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Geschlechtsspezifische Expression der Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptoren a und y im Modell der salzinduzierten kardialen Hypertrophie

Susanne Fischer, Berlin

Zusammenfassung

Die klinische Relevanz der salzsensitiven Hypertonie ergibt sich aus der grof3en
Anzahl der Betroffenen (ca. 50% der Bluthochdruckpatienten) und der ausgepragten
Manifestation von Endorganschéaden.

Geschlechtsabhéngige Unterschiede zugunsten weiblicher Individuen in der

Entwicklung der kardialen Hypertrophie sind aus der Literatur bekannt.

Aufgrund der Schlisselrolle der PPARs im kardialen Metabolismus erwarteten wir
eine Entsprechung der bekannten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der
myokardialen PPAR-Expression.

Eine hypertrophieabhangige Regulation fir PPARa und fur GLUT 4 im Rahmen der
Stoffwechselumstellung ist bereits fir andere Modelle bekannt und sollte im Modell

der salzsensitiven Dahl-Ratte bestatigt werden.

Verwendet wurde linksventrikulares Myokard mannlicher und weiblicher
salzsensitiver Dahl-Ratten nach einer 8-wotchigen Normaldiat (1% NaCl) bzw.
Hochsalzdiat (4% NaCl) in Gruppen von je 8 Tieren. Zur Visualisierung der
hypertrophieassoziierten Schadigung des Myokards wurden Gewebeschnitte zum

Nachweis einer moglichen perivaskularen Fibrose angefertigt.

Verglichen mit der Kontrollgruppe konnte eine signifikante Herabregulation der
PPARa-Expression sowie eine paralleler Abfall der GLUT4-Expression im
hypertrophen Myokard der Tiere unter Hochsalzdiat gezeigt werden. Es zeigten sich
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der PPARa- oder GLUT4-Expression.

Im Vergleich zu den ménnlichen Tieren zeigte sich im Myokard der weiblichen eine
signifikant geringere PPARYy-Expression. Eine diatabhangige Regulation der PPARYy-

Expression konnte nicht nachgewiesen werden.
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Von den untersuchten PPAR-Zielgenen wiesen der PPARy-Cofaktor PGC1a und die
ACO in beiden Gruppen parallel zu PPARy eine signifikant geringere mRNA-
Expression in den weiblichen Tieren auf. Fir die MCAD konnte auf mRNA-Ebene
eine verminderte Expression in den mannlichen Tieren gezeigt werden. Eine
diatabhangige Regulation konnte fir keines der untersuchten Zielgene
nachgewiesen werden.

In den angefertigten histologischen Gewebeschnitten liel3 sich ein deutlicher Trend

zur vermehrten perivaskularen Fibrose erkennen.

Die Herabregulation von PPARa im Rahmen der Stoffwechselumstellung des
hypertrophen Herzmuskels, sowie der parallele Abfall der GLUT4-Expression
konnten unabhéngig vom Geschlecht fir die salzsensitive Dahl-Ratte bestétigt

werden.

Die diatunabhdngige Expression von PPARy und den Zielgenen des
Fettstoffwechsels konnte fir eine fehlende Beteiligung von PPARy an den
hypertrophieassoziierten  Stoffwechselveranderungen sprechen. Eine weitere
Moglichkeit ist das Vorliegen eines zu frihen Stadiums der linksventrikularen

Hypertrophie innerhalb des Studiendesigns.

Die signifikant geringere PPARy-Expression im Myokard der weiblichen Dahl-Ratten
gegeniuber den mannlichen Tieren unterstreicht die Annahme grundsatzlicher
geschlechtsspezifischer Unterschiede im kardialen Energiestoffwechsel und bietet
hinsichtlich des Einsatzes von PPAR-affektierenden Pharmacons einen Ansatz fur

weiterfihrende Untersuchungen.
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Sex-specific expression of Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor- a and
y in a model of salt induced cardiac hypertrophy

Susanne Fischer, Berlin

Abstract

The clinical significance of salt-sensitive hypertension results from the great amount
of people concerned (50% of patients with essential hypertension) and its strong
manifestation of end organ damage. Genesis and development of myocardial
hypertrophy (MH) and resulting heart failure show gender-related differences, i.e. a
better metabolic situation in female patients.

Since PPARs are considered as key regulators of cardiac metabolism, we expected
a gender-related myocardial PPAR expression.

A hypertrophy-related regulation for PPARa and GLUT 4 expression within metabolic
adaptation is already known in other models. The aim was to confirm this for the

model of salt-sensitive Dahl rats.

We used left ventricular myocardium of male and female salt-sensitive Dahl rats after
an 8-week regular diet (1% NaCl) as well as a high-salt diet (4% NaCl), each group
consisting of 8 animals. To visualize the hypertrophy-associated myocardial damage,

histological tissue sections were used to detect a possible perivascular fibrosis.

The myocardium of the high-salt diet groups showed in both sexes a down-regulation
of the expression of PPARa and an decreased expression of the glucose transporter

GLUT 4. A sex-dependent regulation of the expression of PPARa was not detected.

A significantly lower PPARY expression could be observed in the myocardium of the
female animals. A diet-dependent regulation of the expression of PPARy was not
detected. Of all observed PPAR target genes, the PPARYy cofactor PGCla and ACO
in both groups showed a significantly lower mRNA expression in the female animals,
coinciding with PPARy-expression. A lower expression of MCAD at mRNA level was
detected in the male animals. A diet-dependent regulation was not detected for any

of the observed target genes.
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The histological tissue sections revealed a clear trend towards increased

perivascular fibrosis.

The down-regulation of PPARa and the decrease of the expression of GLUT4 in the
context of metabolic conversion in the hypertrophic heart muscle could be confirmed
for the model of salt-sensitive Dahl rats.

Thus the diet-independent expression of PPARYy could be based on its lacking role in
left ventricular hypertrophy. Or, within the experimental design it was too early to
appear.

The significantly lower expression of PPARYy in the myocardium of the female Dahl-
rats (compared to male ones) underlines the fundamental assumption of gender-
related differences in cardiac energy metabolism and offers an approach for further

investigation regarding the use of PPAR-affecting pharmacons.



1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Bluthochdruckes und der Folgeerkrankungen
in den Industrienationen

Bluthochdruck ist eine der haufigsten Ursachen eines vorzeitigen Todes. Etwa jeder
dritte Mensch ist weltweit betroffen. Durch die verbesserte Therapie der letzten Jahre
konnte in den Industrienationen eine Verbesserung erreicht werden. In den
Entwicklungslandern ist hingegen ein Anstieg zu beobachten, hier sind bis zu 50%
der Menschen betroffen’. Eine arterielle Hypertonie besteht, wenn mittels der
Blutdruckmessung nach Riva-Rocci und Korotkoff der systolische Wert bei bzw. tGber
140 mmHg und der diastolische Wert bei bzw. tber 90 mmHg liegen®. Ist die
Hypertonie durch eine bestehende organische Grunderkrankung bedingt, liegt eine
sekundare Hypertonie vor. Kann keine zugrunde liegende Erkrankung festgestellt
werden, wird von einer priméren oder essentiellen Hypertonie gesprochen. Der Anteil
der Patienten mit einer essentiellen Hypertonie betragt ca. 90%°. Etwa 50% aller

kardiovaskularen Ereignisse treten in Folge einer Hypertonie auf*.

Ursachen des Bluthochdrucks

Primére Hypertonie 90-95%
Nierenerkrankungen 3-5%
Medikamente 1%
Endokrinologische Erkrankungen 0,5%

Tabelle 1: Ursachen des Bluthochdrucks.
Quelle: "Leitfaden fur Arzt-Patienten-Seminare" der Deutschen Hochdruckliga.

Als urséachlich fur die essentielle Hypertonie wird ein multifaktorielles Geschehen
diskutiert. Hierbei spielen die Erbanlagen des betroffenen Individuums und deren
Interaktion mit anderen Risikofaktoren eine wichtige Rolle. Hierzu zahlen u.a. Alter,
mannliches Geschlecht, Postmenopause, Kochsalzaufnahme, hohes
Serumcholesterin, Insulinresistenz, Rauchen, tbermaldiger Alkoholkonsum, geringe
kérperliche Aktivitat und Ubergewicht?.

Bluthochdruck stellt einen Hauptrisikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen dar

und ist die haufigste Ursache einer pathologischen kardialen Hypertrophie®.



1.1.1 Entstehung und Bedeutung der linksventrikularen Hypertrophie

Die kardiale Hypertrophie, insbesondere die des linken Ventrikels, ist eine
Hauptmanifestation der Endorganschaden im Rahmen einer arteriellen Hypertonie®.
Die hypertonieinduzierte Druckiberlastung des linken Ventrikels fuhrt zur Ausbildung
einer ventrikularen Hypertrophie. Die Pravalenz der linksventrikularen Hypertrophie
reicht von ca. 20% bei Patienten mit einem milden Bluthochdruck, bis zu 100% bei
Patienten mit einer schweren Hypertonie®. Die Entwicklung der Hypertrophie ist initial
eine Adaptation des Herzmuskels an die erhdhte Druckbelastung, wodurch die
Herzfunktion zunachst konstant gehalten werden kann®. Die langfristige
Druckuberlastung des linken Ventrikels fiuhrt jedoch zu einer funktionellen
Verschlechterung und zu einem erhéhten Risiko fur Herzrhythmusstérungen und
einem Anstieg der kardiovaskularen Mortalitat’. Aus vorherigen Studien ist bekannt,
dass sich die Entwicklung der linksventrikularen Hypertrophie nicht immer
proportional zur Héhe des Blutdruckes verhalt®. So wurde ein erhohter cardiac-
mass-Index fir normotensive Kinder und Erwachsene mit einem genetisch erhdhten
Risiko fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie beschrieben®. Desweiteren
sind eine Vielzahl weiterer Faktoren, wie beispielsweise neurohumorale
Mechanismen, oxidativer Stress oder die genetische Pradisposition an der
Pathogenese der linksventrikuldren Hypertrophie beteiligt®.

Geschlechtsabhéngige Unterschiede in Entwicklung, Verlauf und Auspragung der
kardialen Hypertrophie sind aus der Literatur bekannt. So konnte z.B in einem
Rattenmodell bereits sechs Wochen nach Aortenkonstriktion die Entwicklung einer
dilatativen Hypertrophie und konsekutiven Herzinsuffizienz in mannlichen Tieren
beobachtet werden. Zum selben Zeitpunkt wiesen die weiblichen Tiere eine
konzentrische Hypertrophie ohne Zeichen der Herzinsuffizienz auf''. In einem
Mausmodell wurde nach Aortenkonstriktion die Entwicklung einer konzentrischen
Herzhypertrophie in den weiblichen Tieren und einer exzentrischen Herzhypertrophie
in den mannlichen Tieren beobachtet'®. In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt
werden, dass mannliche Individuen eine stérkere Auspragung der Kkardialen
Hypertrophie aufwiesen als weibliche, auch unter Berlcksichtigung des

Korpergewichtes™.

1.1.2 Bedeutung der salzsensitiven Hypertonie

Bluthochdruckpatienten weisen haufig weitere kardiovaskulare Risikofaktoren auf*.

So lasst sich bei ca. 50% der Betroffenen eine Hypercholesterinamie und bei 20-40%



eine Hyperglykdmie nachweisen. Die Anwesenheit mehrerer Risikofaktoren lasst das
Risiko fiir hypertoniebedingte kardiovaskulére Ereignisse massiv ansteigen® *°.

Die salzsensitive Hypertonie ist ein relevanter Faktor bei der Behandlung des
Bluthochdrucks, da sie besonders in den Industrienationen haufig auftritt. So sind
beispielsweise 26% der normotensiven Bevélkerung salzsensitiv®. Unter den
Bluthochdruckpatienten leiden bis zu. 50% an einer salzsensitiven Hypertonie™ 7.
Hierbei sind Patienten dunkler Hautfarbe haufiger betroffen als WeiRe'®. Bei
Patienten mit essentieller Hypertonie gilt eine Salzsensitivitat als unabh&ngiger
kardialer Risikofaktor'®. Auch blutdruckunabhéngig konnte ein Zusammenhang

zwischen Salzsensitivitat und erhohter Mortalitét hergestellt werden®®.

1.2 Die Dahl-Ratte als Modell der salzsensitiven Hypertonie

In den 1950er Jahren untersuchten Meneely und Ball die Auswirkungen einer stark
kochsalzhaltigen Diat auf den Blutdruck von Spargue-Dawley-Ratten. Einige der
Ratten zeigten einen Anstieg des Blutdruckes, welcher eine lineare Abh&ngigkeit zu
der aufgenommenen Menge an Kochsalz aufwies; andere Ratten zeigten keine
Reaktion auf die HS-Diat’. Auch Lewis K. Dahl hatte sich bereits in den 1950er
Jahren mit den Auswirkungen einer kochsalzhaltigen Ernahrung beim Menschen
beschaftigt und wandte sich Anfang der 1960er Jahre Untersuchungen an Ratten zu.
Basierend auf den Arbeiten von Meneely und Ball gelang es Dahl, salzsensitive und
salzresistente Spargue-Dawley-Ratten-Linien zunéchst Uber drei Generationen zu
selektieren®.

Unter der weiterfihrenden Arbeit von John Rapp erfolgte die Entwicklung der
selektierten Linien durch Geschwisterverpaarung tber 20 Generationen zu reinen
Inzuchtstammen, bei welchen von einer nahezu 100%-igen Homozygotie
ausgegangen werden kann. Dies sind die heute gebrauchlichen salzsensitiven und
salzresistenten Dahl-Stamme. Die salzresistenten Tiere weisen unabh&ngig vom
Salzgehalt der Nahrung normale Blutdruckwerte zwischen 120 und 140 mmHg auf.
Die salzsensitiven Dahl-Ratten entwickeln hingegen auch unter Normaldiat (0,4%
NaCl) einen erhéhten Blutdruck von 170-180 mmHg, der unter HS-Diat (8% NacCl)
auf Werte iiber 200 mmHg ansteigt®.

Die Dahl/S-Ratten und z.T. auch die Dahl/R-Ratten weisen jedoch noch weitere
Storungen auf, die sich in salzabhéngige und salzunabhéngige Defekte aufteilen

lassen.



Infolge einer salzreichen Diat und der damit einhergehenden massiven Hypertonie
kommt es in den Nieren der salzsensitiven Dahl-Ratten zu einer ausgepragten
glomerularen Sklerose und Nekrosenbildung, zusatzlich wird die
Plasmareninfreisetzung supprimiert??. Nach einer HS-Diét zeigte sich in den Nieren
der salzsensitiven Dahl/S-Tiere zudem ein signifikanter Anstieg des renalen
nuklearen Transkriptionsfaktors NF-kB, sowie eine massive Infiltration mit Monozyten
bzw. Makrophagen®. Kreuztransplantationsstudien mit Dahl/S- und Dahl/R-Tieren
konnten zeigen, dass die Salzsensitivitat Uber die Nieren vermittelt wird®*. In einer
aktuellen Arbeit zeigte sich eine Abschwachung der Salzsensitivitat von Dahl-Ratten
nach Transplantation mesenchymaler Stammzellen in das Nierenmark, was fur eine
renalen Stammzelldefekt als Ursache der Salzsensitivitat hinweist®.

Der Blutdruckanstieg weist in diesem Modell einen Geschlechterunterschied auf.
Bereits 1975 beschrieben Dahl et al. bei ménnlichen Dahl/S-Ratten einen
schnelleren und massiveren Anstieg des Blutdruckes unter HS-Diat als bei den
weiblichen Tieren desselben Stammes. Studien mit gonadektomierten Tieren
beiderlei Geschlechts legen nahe, dass es sich um eine protektive Wirkung der
weiblichen Sexualhormone handelte?.

In verschiedenen  Arbeiten konnte die gunstigere Hypertonieentwicklung als
Ostrogeneffekt bestatigt werden, da sich bei den Untersuchungen an
ovarektomierten Tieren der Blutdruck ebenso wie bei den mannlichen Tieren
verhielt®’. Erhielten die ovarektomierten (OVX-)Tiere hingegen B-Estradiol zeigte sich
kein Blutdruckanstieg gegeniiber den nicht operierten weiblichen Tieren®. Die
Supprimierung des salzabhangigen und salzunabhangigen Blutdruckanstiegs wird in
diesem Modell u. a. einer hormonell bedingten Verbesserung der Salzexkretion Gber
die Nieren zugeschrieben?.

Im Vergleich zu den weiblichen Tieren wurde in den Nieren der mannlichen Tiere der
Dahl/R- und der Dahl/S-Stamme eine erhohte Dichte der a2-Adrenorezeptoren
nachgewiesen. Dies legt die Vermutung nahe, dass der beobachtete
Geschlechtsunterschied in der Blutdruckentwicklung kein salzabhangiger Effekt ist,
sondern dass der geringere Blutdruckanstieg Folge einer verminderten
Sympathikusaktivitat ist, welche auf der geringeren a2-Rezeptordichte in den Nieren
beruht. Auch konnte gezeigt werden, dass die unterschiedliche Rezeptordichte keine
Folge der geschlechtsspezifischen Unterschiede im Blutdruck ist, da diese

Unterschiede auch bestehen, wenn der Blutdruck ausgeglichen ist®°. Weiterfiihrende



Studien zeigen, dass die Aktivierung der a2-Rezeptoren in der Niere die
Reninfreisetzung hemmt und die Natriumresorption fordert®.

Obgleich die Hypertonie in diesem Modell nicht einer erhdhten Reninfreisetzung
zuzuschreiben ist, ergab sich unter der Behandlung mit ACE-Hemmern oder
Angiotensinogen-II-Rezeptor-Antagonisten eine Verbesserung der kardialen und
renalen Funktion®?. Kontréar zu den geringen Plasmareninwerten zeigten sich in den
Dahl/S-Ratten  massiv erhdohte Gewebs-Angiotensinogenwerte, zudem konnten
durch die Behandlung mit ACE-Hemmern fibrotische Veranderungen vollstandig und
eine kardiale Hypertrophie teilweise verhindert werden*?,

Oxidativer Stress fuhrt in Dahl/S-Ratten zu einer deutlichen Stimulation der renalen
Entzindung. Eine Therapie mit Antioxidantien (Vitamin C, Vitamin E) fuhrt zu einer
Abnahme der renalen Entziindugsreaktion und des Blutdruckes sowie zu einer
Verbesserung der Nierenfunktion®.

Unter salzreicher Diat entwickelt die Dahl/S-Ratte eine progrediente linksventrikulare
Hypertrophie, welche von einer kompensierten letztendlich in eine dekompensierte
Herzinsuffizienz tibergeht®. Bei der kardialen Hypertrophie in diesem Modell konnten
geschlechtsspezifische Unterschiede nachgewiesen werden, so wurde bei den
weiblichen Herzen eine ausgepragte konzentrische Hypertrophie beobachtet,
wahrend die mannlichen Herzen eine eher exzentrische Hypertrophie zeigten®.
Salzsensitive Dahl/S-Ratten haben im Vergleich zum Wildtyp, der Spargue-Dawley-
Ratte (SDR) und zu den spontan-hypertensiven-Ratten (SHR) signifikant hdhere

38 Zusatzlich weisen sie eine erhohte

Plasmainsulin- und Triglyceridwerte®”
Insulinresistenz auf, welche diat- und blutdruckunabhéangig ist und bereits vor einem
Anstieg des Blutdrucks besteht®.

Neben der Bedeutsamkeit des Dahl-Modells fir die Erforschung der salzsensitiven
Hypertonie, deckt sich das Krankheitsbild der Dahl/S-Ratten partiell mit dem
metabolischen Syndrom des Menschen. Das Metabolische Syndrom, auch als
Syndrom-X bekannt, ist durch eine Symptom-Konstellation aus Insulinresistenz,
Dyslipidamie, Adipositas und Bluthochdruck charakterisiert®. Die Dahl/S-Ratten
weisen mit arteriellem Bluthochdruck, Insulinresistenz und Dyslipidamie, partiell
ahnliche Symptome wie das humane Syndrom-X auf*’. In der Humanmedizin hat
sich der Einsatz bestimmter PPARy-Agonisten, der sogenannten Thiazolidinediones,

zur Behandlung des Syndrom-X als geeignet erwiesen®?.



1.3 Peroxisomen-Proliferator aktivierte Rezeptoren

Die Peroxisomen-Proliferator aktivierten Rezeptoren (PPARsS) wurden zum ersten
Mal in den 1990er Jahren in Nagetieren beschrieben und nach ihrer Fahigkeit, bei
Aktivierung die Proliferation von Peroxisomen zu induzieren, benannt**. Die PPARs
sind Transkriptionsfaktoren, die zur Superfamilie der liganden-aktivierten
Kernrezeptoren gehoren®® und die Gruppe C der Unterfamilie 1 (NR1C) der
nuklearen Hormonrezeptoren bilden. Als Transkriptionsfaktoren regulieren sie eine
Vielzahl von Genen des Fettsaure- und Glukosestoffwechsels** *°. Derzeit sind drei
Isoformen bekannt, welche von unterschiedlichen Genen kodiert werden: PPARa
(NR1C1), PPARR/> (NR1C2) und PPARy (NR1C3)*. Alle Isoformen konnten, in
unterschiedlicher Auspragung, in Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Die
einzelnen Isoformen werden jeweils durch ein eigenes Gen kodiert und weisen ein
spezifisches Expressionsmuster auf. Alle drei PPAR-Isoformen zeigen funktionell

und strukturell einen ahnlichen Aufbau®*” %8,

DNA- Kofaktoren- Liganden-
Bindungs- bindungs- bindungs-
doméne doméne doméne

\

&) a/B C D E/F (w2

Ligandenun-
abhangige
Aktivierung

Ligandenun-
abhéangige
Aktivierung

Abb. 1: Schematische Darstellung der funktionellen Domé&nen des PPAR-Gens.

Die N-terminale A/B-Doméane am Ende beinhaltet eine ligandenunabhéngige Aktivierung (AF-1). C
stellt die DNA-bindende Doméne dar. Die mit D gekennzeichnete Region fungiert als
Bindungsdomane fiir Kofaktoren. E/F bezeichnet die ligandenspezifische Doméane mit der darin
enthaltenen AF-2-Region, welche ligandenabhangig die Aktivierung der Kofaktoren und Ablésung der
Korepressoren fordert.

Abbildung veréndert nach Kota BP et al.“° und Barrera G et al.”.

Das PPARYy-Gen stellt eine Besonderheit dar, da es Promotersequenzen fir drei
Isoformen, PPARy-1, PPARy-2 und PPARYy-3 beinhaltet. Die RNA-Transkripte von
PPARy-1 und PPARYy-3 ergeben dabei PPARYy-1 als identisches Protein®®. PPARy-2



konnte bisher ausschlie3lich im Fettgewebe und in geringen Mengen in der
Skelettmuskulatur nachgewiesen werden, PPARy-1 wird hingegen ubiquitar

exprimiert™? °2

. Da fur die vorliegende Arbeit Herzgewebe untersucht wurde, in
welchem PPARYy-2 nicht exprimiert wird, steht die Bezeichnung PPARYy im Folgenden

fiir PPARy-1.

1.3.1 PPARa

PPARa ist einer der primaren Regulatoren des Fettsauremetabolismus in Geweben
mit hohen oxidativen Stoffwechselraten, wie dem Herzen, der Leber, der Niere, der

4. 53 Besonders hoch ist die

Skelettmuskulatur und dem braunen Fettgewebe
Expression von PPARa in Hepatozyten, Kardiomyozyten, Enterozyten und den
Zellen der proximalen Nierentubuli®*.

PPARa reguliert eine Vielzahl von Zielgenen, welche an der Lipidaufnahme und der
B-Oxidation beteiligt sind®. In Untersuchungen an PPARa-defizienten Mausen
konnte eine massive Storung des Fettstoffwechsels mit intrazellularer
Lipidakkumulation und kardialer Lipotoxizitdt beobachtet werden. Bedingt durch die
Stérungen in der Fettsaureaufnahme und -oxydation zeigte sich ein Anstieg der
Glukoseoxidation'® °¢. Die Verringerung der kardialen Expression von PPARa wird
als essentiell fur die Umstellung des kardialen Energiestoffwechsels in der
hypertoniebedingten Herzhypertrophie erachtet®’. Eine pharmakologisch induzierte
PPARa-Uberexpression im ischamisch vorgeschadigten Herzmuskel fiihrte zu einer
irreversiblen Schadigung des Myokards®,

Unter der Therapie mit PPARa-Agonisten konnten antiinflammatorische Effekte in
vaskularen Zellen beobachtet werden, wie eine Inhibition der COX2 uber eine
Unterdrickung des NF-kB Signales. Zudem zeigte sich eine Reduktion der
Plasmaspiegel von IL-6*°. Bei der Therapie mit PPARa-Agonisten steht die
Behandlung der Dyslipidamie im Vordergrund. Die gebrauchlichsten PPARa-
Agonisten sind die Fibrate, sie werden vornehmlich zur Behandlung als Therapeutika
eingesetzt, da sie zu einer deutlichen Senkung des TG- und VLDL-Spiegels sowie zu
einem Anstieg des HDL-Spiegels fihren und somit eine besonders positive Wirkung

auf das kardiovaskulare System haben®.

1.3.2 PPARy

PPARy konnte 1993 erstmals von Tontonoz et al. als Transkriptionsfaktor in

Adipozyten identifiziert werden®. Obgleich PPARy im Herzmuskel verglichen mit



PPARa und PPARB/® gering exprimiert ist*®, weisen verschiedenste
Forschungsergebnisse auf eine Schlusselrolle im kardiovaskuldren Metabolismus
hin.

In verschiedenen knock-out- und Geninaktivierungs-Modellen konnte der Einfluss
von PPARy auf die embryonale Herzentwicklung, Adipozytendifferenzierung®?, die

Leberfunktion und die Insulinresistenz* ®*

gezeigt werden. Die Bedeutung von
PPARYy fur die Hypertrophie und Inflammation im kardiovaskularen System wurde
v.a. von den Effekten der PPARy-Agonisten, insbesondere der Thiazolidinediones
(TZD), abgeleitet. So zeigen sich unter der Behandlung mit TZDs
antiinflammatorische und antifibrotische Effekte sowie eine gunstige Beeinflussung
der Artherosklerose, der vaskularen Inflammation und der Herzinsuffizienz®*.

Eine Aktivierung von PPARYy mittels dem TZD Pioglitazone reduzierte im Mausmodell
die Lange der Kardiomyozyten unabh&ngig vom Blutdruck®. Zudem wiesen
Untersuchungen an PPARy-knock-out-Modellen auf einen inhibierenden Einfluss

einer erhéhten kardialen PPARy-Expression auf die myokardiale Hypertrophie hin*’.

1.3.3 Liganden

Die Aktivierung der PPARs erfolgt Uber eine heterogene Gruppe von endogenen und
exogenen Liganden®. Aktivierende PPAR-Liganden sind semiselektiv fir die
einzelnen PPAR-Subtypen. Die jeweilige Selektivitat ist von der Konzentration des
Liganden und dem Zelltyp abhangig.

In der vorliegenden Arbeit werden explizit die Isoformen PPARa und PPARy

untersucht.

1.3.4 Endogene Liganden

Die endogenen PPAR-Liganden sind vornehmlich ungesattigte Fettsauren und deren
Metabolite. Gesattigte Fettsauren gelten generell als schwache PPAR-Liganden®’. In
der folgenden Tabelle sind ausgewahlte endogene PPAR-Liganden, nach der PPAR-
Isoform geordnet, aufgefiuihrt, welche hauptsachlich von dem jeweiligen Liganden

aktiviert werden.



PPARa PPARy

Palmitinséaure Linolensé&ure
Stearinsaure Arachidonséaure
Palmitoleinséure 15d-PGJ2
Oelséaure 9-Hode
Linolensaure 13-Hode
Archidonséure 15-HETE

Eikosapentaensaure

Tabelle 2: Auswahl endogener PPAR-Liganden.
Die Liganden sind nach den PPAR-Isoformen geordnet, welche sie hauptséchlich aktivieren.
Tabelle verandert nach Kota BP et a*.

1.3.5 Exogene Liganden

Synthetische PPAR-Liganden weisen pharmakologische Aktivitaten auf und werden
daher u.a. als Therapeutika eingesetzt. Als bedeutendste Vertreter der PPARa-
Agonisten sind hierbei die Fibrate zu nennen, welche besonders positive Effekte in
der Behandlung der Dyslipidamie zeigen®®. Die wichtigsten therapeutisch
eingesetzten PPARy-Agonisten sind die Thiazolidinediones (TZD), welche als
Insulinsensitizer erfolgreich zur Behandlung des Diabetes-mellitus-Typ-2 eingesetzt
werden®. Auch verschiedene Wirkstoffe aus der Klasse der nichtsteroidalen
Antirheumatika (NSAIDS), wie beispielsweise Ibuprofen, Indomethacin und
Diclofenac kdnnen an PPARYy binden und in Abhangigkeit von der Konzentration als
Agonisten bzw. Antagonisten wirken® . In der folgenden Tabelle ist eine Auswahl
verschiedener PPARa und PPARy-Agonisten aufgefihrt.

PPARa PPARy

WY-14.643 TZDs

Clofibrate JTT-501

Gemfibrozil GW7845

Nafenopin CDDO

Bezafibrat BADGE (Antagonist)
Fenofibrat LG-100641 (Antagonist)

Tabelle 3: Auswahl exogener PPAR-Liganden. Tabelle in Anlehnung an Kota BP et al.*



1.3.6 Ligandenabhéangige Aktivierung des PPAR-Rezeptors

Als Folge der Aktivierung durch einen Liganden im Zytosol kommt es zu einer
Dimerisierung von PPAR mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR), der Rekrutierung von
Koaktivatoren und der Losung von Korepressoren. Der so entstandene Multimolekul-
Komplex, bestehend aus PPAR, PPAR-Ligand, RXR, RXR-Ligand und
Koaktivatoren, bindet nun im Kern an das PPAR-response-element (PPRE) der

DNA-Sequenz in der Promotorregion des Zielgens™®.

RXR-Liganden Zytosol
A

A A% P Nukleus \
PPAR-Liganden

O

O O\

Koaktivator

Abb. 2: Mechanismus der PPAR-Aktivierung.

Die Aktivierung des PPAR-Rezeptors fuhrt zu einer Translokation vom Zytosol in den Nukleus und
einer Dimerisation mit dem ebenfalls ligandenaktivierten RX-Rezeptor. Dieser Molekilkomplex bindet
anschlieBend gemeinsam mit einem Koaktivator an das PPRE und leitet so die Transkription des
Zielgens ein. In Anlehnung an Bishop-Bailey D'*, Kota BP et al.*°, Barrera G et al. *°.

1.4 PPAR-Zielgene

Die PPAR-Zielgene sind insbesondere an der Regulation des Fettsaure-, Glukose-
und Entzindungsstoffwechsels beteiligt. Zusatzlich beeinflussen sie die zellulare
Differenzierung und das zellulare Wachstum"?.

Die vorliegende Arbeit untersucht eine Auswahl von PPAR-Zielgenen, welche
reprasentativ fir die charakteristischen, PPAR-beeinflussten Stoffwechselwege
stehen.
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Fettstoffwechsel Glukosestoffwechsel Inflammation Fibrose

ACO GLUT 1 COX2 CTGF
MCAD GLUT 4
CD 36

Tabelle 4: Auswahl der untersuchten Zielgene von PPARa und y.

1.4.1 Zielgene des Fettstoffwechsels

Die Zielgene werden z.T. von unterschiedlichen PPAR-Subtypen reguliert. Sowohl
PPARa als auch PPARY regulieren als Transkriptionsfaktoren die Zielgene CD36 und
MCAD"3, wobei die Substrate der entsprechenden Zielgene als Liganden fiir PPAR
a/y dienen. Die Regulation der peroxisomalen ACO erfolgt sowohl Uber PPARa als
auch uber PPARy".

1.4.1.1 Acyl-CoA-Oxidase (ACO)
Im ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der peroxisomalen und

mitochondrialen B-Oxidation werden langkettige Fettsdure-Acyl-CoA Substrate zu
trans-Enoyl-CoA oxidiert. Katalysiert wird diese Reaktion durch die peroxisomale
Acyl-CoA-Oxidase (ACO), einem FAD-abhangigen Flavoprotein. Die ACO kommt in
drei verschiedenen Isoformen vor, welche durch alternatives Splicing des
entsprechenden Gens entstehen’ .

Welcher der PPARs fur die Regulation der ACO verantwortlich ist, wird in der
Literatur unterschiedlich dargestellt. So konnte in einem Tiermodell fir
Druckbelastung des linken Ventrikels in der Maus tendenziell eine PPARa abhéngige
Regulation der ACO gezeigt werden’®. Andererseits wiesen die Enzyme der
peroxisomalen [(-Oxidation im Herzen bei PPARa-knock-out-Mausen keine
Beeinflussung auf, ganz im Gegensatz zu denen der mitochondrialen B-Oxidation.
Dieses Ergebnis spricht demnach gegen eine PPARa-abhangige Regulation der
ACO in der peroxisomalen B-Oxidation’®.

1.4.1.2 Medium-Chain-Acyl-Dehydrogenase (MCAD)
Die Medium-Chain-Acyl-Dehydrogenase (MCAD) ist ein Flavoenzym, welches den

initialen Schritt des Abbaus von Fettsauren mittlerer Lange im Rahmen der

mitochondrialen Fettsaureoxidation katalysiert’”.
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Die Substrate der MCAD umfassen mittellange (6C-12C) Acyl-CoA-Thioester, welche
per Diffusion in das Mitochondrium gelangen und aus der mitochondrialen Oxidation
gesattigter und ungesattigter langer Fettsduren hervorgehen oder der peroxysomalen
Oxidation von langen Fettsauren entstammen.

Die Expression der MCAD wird Uber das Substratangebot und den zellularen
Energiebedarf reguliert, hier spielen die PPARs als Transkriptionsfaktoren eine
wichtige Rolle, wobei u.a. die Substrate der MCAD als PPAR-Liganden die
Expression der MCAD via PPAR initiieren”. Insbesondere in Geweben mit hohem
Energiebedarf wie der Herzmuskulatur, der Leber, der Skelettmuskulatur und den
Nieren zeigt sich eine hohe Expression der MCAD. In Kardiomyozyten und
Hepatozyten ist ein deutlicher Anstieg der MCAD-Expression im Zusammenhang mit
dem postnatalen Anstieg der Fettsaureoxidation zu beobachten’®. Ein Anstieg der
MCAD-Expression wird ebenfalls wahrend einer Fastenperiode beobachtet, wenn
der zellulare Energiebedarf hauptséchlich tiber die Fettsaureoxidation gedeckt wird”®.

1.4.1.3 Cluster of Differentiation 36 (CD36)
Der Cluster-of-Differentiation-36-Rezeptor (CD36) zahlt zu den Scavenger-

Rezeptoren der Klasse B®. Das humane CD36-Protein hat eine Lange von 506
Aminosauren und ist ein groRes membranstandiges Protein, welches aus zwei
Transmembrandomé&nen und einer grol3en (403 Aminosauren), stark glycolisierten,
extrazellularen Schleife besteht®™. 1993 wurde es von Endemann als
Scavengerrezeptor identifiziert??>. Es handelt sich um ein 88kDa groRes Protein,
welches u.a. oxidiertes LDL®3, unmodifizierte Lipoproteine und langkettige Fettsauren
bindet. CD36 wird v.a. auf Monozyten und Makrophagen, aber auch auf Fett-,
Herzmuskel- und Muskelzellen, sowie auf Thrombozyten, Brustdriisenepithel und
mikrovaskularem Endothel exprimiert®*.

Die Expression von CD36 wird u.a. tiber den Transkriptionsfaktor PPARYy reguliert®
und ist u.a. am Cholesterinmetabolismus beteiligt. TGF-B1 und IFN-y fihren zu einer
Herabregulation von CD36, wohingegen oxLDL via PPARYy zu einer Hochregulation
von CD36 fiihren® 8. Zudem spielt CD36 bei der Regulation der Angiogenese und
dem Abbau apoptotischer Zellen eine Rolle. In Adypozyten, Muskelzellen und
Herzmuskelzellen ist CD36 am Transport langkettiger Fettsauren sowie an der

Lipoprotein- und Lipidhomdostase beteiligt®®.
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1.4.2 Weitere Zielgene

1.4.2.1 PPARy-Koaktivator 1 alpha (PGC1a)

Ein Transkriptionskoaktivator ist definiert als ein Protein oder ein Proteinkomplex,
welcher per Interaktion mit einem Transkriptionsfaktor die Wahrscheinlichkeit eines
Gens erhoht, transkribiert zu werden, ohne selbst an die DNA zu binden®,

Der PPAR-Koaktivator 1 alpha (PGC1a) ist ein Transkriptionskoaktivator, der mit
einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren in diversen Stoffwechselprozessen
interagiert. Hierzu gehdren u.a. die Differenzierung des braunen Fettgewebes, die
mitochondriale Biogenese, sowie der Fettsdure- und der Glukosestoffwechsel.

PGC1la kann als Koaktivator mit allen PPAR-Isoformen interagieren® *.

1.4.2.2 Connective tissue growth factor (CTGF)
Der Connective tissue growth factor (CTGF) ist ein cystinreiches Protein mit einem

Gewicht von 36-38 kDa und wurde 1991 zum ersten Mal beschrieben®. Es ist im
Rahmen regenerativer und fibrotischer Umbauvorgdnge sowie wahrend der
Embryonalentwicklung nachweisbar®. In Zellkulturen konnte nachgewiesen werden,
dass CTGF die Proliferation von Fibroblasten und die Produktion extrazellularer
Matrixproteine stimuliert™.

Die kardiale Fibrose spielt eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Entwicklung
einer kardialen Dysfunktion, sowohl im Rahmen einer ischamischen Schadigung des

Herzmuskels als auch im Rahmen einer hypertensiven kardialen Belastung® . |

n
der Literatur wird dem CTGF eine zentrale Rolle hinsichtlich der kardialen
Fibroseentwicklung zugeschrieben®’, wohingegen Untersuchungen an transgenen
Mausen und Ratten mit einer kardiomyozytenspezifischen CTGF-Uberexpression
gegen eine Induktion der kardialen Fibrose durch CTGF selbst sprechen®. Zudem ist
bekannt, dass eine PPARy-Aktivierung uber verschiedene Stoffwechselwege zu

einer Reduktion der CTGF-Expression fiihren kann®.

1.4.2.3 Cyclooxygenase-2 COX2
Die Cyclooxigenase-2 (COX2) ist ein intrazellulares Protein, welches die Biosynthese

von Arachidonsaure in Prostaglandin G2 (PGG2) katalysiert®®. Mit Hilfe spezifischer
Isomerasen werden aus Prostaglandin G2 die Prostaglandine PGE2, PGF2a, PGD2,
PGI2, sowie Thromboxan A2 synthetisiert®®. Diese sind essentiell an der der

Thrombozytenaggregation®®, der Nierenfunktion und der Magenfunktion beteiligt*®"

192 und spielen des weiteren eine wesentliche Rolle in neoplastischen und

entziindlichen Prozessen®.
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Abb. 3: Synthese der Prostaglandine.

In Anlehnung an Davies et al. 2002'%,

Es sind drei Isoformen der Cyclooxygenase bekannt, COX1, COX2 und COX-3'%.

Die COX1 ist in nahezu allen Geweben konstitutiv exprimiert®™. Die COX2 wird in
entziindlichen und neoplastischen Geweben UUber Zytokine, Onkogene und
Wachstumsfaktoren induziert'®®.

PPARYy-Agonisten kénnen zu einer Inhibierung der COX2-Expression u.a. in
Endothelzellen fiihren'®®. PPARa-Agonisten zeigen hingegen eine Inhibition der

COX2 uiber eine Unterdriickung des NF-kB Signales in vaskularen Zellen®.

1.5 Glukosetransporter

Um eine Aussage Uber die Beeinflussung des kardialen Glukosestoffwechsels der
Kardiomyozyten treffen zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit die
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 untersucht. Da die Plasmamembran fur
Glukose impermeabel ist, sind spezielle Transportproteine erforderlich.
Glukosetransporter konnten in allen Geweben identifiziert werden. Derzeit sind 14
unterschiedliche Glukosetransporter bekannt. Es handelt sich hierbei um
transmembranstdndige  Proteine, welche den Transport der Glukose uber die

Plasmamembran gewéhrleisten’”. Fir die basale Glukoseversorgung der Zelle sorgt
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vornehmlich der insulinunabhéngige Glukosetransporter GLUT1. GLUT1 ist ubiquitar
exprimiert und kommt sowohl in fetalen als auch in adulten Geweben vor'®’,

In der Skelettmuskulatur, der Herzmuskulatur und dem Fettgewebe steht die
Glukoseaufnahme unter hormoneller  Kontrolle'®.  Der insulinabhangige
Glukosetransporter GLUT4 kommt ausschlieBlich in diesen Geweben vor'®. Er ist
sowohl in der Plasmamembran als auch inaktiv in intrazellularen Vesikeln lokalisiert.
Bei einem Anstieg des Plasmainsulinspiegels werden die intrazellularen GLUT4 in
die Plasmamembran transloziert und koénnen so eine enorme Steigerung der
Glukoseaufnahme bewirken’” *1°,

Zudem zeigt sich ein Steigerung der GLUT4-Expression in Herzmuskelzellen
wahrend der Hypertrophieentwicklung im Rahmen des Energiesubstratwechsels von
Fettauren auf Glukose. Anstelle der Fettsaureoxidation, welche im gesunden Herzen
hauptsachlich die Energieversorgung bestreitet, kann bei oxidativem Stress die

Glukoseoxidation®® 1,

1.6 Wahl des Tiermodells und Relevanz des Themas

Wie Dbereits oben beschrieben, weisen die Dahl/S-Ratten diverse
Stoffwechselstérungen auf. Neben der salzabhangigen Hypertonie existieren auch
salzunabhangige  Stérungen. Salzabhangig zeigen die Tiere massive
Endorganschaden, auf zellularer Ebene eine verstarkte Inflammation und erhéhten
oxydativen Stress. Salzunabhangig wurden Dyslipidamie, zellulare Insulinresistenz
und Hyperinsulindmie beobachtet.

Bei allen genannten Stoffwechselstdrungen koénnen Verbindungen zu PPARy
hergestellt werden. PPARYy ist als Transkriptionsfaktor ein wichtiger Regulator der
zellularen Inflammation®. Zudem schiitzt PPARy Kardiomyozyten und andere
Zelltypen vor oxydativem Stress. Die renale Salzabsorption Uber epitheliale
Natriumkanéle (ENaC) in den Tubuluszellen ist PPARy-reguliert'*?. Unter der
Therapie mit PPARy-Agonisten wurden eine Blutdrucksenkung, eine Verbesserung
der vaskularen Funktion, eine Verbesserung der zellularen Insulinsensitivitat, eine
antiinflammatorische und antiproliferative Wirkung sowie Verminderung der

artherosklerotischen  Lipidakkumulation  nachgewiesen™***%,

Aufgrund  der
aufgefiihrten Zusammenhange erscheint eine Verbindung zwischen den
Stoffwechselstérungen des Dahl/S-Modells und der Funktion des

Transkriptionsfaktors PPARy naheliegend.
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Die Bedeutung von PPARy im Herzmuskel ist derzeit nur unzureichend geklart.
Bisherige Publikationen hatten vornehmlich die Isoformen PPARa und PPARB/d zum
Thema. Da PPARy im Herzmuskel, verglichen mit PPARa und -B/-0 nur gering
exprimiert ist*®, wurde PPARy im kardialen Metabolismus eine untergeordnete
Bedeutung beigemessen. Untersuchungen an PPARy-knock-out-Modellen konnten
hingegen die Bedeutung von PPARYy fur die kardiale Hypertrophie und die zellulare
Inflammation hervorheben. So entwickelten PPARy-knock-out-Mause im Vergleich
zu den jeweiligen Kontrollgruppen, unabhangig von exogenen Stressoren, eine
wesentlich massivere und schneller voranschreitende Herzhypertrophie®®.
Zusatzlich konnte eine weitgehend positive Beeinflussung des Herzens der Dahl/S-
Ratten unter der Therapie mit PPARy-Agonisten gezeigt werden. So flhrte die
Behandlung von Dahl/S-Tieren mit TZDs zu einer signifikanten Senkung des
Blutdrucks und einer Reduktion der zirkulierenden Lipide™*’.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse erscheint die Betrachtung der kardialen
PPARYy-Expressionen in dem gewahlten Modell geeignet, um einen weiterfiihrenden
Beitrag zum Verstandnis des Pathomechanismus der salzsensitiven Hypertonie,

15, 17

unter welcher ca. 50% der Bluthochdruckpatienten leiden , und deren kardialen

Folgen zu leisten.

1.7 Zielsetzung

Kardiovaskulare Erkrankungen gelten in den Industrienationen als haufigste Ursache
eines vorzeitigen Todes. Als einer der entscheidenden Risikofaktoren wird hierbei die
arterielle Hypertonie angesehen. Etwa 40% der unter arterieller Hypertonie leidenden
Patienten weisen eine Salzsensitivitat auf. Die betroffenen Patienten zeigen ein
erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer linksventrikularen Herzhypertrophie und
einer kardialen Fibrose™'® 119,

Die salzsensitive Dahl-Ratte ist als entsprechendes Tiermodell geeignet, da sie unter
Hochsalzdiat ebenfalls eine arterielle Hypertonie entwickelt, welche zur Ausbildung
einer linksventrikularen Hypertrophie fuhrt.

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Entwicklung der hypertonieassoziierten
kardialen Hypertrophie zugunsten des weiblichen Geschlechts sind bereits aus der
Literatur bekannt. Wie einleitend beschrieben haben PPARa und PPARy einen

grofien Einflul® auf den zellularen Energiestoffwechsel. Insbesondere PPARy konnte
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unter Stimulation ein protektiver Effekt auf die hypertonieassoziierte kardiale
Hypertrophie zugeordnet werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, im Modell der salzsensitiven Dahl-Ratte die
kardiale Expression der nuklearen Transkriptionsfaktoren PPARa und -y im Rahmen
der linksventrikularen Hypertrophie zu untersuchen. Hierzu sollen zunéchst die
bereits aus anderen Tiermodellen  bekannten  hypertrophieabh&ngigen
Veranderungen der PPARa-Expression sowie der damit gekoppelten Expression des
Glukosetransporters GLUT4 im Rahmen des Substratwechsels fur das Dahl-Modell
bestatigt werden. Ferner soll die PPARy-Expression auf geschlechts- bzw.
hypertrophieabhangige Veranderungen untersucht und ergénzend ein moglicher
Zusammenhang mit den bekannten geschlechtsabhdngigen Unterschieden der
linksventrikularen Hypertrophieentwicklung hergestellt werden. Zudem wird die
Expression ausgewahlter PPAR-regulierter Zielgene hinsichtlich der geschlechts-

bzw. hypertrophieabhangigen Unterschiede Uberpruft.

Arbeitsaufgaben:
Im Detail wurden die folgenden Schritte im Rahmen der oben angefihrten
Zielsetzung durchgefuhrt:

- Analyse des Gesamtkollektivs hinsichtlich der kardialen Hypertrophie und
der Blutfettwerte.

- Bestatigung der Herabregulation von PPARa, im Rahmen der
hypertrophieabhangigen Umstellung des kardialen Stoffwechsels, fur das
Dahl-Modell auf Proteinebene.

- Untersuchung der PPARa-Expression hinsichtlich geschlechtsabhangiger
Unterschiede auf Proteinebene.

- Untersuchung auf geschlechtsabhéangige Unterschiede in der myocardialen
PPARYy-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene.

- Ermittlung eines  mdglichen  Zusammenhangs  zwischen  der
geschlechtsabhangigen Auspragung der linksventrikularen Hypertrophie
und der myocardialen PPARy-Expression.

- Beurteilung der Expression exemplarisch ausgewahlter PPARa- und
PPARYy-Zielgene des Fettstoffwechsels, der Fibrose und der Inflammation
beziglich geschlechtsspezifischer und diatabhéngiger Unterschiede auf
MRNA-Ebene.
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Die PPARa-induzierte Umstellung des Glukosestoffwechsels wahrend der
Entwicklung der kardialen Hypertrophie soll in der Dahl-Ratte auf
Proteinebene  bestdatigt und  hinsichtlich  geschlechtsabhangiger

Unterschiede analysiert werden.
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2 Material

2.1 Laborgerate

Gerat Bezeichnung Firma

Abzug Koéttermann

Auto- Pipette Acu Jet Brand

Autoklav 2540EL& V150 Systec

Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, GER
Brutschrank GFL 3033 GFL, GER

Digitalkamera DSC - S75 Sony

Eismaschine AF200 Scotsman Thermocycler
Elektrophoresekammern Horizon® 11-14 GIBCO BRL, USA
Elektrophoresespannungsquellen EPS 200 Pharmacia Biotech
Filmentwicklungsmaschine Curix60 Agfa, GER

FastPrep™ Gerat FP 120- 230 ThermoSavant
Fluoreszenzmikroskop CTRMIC, DMIRE2 Leica

Heizblock TCR 100 Roth

Inkubator Function Line Heraeus von Kendro, GER
Laborwaage Scout Ohaus, USA

PCR- Gradientencycler
Microplate Spectrophometer
(ELISA-Plattenreader)
Mikrowelle

Photometer

Pipetten

TAQ- Man

Thermoschuittler
Thermoschuittler klein
Schwenktisch

Vortexer

Western Blot APPARaturen

Zentrifugen

Master Cycler Gradient

Benchmark Plus

Genesisb

ABI 7000

3033

Thermomixer compact
Polymax 1040

VF2

5415C, 5417R
Megafuge 1.0R
Mikro 22 R

Optima Max Ultrazentrifuge

Eppendorf, GER

BIO-RAD, GER
Bosch

Eppendorf

Eppendorf, Labsys, Pipetman

Applied Biosystems
GFL

Eppendorf

Heidolph, GER

Janke und Kunkel
BIO-RAD, GER
Eppendorf

Kendro, USA

Hettich

Beckmann Coulter, GER

Tabelle 5: Laborgerate
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2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien besaf3en den Reinheitsgrad pro analysi.

Substanz Firma
APS Roth
Blocking Reagenz Roth
BSA Sigma
Bromphenolblau Sigma
Chloroform Roth
DAPI Linaris
DEPC- H,O Sigma
DTT Promega
EDTA Sigma
Essigsaure Merck
Ethanol Roth
Vectorshield-Mountingmedium Linaris
HCI Roth
Isopropanol Roth
NaCl Merck
NaOH Merck
Nukleotide (dCTP, dUTP, dATP, dGTP) Promega
PBS PAA
PonceauS- Solution Sigma
RNAZzol/RNABee Invitrogen
RotiphoreseGel 30/ Acrylamidmix Roth
Roti- Loadl (4x) Roth
SDS Roth
Sudanschwarz Sigma
SYBR® Green Applied Biosystems
TEMED Roth
Tween20 (Polysorbat) Merck
Xylol Roth

Tabelle 6: Chemikalien
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2.3 Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung
Elektrophoresepuffer 5x 15,1 g TRIS Base
94,0 g Glycin

50 ml 10 % SDS
ad 1000 ml H,O (pH 8,3)

Glycin Stripping Puffer

1,876 g Glycin

100 ml 10 % SDS

Ad 1000 ml H,O (pH 2,0)
HCI

PBS-T

1 PBS-Tablette auf 1000 ml H,O
+ 0,5% TWEEN 20

Protein-Extraktionspuffer

(Protein-extraction double-detergent lysis
buffer)

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
140 mM NaCl

1 mM EDTA

25 % Glycerol

0,5 % SDS

0,5 % Nonident P-40
5mMDTT

0,5 mM PMSF

100 ng/ml Aprotinin
100 ng/ml Leupeptin
100 ng/ml Pepstatin

Ponceau-Farbeldsung

0,1 % (w/v) Ponceau S
5,0 % (v/v) Essigsaure

TBS-T (5)

12,1 g TRIS Base

40 g NaCl

Ad 1000 ml H,O (pH 7,6)
+ 0,1 % TWEEN 20

Transferpuffer (4x)

138,38 g Glycin
29,09 g TRIS Base (pH 8,8)
Ad 2000 ml H,O

Tabelle 7: Puffer und Loésungen
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2.4 Oligonukleotide

Alle Primerpaare wurden bei Thermo Scientific k&uflich erworben. Alle verwendeten

Primersequenzen waren intronuberspannend.

Zielgene Primersequenz Fragmentlange
r PPARY F 5-TTC AGA AGT GCC TTG CTG TG -3’

R 5-TCA GCA GAC TCT GGG TTC AG -3’ 190
r CD36 F 5-CCT CTG ACATTT GCA GGT CCA T -3

R 5-AAA CAG TGG TTG TCT GGG TTC TG -3 133
r CTGF F 5-GAG TCG TCT CTG CAT GGT CA -3’

R 5-GCA GCC AGA AAG CTC AAA CT -3 140
f MCAD F 5-CAG ATT TTC GGA GGC TAT GGA TT -3°

R 5- ACG AGC TAT GAT CAG CCT CTG AA -3° 120
r ACO F 5-CCATGG TTT TTG TGA GGT CCT T -3

R 5-GTT CGC TTT GCT TGA TTT CAG A -3’ 120
f PGC 1a F 5-GCA GTC GCA ACA TGC TCA -3’

R 5-GGG TCA TTT GGT GAC TCT GG -3’ 104
r COX2 F 5-CCA CCT CTG CGA TGC TCT TC -3’

R 5- CAT TCC CCA CGG TTT TGA CAT G -3 112
r HPRT F 5-GTC AAC GGG GGA CAT AAA AG -3

R 5-GCT TGA CCA AGG AAA GCA AA -3 131
r B-Actin F 5-CCG TGA AAA GAT GAC CCA GAT C -3

101

Py

5-TGG TAC GAC CAG AGG CAT ACAG -3

Tabelle 8: Oligonukleotide



2.5 Antikorper, Enzyme & Marker

Antikorper Firma
Anti-PPARYy (rabbit) Santa Cruz
Anti-PPARa (rabbit) Santa Cruz
Anti-GLUT1 (rabbit) Santa Cruz
Anti-GLUT4 (rabbit) Santa Cruz
Anti-B-Actin Santa Cruz
Donkey-Anti-Rabbit Santa Cruz
Anti-Vimentin Oncogene
Anti PPARy Santa Cruz
Anti-vWF-Antikorper Dako

CY3 Fluoreszenzmarker Danova

FITC Fluoreszenzmarker
BCA Protein Assay

Dianova, Jackson Immuno

Perbio/ Pierce

Reverse Transkriptase (“Superscript”) Invitrogen
Prestained Protein Ladder (10- 180 kDa) Fermentas

Tabelle 9: Antikdrper, Enzyme und Marker

2.6 Software

Software Firma

ABI 7000 Applied Biosystems

Acrobat Reader 8 Professional

Agilent 2100 Bioanalyzer
AlphaEaseFC

BCA-Microplate Manager

Endnote

Office 2007 (Word, Excel, Power Point)
Photoshop CS3

SPSS for Windows 11.5.1

Sigma Plot

Adobe

Agilent

Adobe

BioRad

Thomson ICI Research
Microsoft

Adobe

SPSS Inc

SYSTAT

Tabelle 10: Software
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2.7 Verbrauchsmaterialien

Materialien

Firma

Adhasionsfolie

Adhésionsfolie

Deckglaser

Eppendorfreaktionsgefal3e: 0,2 ml
0,5 ml
1,5ml
2,0 ml

Zentrifugenréhrchen

3 MM Blotting-Papiere

Nitrocellulosemembran

Objekttrager

Rontgenfilme

96-Well-Platte mit Flachboden

96-Well-Platte “Micro Amp Optical”

Bioanalyzer-Platten

ECL

Applied Biosystems
Roth

Roth

Eppendorf

TPP

Whatman

Amersham Biosciences
Menzel

Kodak

Corning Incorporated
Applied Biosystems

Agilent

Amersham Biosciences / GE

Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien
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3 Methoden

3.1 Tiere und Haltung

Das untersuchte linksventrikulare Myokardgewebe von salzsensitiven mannlichen
und weiblichen Dahl-Ratten wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
Professor Kreutz / Dr. Wendt (Charité Campus Benjamin Franklin) zur Verfigung
gestellt. Die Versuchstiere wurden zu den (dblichen tiermedizinischen
Standardbedingungen im Tierstall der Charité Campus Benjamin Franklin gehalten.
Die Hochsalzgruppen erhielten fir 8 Wochen eine 4%ige NaCl-Diat, die
Kontrollgruppen erhielten fur denselben Zeitraum eine Normaldiat (1% NacCl). Die
Organentnahme erfolgte im Alter von 14 Wochen. Haltung und Organentnahme

wurden durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Kreutz/Wendt vorgenommen.

3.2 Proteine — Aufarbeitung und Analyse

3.2.1 Proteinextraktion aus Myokardgewebe

Die Proteinextraktion erfolgte aus dem linksventrikularen Myokard der Dahl/S-Ratten.
Bis zur Verarbeitung wurden die Gewebeproben bei -80°C gelagert. Unter
Zuhilfenahme von flissigem Stickstoff und Trockeneis wurden die Gewebeproben
zerkleinert und je 60-80ug pro Probe in ein Eppendorf-Reaktionsgefald eingewogen.
Um zu verhindern, dass die zu extrahierenden Proteine wahrend der Praparation
abgebaut werden, wurden alle Schritte auf Eis und bei 4°C durchgefihrt.

Fur die Homogenisierung des Gewebes wurde aus Lysis Matrix D-Rohrchen die
Halfte der Kugeln entfernt und durch eine Ceramic Sphere ersetzt. Anschliel3end
wurde das Gewebe unter Zugabe des 7-fachen Volumens an Protein-extraction
double-detergent lysis buffer im FastPrep™-Gerat auf Stufe 4 zweimal fir 20sec
homogenisiert.

Pro 350 pl Protein-extraction double-detergent Lysis Puffer wurden 25 pl
Proteinaseinhibitor Cocktail zugesetzt.

Anschlie3end wurde das Homogenat mit 1 pul SDS (10%) pro 100 ul Lysis-Puffer
versetzt. Nach kurzer Durchmischung blieben die Proben zum Lysieren flr 20min auf
Eis. Danach wurde das Lysat in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfihrt und
bei 4°C und 14000rpm fur 10min in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand

wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefald tberfiuhrt. Von jeder Probe wurde ein
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Aliquot von 20ul fur die Proteinmessung verwendet. Die extrahierten Proteine wurden
bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1972) mit dem
ELISA-Plattenreader

Das Prinzip des BCA- Proteinmessverfahrens beruht auf der sogenannten Biuret-
Reaktion. Diese beschreibt die Komplexbildung von Proteinen mit Cu®* in alkalischer
Lésung. Bei dieser Reaktion wird das Cu®* zu Cu'" reduziert, welches mit
Bicinchinon-S&ure einen violetten Farbstoff bildet.

Zur Messung des Proteingehaltes der Proben wurden diese zunachst im
Doppelansatz auf eine 96-Well-Platte mit Flachboden aufgetragen. Fir das genutzte
Messverfahren wurde ein Albuminstandard (BSA, Pierce) in einer Konzentration von
0, 100, 200, 300, 400, 500, 1000, und 2000ug/ml verwendet. Pro Reaktionsansatz
wurden je 20pul der 1:2 und 1:10 verdunnten Probe bzw. des Standards mit 300pl
Farbstoffgemisch (Pierce-BCA Protein Assay Reagenzien A und B im Verhéltnis
50:1) versetzt. Abgedeckt mit einer Adhésionsfolie wurden die Platten flr 30min bei
37°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein Doppelansatz mit reinem Lysis-Puffer.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anschlieRend im Microplate
Spectrophometer (ELISA, Bio-Rad) bei einer Wellenlange von 550nm. Die
Konzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe der ELISA- gekoppelten Sofware durch
den Abgleich der Extinktion der Probe mit der Albuminstandardkurve und unter

Berucksichtigung der Verdinnung berechnet.

3.2.3 Western Blot (Immunoblot)

Beim Western-Blot-Verfahren werden Proteingemische mit Hilfe der SDS-PAGE in
einer Polyacrylamidmatrix Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld
eluiert (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) und anschlieRend auf einen geeigneten
Trager (z.B. Nitrocellusose-Membran) Ubertragen (eigentliches Blotten). Dies

ermoglicht die Detektion bestimmter Proteine mit spezifischen Antikérpern.
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Das Verfahren gliedert sich in folgende Abschnitte:

SDS-PAGE
Blotting
Antikérperbindung

0N

Detektion

Mit Hilfe des SDS wurden die Proteine in lhrer Primarstruktur gehalten (denaturiert).
Durch die Gelelektrophorese wurden die Proteine nun nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Die verwendeten Polyacrylamid-Gele wurden zwischen zwei Glasplatten
gegossen. Die Zusammensetzung der Trenngele ist von der Grol3e der zu
untersuchenden Proteine abh&ngig. In der vorliegenden Arbeit wurden 12,5%-ige

Trenngele verwendet, die fur alle detektierten Proteine geeignet waren.

Zusammensetzung der Trenngele:

Reagenz 12,5% -iges Acrylamidgel
30% Acrylamid Mix (Roth) 4 ml

1,5 M Tris HCI pH 8.8 2,5 ml

H,O (Millipore Wasser) 3.3 ml

10%SDS 100 pl

10% APS 100 pl

TEMED (Roth) 4 pl

Tabelle 12: Zusammensetzung der Trenngele

Die noch flissigen Gele wurden mit Wasser bedeckt, um ihre Austrocknung zu
verhindern. Nach 45min war die Polymerisation abgeschlossen. Nach dem Abgiel3en
und Absaugen des Wassers mit Filterpapier wurden die Sammelgele auf die

Trenngele gegossen.
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Zusammensetzung der Sammelgele:

Reagenz 5% -iges Sammelgel
H,O (Millipore) 3,4ml

30% Acrylamidmix 0,83ml

1,0 M Tris HCI (pH 6,8) 0,63ml

10% SDS 0,05ml

10% Ammoniumpersulfat 0,05ml

TEMED 0,005ml

Pyronin Y 0,005ml

Tabelle 13: Zusammensetzung der Sammelgele

Fur die Herstellung der Geltaschen zum Einsetzen der Proteine wurde noch vor dem
GielRen des Sammelgels ein Plastikkamm zwischen die Glasscheiben gesetzt. Um
die Gele vollstandig auspolymerisieren zu lassen, wurden sie anschliel3end in
feuchte Tlcher geschlagen und tber Nacht im Kuhlraum bei 4°C gelagert.

Die Proben wurden zunachst mit H,O auf gleiche Konzentrationen verdinnt. Nun
wurde den Proben Gelladepuffer (RotiLoad, Roth) im Verhaltnis 4:1 zugesetzt und im
Anschluss erfolgte die Denaturierung fur 5min bei 95°C. Nachfolgend wurden die
Proben in die Geltaschen des Sammelgels pipettiert. Abgesehen von der
Denaturierung erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis. Pro Spur wurden 15ug Protein
eingesetzt, da sich diese Menge bei den erstellten Eichgeraden als geeignet
erwiesen hatte. Zusatzlich wurden auf jedem Gel 5ul eines ProteingroBenmarkers
(,Prestained-Protein-Ladder®) und eine Eichgerade aus gepoolten Proben
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Elektrophorese-Puffer bei konstanter
Spannung von 100V, einer Stromstarke von 350- 400mA und einer Leistung von
400W fir eine Stunde bei 4°C.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele vorsichtig aus den Kammern geldst und
fur 10min in 1x Transferpuffer gewaschen. Wahrenddessen wurden auf die Gelgrol3e
zugeschnittene Nitrocellulose-Membranen, 3mm Whatman-Papiere und Schwamme
in demselben Puffer aquilibriert. Es wurde nun ein luftblasenfreies ,Gel-Membran-
Blot-Sandwich“ gebildet und in eine Elektro-Blot-Kammer eingesetzt, welche mit ca.
5L Transferpuffer aufgefillt wurde. Das Blotten erfolgte fur 1,5h bei 4°C und einer
konstanten Spannung von 100V.

Nach dem Transfer wurde das Ergebnis durch Anfarben der Proteinbanden auf der

Nitrocellulose-Membranen mit einer Ponceau-Rot Farbelbésung Uberprift.
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Uberschiissige Farbe wurde mit H,O entfernt. Die gefarbten Membranen wurden nun
auf Whatman-Papier getrocknet, beschriftet und bis zur weiteren Verarbeitung im
Kihlschrank aufbewahrt.

Fur die bendtigten 5L Transferpuffer wurde 1L 4x- Ansatz mit 1L Methanol versetzt

und anschlieRend auf 5L mit H,O aufgefullt.

3.2.4 Antikorper- Hybridisierung

Zunachst wurde die verwendete Membran fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter
sanftem Schitteln in fettfreier, 5%-iger Blocking Reagenz (Magermilch) gewaschen,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschliel3end erfolgte eine Spilung
der Membranen in TBS-T fur 1 x 15min und 2 x 5min. Nachfolgend wurde die
Membran mit dem Primé&r-Antikbrper tber Nacht im Kuhlraum bei 4°C inkubiert. Die
Verdinnung des ersten Antikdrpers (AK) erfolgte in 3%-iger Blockingmilch. Am
nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur jeweils 10min mit TBS-T gewaschen
und im Anschluss mit dem zweiten, mit Peroxidase markierten Antikorper fur 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die nicht gebundenen AK wurden durch Wiederholung
des Waschschrittes mit TBS-T entfernt. Nach kurzem Abtropfen der Membran
wurden die entsprechenden Proteine mit Hilfe des Chemilumineszenzverfahrens
detektiert. Daflir wurde die Membran fir 3min dinn mit dem Detektionreagenz
Uberschichtet. Durch die katalytische Umsetzung der Peroxidase des sekundaren
Antikdrpers wurde eine Chemilumineszenz erzeugt. Nach Abtropfen der Membran
wurde sie mit einem Rontgenfilm (Kodak) in eine Fotokassete gelegt. Nach 1 bis
20min Belichtungszeit konnte der Film mittels einer Entwicklungsmaschine (Curix
60, AGFA) entwickelt und somit die Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Der
entwickelte Rontgenfilm wurde nun eingescannt und anschlieBend mit Hilfe der
AlphaEaseFC™-Software, (Version 3.1.2 Alpha Innotech Corporation, USA) iiber
Intensitatsanalyse ausgewertet.

Die weitere Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Excel-Office-Software.
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Verwendete Antikdrper und deren Verdinnung:

Primar- Antikorper Verdlinnung Verdinnungslosung
Anti- PPARy 1:400 3% -iges Blockingreagenz
Anti- PPARa 1:400 3% -iges Blockingreagenz
Anti GLUT1 1:200 TBS-T

Anti GLUT4 1:200 TBS-T

Tabelle 14: Primare Antikdrper

Fur die Verdinnung des sekundaren Antikorpers der PPARa/y- Antikérper wurde
5%-iges Blockingreagenz verwendet; fur die Verdinnung von GLUT1/4 0,1%-iges
TBS-T.

Sekundarer Antikorper Verdiinnung Verdinnungslésung
Donkey Anti Rabbit 1:25000 5%-iges Blockingreagenz
Donkey Anti Rabbit 1:25000 0,1%-iges TBS- T

Tabelle 15: Sekundéare Antikorper

3.2.5 ,,Stripping“-Protokoll

Die verwendete Nitrozellulosemembran kann erneut verwendet werden, wenn sie
vorher von den bereits gebundenen Antikérpern gereinigt wird. Hierzu wurden die
Membranen fir 30min bei 50°C in Glycin-,Stripping“-Puffer unter sanftem Schutteln
im Heizofen inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte von je 30min in TBS-T-Puffer.
Anschlieend wurden die Proteine auf der Membran mit der Ponceaufarbung

kontrolliert.

3.3 RNA-Aufarbeitung und Analyse

Da die RNA im Gegensatz zur DNA aufgrund einer zusatzlichen 2"Hydroxylgruppe
der Ribose eine erhohte Instabilitat aufweist und aufgrund der Bedrohung durch
allgegenwartige RNAsen, sind bei ihrer Verarbeitung besondere MalRnahmen zu
beachten. So wurde die Kontamination durch RNasen mdglichst vermieden, zudem
wurden alle Arbeitschritte rasch und auf Eis durchgefihrt werden. Es wurde
ausschlie8lich mit Diethylpyrocarbonat-(DEPC) behandeltes Wasser verwendet
werden. DEPC bindet kovalent an primére und sekundare Amine, z.B. Histidin,
welches sich im katalytischen Zentrum vieler RNAsen befindet und diese somit
inaktivieren kann. Die Arbeitsflachen wurde vor Beginn der Aufarbeitung mit RNAse-
Away gesaubert werden.
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3.3.1 Isolierung der RNA aus Rattenmyokard

Die Homogenisierung der Proben erfolgte unter Verwendung von Lysis Matrix D-
Rohrchen, aus denen die Halfte der Kugeln entfernt und durch eine Ceramic Sphere
Kugel ersetzt wurde. Nach Zugabe von je 600ul RNAzol B wurden die Proben im
Fast Prep Gerat auf der Stufe 4 fur zweimal 20sec homogenisiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von weiteren 400ul RNAzol B je Probe und deren Inkubation fur
5min auf Eis. Nachfolgend wurden die Anséatze im Kidhlraum (4°C) 30min mit Hilfe
eines Vortexrittlers durchmischt. Danach erfolgte die Uberfiihrung des gesamten
Homogenats (ca. 1ml) in ein neues 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal3.

Nach Zugabe von 0,2ml Chloroform pro 1ml Homogenat wurden die Proben exakt
2min mit Hilfe des Vortexrittlers geschuttelt, dann fir 5min auf Eis inkubiert und
schlie3lich 10min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert, wodurch sich das Gemisch in
3 Phasen auftrennte. In der oberen wassrigen Phase war die RNA enthalten, die
DNA befand sich in der unteren organischen und in der Interphase, wahrend die
Proteine in der organischen Phase verblieben. Anschlielend erfolgte die
Uberfihrung der wassrigen Phase in ein neues Eppendorfreaktionsgefal. Zur
Fallung der RNA wurde jede Probe mit einem dem Probenvolumen (ca. 500ul)
entsprechenden Anteil an Isopropanol versetzt, kurz mit dem Vortexrittler
durchmischt und tber Nacht bei -20°C gefallt.

Die Proben wurden anschlieBend fur 30min bei 4°C und 14000 rpm in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet mit
80%igem Ethanol gewaschen, um Salz und Isopropanolreste zu entfernen. Der
Waschschritt wurde einmal wiederholt. Nachfolgend wurde der Uberstand abermals
dekantiert und das Pellet an der Luft getrocknet. Je nach GroRRe des Pellets wurde es

anschlieBend in 25 — 50ul DEPC-Wasser aufgenommen.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Photometer

Zunachst wurde die RNA-Konzentration einiger Ansatze stichprobenartig im
Eppendorf-Photometer bei einer Wellenlange von 260nm und 280nm bestimmt, um
die erforderliche Verdinnung festzulegen. Als Referenz diente DEPC-Wasser,
welches zum Losen der RNA verwendet wurde.

Da eine Extinktion = 1 bei 260nm einer RNA-Konzentration von 40ng/ul entspricht,
wurde die RNA-Konzentration wie folgt bestimmt:

Konzentration [ng/ul] = E260 x Verdinnung x 40
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Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der RNA wurde ein Koeffizient aus dem
Extinktionswert bei 260nm und dem bei 280nm gebildet. Liegt dieser Koeffizient
zwischen 1,8 und 2,0 ist von einer guten Qualitat des Isolates auszugehen. Ist der
Koeffizient kleiner muss von einer Verunreinigung durch Proteine, genomische DNA

und/oder aromatischen Substanzen ausgegangen werden.

Aqgilent Bioanalyzer

Nach der erforderlichen Verdinnung der Proben erfolgte die Konzentrations- und
Qualitatsbestimmung aller Proben mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano Reagent
Kits. Die Pipettierschritte wurden nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt und im
Anschluss erfolgte die Konzentrationsmessung im Agilent 2100 Bioanalyzer. Die

Aufbewahrung der RNA erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80°C.

3.3.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR beinhaltet zwei molekularbiologische Methoden, die Reverse
Transkription und die PCR-Amplifikation (Powell et al.). Mit Hilfe der Reversen
Transkriptase wird die RNA in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben, welche
dann als Template fir quantitative PCR- Reaktionen verwendet wird.

Die RT-PCR wurde mit Hilfe des High-Capacity-cDNA-Reverse-Transcription-Kits
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Es erfolgte zunachst die Herstellung eines 2-fach konzentrierten Master-Mix™ in

folgender Zusammensetzung:
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Komponenten Volumen [ul]

10x RT — Buffer 2
25x dNTP Mix 0,8
10x RT Random Primers 2
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1
RNase Inhibitor 1
H,O 3,2
Gesamtvolumen pro PCR — Ansatz 10

Tabelle 16: Zusammensetzung des Master-Mix

Abschlie3end wurden 10ul Master-Mix mit je 10ul der RNA-Proben in ein 0,2ml PCR-
ReaktionsgefalR pipettiert, gut gemischt und abzentrifugiert. Als Negativkontrolle
wurde ein Ansatz mit DEPC-Wasser anstelle der RNA-Probe eingesetzt.

Nachfolgend wurde eine PCR unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

Schritt Bedingungen

Schritt 1 25°C 10min
Schritt 2 37°C 120min
Schritt 3 85°C 5sec
Schritt 4 4°C 0

Tabelle 17: PCR-Bedingungen

Hierbei erfolgte zunachst eine Inkubation bei 25°C fur 10min, dann bei 37°C fir
120min und schlief3lich wurde die cDNA-Synthese bei 87°C gestoppt.
Die Reverse Transkription wurde je Probe drei Mal durchgefihrt. Bis zur weiteren

Bearbeitung wurde die entstandene cDNA bei -20°C gelagert.

3.3.4 Quantitative Real-time PCR
Grundprinzip der PCR

1984 entwickelten Kary Mullis et al. die Polymerase-Chain-Reaction als Methode zur
Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen. Fir die Durchfiihrung einer PCR sind

abgesehen von der Zielsequenz folgende Komponenten erforderlich:

1. Ein Primerpaar (FW und RV), welches mit den flankierenden Sequenzen
hybridisiert

2. dNTPs (alle vier Desoxyribonucleosidtriphosphate)

3. Eine hitzestabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus)
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Ein PCR- Zyklus besteht aus:

1. Denaturierung: Bei 95°C werden die DNA- Doppelstrdnge voneinander
getrennt.

2. Annealing: Anlagerung der Primer. Die Annealing-Temperatur wird durch die
Primer vorgegeben und so hoch gewahlt, dass unspezifische Bindungen der
Primer an das Template vermieden werden. Sie liegt meist zwischen 50 und
65°C.

3. Elongation: Kettenverlangerung. Die Taqg-Polymerase synthetisiert den

Komplementarstrang unter Verbrauch von dNTPs.

Nach jedem Zyklus hat sich die Template DNA verdoppelt, die Menge steigt also
exponentiell zur Basis 2 an.
Nach Durchlauf mehrerer Zyklen steigt die Menge des PCR-Produktes exponentiell

an.

Bei der gRT-PCR handelt es sich um eine Methode zur Ermittlung der
Transkriptionshéaufigkeit bestimmter Gene.

Diese Methode ermdglicht den kontinuierlichen Datengewinn wahrend des PCR-
Prozesses, im Gegensatz zur konventionellen PCR, welche nur die Akkumulation
des Zielgens nach einer fixen Zyklusanzahl detektiert.

Zur  Quantifizierung der PCR-Produkte koénnen entweder spezifische
fluoreszenzmarkierte Sonden oder in die doppelstrdngige DNA interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR- Green verwendet werden. Die Verwendung des
SYBR-Green-Farbstoffes setzt einen hohen Reinheitsgrad der Probe voraus, da
ansonsten mit falsch positiven Ergebnissen zu rechnen ist.

Durch Messung der Fluoreszenz bei einer bestimmten Wellenlange kann das PCR-
Produkt quantifiziert werden, da sich die Zunahme der Fluoreszenz proportional zur
Zunahme des PCR-Produkts verhélt. Die Messung der Fluoreszenz findet jeweils
am Ende der Elongation in jedem Zyklus statt. Aus der Zyklenzahl, bei welcher das
Fluoreszenzsignal einen vorgegebenen Schwellenwert tberschreitet, ergibt sich der
Ct-Wert (“threshold cycle”). Die relative Menge des Gentranskripts ergibt sich aus
dem Quotienten, aus dem Ct- Wert der Probe und dem Ct-Wert eines Referenzgens.
Die gemessene Fluoreszenz wird graphisch als Kurve dargestellt, welche sich in drei

Abschnitte gliedern lasst:
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1. Die Baseline: Beschreibt die ersten Zyklen der PCR. Das Fluoreszenzsignal ist

noch kleiner als das Hintergrundsignal und es sind keine nennenswerten

Anderungen zu beobachten.

2. Die Exponential-Phase: Nach Uberschreiten eines Schwellenwertes zeigt die

Kurve einen exponentiellen Anstieg.

3. Die Plateauphase: Die Reaktionskomponenten sind verbraucht und es finden

keine Reaktionen mehr statt.

Log DNA
A Plateau-
phase
l_l_l

Threshold

Exponential-
phase

kein Template

Baseline

N
7

Zykluszahl

Abb. 4: Phasenschema einer PCR-Amplifikation
In Anlehnung an www.ionchannels.org und das Abi-User-Manual

Durchfiihrung

Zunachst wurde das optimale Primerverhaltnis (Primer-Matrix) ermittelt. Dazu wurden
die Primer auf 5 pmol/ul verdinnt und anschlieend in drei unabhangigen PCR-
Ansatzen im Verhdltnis 1:1, 1:3 und 3:1 (FW:RV) eingesetzt. Als Template wurden
25ng cDNA aus dem Probenpool verwendet. Die Analyse wurde im ABI PRISM 7000
TagMan durchgefihrt. Das jeweils optimale Primerverhaltnis ergab sich schlief3lich
aus dem Verlauf der Amplifikation und der Schmelzkurve, sowie aus der

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
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Primerbedingungen:

Zielgen Programm Temperatur  Primerverhéltnis Zykluszahl
F:R
R HPRT 2 Schritt 60°C 3:1 [ S5pmol/pul 40
R PPARy 2 Schritt 60°C 1:1 [ S5pmol/pul 40
R CD36 2 Schritt 60°C 1:1 [ 5pmol/pl 40
R CTGF 3 Schritt 55°C 1:1 [ 5pmol/pl 35
R MCAD 2 Schritt 60°C 1:1 [ S5pmol/pul 40
R ACO 2 Schritt 65°C 1:1 [ 5pmol/pl 40
PGC 1a 2 Schritt 60°C 1:1 [ul] Spmol/pl 40
COX2 2 Schritt 60°C 1:1 [l Spmol/pul 40

Tabelle 18: Primerbedingungen

Fur die Berechnung der relativen mRNA-Expression lief bei jedem PCR-Lauf
folgende Eichgerade aus den gepoolten Proben im Doppelansatz mit: 25ng, 12,5ng,
6,25ng, 3,125ng, 1,563ng, 0,782ng, 0,391ng. Als Housekeeping-Gen (endogener
Standard) wurde HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) gewéhlt und
mitquantifiziert. Einige Durchlaufe erfolgten auch mit B-Actin zur Uberprifung der
Reproduzierbarkeit des Housekeeping-Gens. Zur Auswertung wurde jedoch
ausschlie3lich HPRT verwendet.

Die Detektion der Eichgerade fur das Housekeeping-Gen wurde mit dem folgenden

Reaktionansatz durchgefihrt:

Master- Mix fur HPRT Eichgeraden Volumen [ul]
SYBR- Green- Mix 12,5
FW-Primer 3
RV-Primer 1

H,O 7,5
Gesamtvolumen 24

Tabelle 19: Master-Mix fur HPRT

Es wurde je 1ul aus dem Probenpool der jeweiligen Konzentration eingesetzt.
Die Quantifizierung der Zielgene erfolgte nach folgendem Ansatz:
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Reaktionsansatz fur die Zielgene Volumen [pl]

SYBR- Green- Mix 12,5
FW-Primer 1
RV-Primer 1
H,O ad 24

Tabelle 20: Reaktionsansatz fur die Zielgene

Die einzusetzende Templatemenge ergab sich aus der Analyse der entsprechenden
Eichgerade. Die Primerverhéltnisse variierten je nach den optimalen Bedingungen
des entsprechenden Primers (s. Materialteil Primerlisten). Alle Proben wurden auf
eine 96-Well-Platte auf Eis pipettiert. Die Auftragung der Proben erfolgte jeweils im
Doppelansatz. Nachfolgend wurde die 96-Well-Platte kurz bei 4°C zentrifugiert.

Die Messungen erfolgten nach dem folgenden PCR- Protokoll:

Schritt Bedingungen

1. Denaturierung 95°C 5min
2. Denaturierung 95°C 15sec
3. Annealing 60°C 1min
4. Elongation 72°C

Tabelle 21: PCR-Protokoll

Nach jedem PCR- Lauf wurde eine Dissoziationskurve ermittelt, indem die
Amplifikate schrittweise von 60°C auf 95°C erhitzt wurden. Dabei kommt es zur
Dissoziation der DNA- Doppelstrange und der Fluoreszenzfarbstoff wird wieder
freigegeben. Der messbare Anstieg bei einer bestimmten Schmelztemperatur eines
Amplifikats ist fur jedes Zielgen unterschiedlich. Die Dissoziationskurve dient der
Uberprifung der Spezifitit der PCR- Reaktion. Die Hohe des Peaks der

Dissoziationskurve gibt Auskunft tGiber die Gré3e des gebildeten Produktes.

3.3.5 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Autobaseline und Auto-Ct-Funktion der ABI
7000- Software, indem durch einen Abgleich der Ct-Werte mit einem Standard Ct-
Wert die relative Menge an DNA des jeweiligen Zielgens ermittelt wurde. Aus den Ct-

Werten der Doppelansatze wurden mit der Exel-Office-Software die Mittelwerte
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berechnet. AnschlielRend folgte die Rickrechnung auf die Menge. Die so ermittelten
Werte fur die einzelnen Proben wurden nun auf die entsprechenden Werte des
Referenzgens bezogen und anschlieRend in den unterschiedlichen Gruppen

miteinander verglichen.

3.4 Immunfluoreszenz

Grundprinzip der Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine lichtmikroskopische Technik. Hierbei nutzt man die
Spezifitat von Antikorpern, um die Verteilung von bestimmten antigenen
Determinanten am histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Bei dieser Technik
bindet, &hnlich wie beim Immunoblot, ein primarer Antikdrper an die nachzuweisende
Struktur. Diese spezifischen mono- oder polyklonalen Antikoérper tragen selbst
antigene  Determinanten, an welche der Fluoreszenzmarker-gekoppelte
Sekundarantikorper bindet. Uber die Fluoreszenzmarker FITC und CY3 lassen sich
die gesuchten Strukturen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen.
Kofarbungen kdnnen mit unterschiedlichen Primarantikorpern und

Fluoreszenzmarkern durchgefuhrt werden.

3.4.1 Anfertigung der Kryoschnitte

Die bereits vorbereiteten Kryo-Gewebebléckchen stammten von der AG Prof. Kreutz
aus der Charité Campus Benjamin Franklin. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden
sie bei -80°C gelagert. Die Anfertigung der Schnitte erfolgte am Kryostaten, bei einer
Schnittdicke von 5um. AnschlieBend wurden die Schnitte auf silanbeschichteten

Objekttragern getrocknet.

3.4.2 Farbung der Kryoschnitte

Zunachst wurden die Kryoschnitte fir ca. 30min bei RT inkubiert, anschlielRend fur
5min in kaltem Aceton fixiert und danach 30min luftgetrocknet. Die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mit Hilfe von 3%igem BSA in PBS-T fir ca.
1h in einer feuchten Kammer. Um das Blockingreagenz und die folgenden Lésungen
auf dem Schnitt zu halten, wurde dieser mit einem Fettstift umrandet. Es folgte die
Inkubation des primaren Antikorpers,

dazu wurden zunachst die AK-Verdinnungen in 1%igem BSA auf Eis angesetzt:
1:50, 1:100 und 1:200. Die Referenz (von-Willebrand-Faktor-AK) wurde auf 1:400
verdunnt, fur die Negativkontrolle wurde nur 1%iges PBS-T verwendet. Die
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Inkubation des primaren Antikorpers erfolgte mit jeweils 200ul AK-Verdinnung far 1h
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.

Anschliel3end wurden die Praparate 3 x 10min mit PBS-T 0,1% BSA gewaschen und
erneut fir 30min in 3%igem BSA PBS-T geblockt. Fir die Inkubation des sekundéren
Antikorpers wurden folgende Verdinnungen angesetzt:

Primarer  Verdinnungs- Loésung Sekundarer  Verdinnungs- Lésung

AK faktor AK faktor

PPARy 1:50/:100/:200 1% BSA FITC anti 1:100 1% BSA
species

VWF 1:400 1% BSA Cy3 1:100 1% BSA

Tabelle 22: Verdiinnung der Antikorper

Fur die Negativkontrolle wurden FITC und Cy3 im Verhaltnis 1:1 und 1:50 gemischt.
Die Verdiinnungen wurden ebenfalls auf Eis angesetzt und die Inkubation erfolgte in
einer feuchten Kammer fur 1h bei RT. Im Anschlufd wurden die Schnitte 3 x 10min
mit 0,1%igem BSA PBS-T gewaschen. Nachfolgend wurden die Schnitte fur 1h mit
Sudan Schwarz Uberschichtet (unspezifische Fluoreszenz) und nach kurzem
Waschen mit DAPI (Verdinnung: 1:20000) fur 1min inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden die Schnitte mit Vecta-Shield Fluo-Eindeckmedium eingedeckt und
mit handelsublichem Nagellack versiegelt. Bis zur Auswertung am Mikroskop wurden
die Praparate bei -20°C im Kihlschrank aufbewahrt.

3.4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse der Proteinexpression und der
Expressionswerte flr die mRNA erfolgte mit der SPSS Software Version 11.5. Die
Auswertung der Proteinexpressionswerte und der mRNA-Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe der Univarianzanalyse und des Anova-Tests mit Korrektur nach Bonferroni. Ein

p-Wert von <0,05 wurde bei der Auswertung als statistisch signifikant bewertet.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren
PPARy und PPARa, sowie die mRNA-Expression von PPARy und einiger
ausgewabhlter Zielgene in einem Modell fur salzsensitive Hypertonie untersucht, um
einen Beitrag zur weiteren Klarung des kardialen Energiestoffwechsels zu leisten.
Untersucht wurde linksventrikulares Myokardgewebe von ménnlichen und weiblichen
Dahl-Ratten nach achtwdchiger Hochsalz- bzw. Normaldiét.

Es wurden vier Gruppen mit je 8 Tieren untersucht, wobei die Gruppen

folgendermal3en aufgeteilt waren:

Geschlecht Stamm Diat NaCl-Gehalt
f Dahl/S Hochsalz-Diat 4,0 %
f Dahl/s Normaldiat 0,1%
m Dahl/s Hochsalz-Diat 4,0 %
m Dahl/s Normaldiat 0,1%

Tabelle 23: Aufteilung der Gruppen

Als Kontrollgruppe fir die Hypertrophie diente die dem jeweiligen Geschlecht
entsprechende Normaldiatgruppe. Die Organentnahme erfolgte bei allen Tieren nach
der 14. Lebenswoche.

Die Untersuchungen der Proteinexpression erfolgte mit dem Western-Blot als
semiquantitative Methode. Die Messungen der mRNA wurden mit Hilfe der gqRT-PCR
durchgeflihrt. Zur ldentifikation der Lokalisation von PPARy im kardialen Gewebe
wurden Kryoschnitte des linken Ventrikels angefertigt und PPARYy in diesen mittels

Immunofluoreszenz sichtbar gemacht.

4.1 Charakterisierung der Tiere

Zunachst wurden die von der AG Prof. Dr. Kreutz freundlicherweise zur Verfiigung
gestellten Daten zu Herzgewicht, Kérpergewicht, Blutdruck und Blutfetten statistisch
ausgewertet. Diese Daten beziehen sich auf ein groRReres Kollektiv, aus welchem
anschlieend fir die weiteren Untersuchungen 8 Tiere je Gruppe zufallig ausgewahlt

wurden.
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4.1.1 Herzhypertrophie in Abhangigkeit des Kochsalzgehaltes der Nahrung

Die Hypertrophieentwicklung unter salzreicher Diat zeigte sich in beiden
Geschlechtern signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche eine Normaldiat
erhielt. Im Vergleich zu den méannlichen Tieren wiesen die weiblichen jedoch einen
signifikant geringeren Anstieg in der Hypertrophie auf.

Das Herzgewicht wurde zur Normierung der Werte auf das jeweilige Korpergewicht
bezogen, Heart Weight/ Body Weight-Quotient (HW/BW). Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit der Univarianzanalyse und dem ANOVA-Test mit
Korrektur nach Bonferroni.

Dargestellt ist der HW/BW-Quotient fur die mannlichen und weiblichen Tiere nach

HS-Diat und die der jeweiligen Kontrollgruppe unter Normal-Diat:
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Abb. 5: Entwicklung der kardialen Hypertrophie unter HS-Diét.

Der HW/BW-Quotient weist signifikante Unterschiede zwischen den HS-Gruppen und der jeweiligen
ND-Kontrollgruppe auf. Zusatzlich zeigt sich ein geringerer Anstieg der Hypertrophieentwicklung bei
den weiblichen Tieren (p<0.05) im Vergleich zu den méannlichen Tieren (p<0.001). Die Ergebnisse
wurden auf 100% normiert.

ND: Normaldiat; HS: Hochsalzdiat. Fur jede untersuchte Gruppe sind die Standardabweichungen
dargestellit.

4.1.2 Korrelation zwischen systolischem Blutdruck und Herzgewicht

Die Analyse des systolischen Blutdruckes und der Herzgewichte weist eine
weitgehende Korrelation der maéannlichen (R=0,723) und der weiblichen Tiere
(R=0,579) auf, sowohl in den Hochsalz- als auch in den Kontrollgruppen. Die
statistische Analyse der Korrelation erfolgte nach Pearsson.

Auffallig ist die groRRere Streuung der Werte der weiblichen Tiere bei

Blutdruckanstieg.
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Abb. 6: Korrelation zwischen Blutdruck und kardialer Hypertophie.

Korrelationsanalyse fur HW/BW und systolischen Blutdruck. Die Korrelation weist nur eine geringe
Differenz zwischen den mannlichen und den weiblichen Tieren (J: R=0,723; Q: R=0,579) auf.
GrolRRere Streuung der Werte der weiblichen Tiere unter Blutdruckanstieg.

Die statistische Analyse erfolgte nach Pearsson.

4.1.3 Blutfette

Die Blutfettwerte wurden von der AG-Prof Kreutz in einem grofReren Kollektiv
gemessen und uns freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

Die statistische Auswertung der Blutfettwerte ergab signifikant hodhere
Triacylglycerid-Werte (TAG) der méannlichen Tiere im Vergleich zu den weiblichen.
Die Unterschiede in der Diét zeigten keine Auswirkungen auf die Blutfettwerte.

4.1.3.1 Auswertung der Triacylglycerid-Werte (TAG)

Die TAG-Blutwerte wurden statistisch mittels der Univarianzanalyse und des
ANOVA-Tests mit Korrektur nach Bonferroni analysiert und in mg/dl angegeben.
Verglichen mit den Werten der weiblichen Tiere wiesen die méannlichen Tiere beider
Gruppen signifikant hohere TAG-Werte auf. Eine diatabh&ngige Regulation war nicht
nachweisbar.
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Abb. 7: Auswertung der TAG-Werte.

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen TAG-Werte in mg/dl fir die jeweilige Gruppe. Die
mannlichen Tiere wiesen, im Vergleich zu den weiblichen signifikant hohere Werte auf.

GruppengrofRe n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte + SD, n=8

4.1.3.2 Auswertung der Gesamt-Cholesterinwerte

Die Gesamt-Cholesterin-Blutwerte wurden statistisch mit der Univarianzanalyse und
dem ANOVA-Test mit Korrektur nach Bonferroni ermittelt und in mg/dl angegeben. In
den Hochsalzgruppen zeigen sich signifikant hohere Werte bei den ménnlichen
Tieren im Vergleich zu den weiblichen. In den Gruppen unter Normaldiat zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 8: Auswertung der Gesamt-Cholesterin-Werte.

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Gesamt-Cholesterin-Werte in mg/dl fur die
jeweilige Gruppe. Die mannlichen Tiere der HS-Gruppe wiesen, im Vergleich zu den weiblichen
HS-Gruppe signifikant hohere Werte auf. Fir jede untersuchte Gruppe sind die 43
Standardabweichungen dargestellt.



4.1.3.3 Auswertung der Low-Density-Lipoprotein-Werte (LDL)

Die LDL-Blutwerte wurden statistisch mittels der Univarianzanalyse und dem
ANOVA-Test mit Korrektur nach Bonferroni analysiert und in mg/dl angegeben. Es
zeigten sich in beiden Gruppen signifikant hohere LDL-Werte bei den méannlichen
Tieren gegenuber den weiblichen Tieren. Eine Diatabhangigkeit der Blutwerte ist

nicht nachzuweisen.
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Abb. 9: Auswertung der LDL-Werte.

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen LDL-Werte in mg/dl fur die jeweilige Gruppe. Die
mannlichen Tiere weisen, im Vergleich zu den weiblichen, signifikant héhere Werte auf.

Fur jede untersuchte Gruppe wurden die Standardabweichungen dargestellt.
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4.1.3.4 Auswertung der High-Density Lipoproteine (HDL)

Die HDL-Blutwerte wurden statistisch mittels der Univarianzanalyse und dem
ANOVA-Test mit Korrektur nach Bonferroni analysiert. Fur die HDL-Blutwerte waren

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar.
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Abb. 10: Auswertung der HDL-Werte.
Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen HDL-Werte fir die jeweilige Gruppe. Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht nachweisbar.



4.2 Peroxisome Proliferator Activated Receptor a (PPARa)

Die Western-Blots wurden fir jede Probe dreimal durchgefuhrt, um technische
Ungenauigkeiten zu minimieren. Die Auftragung der Probe erfolgte fur jeden
Western-Blot im Doppelansatz. Alle Ergebnisse wurden auf (-Aktin als ,house-
keeping“ Gen bezogen.

4.2.1 Diatabhangige Unterschiede der PPARa-Expression auf Proteinebene

Die PPARa-Proteinexpression im Myokardgewebe der Dahl/S-Ratten  zeigte
diatabhangig signifikante Unterschiede. Expressionsunterschiede in Abhangigkeit

vom Geschlecht wurden nicht nachgewiesen.

Exemplarische Darstellung je eines Western Blots fur PPARa und B-Aktin.

HS wNDTF HS ' ND
- -m.—-—. —nb —f— —f— _55
- . ~ - o ——— kDa
—— . o —— D v e | ety ——

Abb. 11: Western-Blot PPARa.

Proteingrof3e 55 kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15ug Protein pro Spur. Entwicklungszeit:15 min.
Alle Proben wurden im Doppelansatz aufgetragen.

Gruppengrof3e n=8. ND: Normaldiét (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl)

Alle Werte wurden auf B-Aktin als Referenz bezogen. (3-Aktin wurde fur jede Probe,
auf jeder Nitrocellulosemembran bestimmt. Bei allen verwendeten Proben zeigte sich

eine 3-Aktin-Expression:

55
HS ND HS ND _kDa
m m f f
. s | — e | e e | — __._40
kDa

Abb. 12: Western-Blot-Analyse der Expression von B-Aktin als Referenz zu PPARa.
ProteingrofRe 43 kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15ug pro Spur. Entwicklungszeit: 10 s. Alle Proben
wurden im Doppelansatz aufgetragen.

GruppengrofRe n=8. ND: Normaldiat (0,1% NacCl); HS: Hochsalz-Diat (4% NacCl)
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Abb. 13: Ergebnisse der Western-Blot-Analyse der PPARa-Expression.

Die PPARa-Proteinexpression zeigte ein signifikant geringeres Niveau in den hypertrophen Herzen.
Geschlechtsunterschiede waren nicht nachweisbar.

Gruppengrofe n=8. ND: Normaldiét (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl); Mittelwerte £ SD, n=8

4.3 Peroxisome Proliferator Activated Receptor y (PPARYy)

Sowohl die Western-Blots als auch die gRT-PCR wurden fur jede Probe dreimal
durchgefiihrt, um technische Ungenauigkeiten zu minimieren. Desweiteren wurden
alle Proben bei jeder Messung im Doppelansatz aufgetragen. Zur weiteren
Berechnung wurde zunéchst der Mittelwert aus den Doppelansatzen der
Einzelmessung gebildet und anschlieBend aus den Mittelwerten der drei

Einzelmessungen der jeweilige Mittelwert gebildet.

4.3.1 Geschlechtsabhangige Unterschiede in der PPARy-Expression auf
Proteinebene

Die Proteinexpression von PPARy im Myokardgewebe zeigte geschlechtsabhangige,
signifikante Unterschiede. Expressionsunterschiede in Abhangigkeit von der
Hypertrophie wurden nicht nachgewiesen.

Alle Proben wurden im Doppelansatz aufgetragen. Auf jeder Nitrocellulosemembran
befand sich zuséatzlich zu den Proben eine Eichgerade aus dem Probenpool.

Dargestellt sind der Western Blot und die Auswertung der Ergebnisse:
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Abb. 14: Western-Blot der PPARy-Expression.

ProteingrofRe 67 kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15ug Protein pro Spur. Entwicklungszeit betrug 20
min. Alle Proben wurden im Doppelansatz aufgetragen.

GruppengrofRe n=8. ND: Normaldiéat (0,1% NacCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl

Alle Werte wurden auf B-Aktin als Referenz als Housekeeping-Gen bezogen. B-Aktin
wurde fir jede Probe, auf jeder Nitrocellulosemembran bestimmt. Bei allen
verwendeten Proben zeigte sich eine gleichbleibende B-Aktin-Expression im

Vergleich zu den entsprechenden PPARy-Werten:
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Abb. 15: Western-Blot der B-Aktin-Expression als Referenz zu PPARYy.

Proteingrof3e 43kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15ug pro Spur. Entwicklungszeit: 10s. Alle Proben
wurden im Doppelansatz aufgetragen.

GruppengroRe n=8. ND: Normaldiét (0,1% NacCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl)
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Abb. 16: Western-Blot-Analyse der PPARy-Expression in Kardiomyozyten mannlicher und
weiblicher Dahl/S-Ratten. Die mannlichen Tiere wiesen in beiden Gruppen eine signifikant héhere
PPARy-Expression auf Proteinebene als die weiblichen auf.

Gruppengrofe n=8. ND: Normaldiét (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl); Mittelwerte £ SD, n=8

4.3.2 Geschlechtsabhdngige Unterschiede der PPARy-Expression auf mRNA-
Ebene

Die PPARYy-Expression auf mRNA-Ebene zeigte eine mit der Proteinexpression
Ubereinstimmende geschlechtsabhangige, didtunabhangige Regulation. Dargestellt
sind die Ergebnisse fir die mMRNA-Expression von PPARYy aus der gqRT-PCR.
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Abb. 17: Geschlechtsabhangige Unterschiede in der PPARy-Expression auf mRNA-Ebene.
Die Expression auf mMRNA-Ebene zeigte fir PPARYy einen geschlechtsabhangigen Unterschied.
GruppengrofRe n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte + SD, n=8.
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4.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von PPARy im Myokard

Zur Lokalisation von PPARy im Myokard der untersuchten Ratten wurden zunachst
Paraffinschnitte (Dicke: 5um) aus dem linken Ventrikel angefertigt und mit PPARYy-
Antikdrpern hybridisiert. Die Ergebnisse aus den Paraffinschnitten lieferten keine
Ergebnisse, da keine lokalisierbare Anlagerung des Antikorpers stattfand. Daher
wurden ebenfalls aus linksventrikularem Gewebe anschlieRend Kryoschnitte
angefertigt und mit dem PPARYy-Antikorper hybridisiert.

Die PPARy-Expression konnte bei beiden Geschlechtern und unter beiden

Diatformen sowohl in den Kardiomyozyten, in den Endothelzellen als auch in den

VSMCs mikroskopisch nachgewiesen werden. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI.

Abb. 18: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der PPARYy -Expression

Kryoschnitte des linksventrikularen Myokards von mannlichen (A) und weiblichen (B) Dahl/S-Ratten
unter Hochsalz-Diat (HS: 4 % NaCl) und ménnlichen (C) und weiblichen (D) Dahl/S-Ratten unter
Normaldiat (ND: 0,1 % NaCl). Die PPARy-Expression zeigte sich in den Kardiomyozyten, den VSMCs
und den Endothelzellen in allen Gruppen.

Legende: griin: PPARYy; rot: Kern. Vergréf3erung: 40X.
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4.4 Ausgewahlte Zielgene des kardialen Energiestoffwechsels

Die verwendete RNA wurde aus dem linkventrikularen Myokard der untersuchten
Dahl/S-Ratten gewonnen und mittels Reverser Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Jede Probe wurde im Doppelansatz aufgetragen. Die Messung aller
Proben wurde insgesamt dreimal wiederholt und anschlieRend der Mittelwert aus den
Einzelmessungen gebildet, um technische Ungenauigkeiten zu minimieren. Als
,House-keeping“-Gen wurde HPRT gewahlt, auf welches die Werte der untersuchten

Gene bezogen wurden.

Amplifikationskurven
Im Folgenden sind exemplarisch die Amplifikationskurven der Standartkurven des
,House-keeping“-Gens HPRT und von CD36 dargestellt.

Delta Rn vs Cycle

Delta Rn

Cycle Number

Abb. 19: Amplifikationskurven HPRT. Dargestellt sind die Amplifikationskurven der Standardwerte
fur den cDNA Probenpool mit dem HPRT Primerpaar. Der griine horizontale Balken stellt den
Schwellenwert dar, bei dem die ,Auto-CT-Funktion® der Abi 7000-Software die Werte der einzelnen
Proben berechnet hat.
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Abb. 20: Amplifikationskurven CD36. Dargestellt sind die Amplifikationskurven der Standardwerte
fur den cDNA Probenpool mit dem CD36 Primerpaar. Der grune horizontale Balken stellt den
Schwellenwert dar, bei dem die ,Auto-CT-Funktion“ der Abi 7000-Software die Werte der einzelnen
Proben berechnet hat.

Dissoziationskurven
Die Bestimmung der Dissoziationskurven im Anschluss an eine gRT-PCR dienen der
Spezifitatskontrolle der Primer, wie auch der internen Kontrolle.

Im Folgenden sind exemplarisch die Amplifikations- und Dissoziationskurven der
PCR-Produkte fur HPRT und CD36 dargestellt.

Dissociation Curve

Derivative

L

Temperature (C)

Abb. 21: Dissoziationskurve der Standardwerte fur HPRT.
Dargestellt sind die Schmelzkurven der PCR-Produkte aus der Standardreihe. Die Spitze der Kurve
markiert die genspezifische Schmelztemperatur.
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Abb. 22: Dissoziationskurve der Standardwerte fir CD36.
Dargestellt sind die Schmelzkurven der PCR-Produkte aus der Standardreihe. Die Spitze der Kurve
markiert die genspezifische Schmelztemperatur.

4.4.1 mRNA-Expression der Acyl-CoA-Oxidase (ACO)

Zur Einschatzung der Beeinflussung des peroxisomalen Lipidstoffwechsels durch die
HS-Diat wurde die mRNA-Expression der Acyl-CoA-Oxidase (ACO) mit Hilfe der
gRT-PCR untersucht.

Bei der Analyse der Ergebnisse zeigte sich eine geschlechtsabhdngige aber
diatunabhangige mRNA-Expression. Auch hier wiesen die méannlichen Tiere beider

Gruppen im Vergleich zu den weiblichen signifikant hthere Werte auf.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der gqRT-PCR.
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Abb. 23: Expression der ACO auf mRNA-Ebene.

Es zeigte sich eine signifikant hohere Expression der ACO-mRNA in den mannlichen Tieren im
Vergleich zu den weiblichen.

Gruppengrof3e n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte + SD, n=8.
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4.4.2 mRNA-Expression der Medium-Chain-Acyl-Dehydrogenase (MCAD)

Um den Einfluss der HS-Diat auf den mitochondrialen Fettsaurestoffwechsel in den
salzsensitiven Dahl-Ratten zu ermitteln, wurde die mRNA-Expression der MCAD
ebenfalls mittels der gRT-PCR bestimmt.

Die Untersuchung der MCAD ergab eine diatunabhhangige Regulation auf mRNA-
Ebene. Hierbei wiesen die mannlichen Tiere beider Diatgruppen im Vergleich zu den
weiblichen eine signifikant geringere Expression der MCAD auf.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der gRT-PCR.
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Abb. 24: Expression der MCAD auf mRNA-Ebene.

Die mannlichen Tiere zeigen im Vergleich zu den weiblichen eine signifikant geringere MCAD-
Expression auf mMRNA- Ebene.

Gruppengrofe n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl); Mittelwerte + SD, n=8.
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4.4.3 mRNA-Expression des Cluster of Differentiation 36 (CD36)

Die mRNA-Expression von CD36 wurde als weiteres, in den Energiestoffwechsel der
Herzmuskelzelle involviertes Zielgen von PPARy bestimmt.
Die CD36- Expression auf mRNA-Ebene im Myokard der verwendeten Dahl/S-Ratten

liel3 keine Regulation erkennen.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der gRT-PCR.
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Abb. 25: Expression des CD36 auf mRNA-Ebene. Die CD36-mRNA-Expression wies keine
signifikanten Unterschiede auf.
Gruppengrof3e n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl); Mittelwerte + SD, n=8
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4.4.4 mRNA-Expression von PGC1a auf mRNA-Ebene
Die mRNA-Expression des PPARy-Kofaktors PGC1a wurde mittels der qRT-PCR

bestimmt.

Die PGC1a-Expression zeigte in den ND-Gruppen bei den mannlichen Tieren
signifikant hohere Werte als bei den weiblichen. Tendentiell zeigte sich in den HS-
Gruppen eine entsprechende Regulation, welche sich jedoch statistisch als nicht

signifikant erwies.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der qRT-PCR.
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Abb. 26: Expression des PGC1a auf mRNA-Ebene.

Die Expression auf mRNA-Ebene wies fir PGC1a in den ND-Gruppen eine signifikant hdhere
Expression bei den mannlichen im Vergleich zu den weiblichen Tieren auf. Der geschlechtsabhangige
Unterschied in den HS-Gruppen erwies sich statistisch als nicht signifikant.

Gruppengrofe n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl); Mittelwerte + SD, n=8.
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4.5 Expression der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 auf
Proteinebene

Um Veranderungen bzw. Unterschiede des Glukosestoffwechsels in den
untersuchten Dahl/S-Ratten zu ermitteln, wurden mittels des Western-Blot-
Verfahrens die Proteinexpressionen der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4

ermittelt.
In den untersuchten Gruppen wurde keine Regulation des Glukosetransporters

GLUT1 festgestellt.

Dargestellt sind die Ergebnisse GLUT1-Expression auf Proteinebene.
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Abb. 27: Ergebnisse der Western-Blot-Analyse der GLUT1-Expression.

Die GLUT1-Proteinexpression zeigte keine signifikanten Veréanderungen des Nieveaus in den
untersuchten Tieren.

Gruppengrof3e n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte + SD, n=8
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Dargestellt sind die Ergebnisse GLUT4-Expression auf Proteinebene.
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Abb. 28: Ergebnisse der Western-Blot-Analyse der GLUT4-Expression.

Die GLUT4-Proteinexpression zeigte eine signifikant geringere Expression in den hypertrophen
Herzen. Geschlechtsunterschiede waren nicht nachweisbar.

Gruppengrof3e n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NacCl); Mittelwerte £ SD, n=8

Die GLUT4-Expression zeigte in Abhangigkeit von der Diat eine verminderte mRNA-

Expression in beiden Geschlechtern.



4.6 mRNA-Expression der Cyclooxigenase 2 (COX2) als Zielgen der
Inflammation

Die Bestimmung der COX2-Expression der mRNA im Myokard der verwendeten

Dahl/S-Ratten erfolgte ebenfalls mittels der qRT-PCR. Hierbei zeigten die Tiere unter

HS-Diat eine tendentiell diatabhangige Regulation im Vergleich zu den jeweiligen

ND-Gruppen. Da die Messung nur einmal durchgefuihrt wurde erfolgte keine

statistische analyse und die Werte kdnnen nur als Tendenzen angesehen werden.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der gqRT-PCR.
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Abb. 29: Expression der COX2 auf mMRNA-Ebene.

In den Hochsalgruppen (HS) zeigt sich tendentiell eine hthere Expression der COX2 im Vergleich zu
den jeweiligen ND-Gruppen. Da die Messung nur einmal durchgefuhrt wurde kénnen die Werte nur als
Tendenzen angesehen werden.

GruppengrofRe n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte + SD, n=8
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4.7 Myokardiale Firbrose unter Hochsalz-Diat

4.7.1 mRNA-Expression des Connective tissue growth factor (CTGF)

Als fibroseregulierender Faktor wurde die mRNA-Expression des Connective tissue
growth factor (CTGF) ebenfalls mittels der gRT-PCR bestimmt.

Die CTGF-Expression auf mRNA-Ebene im Myokard der verwendeten Dahl/S-Ratten
liel3 keine signifikante Regulation erkennen. Tendentiell lasst sich jedoch ein Anstieg
der CTGF-Expression unter HS-Diat erkennen, welcher aufgrund der grof3en
Streuung in den Hochsalz-Gruppen nicht signifikant ist.

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der qRT-PCR.
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Abb. 30: CTGF-Expression auf mRNA-Ebene.

Die CTGF-mRNA-Expression wies keine signifikanten Unterschiede in der Expression auf, wobei
tendentiell ein Anstieg in den Hochsalzgruppen beiderlei Geschlechts zu erkennen ist.
Gruppengrof3e n=8. ND: Normaldiat (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte + SD, n=8
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4.7.2 Fibrosefarbung mit Sirius Red und CAB (Chromotrop Anilinblau)

Fur die Fibrosefarbung mit Sirius Red wurden Kryoschnitte des linken Ventrikels der
Dahl/S-Ratten verwendet, dargestellt wird je ein reprasentativer Gewebeschnitt der
mannlichen und der weiblichen Tiere unter Hochsalz- und Normaldiat.

In beiden Geschlechtern imponiert in der Sirius-Red-Farbung eine vermehrte
perivaskulare Fibrose unter HS-Diat. Zudem imponiert in den Hochsalzgruppen eine
ausgepragtere perivaskulare Fibrose bei den mannlichen Tieren im Vergleich zu den
weiblichen.

oy #7300 i 200 im

Abb. 31: Mikroskopische Aufnahmen der Fibrosefarbung mit Sirius-Red.
Kryoschnitte des linksventrikularen Myokards von mannlichen (A) und weiblichen (B) Dahl/S-Ratten
nach Hochsalz-Diat und von mannlichen (C) und weiblichen (D) Ratten unter Normaldiat.
Insbesondere unter Hochsalz-Diat zeigten die mannlichen Tiere eine tendentiell starker ausgepragte
perivaskuléare Fibrose. Die interstitielle Fibrose imponiert nahezu identisch.

Legende: Fibrose: rot; Herzmuskulatur: gelb. Vergrof3erung: 10x
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Zur Verdeutlichung der Ergebnisse wurde als zweites Verfahren die Darstellung der
Fibrose mittels CAB-Farbung mit Anilin-Blau gewahlt. Hier wurden ebenfalls
Kryoschnitte des linken Ventrikels der Dahl-Ratten aus allen vier
Untersuchungsgruppen verwendet.

In der CAB-Farbung lasst sich ebenfalls die tendentiell starker ausgepréagte
perivaskulare Fibrose in den Gewebeschnitten der mannlichen Tiere der Hochsalz-

Gruppe im Vergleich zu den weiblichen Tieren erkennen.

Abb. 32: Mikroskopische Aufnahmen der Fibrosefarbung mit CAB.
Ménnliche (a) und weibliche (b) Dahl-HS-Ratten unter Hochsalz-Didt sowie mannliche (c) und
weibliche (d) Tiere unter Normaldiat. Insbesondere unter Hochsalz-Diat zeigten die ménnlichen Tiere
eine tendentiell starker ausgeprégte perivaskulare Fibrose. Die interstitielle Fibrose wies keine
Unterschiede in der Auspréagung zwischen den Geschlechtern oder den Diatgruppen auf.

Legende: Fibrozyten: blau; Kardiomyozyten: rot. VergréRerung: Male/Female ND: 40x; Male/Female
HD: 20x.
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5 Diskussion

5.1 Herzhypertrophie und Hochsalz-Diat

Die in Abschnitt 3.1.1 dargelegte Analyse der Herzgewichte ergab eine deutliche
Gewichtszunahme der Tiere unter HS-Diat im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieser
Zusammenhang ist bekannt und wurde u.a. von Rapp et al.? und Inoko et al.*®
beschrieben. In der vorliegenden Studie erhielten die Tiere eine 4%ige NaCl-Diat.
Haufiger werden Diaten mit 8%-NaCl-Gehalt verwendet, um einen schnelleren
Blutdruckanstieg, eine rasch progrediente Herzinsuffizienz sowie massive
Endorganschaden hervorzurufen'?®. Die 4%ige NaCl-Diat ermoglicht jedoch durch
den langsameren Anstieg des Blutdrucks und die sich ebenfalls langsamer
entwickelnden Endorganschaden eine langere Uberlebenszeit der Tiere und damit
eine genauere Evaluation der Anpassungsvorgange des Energiestoffwechsels.
Aufgrund der Analyse der Herzgewichte kann davon ausgegangen werden, dass in
der vorliegenden Arbeit auch unter der 4%-NaCl-Diat bereits eine kardiale
Hypertrophie bei den Tieren der Hochsalzgruppen zum Zeitpunkt der
Organentnahme vorlag. Zudem konnten auf Proteinexpressionsebene entprechende
Umstellungen des kardialen Stoffwechsels beobachtet werden (siehe 5.3 und 5.8).
Aus der Literatur ist bekannt, dass die salzsensitiven Dahl-Ratten auch unter

salzarmer Diat eine Hypertonie entwickeln'?,

Allerdings ist die Hypertonie
altersabhangig und bei drei Monate alten Tieren liegt der mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) bei 119 mmHg'*, was in diesem Modell als normotensiv gilt?*. In der
vorliegenden Arbeit kdnnen die Normaldiat-Gruppen als Kontrollgruppen verwendet
werden, da zum Zeitpunkt der Organentnahme weder eine linksventrikulare
Hypertrophie noch ein erhdhter Blutdruck vorlagen.

Die hohere Streuung der Herzgewichte der weiblichen Tiere unter HS-Diat wird v.a.
durch zwei Ausreisser hervorgerufen und ist somit nicht abschlielend auswertbar.
Die Analyse der Herzgewichte bezogen auf das Korpergewicht zeigte in den
mannlichen Tieren unter HS-Diat einen signifikant stdrkeren Anstieg als in den
weiblichen. Der Vergleich der Herzgewichte zeigte hingegen keinen signifikanten
Unterschied, was an einer noch malfigen Auspréagung der Hypertrophie zum
Zeitpunkt der Organentnahme liegen konnte. In einem Maus-Modell konnte 2
Wochen nach TAC zunadchst in beiden Geschlechtern eine vergleichbare

linksventrikulare Hypertrophie nachgewiesen werden, welche erst nach 6 Wochen
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eine signifikant starkere Ausbildung in den ménnlichen Tieren aufwies'?.

In weiblichen Spontan-Hypertensiven-Ratten (SHR) konnte die geschlechtsabhangig
unterschiedliche Hypertrophieentwicklung auf eine d@strogenvermittelte verminderte
arterielle Reaktivitdt auf vasoaktive Substanzen (z.B. H,0,) und die damit
vergesellschaftete  Reduktion  der  oxidantieninduzierten  Vasokonstriktion

zuriickgefiihrt werden'®.

5.2 Analyse der Blutfette

Die statistische Analyse der Blutfette zeigte signifikant hohere TAG-Werte in den
mannlichen Tieren verglichen mit den weiblichen. Eine diatabhangige Regulation
wurde nicht nachgewiesen.

Verglichen mit dem Wildtyp (Spargue-Dawley-Ratten) haben die salzsensitiven
Dahl/S-Ratten wesentlich hdhere Triacylglycerid-Plasmaspiegel. Als ursachlich
hierfir wird ein Anstieg in der Triacylglycerid-Sekretion vermutet, dem eine geringere
Kapazitast zum Abbau gegeniiber steht®®. Hypertriglyceridamie gilt als ein
unabhangiger Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen?.

Fur mannliche Dahl/S-Ratten sind erhéhte TAG-Werte im Vergleich zu anderen
Rattenstammen bekannt®. Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Geschlechterunterschied wurden von Wendt et al. Fir die untersuchten Ratten
bestatigt'®.

Auch die Auswertung des Serumcholesterins zeigte geschlechtsabhangige
Ergebnisse. Hier wiesen die mannlichen Tiere unter HS-Diat signifikant héhere Werte
als die weiblichen Tiere unter HS-Diat auf. Die ND-Gruppen zeigten tendenziell
entsprechende Ergebnisse, welche jedoch keine Signifikanz aufwiesen.
Entsprechende geschlechtsabhéngige Unterschiede wurden von Wendt et al. fir den
untersuchten Rattenstamm bestatigt'°.

Die LDL-Werte wiesen entsprechende geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Die
LDL-Konzentration im Plasma der weiblichen Tiere war signifikant geringer als in
dem der mannlichen. Dies ist fir andere Modelle, beispielsweise fir die Spontan-
hypertensive-Ratte (SHR), bekannt und ist mutmaRlich als Ostrogen-Effekt zu
werten'?®, Eine diatabhéngige Regulation der LDL-Plasmaspiegel wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht beobachtet und dies stitzt die aus der Literatur bereits
bekannte These, dass die geringere LDL-Konzentration weiblicher Individuen an den

geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Blutdruckentwicklung nicht beteiligt
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ist123, 126

Die Auswertung der HDL-Werte wies keine Regulation in den untersuchten Gruppen
auf. In einer Studie konnten Channa et al. einen Anstieg der HDL-Werte unter HS-
Diat in der salzsensitiven Dahl-Ratte zeigen, wobei der prozentuale NaCl- Anteil der
HS-Diat in besagter Studie, bei jeweils 8-wochiger Diat, mit etwa 6% hoher lag als in

der vorliegenden Arbeit*.

5.3 Myokardiale Expression des Transkriptionsfaktors PPARa

Auf Proteinebene konnte eine signifikante Verminderung der PPARa-Expression in
den Gewebeproben der Tiere unter HS-Diat nachgewiesen werden. Dies zeigte sich
in beiden Geschlechtern. Ein Unterschied in der Proteinexpression zwischen
mannlichen und weiblichen Tieren konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.

Die Analyse der PPARa-Expression wurde nur auf Proteinebene durchgefihrt, da
sich die Ergebnisse aus der Western-Blot-Analyse mit denen bereits durchgefihrter
Studien decken’. Im Mausmodell konnte nach TAC eine signifikant geringere
PPARa-Genexpression nachgewiesen werden’®.

Die PPARa-regulierte Umstellung des bevorzugten Energiesubstrates von Fett zu
Glukose wird als notwendige Veranderung zur Aufrechterhaltung der kardialen
Leistungsfahigkeit im Rahmen einer fortschreitenden Hypertrophie gewertet>’. In
kardialem Gewebe von Spargue-Dawly-Ratten wurde, nach Aortenkonstriktion und
konsekutiver Hypertrophieentwicklung, entsprechend eine regrediente PPARa-
Expression auf mRNA-Ebene beobachtet®”. Weiterhin konnte bereits in anderen
Studien nachgewiesen werden, dass bei Menschen mit linksventrikularer
Hypertrophie in Folge einer hypertensiven Erkrankung die PPARa-Expression auf
Proteinebene signifikant herabreguliert wird?’. Die Verringerung der kardialen
Expression von PPARa wird als essentiell fur die Umstellung des kardialen
Energiestoffwechsels in der hypertoniebedingten Herzhypertrophie betrachtet®’.
Obgleich die verminderte Expression von PPARa auf Proteinebene bei beiden
Geschlechtern gleich verlauft, zeigten die weiblichen Tiere in der vorliegenden Arbeit
offenbar eine geringere gesundheitliche Beeintrachtigung (personliche Mitteilung
durch AG Prof. Kreutz), welche sich auch in dem Anstieg der Herzgewichte und der
Analyse der Serumcholesterinwerte wiederspiegelte. Studien mit PPARa-knock-out-
Mausen zeigten in diesem Zusammenhang eine intrazellulare Akkumulation von

Fetten in Herz und Leber sowie eine Hypoglykamie. Hierbei waren die Zeichen bei
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den mannlichen Tieren wesentlich ausgepragter, was zu einer Letalitdt von 100%
fuhrte. Die Krankheitszeichen bei den weiblichen Tieren zeigten eine wesentlich
geringere Auspragung, hier betrug die Letalitdt nur 25%. Unter Behandlung mit (3-
Estradiol konnte die Letalitat bei den mannlichen Tieren deutlich gesenkt werden?,
Eine vollstandig fehlende PPARa-Expression verursacht geschlechtsabhangig
demnach deutlich unterschiedliche Folgezustande. Als Erklarung hierfir wird ein
ostrogenabhangiger Mechanismus diskutiert®: 122,

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die bereits aus anderen
Modellen bekannte Verminderung der PPARa-Expression bei kardialer Hypertrophie
auch in dem verwendeten Modell fur salzsensitive Hypertonie mit konsekutiver

linksventrikularer Hypertrophie stattfindet.

5.4 Myokardiale Expression des Transkriptionsfaktors PPARy

Die vorliegende Arbeit untersuchte die myokardiale PPARy-Expression mit dem Ziel,
diese hinsichtlich  hypertrophieabhangiger und/oder geschlechtsspezifischer
Unterschiede zu analysieren. Auf Protein- und mRNA-Ebene konnte eine signifikant
héhere PPARy-Expression in den Gewebeproben der mannlichen Tiere unter HS-
und ND-Diat nachgewiesen werden. Eine hypertrophieabhdngige Expression wurde
nicht nachgewiesen.

Der  Transkriptionsfaktor PPARy wird als wichtiger Regulator des
Energiestoffwechsels v.a. im Fettgewebe beschrieben. Hier reguliert er die
Glukoseaufnahme und aktiviert die Triglyceridsynthese/-speicherung und beeinflusst
somit den kardialen Energiestoffwechsel durch regulatorische Prozesse im
extrakardialen Gewebe*’. Von den PPAR-Isoformen wird PPARy im Myokard am
geringsten exprimiert und seine Bedeutung fir den kardialen Energiestoffwechsel
wird diskutiert*®. Die fehlende didtabhangige Verdnderung der PPARy-Expression in
der vorliegenden Arbeit spricht flir eine fehlende Beteiligung des PPARy an der
hypertrophieassoziierten Stoffwechselumstellung im hypertrophen Myokard. Zudem
besteht die Mdglichkeit, dass eine Anpassung der myokardialen PPARy-Expression
erst zu einem spéteren Zeitpunkt der linksventrikularen Hypertrophieentwicklung
eintritt, z.B. im Stadium der Dekompensation. Vorangegangene Arbeiten verweisen
auf eine positive Beeinflussung der kardialen Hypertrophie durch die Aktivierung von
PPARy*" ®. Obwohl die myokardiale Expression von PPARy in den meisten

Modellen als vergleichsweise gering einzustufen ist, wurde in verschiedenen Studien
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auf eine essentielle Bedeutung fiir den kardialen Stoffwechsel hingewiesen®’. In
Untersuchungen an kardiomyozytspezifischen PPARy-knock-out-Mausen zeigte sich
beispielsweise eine rasch progrediente kardiale Hypertrophie, welche sich sowohl mit
als auch ohne Vorliegen eines exogenen Risikofaktors entwickelte. Aufgrund dieser
Ergebnisse wird PPARy im Herzen u.a. eine hypertrophieinhibierende Wirkung
zugeschrieben, welche vermutlich tiber eine Hemmung von NF-kB vermittelt wird**®.

Aus der Literatur ist bekannt, dass mannliche salzsensitive Dahl/S-Ratten, im
Vergleich zu mannlichen salzresistenten Dahl/R-Ratten, eine signifikant geringere
PPARy-Expression aufweisen'®. Dieser Umstand kénnte auf einen Zusammenhang
der verringerten PPARy-Expression und der Salzsensitivitat sowie der damit
einhergehenden Problematik der Dahl/S-Ratten hinweisen. Es sind verschiedene
Zusammenhange bekannt, die flr eine essentielle Beziehung zwischen der
verminderten PPARy-Expression der Dahl/S-Ratten und den weiteren
Stoffwechselstérungen in diesem Modell sprechen: So weisen Dahl/S-Ratten
zusatzlich zu der salzsensitiven Hypertonie und den daraus resultierenden
Endorganschaden weitere Stoffwechselbesonderheiten  wie Hypertonie,
Dyslipidamie, Hyperinsulinamie und Insulinresistenz auf*’*°. Wie bereits einleitend
erwahnt, spielt PPARy in jedem der genannten Stoffwechselwege eine wichtige
Rolle. Aufgrund dieser bekannten positiven Auswirkungen einer PPARy-Aktivierung

auf das kardiale System*”

wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst eine erhéhte
PPARy-Expression/-Aktivierung in den weiblichen Tieren erwartet, da diese im
Vergleich zu den mannlichen Tieren einen gunstigeren Verlauf hinsichtlich der
kardialen Hypertrophie, der Hypertonie und der Blutfette aufwiesen. Entgegen dieser
Erwartungen zeigten die Ergebnisse einen signifikanten, geschlechtsspezifischen
Unterschied der PPAR-Expression sowohl auf Protein- auch auf mRNA-Ebene
zugunsten der mannlichen Tiere.

Im extrakardialen Gewebe aktiviert PPARYy die Triglyceridsynthese/-speicherung und
ist somit ein Regulator der Lipidhomoostase*’. Erganzend wird vermutet, dass
PPARy ein Mediator der physiologischen Antwort auf eine erhodhte Lipidbelastung

darstellt**°

wie sie im Blut der untersuchten mannlichen Tiere vorlag.

Im Aortenklappengewebe von Schweinen mit Hypercholesterindmie konnte eine
erhohte Expression von PPARy nachgewiesen werden, welche hier als reaktiver
Prozess mit protektivem Effekt hinsichtlich einer Aortensklerose gewertet wurde™*. In

Kardiomyozyten von Charles-River-Ratten wurde infolge der verstarkten Exposition
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mit Fettsduren eine Aktivierung der PPARs erreicht und sowohl eine erhohte
Fettsaureoxidation als auch eine Verminderung der Hypertrophie gezeigt'®?. Folglich
konnte die erhohte PPARy-Expression/Aktivierung in den Herzen der méannlichen
Tiere einem, mdglicherweise insuffizienten, kompensatorischen Effekt infolge der
erhohten Blutfettwerte entsprechen.

Gegenstand weiterer Studien sind die Auswirkungen der ligandengesteuerten
Aktivierung von PPARYy durch exogene Agonisten, meist TZDs. Der Therapie mit
TZDs wird nicht nur eine deutliche Verbesserung der Insulinresistenz*?, sondern
auch eine positive direkte Wirkung auf das Myokard zugeschrieben®.

Auf geschlechtsabhéngige Unterschiede in der Wirkung der TZDs wurde in anderen
Untersuchungen hingewiesen™®*. Die vorliegenden Ergebnisse konnten auf eine
unterschiedliche kardiale Wirkung der TZDs hinweisen und einen Ausgangspunkt fur
weitere Studien darstellen. Allgemein betrachtet konnte der beobachtete
Geschlechtsunterschied in der kardialen Expression von PPARy eine Anregung zur
Entwicklung einer geschlechtsspezifisch optimierten Therapie des Metabolischen
Syndroms bieten, da die Stoffwechselstorungen der gewahlten Versuchstiere in
Teilen denen des Metabolischen Syndroms entsprechen*, welches beim Menschen
deutliche Bezuige zur Aktivitat von PPARy aufweist.

Die Analyse der Herzgewichte in der voliegenden Arbeit zeigte einen starkeren
Anstieg der kardialen Hypertrophie bei den mannlichen Tieren im Vergleich zu den
weiblichen, so dass die vermehrte PPARYy-Expression/-aktivierung offenbar keinen
suffizienten protektiven Effekt zeigt. Von einem Zusammenhang zwischen der
PPARYy-Expression/-Aktivierung und der Hypertrophieentwicklung kann bei fehlender
Beeinflussung der PPARYy-Expression unter HS-Diat nicht ausgegangen werden und
die Ergebnisse miuissen hier als diat-/hypertrophieunabhangige Effekte betrachtet
werden.

Die bessere klinische Situation der weiblichen Tiere konnte fir eine
ostrogenbeeinflusste Regulation des kardialen Energiestoffwechsels in den
weiblichen Tieren sprechen. So konnte in einer Arbeit Uber salzinduzierte kardiale
Hypertrophie ein protektiver Ostrogeneffekt hinsichtlich der Entwicklung einer
kardialen Hypertrophie, welcher u.a. Gber eine Beeinflussung des Renin-Angiotensin-
Systems vermittelt wird, beobachtet werde®®*. Auch andere Arbeiten weisen auf eine
geschlechtsabhéngige Regulation des kardialen Energiestoffwechsels hin, so wurde

in einem Mausmodell nach Aortenkonstriktion (TAC) gezeigt, dass sowohl das
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weibliche Geschlecht als auch der Ostrogenrezeptor-B zu einer verlangsamten
Entwicklung der Herzinsuffizienz fihren. Zudem konnte dem weiblichen Geschlecht
ein protektiver Effekt beziglich der Entwicklung einer linksventrikularen Dilatation

und Hypertrophie zugeordnet werden'?* *?

. Mehrere Studien zeigen auch eine
Beeinflussung verschiedener Signalkaskaden durch geschlechtsspezifische
Hormone, so konnte auch den PPARs und deren Kofaktor PGC-1a eine

Beeinflussung durch das Sexualhormon Ostrogen nachgewiesen werden?®® 136137,

5.5 Auswabhl der Zielgene des Fettstoffwechsels

Der Energiebedarf des gesunden, adulten Herzens wird zu ca. 65% aus Fettsauren,
zu ca. 30% aus Glukose und zu ca. 5% aus Laktat gedeckt. Im hypertrophen
Herzmuskel hingegen erfolgt ein Wechsel des bevorzugten Substrates von
Fettsauren zu Glukose'®. Zzur Uberpriifung dieses Substratwechsels in den
untersuchten Kardiomyozyten wurden die Acyl-CoA-Oxidase, die Medium-Chain-
Acyl-Dehydrogenase, CD36 und der PPAR-Koaktivator PGC1a ausgewahlt. Hier
wurde entsprechend der beobachteten PPARa-Regulation auf Proteinebene eine
verminderte Expression der untersuchten Zielgene auf mRNA-Ebene in den
hypertrophierten Rattenherzen erwartet. Da ebenfalls eine Regulation der genannten
Zielgene Uber PPARYy bekannt ist, sollten diese zusatzlich auf geschlechtsabhangige
Unterschiede Uberprift werden, wie sie in der PPARy-Expression auf Proteinebene

beobachtet wurden.

5.5.1 Acyl-CoA-Oxidase (ACO)

Der erste geschwindigkeitsbestimmende Schritt der peroxisomalen B-Oxidation wird
durch die Acyl-CoA-Oxidase (ACO), einem FAD-abhangigem Flavoprotein,
katalysiert. Hierbei werden langkettige Fettsdure-Acyl-CoA-Substrate zu trans-Enoyl-
CoA oxidiert. Die ACO kommt in drei verschiedenen Isoformen vor, welche durch
alternatives Splicing des entsprechenden Gens entstehen’.

Die Analyse der Ergebnisse zeigte eine geschlechtsabhangige aber diat- bzw.
blutdruckunabhéngige Regulation der mRNA-Expression. Auch hier wiesen die
mannlichen Tiere beider Gruppen im Vergleich zu den weiblichen signifikant hohere
Werte auf. Im Gegensatz hierzu wurde in einem Maus-Modell nach TAC eine
hypertrophieabhangig geringere Expression der ACO und weiterer mitochondrialer

Gene in den mannlichen Tieren beobachtet*??. In den transgenen Mausen der bereits
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oben angefiihrten Arbeit tGber die kardiale PPARy-Uberexpression zeigte sich eine
verstarkte ACO-Expression gegenuber den Tieren der Kontrollgruppe, was fir eine
Beeinflussung der ACO durch PPARYy spricht™*°, welche auch in der vorliegenden
Arbeit fir den nachgewiesenen, die PPARy-Expression parallelisierenden,
Expressionsunterschied verantwortlich sein konnte.

Wie bereits einleitend angeflhrt, ist aus der Literatur sowohl eine Regulation der

ACO iiber PPARa als auch eine PPARa-unabhéngige Regulation bekannt”"#,

5.5.2 Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase (MCAD)

Die MCAD katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
mitochondrialen B-Oxidation von mittellangkettigen Fettsauren. Um den Einfluss der
PPARYy-Aktivitat auf den mitochondrialen Fettsaurestoffwechsel in den salzsensitiven
Dahl-Ratten zu ermitteln, wurde die mRNA-Expression der MCAD ebenfalls mittels
der gRT-PCR bestimmit.

In der vorliegenden Arbeit wiesen die mannlichen Tiere beider Diatgruppen, im
Vergleich zu den weiblichen, eine signifikant geringere Expression der MCAD auf.
Diese Ergebnisse verhalten sich gegensatzlich zur PPARy-Expression und geben
einen Hinweis auf grundsatzliche, geschlechtsspezifische Unterschiede der
myokardialen MCAD-Aktivitdt. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde die
MCAD im Herzmuskel bisher v.a. als von PPARa beeinflusstes Gen beschrieben. In
einem Tiermodell fur Druckbelastung des linken Ventrikels in der Maus
(Aortenkonstriktion) zeigte die MCAD eine PPARa-abhangige Regulation’®. Auch
Spargue-Dawly-Ratten mit erhohter Kkardialer Druckbelastung aufgrund einer
Aortenkonstriktion wiesen eine PPARa entsprechende Regulation auf’’. Diese
Ergebnisse sind mit der Umstellung des bevorzugten Engergiesubstrates von Fett
auf Glukose im Rahmen der kardialen Hypertrophieentwicklung vereinbar. So wurde
entsprechend der Literaturrecherche zumindest eine tendenzielle Verminderung der
MCAD-Expression in den Tieren unter HS-Diat erwartet, welche jedoch nicht
nachgewiesen werden konnte. Die beobachtete gleichbleibende Expression der
MCAD, wie sie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, wird in der Literatur wahrend
der kompensierten kardialen Hypertrophie beschrieben, womit fir eine
Aufrechterhaltung des Fettstoffwechels bei gleichzeitigem Anstieg des
Glukosestoffwechsels im Rahmen des Substratwechsels gesorgt wird'°. Weitere
Arbeiten zeigen erganzend, eine konstante Enzymaktivitat der MCAD wahrend der

kompensierten kardialen Hypertrophie, wahrend sie bei einer Kkardialen
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Dekompensation deutlich abnimmt***.

Die fehlende Anpassung der Zielgene des Fettstoffwechsels an den Substratwechsel
des kardialen Energiestoffwechsels in der vorliegenden Arbeit kann dahingehend
gewertet werden, dass sich die untersuchten Tiere zum Zeitpunkt der

Organentnahme noch im Stadium der kompensierten Herzhypertrophie befanden.

5.5.3 Cluster of Differentiation 36 (CD36)

CD36 wurde als PPAR-Zielgen ausgewahlt aufgrund seiner wichtigen Funktion im
Bereich des Transportes langkettiger Fettsauren und Lipoproteine, sowie der
Beteiligung an der Aufrechterhaltung der zellularen Lipidhomoostase in den
Kardiomyozyten. Es wurde eine Herabregulation der CD36-mRNA-Expression
erwartet, da diese aus der Literatur im Rahmen der Hypertrophieentwicklung fur
andere Modelle bereits bekannt ist. Die verminderte CD36-Expression wird der
hypertrophiebedingten  Anderung des préaferierten  Energiesubstrates  der

Kardiomyozyten von Fett zu Glukose zugeordnet'*

. In der vorliegenden Arbeit
konnte keine Regulation in der CD36-Expression auf mRNA-Ebene beobachtet
werden, weder hinsichtlich der Hypertrophie, noch in Abhéangigkeit des
Geschlechtes. In Anlehnung an die Ergebnisse der Literaturrecherche bezlglich der
MCAD-Expression konnten diese Ergebnisse ebenfalls auf das Vorliegen einer

kompensierten Herzhypertrophie zum Zeitpunkt der Organentnahme hinweisen.

5.5.4 PPARy-Kofaktor PGC1lalpha

PGC1a wurde als Zielgen ausgewahlt aufgrund der hohen Expression'*? im
Herzmuskel und seiner Rolle als Koaktivator von PPARa bei der Kontrolle der

3 sowie als bekannter

Transkription der Enzyme der mitochondralen B-Oxidation*
ligandenabhangiger Kofaktor von PPARY.

Die PGC1a-Expression zeigte in den ND-Gruppen bei den maénnlichen Tieren
signifikant hohere Werte als bei den weiblichen. Tendentiell zeigte sich in den HS-
Gruppen eine gleichgerichtete Regulation, welche sich jedoch statistisch als nicht
signifikant erwies. Die Expression der PGC1a-mRNA verhalt sich somit
entsprechend der PPARy-Expression auf Proteinebene.

Aus der Literatur ist eine parallele Regulation von PPARa und PGC1a in der
Herzhypertrophie im Rahmen der Umstellung des kardialen Energiestoffwechsels
aus anderen Modellen bekannt'®. Die demnach zu erwartende

hypertrophieabhangig verminderte PGC1a-Expression auf mRNA-Ebene konnte in
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der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden, auch hier kame das Vorliegen einer
kompensierten Herzinsuffizienz als mdgliche Erklarung in Betracht. Die
unterschiedliche Expression in den weiblichen und mannlichen Tieren spricht far
einen geschlechtsabhéngigen Unterschied in der kardialen Enzymaktivitat im

untersuchten Modell, dies ist aus der vorliegenden Literatur bisher nicht bekannt.
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5.6 Zusammenfassende Darstellung und Beurteilung der Zielgene
des Fettstoffwechsels

Stoffwechselweg | Zielgene | Regulation (ND) | Regulation (HS) | ND vs. HS

Fettstoffwechsel | ACO M>W M>W M=M/W =W
Fettstoffwechsel MCAD M<W M<W M=M/W =W
Fettstoffwechsel | CD 36 M=W M=W M=M/W =W

Tabelle 24: Zusammenfassende Darstellung der Regulation der Zielgene: Dargestellt sind
die mannlichen (M) und weiblichen (W) Tiere unter Normaldiat (ND) bzw. Hochsalz-Diat (HS).

Die Untersuchung der mRNA-Expressionen der unterschiedlichen Zielgene (ACO,
MCAD, CD36) des Fettstoffwechsels zeigte im Gegensatz zur PPARa-Expression
keine blutdruck- bzw. didtabhangige Regulation. Dies widerspricht zunachst anderen
Arbeiten in denen eine verminderte Expression der am Fettstoffwechsel beteiligten
Enzyme beobachtet wurde®” ’°.

Eine mdgliche Erklarung dieser Diskrepanz ware das Vorliegen einer kompensierten
Herzinsuffizienz zum Zeitpunkt der Organentnahme in Anlehnung an die oben
angefuhrten Ergebnisse der Literaturrecherche beziglich der MCAD, womit fur die
bei

Glukosestoffwechsels im Rahmen des Substratwechsels gesorgt wird°.

Aufrechterhaltung des Fettstoffwechels gleichzeitigem Anstieg des
Die fehlende Regulation der Zielgene in der vorliegenden Arbeit kbnnte jedoch auch
auf eine Entkopplung des PPARa-gesteuerten, kardialen Substratwechsels im
hypertrophen Herzen der Dahl/S-Ratte hinweisen, welche mdglicherweise zu der
besonders zlugigen Entwicklung einer Herzinsuffizienz in diesem Modell fihrt. Zur

Erhartung dieser Hypothese bedarf es allerdings weiterfuhrender Analysen.

5.7 Beeinflussung des Glukosestoffwechsels

Zur Einschatzung des Glukosestoffwechsels in den hypertrophen linken Ventrikeln
wurde die Expression von GLUT1 und GLUT4 auf Proteinebene bestimmt. GLUT1
lie3 keine Regulation erkennen. Eine gleichbleibende GLUT1-Expression in der
kardialen Hypertrophie ist bereits aus anderen Arbeiten bekannt**,

GLUT4 hingegen zeigte einen signifikanten Abfall der Expression unter salzreicher
Diat. Eine geschlechtsabhéngige Regulation der GLUT4-Expression konnte nicht

festgestellt werden. Die verminderte GLUT4-Expression ist fUr insulinresistente
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Individuen aus der Literatur bekannt**°

. Die Substratumstellung des kardialen
Metabolismus wahrend der Hypertrophieentwicklung, wobei Anstelle der
Fettsaureoxidation, welche im  gesunden Herzen hauptsachlich die

Energieversorgung bestreitet, auf Glukoseoxidation™® **

umgestellt wird findet hier
offenbar nicht statt. Fir diese Umstellung des kardialen Energiestoffwechsels wird
die oben beschriebene Reduktion der PPARa-Expression in der Hypertrophie
verantwortlich gemacht®’. In Untersuchungen an PPARa-defizienten Mausen konnte

entsprechend eine Steigerung der GLUT4-Expression gezeigt werden*®.

5.8 Hypertrophieabhangige Inflammation

Die COX2 wurde als PPAR-reguliertes Zielgen in Hinblick auf die Beteiligung der
PPARs an inflammatorischen Prozessen gewahlt.

Die Ergebnisse der COX2-mRNA-Expression weisen tendenziell eine
hypertrophieabhangige und geschlechtsunabhéngige Regulation auf. So zeigen die
Ergebnisse eine hohere Expression der COX2 in den hypertrophierten Herzen,
welche jedoch aufgrund der geringen Probenmenge statistisch nicht ausgewertet
wurde.

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine erhohte COX2-Expression zur Entwicklung
einer kardialen Hypertrophy fuihrt**®. In diesem Zusammenhang wurde in Vascular
Smooth Muscle Cells (VSMC) nachgewiesen, dass eine Herabregulierung von
PPARa zur einer erhdohten Expression von Interleukin-6 und COX2 fihrt und
umgekehrt eine erhdhte PPARa-Expression eine verminderte Expression von
Interleukin-6 und COX2 zur Folge hat>®. Diese Ergebnisse stiitzen Untersuchungen
an einem PPARa-knock-out-Modell, in denen eine verstarkte inflammatorische
Reaktion beobachtet wurde'*’. Jaimes et al. konnten in den Nieren salzsensitiver
Dahl/S-Ratten unter salzreicher Diat eine deutliche Steigerung der COX2
beobachten*®,

5.9 Myokardiale Fibrose

Die Bestimmung des CTGF wurde in Hinblick auf die Beteiligung der PPARs an
fibrotischen Prozessen gewahlt.

In der mRNA-Expression des fibroseregulierenden Faktors CTGF liel3en sich keine
signifikanten Unterschiede nachweisen. Auféllig war die wesentlich stéarkere

Abweichung der Einzelwerte in den HS-Gruppen mit z.T. deutlich erh6hten Werten
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der mannlichen Tiere unter HS-Diat, welche auf eine bereits z.T. verstarkte Fibrose
infolge des erhdhten Blutdrucks zuriickgefuhrt werden kann.

Die irregulare Regulation der CTGF-Expression konnte fur einen friihen Zeitpunkt der
kardialen Hypertrophieentwicklung in der vorliegenden Arbeit sprechen.

Die histologischen Schnitte zeigten in beiden Geschlechtern unter HS-Diat eine
Zunahme der perivakularen Fibrose, welche bei den mannlichen Tieren etwas
starker imponierte als bei den weiblichen. Die Auspragung der interstitiellen Fibrose
zeigte sich in beiden Geschlechtern weitgehend identisch. Eine quantitative
Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte nicht.

Bereits in der Framingham-Heart-Studie konnte gezeigt werden, dass die Hypertonie
ein wichtiger Risikofaktor fur die Herzinsuffizienz ist. Unter anderem fihrt ein
erhohter Blutdruck im Herzmuskel zu einer perivaskularen und interstitiellen
Kollagenanreicherung*®. Die tendentiell verstérkte perivaskulare Fibrose, welche in
der vorliegenden Arbeit bei den méannlichen Tieren unter HS-Diat beobachtet wurde,
ist somit in erster Linie auf den hoheren Blutdruck der mannlichen Tiere

zuruckzufihren.
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