignal im linken
Ventrikel nimmt durch den Einstrom der hypertonen NaCL rapide zu, obwohl das
Volumen unverindert bleibt. Das zeigt, dass das Konduktanzsignal die Osmolaritat
des Volumens im linken Ventrikel angibt und daraus das Blutvolumen errechnet

werden kann.
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Schnelle Lastinderungen, wie sie fiir die Bestimmung von einigen Parametern
notwendig sind, konnen entweder pharmakologisch oder mittels temporirer
Okklusion der Vena cava (inferior) Zur Aufzeichnung von vorlastunabhingigen
Hamodynamik-Parametern wurde die Vorlast gesenkt und gleichzeitig die
Himodynamik im linken Ventrikel gemessen. Zur Senkung der Vorlast wurde die
Vena cava inferior nach der Eroffnung des Peritoneums mit einer Pinzette fiir etwa
3Sekunden abgeklemmt. Dadurch fiel der Druck im linken Ventrikel und das
Volumen verringerte sich, so dass die Druck-Volumen-Kurven abfielen und nach

links verschoben wurden.

3.2.7.4.1 Parameter aus dem Druck-Volumen-Diagramm

Aus den Schleifen lassen sich Parameter direkt ableiten oder konnen berechnet
werden. Zur Verdeutlichung ist in der folgenden Abbildung noch einmal ein Beispiel

fiir eine Messung mit einer Lastdnderung dargestellt.

a 4

SV b,

)l

SW

D

Volumen Volumen

Abb. 8: Schleifenwanderung

Durch die Vorlastsenkung fallen Druck und Volumen ab. Die Schleifen ,, wandern"
nach links unten (b). Die Gerade durch die Punkte der Endsystole ist ein Maf fiir die

Kontraktilitit. Aus der Verbindung der enddiastolischen Punkte ldsst sich die
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Steifigkeit  berechnen, ein Mafs fiir die Compliance. SV=Schlagvolumen,
SW=Schlagarbeit, EDPVR=enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung,
ESPVR=Endsystolische Druck-Volumen-Beziehung (nach '*’).

Ein wichtiges Mal} fiir die Kontraktilitit im linken Ventrikel ist die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit dPdtmax. Dies ist der Punkt mit dem schnellsten
(steilsten) Druckanstieg pro Zeiteinheit wihrend eines Herzzyklus. Das fiir einige
Berechnungen benétigte Schlagvolumen (engl. stroke volume, SV) wird durch den
horizontalen Abstand von B nach C reprisentiert (Abbildung a). Die Fliche, die das
Druck-Volumen-Diagramm einschlieit, wird als Schlagarbeit (engl. stroke work,
SW) des linken Ventrikels bezeichnet, oder anders formuliert als die Energie, die
wihrend der Kontraktion mit dem Blut weitergegeben wird. Viele Parameter sind
abhingig von den Ladebedingungen am Herzen, also von Vorlast und Nachlast. Als
Vorlast (engl. preload) bezeichnet man die Kraft, welche die entspannte
Ventrikelwand in der enddiastolischen Herzzyklusphase (Fiillungsphase) dehnt und
damit die Sarkomerlinge der Herzmuskelfasern vor der Kontraktion bestimmt. Im
engeren Sinne also das enddiastolische Volumen. Unter der Nachlast (engl.
afterload) versteht man die (gegen den Gefiwiderstand) bei der
Herzkammerentleerung  (Austreibungsperiode) von der Ventrikelwand zu
erbringende Kraft, deren Ausmal v.a. vom diastolischen Druck in der Aorta bzw. im
Truncus pulmonalis abhéngt, somit also vom peripheren Widerstand des grof3en bzw.
kleinen Kreislaufes. Durch eine Anderung der Vorlast oder Nachlast erhilt man eine
zeitliche Abfolge sich verdndernder Druck-Volumen-Diagramme. Eine plotzliche
Vorlastsenkung induziert eine Schleifenwanderung der initialen Zyklen und legt
damit den Verlauf der isometrischen Maximallinie fiir den betreffenden jeweiligen
Interventionszustand fest. Wenn man davon ausgeht, dass der kontraktile Zustand
des Herzens wihrend dieser Phase konstant bleibt, so fallen z.B. die endsystolischen
Druck-Volumenpunkte (Punkt C in Abb. a) alle entlang einer Linie. Diese Linie
entspricht im physiologischen Bereich einer Geraden (Abb. b). Im Bereich der
Endsystole wird diese Gerade als die Endsystolische Druck-Volumen-Beziehung

(engl. endsystolic pressure-volume relationship, ESPVR) bezeichnet. Die Steigung
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dieser Geraden nennt man die endsystolische Elastizitdt (endsystolic elastance).
Dieser Anstieg gilt wegen seiner weitgehenden Lastunabhéngigkeit als sehr
sensitiver Index fiir linksventrikulire Kontraktilitit'*. Wahrend sich die
linksventrikuldre Funktion durch die Erfassung der Auswurffraktion (ejection
fraction, EF) relativ leicht bestimmen ldsst, ist dies bei der Bestimmung einer
abnormalen linksventrikuldren isovolumetrischen Relaxation, gestorter Fiillung
und/oder verminderter Dehnungsfahigkeit viel schwieriger. Durch die invasive
Methode mithilfe des Conductance-Katheters ldsst sich eine eventuell vorhandene
Diastolische Dysfunktion hdmodynamisch beweisen: Es kann zu einer Erhhung des
enddiastolischen Druckes und/oder einer verminderten Druckabfallsgeschwindigkeit
dPdtmin und/oder einer verminderten Relaxationsgeschwindigkeit Tau und/oder
einer myokardialen  Steifigkeitszunahme  kommen. Dabei  kann  die
Steifigkeitskonstante ebenso wie die Endsystolische Elastance direkt aus einer

Vorlastsenkung (Vena-Cava- Okklusion) bestimmt werden.
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DRUCK

VOLUMEN

Abb. 9: Druck-Volumenschleife bei derVena-Cava-Okklusion

Druck-Volumen-Schleife in Ruhe (kleinerer Pfeil) und deren Anderung wihrend
einer kurzzeitigen Vena-Cava-Okklusion. Wihrend der Vorlastsenkung kommt es zu
einer Linksverschiebung der Kurve (grofserer Pfeil). Der Winkel der Tangente, die
Verbindung der gemessenen Verdnderungen der linksventrikuldren enddiastolischen

Driicke, ist ein Mapf3 fiir die linksventrikuldre Steifigkeit Steifigkeitskonstante b '*'.
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Die folgende Tabelle zeigt die verwendeten Parameter bei der Herzkathetermessung.

Bezeichnug Formelzeichen Einheit
Linksventrikulirer enddiastolischer Druck LVEDP mmHg
Linksventrikulidrer maximaler Druck LVP max mmHg
Linksventrikulérer endsystolischer Druck LVESP mmHg
Maximaler Anstieg des linksventrikuldren Druckes  dPdtmax mmHg/s
Minimaler Anstieg des linksventrikuliren Druckes = dPdtmax mmHg/s
Herzfrequenz (Schlige pro Minute) HR bpm
Linksventrikulédres enddiastolisches Volumen LVEDV pl
Linksventrikuléres endsystolisches Volumen LVESV ul
Herzminutenvolumen (cardiac output) CcoO pl/min
Schlagvolumen (stroke volume) SV mmHg/s
Zeitkonstante des linksventrikulidren Druckabfalls Tau ms
Schlagarbeit (stroke work) SW mmHg*
Auswurffraktion (ejection fraction) EF %
Enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung EDPVR pl-1
Druckhalbwertszeit (pressure halftime) PHT

Tab. 8: Parameter der Herzkathetermessung

3.2.7.5 Préparation und Versuchsablauf

Zur Messung mit dem Herzkatheter wurden die Tiere mit 125 ug/ g KGW
Thiopental i.p. narkotisiert, intubiert und kiinstlich beatmet (200 mal pro min;
Atemzugvolumen 8ul / g KGW; Fi02 21%).

Anschliefend wurden die Tiere im Bereich des Kehlgangs rasiert und in Riickenlage
auf einer Warmeplatte fixiert. Um Wirmeverluste zu vermeiden, wurden die Tiere
mit einem Vlies abgedeckt. Nun wurde ein vendser Zugang fiir die Injektion der
hypertonen Kochsalzlosung gelegt. Die Vena jugularis wurde frei prapariert und

kopfwirts abgebunden. In die inzisierte Vene wurde dann ein diinner Katheter bis
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kurz vor den rechten Vorhof vorgeschoben und in dieser Lage fixiert. Jetzt wurde die
Arteria carotis unter Schonung des Nervus vagus frei pripariert. Mit Hilfe einer
Mini-Klemme unterband man den arteriellen Blutfluss. Nun wurde das Gefil3
kopfwirts ligiert, anschlieBend die Arteria carotis unmittelbar neben der kopfseitigen
Ligatur inzisiert und der Conductance-Katheter in Richtung Herz bis zur Mini-
Klemme vorgeschoben. Die Ligatur wurde nur so fest angezogen, dass sich der
Katheter nach dem Losen der Klemme gerade noch so weiterschieben liel. Nach
dem Entfernen der Klemme wurde der Conductance-Katheter retrograd zum
Blutfluss iiber die Aortenklappe in den linken Ventrikel vorgeschoben. Nun folgte
die Ermittlung der Parallelen Conductance iiber eine Injektion von 5 bis 10 pl
hypertoner Kochsalzlosung (ca. 10%ig) iiber den Katheter in der Vena jugularis. Um
Irritationen durch die Beatmung zu vermeiden, wurde der Respirator wihrend der
Injektion fiir 6 bis 8 Sekunden in endexspiratorischer Stellung ausgeschaltet. Diese
Prozedur wurde 2 bis 3 mal wiederholt, um sicher zu gehen, dass man einen
optimalen Verlauf der Anderung in der Blutleitfihigkeit bekommen hat. Dann wurde
die Bauchhohle eroffnet und die Vena cava caudalis zwischen Leber und Zwerchfell
frei pripariert. Der Blutdruck fiel dabei mehr oder weniger stark ab, erholte sich aber
wieder nach kurzer Zeit. Nach dieser Erholungsphase wurde die Vena cava caudalis
mit Hilfe einer Pinzette kurzzeitig okkludiert, um eine Lastinderung hervorzurufen.
Alle Messungen wurden vorgenommen unter Aussetzung der Beatmung in
endexspiratorischer Stellung. Zum Schluss wurde das Tier durch schnellen
Blutentzug getdtet. Das Blut wurde in S-Monovetten, Lithium Heparin aufgefangen,
5 Minuten mit 3000 Upm zentrifugiert und das Plasma mit dem Autoanalyzer

analysiert.

Im Anschluss an die Blutentnahme fand die Organentnahme statt. Es wurden Herz,
Lunge, beide Nieren, Leber, und Milz entnommen. Alle Organe wurden gewogen.
Das Herz wurde standardisiert horizontal geteilt mit dem Ziel beide Ventrikel
darzustellen. Die Basis wurde in 4 % Formalin/ PBS und die Apex bei — 80°C
konserviert . Auch die restlichen Organe wurden jeweils zur Hélfte in 4 % Formalin/

PBS bzw. bei — 80°C konserviert.
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3.2.8 Histologische Methoden

3.2.8.1 Fixierung

Durch die Fixierung der Organe wird das Auftreten postmortaler Verdnderungen und
eine Herauslosung von Zellbestandteilen wéahrend histochemischer Reaktionen
verhindert. Dies wird durch Fillung der Zellproteine und einer Stabilisierung von

Fetten und Lipiden erreicht.

Formaldehyd (HCHO) fiihrt zur Bildung von Methylenbriicken zwischen freien
Aminogruppen der Proteine, was eine Blockade dieser Aminogruppen zur Folge hat.

Es kommt zu einer Vernetzung der Eiweil3e.

Die Organe wurden 24 h in 4%igem Formalin / PBS fixiert.

3.2.8.2 Paraffineinbettun
Prinzip:

Um moglichst diinne Schnitte herstellen zu konnen, bettet man das Gewebematerial
ein. Es bekommt hierdurch eine bestimmte Hérte und Stabilitdt. Die Einbettung von
Gewebe ist nur unter der Voraussetzung moglich, dass das zunichst fliissige
Einbettungsmittel das Gewebe vollstindig durchtrinkt, dann fest wird und
schlieBlich gemeinsam mit dem durchtrinkten Gewebe geschnitten werden kann.
Das Gewebe muf3 dazu vollstindig entwéssert und auflerdem alkoholfrei sein. Da die
Entwésserung in Alkohol durchgefiihrt wird, Alkohol sich aber nicht mit Paraffin
verbindet, muf ein Intermedium zwischengeschaltet werden. Das Intermedium z. B.

Xylol mischt sich sowohl mit Alkohol als auch mit Paraffin.

Durchfiihrung

Die formalinfixierten Préparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70%iges, 80%iges, 2 mal 96%iges und 3 mal absolutes Ethanol) fiir je 1 h
entwdssert, anschlieend fiir 4 h in Xylol tiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde 2 mal mit
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einer frischen Xylol-Ldsung wiederholt.

Danach wurden die Préparate fiir 1 h in reines geschmolzenes Paraffin bei 56°C

gegeben, danach nochmals fiir 2 h in ein weiteres Paraffinbad iiberfiihrt.

Diese Schritte wurden iiber Nacht automatisch in einer Histokinette durchgefiihrt.

Am folgenden Tag wurden die Organe in TissueTek Unikassetten mit 56°C warmen
Paraffin {ibergossen. Nach dem Erkalten des Paraffins waren die Préparate
schnittfdhig.

Am Mikrotom wurden 3 um dicke bzw. flir die Vermessung der Kardiomyozyten

1 pm dicke Gewebeschnitte hergestellt.
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Es wurden Sirius Red, Elastica und HE Férbungen durchgefiihrt, die man in die

folgenden Farbeschritte unterteilen kann:

1. Entparaffinieren und Bewiéssern

Die Paraffinschnitte wurden 2 mal 10 Minuten in Xylol entparaffiniert und
in absteigender Alkoholreihe (jeweils 5 Minuten in absolutem, 96%igem,

80%igem und 70%igem Ethanol) bewdssert.

I1. Einsatz der Firbelosungen

Mit den Férbeldsungen wurden die spezifischen Strukturen (z.B. Zellkerne,

Gefille, Bindegewebe) geférbt.
III. Entwéssern

Die gefarbten Schnitte wurden dann in der aufsteigenden Alkoholreihe
(jeweils 5 Minuten in 70%igem, 80%igem, 96%igem und absolutem

Ethanol) und 2 mal 10Minuten in Xylol entwéssert.

IV.Eindecken

AnschlieBend wurden alle Schnitte mit Deckglas und Roti®-Histokitt eingedeckt.

Die Sirius Red Firbung

Prinzip:

Sirius Red ist ein anionischer Farbstoff, der auf Grund seiner Sulfonsduregruppen

basische Gruppen im Kollagenmolekiil anfarbt. Diese Farbung wurde nach der von

Junqueira et al. publizierten Methode durchgefiihrt '**:
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Benotigte Fiarbelosungen:

1. Gesittigte wassrige Pikrinsédure:

7,5 - 10 g Pikrinsdure in 250 ml heiBem A. dest. Losen

6 - 7,5 g Pikrinsdure in 250 ml kaltem A. dest. 16sen

beide Ansétze mischen und filtrieren

2. Sirius Red- 0,1 %ige Losung:

0,2 g Sirius Red in 200 ml geséttigter wissriger Pikrinsdure 16sen, mischen und

filtrieren; ph-Wert 2,0

3. HCL 0,01 M:
e 0,5ml HCL in 199,5 ml abs. Ethanol

Farbung:

1. Entparaffinieren

2. 60 min in 0,1 %iger Sirius Red Losung
3. kurz spiilen in 0,01 M HCL

4. Entwassern

5. Eindecken
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Auswertung:

1. Analyse der interstitiellen Fibrose am Herzen

Zur digitalen Bildverarbeitung wurde ein PowerMac G4 (Macintosh) und das
Programm Image in der Version 1.29d (Shareware des National Institute of Health,
NIH, USA) genutzt. Zur morphometrischen Analyse wurden Ausschnitte der
histologischen Préparate mit einem Olympus BH-2 Mikroskop und einer Farbkamera
von Scion Corporation Model CFW-1310 C mit dem dazugehorigen Programm
Scion Visicapture Application Version 1.0 in den Rechner eingelesen. Zur
Bestimmung des Anteils an kollagener Matrix pro Bildausschnitt wurden die
Farbbilder vom Typ RGB color in Bilder 8-bit (grayscale) konvertiert. Im Treshold-
Modus wurde dann eine Schwarz / Weillgrenze festgelegt, bei der die zu messenden
Flachen schwarz zur Geltung kamen. Das Programm Image ermdoglicht es, Partikel in
einem bestimmten GroBenbereich, unter der Angabe der minimalen und der
maximalen Flache, zu zdhlen. An jedem Prédparat wurden 30 zufillig ausgewéhlte
Ausschnitte vermessen. Alle Praparate wurden bei derselben Schwarz / Wei3grenze
gemessen. Der Computer ermittelte die Gesamtflache und die Sirius Red positive
Flache in Pixel. Die interstitielle Fibrose wurde dann als prozentualer Anteil der

Sirius Red positiven Flache an der Gesamtflache des Bildausschnitts angegeben.

2. Analyse des perivaskuldren Fibroseindex am Herzen

Zur Bewertung der perivaskuldren Fibrose werden alle Arterien aufgesucht und
beurteilt, deren GefdiBwand von gleichméBiger Stirke ist, die also quer geschnitten
sind. Man beurteilt den Durchmesser des Bindegewebes um die Gefdfle herum und
setzt sie ins Verhéltnis zum Durchmesser der Gefdmedia. Die Beurteilung wird in 5
Schweregrade unterteilt: 1 (0-25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%), 4 (75-100%) und 5
(>100%). 50% bedeutet also in diesem Fall, dass der Durchmesser des Bindegewebes
halb so grof} ist wie der Durchmesser der Gefdlmedia. Dann wird der Schweregrad
mit der Anzahl der Gefdfle multipliziert und prozentual auf die Gesamtzahl der
gezdhlten Gefalle bezogen.

Perivaskuldrer Fibroseindex = (1xn+2xn+3xn+4xn+5xn) / N
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n ist die Anzahl der GefiBe in diesem bestimmten Schweregrad und N ist die
Gesamtzahl der untersuchten Gefél3e.

Alle Gewebeschnitte wurden auf diese Weise von 2 Untersuchern beurteilt ohne die
Gruppenzugehorigkeit zu kennen, es wurden Mittelwerte gebildet und die Gruppen

statistisch ausgewertet.

Die HE Fdarbung

Prinzip:

Die HE Fiarbung ist eine sukzessive Lackfarbung mit einem basischen Kernfarbstoff
(Aluminiumh@matoxylin ~ oder = Eisenhdmatoxylin) und  einem  sauren

Cytoplasmafarbstoff (Eosin).

In dieser Fiarbung werden saure Molekiille im Schnitt durch das Héamatoxilin
dargestellt, so dass die Kerne, aber auch saure Schleimsubstanzen, Bakterien und
Kalk blau erscheinen. Das Zytoplasma der Zellen, Kollagen und proteinhaltige

Ldsungen werden nuanciert rot angefarbt.

Benotigte Fiarbelosungen:

1. Mayers Himalaunldsung
2. 0,1 %ige Eosinlosung: 0,1 g Eosin in 100 ml abs. Ethanol 16sen und

1 Tropfen Eisessig dazugeben

Farbung:

1. Entparaffinieren

2. kurz spiilen in A. dest.

3. 1,5 Minuten in Himalaun nach Mayer
4. 10 min in flieBendem Leitungswasser

5. spiilen in A. dest.
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6. 30 Sekunden in 0,1%igem Eosin.
7. spiilen in A. dest.
8. Entwissern

9. FEindecken

Auswertung

Bestimmung des Durchmessers der Kardiomyozyten

Zur Analyse des Myozytendurchmessers wurden 1 pm dicke, HE geférbte Préparate
verwendet. Diese wurden mit Hilfe einer am Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss,
Deutschland) angeschlossenen CCD-Kamera (Hitachi Europe, Diisseldorf) in einen
Power MacIntosh 7500/100 eingelesen und mit dem Programm Image, Version 1.61
(eine shareware des National Institut of Health, USA) analysiert. Es wurden 30
zufillig ausgewibhlte, liber den Schnitt verteilte Myozyten vermessen. Mit Hilfe eines
digitalen Zeichenbretts (Wacom ArtPad II) wurde der Durchmesser der Myozyte in
Hohe des Myozytenkernes moglichst im rechten Winkel zum Faserverlauf markiert.
Das Programm gibt diesen Durchmesser in Pixel an. Anschlieend wurden die Pixel

mit folgendem Umrechnungsfaktor umgerechnet:

2300 Pixel entsprechen 1 mm.

Der Umrechnungsfaktor wurde mit Hilfe einer Zdhlkammer unter den gleichen

Bedingungen, mit der gleichen Vergréferung bestimmt.

Die Elastica Farbung

Prinzip:

Diese Farbung dient der Darstellung von elastischen Fasern. Durch das Resorcin
werden die Hiillschichten der Fasern aufgeraut. An dieser derart vergroferten
Oberflache kann sich nun das Fuchsin iiber die Grenzflaichenadsorption an die Fasern

anlagern.
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Benotigte Fiarbelosungen:

Resorcin-Fuchsin-Losung nach Weigert

Férbung:
1. Entparaffinieren
2. 10 Minuten in Resorcin- Fuchsin- Losung im Brutschrank bei 60 °C
3. spiilen in Leitungswasser
4. spiilen in A. dest
5. Entwissern:
2 mal spiilen in 96 %igem Ethanol
2 Minuten in absolutem Ethanol
2 mal 5 Minuten in Xylol

6. FEindecken

Auswertung

Bestimmung der Media zu Lumen Ratio

Zur Analyse der Media zu Lumen Ratio wurde ein weiteres digitales

Bildverarbeitungssystem genutzt.

Die Préiparate wurden am Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Deutschland) nach
Arterien durchgesucht. Zur vergleichbaren Beurteilung der Mediastirke diirfen nur
quer geschnittene Gefdfle vermessen werden. Ein Kriterium dafiir, dass ein Gefdf3
quer geschnitten dargestellt wird, ist das die GefdBwandstruktur von gleichméBiger
Stirke ist, also einen gleichméBig runden Querschnitt aufweist. Alle dieses Kriterium
erfiillende Arterien wurden mit Hilfe einer am Mikroskop angeschlossenen CCD-
Kamera (Hitachi Europe, Diisseldorf) in einen Power Maclntosh 7500/100
eingelesen und mit dem Programm Image, Version 1.61 (eine shareware des National
Institut of Health, USA) analysiert. Die &uere und innere Begrenzung der Media der
Arterien wurde mit Hilfe eines digitalen Zeichenbretts (Wacom ArtPad II) markiert.
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Das Programm Image gibt dann die somit markierten Flichen des Lumenquerschnitts
(innen) sowie des Gesamtquerschnitts in Pixeln an. AnschlieBend wurden aus diesen

Flachen folgendermafen die Mediafldche und die Media zu Lumen Ratio berechnet.

Mediaflache = Gesamtflache — Lumenflache

Media zu Lumen Ratio= Mediaflache/ Lumenfldache

3.2.9 Statistik

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des t-Tests nach Student und des Mann-Whitney
Rank Sum Tests (bei fehlender Normalverteilung) auf Signifikanz {iberpriift, wobei
das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt wurde und in den Abbildungen und
Tabellen teilweise durch *, + bzw. # gekennzeichnet ist. Die statistische Auswertung
wurde mit dem Programm SPSS 11.0 fiir Windows durchgefiihrt. Fiir die Darstellung
der Ergebnisse wurden Grafiken aus gemittelten Gruppenwerten und den

entsprechenden mittleren Fehlern der Mittelwerte (SEM) erstellt.
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4 Ergebnisse

Das folgende Kapitel prisentiert die Ergebnisse der vorliegenden Studie, welche

anhand der beschriebenen Testverfahren statistisch abgesichert wurden.

Es ist eine Miuselinie etabliert worden, die homozygot human ET-1 transgen und
gleichzeitig iINOS ko ist. Der Status wurde mittels PCR aus Vollblut und durch
Nachkommenpriifung bestitigt. Zum Vergleich wurden homozygot ET-1 transgene,

homozygot iNOS ko und Wildtyptiere untersucht.

Es sind jeweils altersgleiche Tiergruppen von den drei Linien sowie aus
Kontrolltieren gebildet worden. Sie wurden im Alter von 60, 300 und 400 Tagen
gewogen. Es wurde ihr Blut und Urin untersucht, der Blutdruck gemessen, eine
Herzkatheteruntersuchung vorgenommen, dann wurden sie getdtet und die Organe

entnommen.

4.1 Korper-und Organgewichte

Die Korper- und Organgewichte der homozygot human ET-1 transgenen / iNOS ko,
homozygot ET-1 transgenen, homozygot iNOS ko und Wildtyptiere wurden
miteinander verglichen. Sie wurden im Alter von 60, 300 und 400 Tagen gewogen
und jeweils im gleichen Alter getdtet und seziert. Die Korpergewichte der 60 Tage
alten Tiere der Gruppe iNOS-/- und der 300 Tage alten Tiere der Gruppe
iNOS -/- ET +/+ waren signifikant schwerer als die altersgleichen Tiere der Gruppe
ET +/+. In der Altersgruppe der 400 Tage alten Tiere gab es dann keine signifikanten
Unterschiede mehr. Der Vergleich der Werte ergab keinen signifikanten Unterschied

der relativen und absoluten Organgewichte zwischen den Gruppen.
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Status iNOS -/- ET +/+ iNOS -/- ET +/+ WT
Tierzahl n=20 n=11 n=17 n=10
KG 60 d alt 2896+3,19 3025+801+ 2687+3,19 29,73+4,63
KG 300 d alt 3728 +4,50+ 38,97+7,07 3398+584  38,92+6,58
KG 400 d alt 3585+3,86  3887+620 35,07+332 3891+772

Tab. 9: Kopergewichte im Alter von 60, 300 und 400 Tagen

Die Korpergewichte (KG) der 60 Tage alten Tiere der Gruppe iNOS -/- und der 300

Tage alten Tiere der Gruppe iNOS -/- ET +/+ waren signifikant schwerer als die

altersgleichen Tiere der Gruppe ET +/+. In der Altersgruppe der 400 Tage alten

Tiere gab es keine signifikanten Unterschiede mehr. Die Angaben sind Mittelwerte +

Standardfehler.

+:p< 0,05 versus ET +/+.

untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).

Weiterhin ist

die Anzahl der

Absolute Organgewichte [g]

Status iINOS -/- ET +/+ iINOS -/- ET +/+ WT
Tierzahl n=20 n=11 n=17 n=10
Herz 0,19+0,03 0,20 £ 0,03 0,20 + 0,07 0,19 +£0,05
Niere links 0,26 + 0,07 0,24 + 0,05 0,27 +0,08 0,28 0,08
Niere rechts 0,27 £ 0,07 0,26 £ 0,08 0,27 £ 0,07 0,03 +£0,10
Leber 1,55+0,33 1,69 + 0,27 1,45+0,23 1,52 +0,30
Lunge 0,26 = 0,04 0,25+0,03 0,32+ 0,30 0,27 +£0,07
Milz 0,12 + 0,06 0,16 £ 0,05 0,11+0,03 0,11 +0,02

Tab. 10: Absolute Organgewichte von 400 Tage alten Miusen

Die absoluten Organgewichte waren innerhalb der Gruppen nicht signifikant

unterschiedlich. Die Angaben sind Mittelwerte £ Standardfehler. Weiterhin ist die

Anzahl der untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).
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Relative Organgewichte [%]

Status iNOS -/- ET +/+ iNOS -/- ET +/+ WT
Tierzahl n=20 n=11 n=17 n=10
Herz 0,52 +0,06 0,52 + 0,09 0,56 £0,17 0,49 £ 0,08
Niere links 0,72+0,16 0,63 +£0,11 0,76 £ 0,20 0,72+0,13
Niere rechts 0,75 +£0,16 0,68 0,15 0,75 +0,16 0,75+0,17
Leber 4,31 £0,68 4,40 £ 0,65 4,13 +0,49 3,95 + 065
Lunge 0,72 +0,10 0,66 £ 0,15 0,92 +0,88 0,69 + 0,14
Milz 0,34 +£0,15 0,39+ 0,20 0,31 +0,10 0,29 + 0,07

Tab. 11: Relative Organgewichte von 400 Tage alten Miusen

Die relativen Organgewichte (Anteil des Organgewichtes am Korpergewicht in
Prozent) waren innerhalb der Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Die
Angaben sind Mittelwerte + Standardfehler. Weiterhin ist die Anzahl der

untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).
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4.2 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte mittels der Tail-Cuff-Methode. Dies ist eine nicht-
invasive Blutdruckmessmethode, wobei unter Verwendung einer Druckmanschette
am Schwanz der Tiere und eines piezoelektrischen Pulsaufnehmers der mittlere

systolische Blutdruck und die Herzfrequenz bestimmt werden.

Der mittlere systolische Blutdruck und die Herzfrequenz der iNOS -/- ET +/+ Tiere
waren signifikant hoher als der der iNOS -/- Tiere und der ET +/+ Tiere, aber sie
waren gleich im Vergleich zu den Wildtyptieren. Der mittlere systolische Blutdruck

der ET +/+ Tiere war signifikant niedriger als der der Wildtyptiere.

Status iNOS -/- ET +/+ iNOS -/- ET +/+ WT
Tierzahl n=29 n=28 n=19 n=28
syst. BD

(mmHg] 1852570540 11228£375  108,64£526"  117,52%8,07

HF [bpm] 69771 +42,45,, 664,76 +23,66 669,05+37,41 693,55+ 51,36

Tab. 11: Mittlerer systolischer Blutdruck (syst. BD) und Herzfrequenz (HF)

Der mittlere systolische Blutdruck (syst. Blutdruck) und die Herzfrequenz (HF) der
iNOS -/- ET +/+ Tiere sind signifikant hoher als der der iNOS -/~ Tiere und der
ET +/+ Tiere. Der mittlere systolische Blutdruck der ET +/+ Tiere ist signifikant
niedriger als der der Wildtyptiere. Die Angaben sind Mittelwerte + Standardfehler.
#.:p <0,05und ## : p < 0,01 verglichen mit iNOS -/- ; + : p < 0,05 und ++ : p <
0,001 verglichen mit ET +/+; *:p < 0,05 verglichen mit WT . Weiterhin ist die

Anzahl der untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).
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Abb. 10: Mittlerer systolischer Blutdruck (syst. Blutdruck)

Der mittlere systolische Blutdruck (syst. Blutdruck) der iNOS -/- ET +/+ Tiere ist
signifikant hoher als der der Gruppen iNOS -/- und ET +/+. Der Wert der ET +/+
Tiere ist signifikant niedriger als der der Wildtyptiere. Das Diagramm zeigt
Mittelwerte + Standardfehler. #: p < 0,05 verglichen mit iNOS -/-; ++ : p < 0,001

verglichen mit ET +/+; *: p < 0,05 verglichen mit Wildtyptieren. n=8 — 29 Tiere
pro Gruppe.
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4.3 Blutparameter

4.3.1 Plasmawerte

Im Anschlu an die Herzkatheteruntersuchung wurde das Blut aufgefangen,
zentrifugiert und das Plasma mit dem Autoanalyzer analysiert. Die untersuchten

Tiere hatten ein Alter von ca. 400 Tagen.

Die gemessenen Werte sind bei allen Tiergruppen nicht unterschiedlich zum
Normwert, jedoch im Vergleich zu den ET +/+ ist das Natrium der iNOS -/- ET +/+
Tiere signifikant niedriger und das C-reaktive Protein der iNOS -/- Tiere, das

Totalprotein und das Albumin der ET +/+ Tiere gegeniiber den Wildtyptieren

signifikant hoher.

Status iNOS -/- ET +/+ iNOS -/- ET +/+ WT
Tiere n=lzo n=10 n=15 n=9
Gluc [mg/ dl] 193,50 + 54,84 155,50 +47,63 193,27+ 101,06 246,25 + 63,46
Crea [mg/dl] 0,17 +0,07 0,14 + 0,05 0,14 + 0,06 0,15+ 0,08
Urea [mgdl] 58,01 +£21,38  4836+11,08 51,61+1032  51,22+8,35
TP [g/dl] 4,91 + 0,47 5,12+0,32 525+0,54 * 4,80 + 0,47
Alb [g/dl] 2,72 +0,37 2,96 £ 0,32 3,32+0,39 * 2,88+ 0,36

ALT 250U 67,35+21,00 71,50 +29,76 77,53 64,98 76,00 = 20,16
ALT 370U 36,37+ 11,34 38,61 +16,07 41,87 +35,09 36,48+ 17,05
AST250CQUAT 138,55+ 65,61 141,50+ 67,61 11533 +40,17 179,22 + 105,13
AST 370U/ 67,89 +32,15 69,34 +33,13 56,51 +19,69 79,82 + 51,82

CK [U/1] 1638,85 + 1338,83 978,6 + 322,81 931,87 + 734,28 1213,43+690,78
CRP [mg/dl] 0,036+ 0,013 0,043 £0,003 * 0,035+0,007 0,035+0,011
Na [mmol/1] 142,40+ 11,49+ 160,70 31,78 156,80 +22,41 158,00 + 31,38
K [mmol/1] 523+2,16 420+ 0,67 4,38 + 0,90 442 +0,89
Cl [mmol/1] 11530+£8,95  114,40+10,77 11820+4,75 117,43+1,13

Tab. 12: Blutwerte

Das Natrium (Na) der iNOS -/- ET +/+ Tiere ist signifikant niedriger als das der
ET +/+. Das C-reaktive Protein (CRP) der iNOS -/- Tiere, das Totalprotein (TP)
und das Albumin (Alb) der ET +/+ Tiere sind gegeniiber den Wildtyptieren
signifikant hoher. Die Angaben sind Mittelwerte + Standardfehler. + :p < 0,01
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verglichen mit ET +/+; *: p < 0,05 verglichen mit WT . Weiterhin ist die Anzahl der

untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).

432 BNP

Im Alter von ca. 250 Tagen wurden den Tieren mittels Punktion des retrobulbiren
Venenplexus Blut abgenommen. Die quantitative Bestimmung des Brain natriuretic
peptide aus dem Plasma fand mittels Radioimmunoassay (RIA) statt. Die BNP
Konzentration der iNOS -/- ET +/+ Tiere ist signifikant niedriger als die der
INOS -/- und der ET +/+ Tiere.

Status iINOS -/- ET +/+ iNOS -/- ET +/+ WT

Tierzahl n=31 n=12 n=23 n=9
BNP [pg/ ml] 42,77 + 10,03#+ 75,76 £25,80* 65,15+ 31,06% 47,09 £ 14,45

Tab. 13: BNP Konzentration im Plasma

Die BNP Konzentration der iNOS -/- ET +/+ Tiere ist signifikant niedriger als die
der iNOS -/- und der ET +/+ Tiere. Die Angaben sind Mittelwerte + Standardfehler.
* = p <0,01 verglichen mit WT; # = p < 0,01 verglichen mit iNOS -/-; + =p < 0,01
verglichen mit ET +/+. Weiterhin ist die Anzahl der untersuchten Tiere pro Gruppe

angegeben (n).
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Abb. 11: BNP Konzentration im Plasma

Die BNP Konzentration der iNOS -/- ET +/+ Tiere ist signifikant niedriger als die
der iNOS -/- und der ET +/+ Tiere. * = p <0,01 verglichen mit WT; #=p < 0,01
verglichen mit iNOS -/-; + =p < 0,01 verglichen mit ET +/+. Die Angaben sind
Mittelwerte = Standardfehler. n = 9-31 Tiere pro Gruppe

4.4 Urinparameter

Alle Méuse waren zum Untersuchungszeitpunkt ungefahr 300 Tage alt. Zu Beginn
des Stoffwechselversuches wurden die Tiere gewogen und in den Stoffwechselkéfig
gesetzt. Nach 24 h wurde die Urinmenge protokolliert und eine Blutentnahme aus
dem retroorbitalen Venenplexus unter Inhalationskurznarkose mit Isofluran
durchgefiihrt. Das Urinvolumen wurde gravimetrisch erfafit. Die quantitative
Bestimmung des cyclischen Guanosin-Monophosphates (cGMP) erfolgte mittels

Radioimmunoassay (RIA). Das Plasma- und Urinkreatinin wurde mit Hilfe des
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Autoanalyzers gemessen. Daraus erfolgte die Berechnung der GFR. Es konnten
keine Unterschiede im Urinvolumen, in der Urinkreatininkonzentration, der

Glomerulédren Filtrationsrate (GFR) und des cyclischen Guanosin-Monophosphates

(cGMP) im 24h-Urin festgestellt werden

Status

iNOS --ET  iNOS -/- ET +/+ WT
Tierzahl n=14 n=19 n=7 n =20
Volumen [ml/24h]  516+132 490+3,03 5,58 +2,56 5,52 +3,47
Kreatinin [mg/dl] 0,51+0,19  0,50+0,21 0,40 + 0,09 0,55+ 0,14
GFR [ml/ min] 0,05+0,02 0,05+002  0,05+0,01 0,06 + 0,03
cGMP [nmol/24h]  233+169 3,98+340  2,56+2,56 1,24+ 135

Tab. 14: Urinparameter

Die Werte fiir das Urinvolumen, die Kreatininkonzentration im Urin, die
Glomeruldre Filtrationsrate (GFR) und des cyclischen Guanosin-Monophosphates
(cGMP) im 24h-Urin unterscheiden sich nicht innerhalb der vier Gruppen. Die
ist die Anzahl der

Angaben sind Mittelwerte + Standardfehler. Weiterhin

untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).

4.5 Herzkatheter — Parameter

Im Alter von ca. 400 Tagen wurden die Méuse einer Herzkatheteruntersuchung
unterzogen. Die Mittelwerte + Standardfehler der dabei gemessenen bzw.
berechneten Werte konnen aus der Tabelle entnommen werden. Grafisch abgebildet
sind der Linksventrikuldre endsystolische Druck (LVESP), der Linksventrikuldre
maximale Druck (LVP max), der Linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP),
der Maximale Anstieg des Linksventrikuldren Druckes (dPdtMax), der Minimale
Anstieg des Linksventrikuldren Druckes (dPdtMin), die Druckhalbwertzeit (Pressure
Halftime, PHT) und die Diastolische Steifigkeit (EDPVR) (Abb. 13 bis Abb. 19).
Mit Ausnahme der Diastolischen Steifigkeit (EDPVR) sind die Werte der
iNOS -/- ET +/+ Tiere im Vergleich zu den Werten der Wildtyptiere nicht
unterschiedlich. Im Vergleich zu den Wildtyptieren ist die Diastolische Steifigkeit

72



wie bei den beiden anderen Gruppen auch zwar hdher, aber im Vergleich zu ET +/+
signifikant niedriger. Der Linksventrikuldre endsystolische Druck (LVESP), der
Linksventrikuldire maximale Druck (LVPmax) und der Linksventrikulédre
enddiastolische Druck (LVEDP) der iNOS -/- ET +/+ sind niedriger im Vergleich zu
den ET +/+ Tieren, deren LVESP und LVPmax signifikant hoher als die der
Wildtyptiere sind. Der Linksventrikulidre enddiastolische Druck (LVEDP) und die
Druckhalbwertzeit (Pressure Halftime, PHT) der iNOS -/- ET +/+ Tiere sind
niedriger im Vergleich zu den iNOS -/- Tieren, deren LVEDP signifikant hoher als
der der Wildtyptiere ist. Die maximale linksventrikulédre
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dPdtmax) der iNOS -/- ET +/+ Gruppe ist signifikant
hoher als die der iNOS-/~ Gruppe. Die maximale linksventrikuldre
Druckabfallsgeschwindigkeit (dPdtmin) der ET +/+ ist hoher als die der
Wildtyptiere.
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Status iNOS -/- ET iNOS -/- ET ++ WT
+H+
Tiere n=15 n=7 n=3§ n=4§
LVESP [mmHg] 76,17+1321"7  7599+10,95 9338+1582°  7624+10,02
LVP max [mmHg] 96,12+ 10,67  89,85+£927 106,51 +12,66 91,84+821
LVEDP [mmHg] 4,88+ 145%"  806+1,99" 7,18+2,71 574+ 1,96
dPdtMax [mmHg/s] 759,18 + 6078,61 + 7981,73 + 6484,99 +
1677,19 1207,76 2096,46 938,86
dPdtMin [mmHg/s] ~ -6172,58 + 5362,71 + -7075,44 + -5669,18 +
1447,69 1207,76 1563,97" 830,43
SW [mmHg *pl] 2454,14 + 2194,67 + 2429,40 + 1759,45 +
700,64 631,62 1032,45 1056,91
Tau [ms] 8,78 + 1,02 9,39+ 0,83 9,66+ 1,48 9,57+ 1,33
PHT 494+0,53 " 5,77+0,74 5,67+ 1,04 5,48+ 0,86
CO [p/min] 12517,44 + 12278,53 + 12272,98 + 11,25,46 +
4206,16 218824 3548,96 3649,28
SV [mmHg/s] 2830+7,18  30,80+6,56  27,62+11,14  27,25+5,59
EF [%] 41,94+7,17  44,69+949  4243+10,56 39,76+ 12,46
LVESV [u]] 43,85+1091  4837+22,90  4233+1506 42,01+ 11,56
LVEDV [] 68,87+16,04  7239+2345  6555+1781  66,01+927
EDPVR [p-1] 0244009 " 026+005" 0324006 0,16+0,06
HR [bpm] 426,49 +5641 402,19+4228  432,42+4629 426,20+ 38,05

Tab. 15: Ergebnisse der Herzkathetermessungen

Mit Ausnahme der Diastolischen Steifigkeit (EDPVR) sind die Werte der
INOS -/- ET +/+ Tiere im Vergleich zu den Werten der Wildtyptiere nicht
unterschiedlich. Die Diastolische Steifigkeit aller drei Gruppen ist hoher als die der
Wildtyptiere, aber im Vergleich zu ET +/+ ist die EDPVR der iNOS -/- ET +/+
signifikant niedriger. Der Linksventrikuldre endsystolische Druck (LVESP), der
Druck  (LVPmax) Linksventrikuldre
enddiastolische Druck (LVEDP) der iNOS -/- ET +/+ sind niedriger im Vergleich zu
den ET +/+ Tieren, deren LVESP und LVPmax signifikant hoher als die der

Linksventrikulire maximale und der

Wildtyptiere sind. Es sind fiir alle gemessenen und berechneten Parameter jeweils
die Mittelwerte £ Standardfehler dargestellt. CO = Herzminutenvolumen (cardiac
[ul/min],
Druckanstiegsgeschwindigkeit [mmHg /s], dPdtmin = Maximale linksventrikuldire
[mmHg /s], EDPVR = Enddiastolische
Druck-Volumen-Beziehung [ul -1], Maf3 fiir die Steifheit des Herzens in der

output) dPdtmax = Maximale linksventrikuldre

Druckabfallsgeschwindigkeit

Enddiastole, die so genannte Steifigkeitskonstante (stiffness), EF = Auswurffraktion
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(ejection  fraction)  [%], HR = Herzfrequenz  (heart  rate)  [bpm],
LVEDP = Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck [mmHg],
LVESP = Linksventrikuldrer endsystolischer Druck [mmHg],
PHT = Druckhalbwertzeit (Pressure Halftime), LVP max = Linksventrikuldrer
maximaler Druck [mmHg], SV = Schlagvolumen [mmHg/s], SW = Schlagarbeit
(stroke work) [mmHg*ul], t = Isovolumetrische Relaxationsgeschwindigkeit [ms],
LVEDV = Linksventrikuldres endiastolisches Volumen [ul] und
LVESV = Linksventrikuldres  endsystolisches ~ Volumen  [ul]. *=p <0,05,
¥ =p<0,0] **=p<0,001 verglichen mit WT, #=p<0,05, ##=p <0,01
verglichen mit iNOS -/- und + = p < 0,05 verglichen mit ET +/+. Weiterhin ist die

Anzahl der untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).
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Abb. 12: Enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung (EDPVR)

EDPVR ist ein Mal} fiir die Steifheit des linken Ventrikels in der Diastole. Die
Diastolische Steifigkeit aller drei Gruppen ist hoher als die der Wildtyptiere, aber im
Vergleich zu ET +/+ ist die EDPVR der iNOS -/- ET +/+ signifikant niedriger. Es
sind die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. * =p <0,05, **=p<0,01
% =p <0,001 verglichen mit WT, +=p <0,05 verglichen mit ET +/+. n=7-15
Tiere pro Gruppe.
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Abb. 13: Linksventrikulirer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Der Linksventrikuldre enddiastolische Druck der Gruppe iNOS -/- ET +/+ st
signifikant niedriger als der der iNOS -/- und ET +/+ Tiere, unterscheidet sich
jedoch nicht von dem der Wildtyptiere. Der Linksventrikuldre enddiastolische Druck
der Gruppe iNOS -/- ist signifikant héher als der der Wildtyptiere. Es sind die
Mittelwerte =+ Standardfehler dargestellt. * =p < 0,05, verglichen mit WT,
##=p < 0,01 verglichen mit iNOS -/- und + =p < 0,05 verglichen mit ET +/+.
n = 7-15 Tiere pro Gruppe.
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4.6 Histologische Parameter des Herzens

Die Organentnahme bei den ca. 400 Tage alten Tieren erfolgte im Anschlu} an die
Herzkatheteruntersuchung. Die Herzen wurden in 4%igem Formalin fixiert,

eingebettet, geschnitten, gefdrbt und ausgewertet.

Die histologischen Schnitte zur Beurteilung der Media zu Lumen Ratio wurden mit
der Farbung Elastica gefdarbt und alle vollstdndig dargestellten Arterien im Schnitt
analysiert. Mit Hilfe des Computers wurden die dullere und innere Begrenzung der
Media der Arterien markiert und so die Gesamt- und Lumenfldche ermittelt. Die
Mediaflache und der Quotient (Ratio) Mediafliche / Lumenfldche wurden errechnet.
Der Quotient Media- zu Lumenfliche war nicht unterschiedlich innerhalb der

Gruppen.

Die Auswertung der interstitiellen und perivaskuldren Fibrose erfolgte an Sirius Red
gefarbten Schnitten, bei der sich das Bindegewebe rot darstellt. Zur Bewertung der
perivaskuldren Fibrose werden alle vollstdndig dargestellten Arterien analysiert. Man
beurteilt den Durchmesser des Bindegewebes um die Gefdle herum und setzt sie ins
Verhiltnis zum Durchmesser der Gefamedia. Der Perivaskuldre Fibroseindex wurde
wie oben beschrieben berechnet. Der Perivaskulire Fibroseindex der
iNOS -/- ET +/+ unterscheidet sich nicht von dem der Wildtyptiere. Der Indices der
INOS -/- und ET +/+ sind verglichen mit dem der Wildtyptiere erhdht.

Die Auswertung der interstitiellen Fibrose der Herzen erfolgte mit Hilfe des digitalen
Bildverarbeitungssystems. Es wurde der prozentuale Anteil an Sirius Red positiver
Flache berechnet. Alle drei Gruppen zeigten vermehrt interstitielle Fibrose im

Vergleich zu den Wildtyptieren.

Die Vermessung des Kardiomyozytendurchmessers erfolgte an HE geféirbten
Gewebeschnitten mit Hilfe des digitalen Bildverarbeitungssystems. Es wurden 30
zufillig ausgewihlte, iiber den Schnitt verteilte Myozyten vermessen. Mit Hilfe eines
digitalen Zeichenbretts wurde der Durchmesser des Myozyten in Hohe des
Myozytenkernes moglichst im rechten Winkel zum Faserverlauf markiert. Das

Programm gibt diesen Durchmesser in Pixel an. AnschlieBend wurden die Pixel in
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pum umgerechnet:

Es ergaben sich keine Unterschiede in den Kardiomyozytendurchmesser der vier

Gruppen.

Status INOS -/- ET +/+ iINOS -/- ET +/+ WT

Tiere n=19 n=11 n=17 n=10

yaet‘iiéa zu Lumen 1,27+ 0,32 1,14+036  122+029 132+041

Perivaskul(re
Fibrose
Interstitieclle
Fibrose [%]
Myozyten-
durchmesser [pm]

1,50 £ 0,34 1,63+£0,29* 1,67+0,39* 1,36 +0,26
1,44 £ 0,51 * 1,81+0,86* 1,51+0,32* 1,00+0,16

10,48 +£ 1,20 10,09+£0,94 9,59+0,93  9,62+0,73

Tab. 16: Histologische Parameter der Herzen

Der Perivaskulire Fibroseindex der iNOS -/- ET +/+ unterscheidet sich nicht von
dem der Wildtyptiere. Der Indices der iNOS -/- und ET +/+ sind verglichen mit dem
der Wildtyptiere erhoht. Die interstitielle Fibrose aller drei Gruppen war verglichen
mit der der Wildtyptiere erhoht. Keine Unterschiede ergaben sich bei der Media zu
Lumen Ratio und beim Mpyozytendurchmesser. Es sind die Mittelwerte =+
Standardfehler dargestellt.* = p < 0,05 verglichen mit WT. Weiterhin ist die Anzahl

der untersuchten Tiere pro Gruppe angegeben (n).
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Abb. 14: Perivaskuliire Fibrose

Der Perivaskulire Fibroseindex der iNOS -/- ET +/+ unterscheidet sich nicht von
dem der Wildtyptiere. Der Indices der iNOS -/- und ET +/+ sind verglichen mit dem
der Wildtyptiere erhoht. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
¥ =p <0,05 verglichen mit WT. n = 10-19 Tiere pro Gruppe.
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Abb. 14: Interstitielle Fibrose

Die interstitielle Fibrose aller drei Gruppen war verglichen mit der der Wildtyptiere
erhoht. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.* = p < 0,05 verglichen
mit WT. n = 10-19 Tiere pro Gruppe.
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Abb. 15: Histologischer Ausschnitt eines Herzens (ET +/+) mit ausgepragter
interstitieller Fibrose, Sirius Red, Vergr. 200

Abb. 16: Histologischer Ausschnitt eines Herzens (WT) mit einem
physiologischen Maf} an interstitiellen Bindegewebe, Sirius Red, Vergr. 200
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt anhand eines transgenen Mausmodells den
Einfluss der Unterdriickung der iNOS-abhingigen NO-Synthese im Zustand einer
Uberproduktion von Endothelin-1 auf den Blutdruck, die Herzfunktion und den
kardialen Phanotyp.

Endothelin-1 (ET-1) ist ein potenter Vasokonstriktor'. Die intravendse Gabe von
ET-1 fiihrt zu einer schnellen und kurzfristigen Vasodilatation, gefolgt von einem
langanhaltenen Blutdruckanstieg®'. Die vermutete Rolle des ET-1 als Blutdruck
kontrollierendes Peptid konnte jedoch nicht klar bestdtigt werden, human ET-1
transgene Miuse stellten sich als nicht hypertensiv heraus'*’. Diverse Studien geben
Hinweise darauf, Stickstoffmonoxid als physiologischen Gegenspieler von

. 88-90,90,107,109,144
Endothelin-1 zu sehen LI

, sie sind Komponenten eines lokalen negativ-
riickgekoppelten Regelkreises. Nach Hemmung der NO-Synthase durch L- NAME,
sowie nach Vorbehandlung mit Dexamethason als selektiven Inhibitor der
induzierbaren NO-Synthase, war der Blutdruck human ET-1 transgener Méuse
erhoht. AuBlerdem zeigten human ET-1 transgene Maduse eine Verdnderung des
kardialen Phédnotyps nach chronischer pharmakologischer Blockade der NO

Synthese'®

. Aus diesem Grund wurden transgene Méuse geziichtet, die das humane
Endothelin-1 Gen und einen iNOS knockout haben. Im Rahmen dieser Dissertation
sollte untersucht werden, ob und wie der iNOS k.o. die Herzfunktion, den Blutdruck
und den kardialen Phénotyp der human Endothelin-1 transgenen Miuse beeinflusst.
Die Ziichtung erfolgte aus einem gemeinsamen genetischen Pool. Der Erfolg der

Ziichtung konnte durch Genanalysen und Riickkreuzungen bewiesen werden.

Die Messung des systolischen Blutdrucks zeigte einen hoheren Druck bei den
iNOS -/- ET +/+ im Vergleich mit den ET-1 transgenen Tieren, gleichzeitig wiesen
sie ein niedrigeres BNP auf. Das wichtigste Ergebnis der Herzkathetermessung war,
dass bei allen 3 trangenen Gruppen die Diastolische Steifigkeit (EDPVR) erhoht war,
ein Zeichen einer diastolischen Dysfunktion. Bei den iNOS -/- ET +/+ allerdings war

die EDPVR signifikant niedriger als bei den ET-1 transgenen Tieren. Zusétzlich
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zeigt sich, dass bei den iNOS -/- ET +/+ Mausen die LVEDP signifikant niedriger ist
als bei den ET +/+ Tieren. Die verbesserte Herzfunktion spiegelte sich auch
histologisch wider. Sie zeigten keine erhohte perivaskulidre Fibrose wie die ET-1

transgenen Tiere.

Mittlerer systolischer Blutdruck und mittlere Herzfrequenz der ET-1 transgenen

iNOS -/- Méiuse

Als mogliche Ursache der arteriellen Hypotension der ET-1 transgenen Méuse wurde
die von Hocher et al. '* beschriebene vermehrte Expression und Aktivitit der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) bei diesen Tieren vermutet. Die transgenen
Miuse zeigten ausgeprigte, vornehmlich perivaskuldr lokalisierte Infiltrate CD4-
positiver Zellen, welche in der Lage sind iNOS zu synthetisieren. Folglich kommt es
zu einer erhohten perivaskuldren Produktion von vasodilatierendem NO und damit
zu einer Senkung des arteriellen Blutdrucks. Unter der akuten Blockade der NO-
Synthasen mit L-Nitroarginin-methyl-ester (L-NAME) kam es bei den ET-1
transgenen Tieren zu einem stirkeren Blutdruckanstieg als bei den Wildtyp-Mausen,
was ebenfalls flir eine verstirkte Aktivierung des NO-Systems bei den ET-1

transgenen Tieren spricht.

Auch die Ergebnisse von Quaschning et al'*’ fiihrten zu derselben SchluBfolgerung.
Hier zeigten Versuche mit isolierten Aortenringen von ET-1 transgenen und von
Wildtyp-Maiusen eine unterschiedlich starke Antwort auf ET-1 bzw. Big ET-1 Gabe.
Die Kontraktion der Aortenringe der ET-1 transgenen Miuse war geringer, doch
dieser Unterschied konnte durch die in vitro Blockade der NO-Synthasen mit L-
Nitroarginin-methyl-ester (L-NAME) aufgehoben werden. Auch meine Ergebnisse
unterstiitzen diese Theorie. Der mittlere systolische Blutdruck der iNOS -/- ET-1
transgenen Tiere ist signifikant hoher als der der ET-1 transgenen Méuse. Er ist auch

geringfligig hoher als der der Wildtyptiere, dies erreicht jedoch keine Signifikanz.

Bei der Verwendung von L-Nitroarginin-methyl-ester (L-NAME) werden sowohl
iINOS als auch nNOS und eNOS blockiert, erst dann kommt es bei den ET-1
transgenen Tieren zu einem stirkeren Blutdruckanstieg als bei den Wildtyp-M4ausen.
Dies spricht dafiir, daB zusétzlich unter anderem auch eNOS in der
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Blutdruckregulation eine Rolle spielt. Die eNOS-Aktivitit ist hauptséchlich
verantwortlich fiir die Endothel-abhidngige Relaxation und weist multiple
Interaktionen mit dem Endothelinsystem auf '**'°°.  Aus diesem Grund wurden
parallel eNOS knockout ET-1 transgene Maiuse nach einem dhnlichen Protokoll

geziichtet und untersucht 131

. Die Blutdruckmessung ergab einen deutlich hdheren
systolischen Blutdruck bei dieser Gruppe im Vergleich zu eNOS knockout, ET-1
transgenen und den Wildtyptieren. Daraus lédsst sich schlieBen, dass eNOS fiir die

Blutdruckregulation eine grofere Relevanz als iNOS zu besitzen scheint.

Die Unterschiede der Herzfrequenz, die bei der nicht-invasiven Blutdruckmessung
erfasst wurden, sind zwar statistisch signifikant, aber sicher nicht klinisch relevant.
Es handelt sich um eine Schwankungsbreite von ca. 33 Schldgen pro Minute, was auf
die Gesamtschlagzahl pro Minute von fast 700 Schldgen keine 5 % ausmacht. Bei

der Herzkathetermessung waren keine signifikanten Unterschiede zu vermessen.

BNP

BNP ist ein natriuretisches Peptid, dessen Hauptquelle der Synthese und Sekretion
kardialen Ursprungs ist">' und das vor allem in der Diagnostik von
Herzerkrankungen sowohl in der Human- als auch Veterindrmedizin genutzt wird. Es
wird bei Herzinsuffizienzpatienten durch erhohte Wandspannung im Ventrikel
ausgeschiittet °°. Es hat sich gezeigt, dass BNP mit dem AusmaB der systolischen
Herzinsuffizienz korrelieren 157, aber es hat sich auch als sehr sensitiver Marker zur

- - - - - 158-161
Erkennung einer diastolischen Dysfunktion erwiesen

. Es zeigt bei Individuen
mit diastolischer Dysfunktion einen signifikanten Anstieg im Vergleich mit gesunden
Probanden. Auch in dieser Arbeit war die Bestimmung zur in vivo Diagnostik
gedacht. Der wesentliche Nachteil der Methode bestand darin, dass flir die
Durchfiihrung der BNP-Messung sehr viel Probenmaterial bendtigt wird und das
Blutvolumen pro Maus und Abnahme beschridnkt ist. So musste Plasma mehrerer
Tiere gleichen Alters und Geschlechts innerhalb der jeweiligen Gruppe gepoolt
werden. Dies schwicht die Aussagekraft der Ergebnisse ein, da Schwankungen der

Individuen ausgeglichen und auBler Acht gelassen werden. Bei den von mir
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untersuchten Tieren zeigen die ET +/+ Tiere einen hoheren BNP-Spiegel als die WT
Tiere und das BNP der iNOS -/- ET +/+ ist signifikant niedriger als bei den ET +/+
Tieren. Dies ist ein Hinweis fiir eine bessere Herzfunktion bei den iNOS -/- ET +/+

Tieren im Vergleich zu den ET +/+ Tieren.

Das Konduktanzmessverfahren zur Evaluierung der Herzfunktion

Das Konduktanzmessverfahren zur Evaluierung der kardialen Funktion durch
Analyse der Druck-Volumen-Kurven ist bei Menschen seit den 80er Jahren etabliert.
Seit einigen Jahren gibt es das Verfahren fiir eine genauere kardiale
Phénotypsisierung beim Kleintiermodell. Die Genauigkeit des
Konduktanzmessverfahrens ist mit anderen  Messtechniken wie  der

. Besonders in Hinsicht auf

Echokardiographie abgeglichen und bestitigt worden
die Analyse der vor- und nachlast- unabhéngigen Parameter wie dem ESPVR und
dem EDPVR zeigen sich die Vorteile der Konduktanzuntersuchung erst wirklich. Die
Herzfunktion ist wesentlich abhingig von der aktuellen Volumensituation im
Kreislauf. Besonders die diastolische Funktion und Parameter wie der LVEDP sind
davon betroffen. Leicht konnen durch Senkung des Kreislaufvolumens der LVEDP
gesenkt und daher bestehende kardiale Dysfunktionen {ibersehen werden. Dieser
Effekt ermoglicht Fehlinterpretationen im Tiermodell. Diese Fehlinterpretationen
lassen sich durch die Analyse von vor- und nachlastunabhidngigen Parametern
verkleinern. Daher gilt der EDPVR mit seiner Aussage iiber die intrinsische
Steifigkeit des linken Ventrikels wéhrend der diastolischen Dehnung durch die
Blutfiillung hier unabhingig von der Volumensituation als robust "' So gilt die
Druck-Volumen-Messung per Konduktanzmessmethode, die auch in dieser Studie
angewandt wurde, heute als Goldstandard der kardialen Funktionsmessung im
Kleintier. Die Tiere miissen dazu allerdings anisthesiert werden, so dass auf den
Einfluss der Narkose auf das Herzkreislaufsystem Riicksicht genommen werden
muss. Thiopental, das in dieser Studie benutzte Narkotikum, reduziert signifikant den
kardialen Index bei anidsthesierten Miusen im Vergleich zu nicht andsthesierten

164

Tieren 7. Da aber in dieser Studie die genetisch manipulierten Miuse mit
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Wildtypméausen verglichen wurden und alle Tiergruppen der gleichen Narkose
ausgesetzt waren, sollte der Fehler systematisch sein und somit die Relation der

Unterschiede und damit die Ergebnisse nicht verfilschen.

Alle transgenen Gruppen zeigen eine hohere EDPVR als die Wildtyptiere, allerdings
ist bei den iNOS -/- ET +/+ die EDPVR signifikant niedriger als bei den ET +/+
Tieren. Der EDPVR gilt als einer der sensitivsten Parameter der diastolischen
Funktion '® '°. Die enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung (EDPVR) ist ein
vor- und nachlastunabhédngiger Parameter, der eine direkte Information iiber die
Dehnbarkeit des linken Ventrikels durch die Blutfiillung wihrend der Diastole gibt.
Eine Erhohung der EDPVR ist ein hdmodynamischer Nachweis einer
linksventrikulidren Dysfunktion '’ und laut Ausfiihrungen der European Study Group
on Diastolic Heart Failure eines der diagnostischen Kriterien zum Erkennen einer

diastolischen Herzinsuffizienz '°7'%®

. Kompensatorisch sind dabei nun erhohte
Driicke nétig, um die Kammer fiillen zu konnen. Der linksventrikuldre
enddiastolische Druck (LVEDP) steigt. Auch bei diesem Parameter zeigt sich, dass
bei den iNOS -/- ET +/+ Mausen der LVEDP signifikant niedriger ist als bei den ET
+/+ Tieren. Hdmodynamisch ist also auch eine Verbesserung der Herzfunktion zu

erkennen, wenn human Endothelin-1 transgene Maiuse mit einem iNOS knockout

kombiniert werden.

Histologie

Die enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung kann sich aus unterschiedlichen

9

Griinden verindern'®. Diskutiert werden zum einen Verdnderungen in der

extrazelluldren Matrix, wie zum Beispiel erhohte kardiale Fibrose'’® und kardiale

1 172 .
67172 selber. Die

Hypertrophie'”', zum anderen Verinderungen im Kardiomyozyten
Vermessung der Kardiomyozyten hat gezeigt, da3 eine kardiale Hypertrophie als

Ursache ausgeschlossen werden kann.

Sowohl die iNOS -/- ET +/+ als auch die ET +/+ Tiere zeigen eine vermehrte

kardiale interstitielle Fibrose im Vergleich zu den Wildtyptieren. Eine erhohte
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Fibrose trdgt zur Zunahme der Steifheit des Myokards bei, vor allem was die
diastolische Wandspannung betrifft. Dies fiihrt zu einer verminderten Fihigkeit fiir
den Frank-Starling-Mechanismus und somit zu einer diastolischen Dysfunktion.
Wiéhrend die ET+/+ Tiere zusitzlich eine kardiale perivaslulire Fibrose haben,

zeigen die iNOS -/- ET +/+ dies nicht.

Die human Endothelin-1 transgenen Méuse haben im Vergleich zu den Wildtyptieren
eine vermehrte kardiale interstitielle und perivaskuldre Fibrose. Dies fiihrt zu einer
diastolische Dysfunktion, erkennbar an einer erhohten EDPVR, die als einer der

.- . . . 1 1
sensitivsten Parameter der diastolischen Funktion 65 166

gilt. Es konnte gezeigt
werden, dass wihrend einer Herzinsuffizienz iNOS exprimiert wird, was zu einem
hohen Level an NO fiihrt, was wiederum den Anstieg von oxidativem Stress fordert.
' Auch bei den human Endothelin-1 transgenen Miuse wird ein

101,102 1o
0L102  Fine

kompensatorischen Anstieg der Aktivitdit des NO-Systems vermutet
Studie von Hocher et al '"* hat folgende Hinweise darauf gefunden. Eine intravendse
Bolusinjektion von N°™®lnitro-l-arginine methyl ester (L-NAME), ein nicht-
selektiver Inhibitor der NO-Synthase, flihrte bei human ET—1 transgenen Méusen zu
einen signifikant hoheren Anstieg des Blutdruckes im Vergleich zu nicht transgenen
Kontrolltieren. Andererseits stieg der Blutdruck in beiden Gruppen gleich stark an
nach einer i.v. Injektion von ET-1. Eine Vorbehandlung mit Dexamethason hob den
hoheren Blutdruckanstieg nach L-Name Gabe in human ET-1 transgenen Mausen
wieder auf. Die Exkretion von NO — Metaboliten im Urin war bei human ET-1
transgenen Méusen angestiegen und signifikant gesunken nach Behandlung mit
Dexamethason. Die Immunhistologie hat gezeigt, dass die induzierbare NO Synthase
in den intrarenalen Arterien stark exprimiert ist bei den human ET-1 transgenen
Mausen im Gegensatz zu den nicht transgenen Kontrolltieren. Eine Vorbehandlung
mit Dexamethason verhindert die vaskuldre iINOS Expression. Die exzessive
Freisetzung von NO unter pathophysiologischen Bedingungen fiihrt zu einer
reduzierten Herzfunktion 175, durch einen Abbau von freiem NO zu reaktivem
Sauerstoff, der die zelluldren Strukturen schédigt und Herzinsuffizienz und Apoptose

. 128-1
vorantreibt 25130,
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Diverse Studien an verschiedenen Tiermodellen zeigen, dass das Ausschalten des
iNOS-Genes heilsame Effekte auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz hat. Die
pharmakologische Hemmung von iNOS bzw. das Ausschalten des iNOS-Genes

verbesserte die Herzfunktion nach einem Herzinfarkt 176'178, mildert die

1 . .
7 und schiitzt Méuse vor der

Herzinsuffizienz in einem hypertensiven Rattenmodell
Sepsis induzierten Herzinsuffizienz '®. Auch bei diesen Endothelin-1 transgenen
Mausen, die eine diastolische Herzinsuffizienz entwickeln, ist eine Verbesserung der
Herzfunktion zu erkennen. Sowohl in der Himodynamik, wo die EDPVR und die
LVEDP signifikant niedriger sind als bei den ET +/+ Tieren, als auch durch ein
niedrigeres BNP, einen wichtigen in vivo Marker der diastolischen und systolischen
Dysfunktion. Die Herzen dieser Miuse zeigen zwar auch eine vermehrte interstitielle

Fibrose, aber keine vermehrte perivaskuldre Fibrose wie die Endothelin transgenen

Mause.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die ET-1 transgenen Maéuse
altersabhédngig eine linksventrikuldre Versteifung mit nachfolgender diastolischer
Dysfunktion entwickeln. Ein zusétzlicher iNOS-Knockout mildert signifikant die
Herzschiadigung. Daraus lésst sich schlieBen, dass die ET-1 induzierte Schiadigung zu
mindest partiell durch iNOS vermittelt wird.

AbschlieBend muss betont werden, dass die von uns vorgenommenen
Manipulationen am Blutdruck, durch genetische Modifikation der Tiere, nur kleine
Verdnderungen in einem komplexen System der Kreislaufregulation sind. Somit
betrachtet diese Arbeit auch nur einen Teilaspekt der Regulation, wobei andere

Faktoren und Mechanismen , die zuséitzlich wirken, nicht betrachten werden.
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6 Zusammenfassung

Einfluss eines zusitzlichen iNOS knockouts auf den kardialen Phinotyp von

human Endothelin-1 transgenen Miiusen

Endothelin-1 (ET-1) ist ein potenter Vasokonstriktor. Die intravendse Gabe von ET -
1 fiihrt zu einer schnellen und kurzfristigen Vasodilatation, gefolgt von einem
langanhaltenen Blutdruckanstieg. Die vermutete Rolle des ET-1 als Blutdruck
kontrollierendes Peptid konnte jedoch nicht klar bestdtigt werden, human ET-1
transgene Maiuse stellten sich als nicht hypertensiv heraus. Diverse Studien zeigen
Stickstoffmonoxid als physiologischen Gegenspieler von Endothelin-1, sie sind
Komponenten eines lokalen negativ-riickgekoppelten Regelkreises. Es wurde
vermutet, dass die Effekte von ET-1 durch einen gegenregulatorischen Anstieg von
NO, produziert von der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS),
aufgehoben werden. Aus diesem Grund wurden transgene Méause geziichtet, die das
humane Endothelin-1 Gen und einen iNOS knockout haben. Es sollte untersucht
werden, wie der iINOS -/- die Herzfunktion, den Blutdruck und den kardialen
Phinotyp der human Endothelin-1 transgenen Maiuse beeinflusst. Die Messung des
systolischen Blutdrucks zeigte einen hoheren Druck bei den iNOS -/- ET +/+ im
Vergleich mit den ET-1 transgenen Tieren, gleichzeitig wiesen sie ein niedrigeres
BNP auf. Die Herzkathetermessung hat gezeigt, dass sowohl die Gruppe der
iNOS -/- ET +/+ als auch der ET +/+ eine diastolische Dysfunktion zeigten. Jedoch
war die Diastolische Steifigkeit (EDPVR) wund der Linksventrikuldre
endddiastolische Druck (LVEDP) signifikant niedriger bei den iNOS -/- ET +/+ als
bei den ET +/+ Tieren. Die Herzen der iNOS -/- ET +/+ Méiuse zeigen zwar auch
eine vermehrte interstitielle Fibrose, aber keine vermehrte perivaskulédre Fibrose wie

die Endothelin transgenen Méuse.
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Schlussfolgerung:

Der systolische Blutdruck der iNOS -/- ET-1 transgenen Tiere ist signifikant hoher
als der der ET-1 transgenen Miuse, aber nicht hoher als der der Wildtyptiere. Sie
zeigen keinen Bluthochdruck. Experimente mit eNOS knockout ET-1 transgenen
Mausen, die hypertensiv sind, haben gezeigt, dass vermutlich eNOS in der

Blutdruckregulation eine grofere Rolle spielt.

Die exzessive Freisetzung von NO unter pathophysiologischen Bedingungen fiihrt zu
einer reduzierten Herzfunktion, durch einen Abbau von freiem NO zu reaktivem
Sauerstoff, der die zelluldren Strukturen schadigt und Herzinsuffizienz und Apoptose
vorantreibt. Ein zusétzlicher iNOS-Knockout in dem ET+/+ transgenen Mausmodell
mildert signifikant die Herzschiddigung, dies ist schliissig mit anderen
Studienergebnissen. Daraus lésst sich schlieen, dass die ET-1 induzierte Schadigung

zu mindest partiell durch iNOS vermittelt wird.

7 Summary

Influence of an additional iINOS knockout on the cardiac phenotype of human

Endothelin-1 transgenic mice

Endothelin-1 (ET-1) is a potent vasoconstrictor. Intravenous administration of ET-1
causes a rapid and transient vasodilation followed by a sustained increase in blood
pressure. The supposed role of ET-1 as a blood pressure controlling peptide could
not be verified; human ET-1 transgenic mice were not hypertensive.
Counterregulatory interactions between ET and nitric oxide are well established. It
was hypothesized that effects of ET-1 may be antagonized by an increase of nitric
oxide, which is produced by the inducible nitric oxide synthase (iNOS). Therefore,
cross-bred animals of ET-1 transgenic mice and iNOS knockout mice were
generated. The influence of the lack of iNOS on the heart function, blood pressure
und cardiac phenotype was evaluated in these animals. In iNOS -/- ET +/+ mice
systolic blood pressure was elevated and BNP plasma levels were lower when

compared to ET +/+ mice. Assessment of cardiac function via micro conductance
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catheter showed in both groups a diastolic dysfunction. But the diastolic stiffness
(EDPVR) and the leftventricular enddiastolic pressure (LVEDP) were lower in iNOS
-/- ET +/+ mice versus ET +/+ mice. Both groups exhibited cardiac interstitial

fibrosis, but the iNOS -/- ET +/+ mice had no perivascular fibrosis.

Conclusion:

The systolic blood pressure was elevated in iNOS -/- ET +/+ mice versus ET +/+
mice, but not versus wildtype mice. They are not hypertensive. A study with
hypertensive eNOS-/- ET +/+ show that eNOS plays a major role in regulation of

blood pressure.

The excessive release of NO under pathophysiological conditions contributes to a
depressed cardiac function by the degradation of free NO to reactive oxygen species
harming cellular structures and promoting cardiac failure and apoptosis. Our study
demonstrates that ET transgenic mice develop left ventricular stiffening with
subsequent diastolic dysfunction. Additional knock out of iNOS significantly
attenuates cardiac injury which is conclusive with other studies. We thus conclude

that ET-1-induced cardiac injury is at least partially mediated by iNOS.
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9 Verzeichnis der Abkiirzungen

ALAT
A. dest.
Abb.
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Alb
ANF
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AV-Klappe
BNP
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bpm
bzw
CA 2+
ca.
cAMP
CDh4
cDNA
cGMP
CK

Cl

CO
COX
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CRP

d

d.h.
DNA
DOCA
dPdtmax
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Alaninaminotransferase
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Atrialer natriuretischer Faktor
Aspartat-Amino-Transferase
Artrio-Ventrikular-Klappe

Brain natriuretic peptide
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beats pro minute, Schlidge pro Minute
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zyklisches Adenosinmonophosphat
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kilo Dalton
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Abstand der Katheterelektrode
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nNOS
NO
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Tau
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N[omega]-nitro-l-arginine methyl ester
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Linksventrikuldres Endsystolisches Volumen
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TGF2a
TNF
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°C
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ransforming growth factor2a
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