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Geschlechtsspezifische Expression der Peroxisom-Proliferator-aktivierten 

Rezeptoren α und γ im Modell der salzinduzierten kardialen Hypertrophie  

Susanne Fischer, Berlin 

 

Zusammenfassung 

Die klinische Relevanz der salzsensitiven Hypertonie ergibt sich aus der großen 

Anzahl der Betroffenen (ca. 50% der Bluthochdruckpatienten) und der ausgeprägten 

Manifestation von Endorganschäden.  

Geschlechtsabhängige Unterschiede zugunsten weiblicher Individuen in der 

Entwicklung der kardialen Hypertrophie sind aus der Literatur bekannt.  

 

Aufgrund der Schlüsselrolle der PPARs im kardialen Metabolismus erwarteten wir 

eine Entsprechung der bekannten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der 

myokardialen PPAR-Expression.  

Eine hypertrophieabhängige Regulation für PPARα und für GLUT 4 im Rahmen der 

Stoffwechselumstellung ist bereits für andere Modelle bekannt und sollte im Modell 

der salzsensitiven Dahl-Ratte bestätigt werden.  

 

Verwendet wurde linksventrikuläres Myokard männlicher und weiblicher 

salzsensitiver Dahl-Ratten nach einer 8-wöchigen Normaldiät (1% NaCl) bzw. 

Hochsalzdiät (4% NaCl) in Gruppen von je 8 Tieren. Zur Visualisierung der 

hypertrophieassoziierten Schädigung des Myokards wurden Gewebeschnitte zum 

Nachweis einer möglichen perivaskulären Fibrose angefertigt.  

 

Verglichen mit der Kontrollgruppe konnte eine signifikante Herabregulation der 

PPARα-Expression sowie eine paralleler Abfall der GLUT4-Expression im 

hypertrophen Myokard der Tiere unter Hochsalzdiät gezeigt werden. Es zeigten sich 

keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der PPARα- oder GLUT4-Expression.  

 

Im Vergleich zu den männlichen Tieren zeigte sich im Myokard der weiblichen eine 

signifikant geringere PPARγ-Expression. Eine diätabhängige Regulation der PPARγ-

Expression konnte nicht nachgewiesen werden.  
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Von den untersuchten PPAR-Zielgenen wiesen der PPARγ-Cofaktor PGC1α und die 

ACO in beiden Gruppen parallel zu PPARγ eine signifikant geringere mRNA-

Expression  in den weiblichen Tieren auf. Für die MCAD konnte auf mRNA-Ebene 

eine verminderte Expression in den männlichen Tieren gezeigt werden. Eine 

diätabhängige Regulation konnte für keines der untersuchten Zielgene 

nachgewiesen werden.  

In den angefertigten histologischen Gewebeschnitten ließ sich ein deutlicher Trend 

zur vermehrten perivaskulären Fibrose erkennen.  

 

Die Herabregulation von PPARα im Rahmen der Stoffwechselumstellung des 

hypertrophen Herzmuskels, sowie der parallele Abfall der GLUT4-Expression 

konnten unabhängig vom Geschlecht für die salzsensitive Dahl-Ratte bestätigt 

werden.  

 

Die diätunabhängige Expression von PPARγ und den Zielgenen des 

Fettstoffwechsels könnte für eine fehlende Beteiligung von PPARγ an den 

hypertrophieassoziierten Stoffwechselveränderungen sprechen. Eine weitere 

Möglichkeit ist das Vorliegen eines zu frühen Stadiums der linksventrikulären 

Hypertrophie innerhalb des Studiendesigns. 

 

Die signifikant geringere PPARγ-Expression im Myokard der weiblichen Dahl-Ratten 

gegenüber den männlichen Tieren unterstreicht die Annahme grundsätzlicher 

geschlechtsspezifischer Unterschiede im kardialen Energiestoffwechsel und bietet 

hinsichtlich des Einsatzes von PPAR-affektierenden Pharmacons einen Ansatz für 

weiterführende Untersuchungen.  
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Sex-specific expression of Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor- α and 

γ 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 PPARα 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 PPARα and an decreased expression of the glucose transporter 

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

 

A significantly lower PPARγ expression could be observed in the myocardium of the 

female animals. A diet-dependent regulation of the expression of PPARγ was not 

detected. Of all observed PPAR target genes, the PPARγ cofactor PGC1α and ACO 

in both groups showed a significantly lower mRNA expression in the female animals, 

coinciding with PPARγ-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 PPARα 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 PPARγ 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 PPARγ 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. 
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1 Einleitung 

1.1 Bedeutung des Bluthochdruckes und der Folgeerkrankungen 
in den Industrienationen 

Bluthochdruck ist eine der häufigsten 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 

Entwicklungsländern ist hingegen ein Anstieg zu beobachten, hier sind bis zu 50% 

der Menschen betroffen1. Eine arterielle Hypertonie besteht, wenn mittels der 

Blutdruckmessung nach Riva-Rocci und Korotkoff der systolische Wert bei bzw. über 

140 mmHg und der diastolische Wert bei bzw. über 90 mmHg liegen2. Ist die 

Hypertonie durch eine bestehende organische Grunderkrankung bedingt, liegt eine 

sekundäre Hypertonie vor. Kann keine zugrunde liegende Erkrankung festgestellt 

werden, wird von einer primären oder essentiellen Hypertonie gesprochen. Der Anteil 

der Patienten mit einer essentiellen Hypertonie beträgt ca. 90%3. Etwa 50% aller 

kardiovaskulären Ereignisse treten in Folge einer Hypertonie auf1. 

 

Ursachen des Bluthochdrucks  

Primäre Hypertonie 90-95% 

Nierenerkrankungen 3-5% 

Medikamente 1% 

Endokrinologische Erkrankungen 0,5% 

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

 

Als ursächlich für 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 zählen u.a. Alter, 

männliches Geschlecht, Postmenopause, Kochsalzaufnahme, hohes 

Serumcholesterin, Insulinresistenz, Rauchen, übermäßiger Alkoholkonsum, geringe 

körperliche Aktivität und Übergewicht4. 

Bluthochdruck stellt einen Hauptrisikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen dar 

und ist die häufigste Ursache einer pathologischen kardialen Hypertrophie5.  
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1.1.1 Entstehung und Bedeutung der linksventrikulären Hypertrophie 

Die kardiale Hypertrophie, insbesondere die des linken Ventrikels, ist eine 

Hauptmanifestation der Endorganschäden im Rahmen einer arteriellen Hypertonie5. 

Die hypertonieinduzierte Drucküberlastung des linken Ventrikels führt zur Ausbildung 

einer ventrikulären Hypertrophie. Die Prävalenz der linksventrikulären Hypertrophie 

reicht von ca. 20% bei Patienten mit einem milden Bluthochdruck, bis zu 100% bei 

Patienten mit einer schweren Hypertonie4. Die Entwicklung der Hypertrophie ist initial 

eine Adaptation des Herzmuskels an die erhöhte Druckbelastung, wodurch die 

Herzfunktion zunächst konstant gehalten werden kann6. Die langfristige 

Drucküberlastung des linken Ventrikels führt jedoch zu einer funktionellen 

Verschlechterung und zu einem erhöhten Risiko für Herzrhythmusstörungen und 

einem Anstieg der kardiovaskulären Mortalität7. Aus vorherigen Studien ist bekannt, 

dass sich die Entwicklung der linksventrikulären Hypertrophie nicht immer 

proportional zur Höhe des  Blutdruckes verhält8. So wurde ein erhöhter cardiac-

mass-Index für normotensive Kinder und Erwachsene mit einem genetisch erhöhten 

Risiko für die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie beschrieben9. Desweiteren 

sind eine Vielzahl weiterer Faktoren, wie beispielsweise neurohumorale 

Mechanismen, oxidativer Stress oder die genetische Prädisposition an der 

Pathogenese der linksventrikulären Hypertrophie beteiligt10.   

Geschlechtsabhängige Unterschiede in Entwicklung, Verlauf und Ausprägung 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 männlichen Tieren 

beobachtet werden. Zum selben Zeitpunkt wiesen die weiblichen Tiere eine 

konzentrische Hypertrophie ohne Zeichen der Herzinsuffizienz auf11. In einem 

Mausmodell wurde nach Aortenkonstriktion die Entwicklung einer konzentrischen 

Herzhypertrophie in den weiblichen Tieren und einer exzentrischen Herzhypertrophie 

in den männlichen Tieren beobachtet12. In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass männliche Individuen eine stärkere Ausprägung der kardialen 

Hypertrophie aufwiesen als weibliche, auch unter Berücksichtigung des 

Körpergewichtes13.   

1.1.2 Bedeutung der salzsensitiven Hypertonie 

Bluthochdruckpatienten weisen häufig weitere kardiovaskuläre Risikofaktoren auf14. 

So lässt sich bei ca. 50% der Betroffenen eine Hypercholesterinämie und bei 20-40% 
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eine Hyperglykämie nachweisen. Die Anwesenheit mehrerer Risikofaktoren lässt das 

Risiko für hypertoniebedingte kardiovaskuläre Ereignisse massiv ansteigen2, 15.  

Die salzsensitive Hypertonie ist ein relevanter Faktor bei der Behandlung des 

Bluthochdrucks, da sie besonders in den Industrienationen häufig auftritt. So sind 

beispielsweise 26% der normotensiven Bevölkerung salzsensitiv16. Unter den 

Bluthochdruckpatienten leiden bis zu. 50% an einer salzsensitiven Hypertonie15, 17. 

Hierbei sind Patienten dunkler Hautfarbe häufiger betroffen als Weiße18. Bei 

Patienten mit essentieller Hypertonie gilt eine Salzsensitivität als unabhängiger 

kardialer Risikofaktor16. Auch blutdruckunabhängig konnte ein Zusammenhang 

zwischen Salzsensitivität und erhöhter Mortalität hergestellt werden16.   

1.2 Die Dahl-Ratte als Modell der salzsensitiven Hypertonie 

In den 1950er Jahren untersuchten Meneely und Ball die Auswirkungen einer stark 

kochsalzhaltigen Diät auf den Blutdruck von Spargue-Dawley-Ratten. Einige der 

Ratten zeigten einen Anstieg des Blutdruckes, welcher eine lineare Abhängigkeit zu 

der aufgenommenen Menge an Kochsalz aufwies; andere Ratten zeigten keine 

Reaktion auf die HS-Diät19. Auch Lewis K. Dahl hatte sich bereits in den 1950er 

Jahren mit den Auswirkungen einer  kochsalzhaltigen Ernährung beim Menschen 

beschäftigt 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 zunächst über drei Generationen zu 

selektieren20.  

Unter der weiterführenden Arbeit von John Rapp erfolgte die Entwicklung der 

selektierten Linien  durch Geschwisterverpaarung über 20 Generationen zu reinen 

Inzuchtstämmen, bei welchen von einer nahezu 100%-igen Homozygotie 

ausgegangen werden kann. Dies sind die heute gebräuchlichen salzsensitiven und 

salzresistenten Dahl-Stämme. Die salzresistenten Tiere weisen unabhängig vom 

Salzgehalt der Nahrung normale Blutdruckwerte zwischen 120 und 140 mmHg auf. 

Die salzsensitiven Dahl-Ratten entwickeln hingegen auch unter Normaldiät (0,4% 

NaCl) einen erhöhten Blutdruck von 170-180 mmHg, der unter HS-Diät (8% NaCl) 

auf Werte über 200 mmHg  ansteigt21. 

Die Dahl/S-Ratten und z.T. auch die Dahl/R-Ratten weisen jedoch noch weitere 

Störungen auf, die sich in salzabhängige und salzunabhängige Defekte aufteilen 

lassen. 
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Infolge einer salzreichen Diät und der damit einhergehenden massiven Hypertonie 

kommt es in den Nieren der salzsensitiven Dahl-Ratten zu einer ausgeprägten 

glomerulären Sklerose und Nekrosenbildung, zusätzlich wird die 

Plasmareninfreisetzung supprimiert22. Nach einer HS-Diät zeigte sich in den Nieren 

der salzsensitiven Dahl/S-Tiere zudem ein signifikanter Anstieg des renalen 

nukleären Transkriptionsfaktors NF-κB, sowie eine massive Infiltration mit Monozyten 

bzw. Makrophagen23. Kreuztransplantationsstudien mit Dahl/S- und Dahl/R-Tieren 

konnten zeigen, dass die Salzsensitivität über die Nieren vermittelt wird24. In einer 

aktuellen Arbeit zeigte sich eine Abschwächung der Salzsensitivität von Dahl-Ratten 

nach Transplantation mesenchymaler Stammzellen in das Nierenmark, was für eine 

renalen Stammzelldefekt als Ursache der Salzsensitivität hinweist25.  

Der Blutdruckanstieg weist in diesem Modell einen Geschlechterunterschied auf. 

Bereits 1975 beschrieben Dahl et al. bei männlichen Dahl/S-Ratten einen 

schnelleren und massiveren Anstieg des Blutdruckes unter HS-Diät 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 handelte26.   

In verschiedenen  Arbeiten konnte die günstigere Hypertonieentwicklung als 

Östrogeneffekt bestätigt werden, da sich bei den Untersuchungen an 

ovarektomierten Tieren der Blutdruck ebenso wie bei den männlichen Tieren 

verhielt27. Erhielten die ovarektomierten (OVX-)Tiere hingegen β-Estradiol zeigte sich 

kein Blutdruckanstieg gegenüber den nicht operierten weiblichen Tieren28. Die 

Supprimierung des salzabhängigen und  salzunabhängigen Blutdruckanstiegs wird in 

diesem Modell u. a. einer hormonell bedingten Verbesserung der  Salzexkretion über 

die Nieren zugeschrieben29.  

Im Vergleich zu den weiblichen Tieren wurde in den Nieren der männlichen Tiere der 

Dahl/R- und der Dahl/S-Stämme eine erhöhte Dichte der α2-Adrenorezeptoren 

nachgewiesen. Dies legt die Vermutung nahe, dass der beobachtete 

Geschlechtsunterschied in der Blutdruckentwicklung kein salzabhängiger Effekt ist, 

sondern dass der geringere Blutdruckanstieg Folge einer verminderten 

Sympathikusaktivität ist, welche auf der geringeren α2-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 ist30. Weiterführende 
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Studien zeigen, dass die Aktivierung der α2-Rezeptoren in der Niere die 

Reninfreisetzung hemmt und die Natriumresorption fördert31.  

Obgleich die Hypertonie in diesem Modell nicht einer erhöhten Reninfreisetzung 

zuzuschreiben ist, ergab sich unter der Behandlung mit ACE-Hemmern oder 

Angiotensinogen-II-Rezeptor-Antagonisten eine Verbesserung der kardialen und 

renalen Funktion32. Konträr zu den geringen Plasmareninwerten zeigten sich in den 

Dahl/S-Ratten  massiv erhöhte Gewebs-Angiotensinogenwerte, zudem konnten 

durch die  Behandlung mit ACE-Hemmern fibrotische Veränderungen vollständig und 

eine kardiale Hypertrophie teilweise verhindert werden33. 

Oxidativer Stress führt in Dahl/S-Ratten zu einer deutlichen Stimulation der renalen 

Entzündung. Eine Therapie mit Antioxidantien (Vitamin C, Vitamin E) führt zu einer 

Abnahme der renalen Entzündugsreaktion und des Blutdruckes sowie zu einer 

Verbesserung der Nierenfunktion34.  

Unter salzreicher Diät entwickelt die Dahl/S-Ratte eine progrediente linksventrikuläre 

Hypertrophie, welche von einer kompensierten letztendlich in eine dekompensierte 

Herzinsuffizienz übergeht35. Bei der kardialen Hypertrophie in diesem Modell konnten 

geschlechtsspezifische Unterschiede nachgewiesen werden, so wurde bei den 

weiblichen Herzen eine ausgeprägte konzentrische Hypertrophie beobachtet, 

während die männlichen Herzen eine eher exzentrische Hypertrophie zeigten36.  

Salzsensitive Dahl/S-Ratten  haben im Vergleich zum Wildtyp, der Spargue-Dawley-

Ratte (SDR) und zu den spontan-hypertensiven-Ratten (SHR) signifikant höhere 

Plasmainsulin- und Triglyceridwerte37, 38. Zusätzlich weisen sie eine erhöhte 

Insulinresistenz auf, welche diät- und blutdruckunabhängig ist und bereits vor einem 

Anstieg des Blutdrucks besteht39.  

Neben der Bedeutsamkeit des Dahl-Modells für 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, 

Dyslipidämie, Adipositas und Bluthochdruck charakterisiert40. Die Dahl/S-Ratten 

weisen mit arteriellem Bluthochdruck, Insulinresistenz und Dyslipidämie, partiell 

ähnliche Symptome wie das humane Syndrom-X auf41. In der Humanmedizin hat 

sich der Einsatz bestimmter PPARγ-Agonisten, der sogenannten Thiazolidinediones, 

zur Behandlung des Syndrom-X als geeignet erwiesen42.   
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1.3 Peroxisomen-Proliferator aktivierte Rezeptoren 

Die Peroxisomen-Proliferator aktivierten Rezeptoren (PPARs) wurden zum ersten 

Mal in den 1990er Jahren in Nagetieren beschrieben und nach ihrer Fähigkeit, bei 

Aktivierung die Proliferation von Peroxisomen zu induzieren, benannt43. Die PPARs 

sind Transkriptionsfaktoren, die zur Superfamilie der liganden-aktivierten 

Kernrezeptoren gehören43 und die Gruppe C der Unterfamilie 1 (NR1C) der 

nukleären Hormonrezeptoren bilden. Als Transkriptionsfaktoren regulieren sie eine 

Vielzahl von Genen des Fettsäure- und Glukosestoffwechsels44, 45. Derzeit sind drei 

Isoformen bekannt, welche von unterschiedlichen Genen kodiert werden: PPARα 

(NR1C1), PPARß/δ  (NR1C2) und PPARγ  (NR1C3)46. Alle Isoformen konnten, in 

unterschiedlicher Ausprägung,  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 ähnlichen Aufbau47, 48.  

 

 

Abb. 1: Schematische Darstellung der funktionellen Domänen des PPAR-Gens.  
Die N-terminale A/B-Domäne am Ende beinhaltet eine ligandenunabhängige Aktivierung (AF-1). C 
stellt die DNA-bindende Domäne dar. Die mit D gekennzeichnete Region fungiert als 
Bindungsdomäne für Kofaktoren. E/F bezeichnet die ligandenspezifische Domäne mit der darin 
enthaltenen AF-2-Region, welche ligandenabhängig die Aktivierung der Kofaktoren und Ablösung der 
Korepressoren fördert.  
Abbildung verändert nach Kota BP et al.

46
 und Barrera G et al.

49
. 

 

Das PPARγ-Gen stellt eine Besonderheit dar, da es Promotersequenzen für drei 

Isoformen, PPARγ-1, PPARγ-2 und PPARγ-3 beinhaltet. Die RNA-Transkripte von 

PPARγ-1 und PPARγ-3 ergeben dabei PPARγ-1 als identisches Protein50. PPARγ-2 

DNA- 
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bindungs-
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konnte bisher ausschließlich im Fettgewebe und in geringen Mengen in der 

Skelettmuskulatur nachgewiesen werden, PPARγ-1 wird hingegen ubiquitär 

exprimiert51, 52. Da für die vorliegende Arbeit Herzgewebe untersucht wurde, in 

welchem PPARγ-2 nicht exprimiert wird, steht die Bezeichnung PPARγ im Folgenden 

für PPARγ-1.  

1.3.1 PPARα 

PPARα ist einer der primären Regulatoren des Fettsäuremetabolismus in Geweben 

mit hohen oxidativen Stoffwechselraten, wie dem Herzen, der Leber, der Niere, der 

Skelettmuskulatur und dem braunen Fettgewebe45, 53. Besonders hoch ist die 

Expression von PPARα in Hepatozyten, Kardiomyozyten, Enterozyten und den 

Zellen der proximalen Nierentubuli54.  

PPARα reguliert eine Vielzahl von Zielgenen, welche an der Lipidaufnahme und der 

β-Oxidation beteiligt sind55.  In Untersuchungen an PPARα-defizienten Mäusen 

konnte eine massive Störung des Fettstoffwechsels mit intrazellulärer 

Lipidakkumulation und  kardialer Lipotoxizität beobachtet werden. Bedingt durch die 

Störungen in der Fettsäureaufnahme und -oxydation zeigte sich ein Anstieg der 

Glukoseoxidation13, 56. Die Verringerung der kardialen Expression von PPARα wird 

als essentiell für die Umstellung des kardialen Energiestoffwechsels in der 

hypertoniebedingten Herzhypertrophie erachtet57. Eine pharmakologisch induzierte 

PPARα-Überexpression im ischämisch vorgeschädigten Herzmuskel führte zu einer 

irreversiblen Schädigung des Myokards58.  

Unter der Therapie mit PPARα-Agonisten konnten antiinflammatorische Effekte in 

vaskulären Zellen beobachtet  werden, wie eine Inhibition der COX2 über eine 

Unterdrückung des NF-kB Signales. Zudem zeigte sich eine Reduktion der 

Plasmaspiegel von IL-659. Bei der Therapie mit PPARα-Agonisten steht die 

Behandlung der Dyslipidämie im Vordergrund. Die gebräuchlichsten PPARα-

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 führen und somit eine besonders positive Wirkung 

auf das kardiovaskuläre System haben60.  

1.3.2 PPARγ  

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

Adipozyten identifiziert werden61. Obgleich PPARγ  im Herzmuskel verglichen mit 
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PPARα und PPARβ/δ  gering exprimiert ist48, weisen verschiedenste 

Forschungsergebnisse auf eine Schlüsselrolle im kardiovaskulären Metabolismus 

hin.  

In verschiedenen knock-out- und Geninaktivierungs-Modellen konnte der Einfluss 

von PPARγ auf die embryonale Herzentwicklung, Adipozytendifferenzierung62, die 

Leberfunktion und die Insulinresistenz42, 63, gezeigt werden. Die Bedeutung von 

PPARγ für die Hypertrophie und Inflammation im kardiovaskulären System wurde 

v.a. von den Effekten der PPARγ-Agonisten, insbesondere der Thiazolidinediones 

(TZD), abgeleitet. So zeigen sich unter der Behandlung mit TZDs 

antiinflammatorische und antifibrotische Effekte sowie eine günstige Beeinflussung 

der Artherosklerose, der vaskulären Inflammation und der Herzinsuffizienz64.  

Eine Aktivierung von PPARγ mittels dem TZD Pioglitazone reduzierte im Mausmodell 

die Länge der Kardiomyozyten unabhängig vom Blutdruck65. Zudem wiesen 

Untersuchungen an PPARγ-knock-out-Modellen auf einen inhibierenden Einfluss 

einer erhöhten kardialen PPARγ-Expression auf die myokardiale Hypertrophie hin47.  

1.3.3 Liganden 

Die Aktivierung der PPARs erfolgt über eine heterogene Gruppe von endogenen und 

exogenen Liganden66. Aktivierende PPAR-Liganden sind semiselektiv für die 

einzelnen PPAR-Subtypen. Die jeweilige Selektivität ist von der Konzentration des 

Liganden und dem Zelltyp abhängig.  

In der vorliegenden Arbeit werden explizit die Isoformen PPARα und PPARγ 

untersucht.  

1.3.4 Endogene Liganden 

Die endogenen PPAR-Liganden sind vornehmlich ungesättigte Fettsäuren und deren 

Metabolite. Gesättigte Fettsäuren gelten generell als schwache PPAR-Liganden67. In 

der folgenden Tabelle sind ausgewählte endogene PPAR-Liganden, nach der PPAR-

Isoform geordnet, aufgeführt, welche hauptsächlich von dem jeweiligen Liganden 

aktiviert werden.  
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PPARα PPARγ  

Palmitinsäure Linolensäure 

Stearinsäure Arachidonsäure 

Palmitoleinsäure 15d-PGJ2 

Oelsäure 9-Hode 

Linolensäure 13-Hode 

Archidonsäure 15-HETE 

Eikosapentaensäure  

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

46
. 

1.3.5 Exogene Liganden 

Synthetische PPAR-Liganden  weisen  pharmakologische Aktivitäten auf und werden 

daher u.a. als Therapeutika eingesetzt. Als bedeutendste Vertreter der PPARα-

Agonisten sind hierbei die Fibrate zu nennen, welche besonders positive Effekte in 

der Behandlung der Dyslipidämie zeigen60. Die wichtigsten therapeutisch 

eingesetzten PPARγ-Agonisten sind die Thiazolidinediones (TZD), welche als 

Insulinsensitizer erfolgreich zur Behandlung des Diabetes-mellitus-Typ-2 eingesetzt 

werden68. Auch verschiedene Wirkstoffe aus der Klasse der nichtsteroidalen 

Antirheumatika (NSAIDS), wie beispielsweise Ibuprofen, Indomethacin und 

Diclofenac können an PPARγ binden und in Abhängigkeit von der Konzentration als 

Agonisten bzw. Antagonisten wirken69, 70. In der folgenden Tabelle ist eine Auswahl 

verschiedener PPARα und PPARγ-Agonisten aufgeführt.  

PPARα PPARγ  

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.
46 
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1.3.6 Ligandenabhängige 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 Lösung von Korepressoren. Der so entstandene Multimolekül-

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 Zielgens49.  

 

  
Abb. 2: Mechanismus der PPAR-Aktivierung.  
Die Aktivierung des PPAR-Rezeptors führt zu einer Translokation vom Zytosol in den Nukleus und 
einer Dimerisation mit dem ebenfalls ligandenaktivierten RX-Rezeptor. Dieser Molekülkomplex bindet 
anschließend gemeinsam mit einem Koaktivator an das PPRE und leitet so die Transkription des 
Zielgens ein. In Anlehnung an Bishop-Bailey D

71
, Kota BP et al.

46
, Barrera G et al. 

49
.  

1.4 PPAR-Zielgene  

Die PPAR-Zielgene sind insbesondere  an der Regulation des Fettsäure-,  Glukose- 

und Entzündungsstoffwechsels beteiligt.  Zusätzlich beeinflussen sie die zelluläre 

Differenzierung und das zelluläre Wachstum72.  

Die vorliegende Arbeit untersucht eine Auswahl von PPAR-Zielgenen, welche 

repräsentativ für 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 PPARα und γ.  

 

1.4.1 Zielgene des Fettstoffwechsels  

Die Zielgene werden z.T. von unterschiedlichen PPAR-Subtypen reguliert. Sowohl 

PPARα als auch PPARγ regulieren als Transkriptionsfaktoren die Zielgene CD36 und 

MCAD73, wobei die Substrate der entsprechenden Zielgene als Liganden für PPAR 

α/γ dienen. Die Regulation der peroxisomalen ACO erfolgt sowohl über PPARα als 

auch über PPARγ74.  

1.4.1.1 Acyl-CoA-Oxidase (ACO)  

Im ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der peroxisomalen und 

mitochondrialen β-Oxidation werden langkettige Fettsäure-Acyl-CoA Substrate zu 

trans-Enoyl-CoA oxidiert. Katalysiert wird diese Reaktion durch die peroxisomale 

Acyl-CoA-Oxidase (ACO), einem FAD-abhängigen Flavoprotein. Die ACO kommt in 

drei verschiedenen Isoformen vor, welche durch alternatives Splicing des 

entsprechenden Gens entstehen75. 

Welcher der PPARs für die Regulation der ACO verantwortlich ist, wird in der 

Literatur unterschiedlich dargestellt. So konnte in einem Tiermodell für 

Druckbelastung des linken Ventrikels in der Maus tendenziell eine PPARα abhängige 

Regulation der ACO gezeigt werden76. Andererseits wiesen die Enzyme der 

peroxisomalen β-Oxidation im Herzen bei PPARα-knock-out-Mäusen keine 

Beeinflussung auf, ganz im Gegensatz zu denen der mitochondrialen β-Oxidation. 

Dieses Ergebnis spricht demnach gegen eine PPARα-abhängige Regulation der 

ACO in der peroxisomalen β-Oxidation74.  

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 Fettsäuren mittlerer Länge im Rahmen der 

mitochondrialen Fettsäureoxidation katalysiert77. 



12 

Die Substrate der MCAD umfassen mittellange (6C-12C) Acyl-CoA-Thioester, welche 

per Diffusion in das Mitochondrium gelangen und aus der mitochondrialen Oxidation 

gesättigter und ungesättigter langer Fettsäuren hervorgehen oder der peroxysomalen 

Oxidation von langen Fettsäuren entstammen.  

Die Expression der MCAD wird über das Substratangebot und den zellulären 

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 initiieren73. 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 Fettsäureoxidation zu beobachten78.  Ein Anstieg der 

MCAD-Expression wird ebenfalls während einer Fastenperiode beobachtet, wenn 

der zelluläre Energiebedarf hauptsächlich über die Fettsäureoxidation gedeckt wird79.  

1.4.1.3 Cluster of Differentiation 36 (CD36)  

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

Rezeptoren der Klasse B80. Das humane CD36-Protein hat eine Länge von 506 

Aminosäuren und ist ein großes membranständiges Protein, welches aus zwei 

Transmembrandomänen und einer großen (403 Aminosäuren), stark glycolisierten, 

extrazellulären Schleife besteht81. 1993 wurde es von Endemann als 

Scavengerrezeptor identifiziert82.  Es handelt sich um ein 88kDa großes Protein, 

welches u.a. oxidiertes LDL83, unmodifizierte Lipoproteine und langkettige Fettsäuren 

bindet. CD36 wird v.a. auf Monozyten und Makrophagen, aber auch auf Fett-, 

Herzmuskel- und Muskelzellen, sowie auf Thrombozyten, Brustdrüsenepithel und 

mikrovaskulärem Endothel exprimiert84.   

Die Expression von CD36 wird u.a. über den Transkriptionsfaktor PPARγ reguliert85 

und ist u.a. am Cholesterinmetabolismus beteiligt. TGF-β1 und IFN-γ führen zu einer 

Herabregulation von CD36, wohingegen oxLDL via PPARγ zu einer Hochregulation 

von CD36 führen86, 87.  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 Fettsäuren sowie an der 

Lipoprotein- und Lipidhomöostase beteiligt88.  
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1.4.2 Weitere Zielgene  

1.4.2.1 PPARγ-Koaktivator 1 alpha (PGC1α) 

Ein Transkriptionskoaktivator ist definiert als ein Protein oder ein Proteinkomplex, 

welcher per Interaktion mit einem Transkriptionsfaktor  die Wahrscheinlichkeit eines 

Gens erhöht, transkribiert zu werden, ohne selbst an die DNA zu binden89.  

Der PPAR-Koaktivator 1 alpha (PGC1α) ist ein Transkriptionskoaktivator, der mit 

einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren in diversen Stoffwechselprozessen 

interagiert. Hierzu gehören u.a. die Differenzierung des braunen Fettgewebes, die 

mitochondriale Biogenese, sowie der Fettsäure- und der Glukosestoffwechsel. 

PGC1α kann als Koaktivator mit allen PPAR-Isoformen interagieren90, 91.  

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 beschrieben92. Es ist im 

Rahmen regenerativer und fibrotischer Umbauvorgänge sowie während der 

Embryonalentwicklung nachweisbar93. In Zellkulturen konnte nachgewiesen werden, 

dass CTGF die Proliferation von Fibroblasten und die Produktion extrazellulärer 

Matrixproteine stimuliert94.  

Die kardiale Fibrose spielt eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Entwicklung 

einer kardialen Dysfunktion, sowohl im Rahmen einer ischämischen Schädigung des 

Herzmuskels als auch im Rahmen einer hypertensiven kardialen Belastung95, 96.  In 

der Literatur wird dem CTGF eine zentrale Rolle hinsichtlich der kardialen 

Fibroseentwicklung zugeschrieben97
, wohingegen Untersuchungen an transgenen 

Mäusen und Ratten mit einer kardiomyozytenspezifischen CTGF-Überexpression 

gegen eine Induktion der kardialen Fibrose durch CTGF selbst sprechen96. Zudem ist 

bekannt, dass eine PPARγ-Aktivierung über verschiedene Stoffwechselwege zu 

einer Reduktion der CTGF-Expression führen kann98.  

1.4.2.3 Cyclooxygenase-2 COX2  

Die Cyclooxigenase-2 (COX2) ist ein intrazelluläres Protein, welches die Biosynthese 

von Arachidonsäure in Prostaglandin G2 (PGG2) katalysiert99. Mit Hilfe spezifischer 

Isomerasen werden aus Prostaglandin G2 die Prostaglandine PGE2, PGF2α, PGD2, 

PGI2, sowie Thromboxan A2 synthetisiert99. Diese sind essentiell an der der 

Thrombozytenaggregation100, der Nierenfunktion und der Magenfunktion beteiligt101, 

102 und spielen des weiteren eine wesentliche Rolle in neoplastischen und 

entzündlichen Prozessen99.  
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Abb. 3: Synthese der Prostaglandine.  

In Anlehnung an Davies et al. 2002
103

.  

 

Es sind drei Isoformen der Cyclooxygenase bekannt, COX1, COX2 und COX-3104. 

Die COX1 ist in nahezu allen Geweben konstitutiv exprimiert99. Die COX2 wird in 

entzündlichen und neoplastischen Geweben über Zytokine, Onkogene und 

Wachstumsfaktoren induziert105.  

PPARγ-Agonisten können zu einer Inhibierung der COX2-Expression u.a. in 

Endothelzellen führen106. PPARα-Agonisten zeigen hingegen eine Inhibition der 

COX2 über eine Unterdrückung des NF-kB Signales in vaskulären Zellen59.  

1.5 Glukosetransporter  

Um eine Aussage über die Beeinflussung des kardialen Glukosestoffwechsels der 

Kardiomyozyten treffen zu können, wurden in der vorliegenden Arbeit die 

Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 untersucht. Da die Plasmamembran für 

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 

transmembranständige  Proteine, welche den Transport der Glukose über die 

Plasmamembran gewährleisten77. Für die basale Glukoseversorgung der Zelle sorgt 
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vornehmlich der insulinunabhängige Glukosetransporter GLUT1. GLUT1 ist ubiquitär 

exprimiert und kommt sowohl in fetalen als auch in adulten Geweben vor107. 

In der Skelettmuskulatur, der Herzmuskulatur und dem Fettgewebe steht die 

Glukoseaufnahme unter hormoneller Kontrolle108. Der insulinabhängige 

Glukosetransporter GLUT4 kommt ausschließlich in diesen Geweben vor109. Er ist 

sowohl in der Plasmamembran als auch inaktiv in intrazellulären Vesikeln lokalisiert. 

Bei einem Anstieg des Plasmainsulinspiegels werden die intrazellulären GLUT4 in 

die Plasmamembran transloziert und können so eine enorme Steigerung der 

Glukoseaufnahme bewirken77, 110.  

Zudem zeigt sich ein Steigerung der GLUT4-Expression in Herzmuskelzellen 

während der Hypertrophieentwicklung im Rahmen des Energiesubstratwechsels von 

Fettäuren auf Glukose. Anstelle der Fettsäureoxidation, welche im gesunden Herzen 

hauptsächlich die Energieversorgung bestreitet, kann bei oxidativem Stress die 

Glukoseoxidation13, 111.  

1.6 Wahl des Tiermodells und Relevanz des Themas 

Wie bereits oben beschrieben,  weisen die Dahl/S-Ratten  diverse 

Stoffwechselstörungen auf. Neben der salzabhängigen Hypertonie existieren auch 

salzunabhängige Störungen. Salzabhängig zeigen die Tiere massive 

Endorganschäden, auf zellulärer Ebene eine verstärkte Inflammation und erhöhten 

oxydativen Stress. Salzunabhängig wurden Dyslipidämie, zelluläre Insulinresistenz 

und Hyperinsulinämie beobachtet. 

Bei allen genannten Stoffwechselstörungen können Verbindungen zu PPARγ 

hergestellt werden. PPARγ ist als Transkriptionsfaktor ein wichtiger Regulator der 

zellulären Inflammation64. Zudem schützt PPARγ Kardiomyozyten und andere 

Zelltypen vor oxydativem Stress. Die renale Salzabsorption über epitheliale 

Natriumkanäle (ENaC) in den Tubuluszellen ist PPARγ-reguliert112. Unter der 

Therapie mit PPARγ-Agonisten wurden eine Blutdrucksenkung, eine Verbesserung 

der vaskulären Funktion, eine Verbesserung der zellulären Insulinsensitivität, eine 

antiinflammatorische und antiproliferative Wirkung sowie Verminderung der 

artherosklerotischen Lipidakkumulation nachgewiesen113-115. Aufgrund der 

aufgeführten Zusammenhänge erscheint eine Verbindung zwischen den 

Stoffwechselstörungen des Dahl/S-Modells und der Funktion des 

Transkriptionsfaktors PPARγ naheliegend.  
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Die Bedeutung von PPARγ im Herzmuskel ist derzeit nur unzureichend geklärt. 

Bisherige Publikationen hatten vornehmlich die Isoformen PPARα und PPARβ/d zum 

Thema. Da PPARγ im Herzmuskel, verglichen mit PPARα und -β/-δ nur gering 

exprimiert ist48, wurde PPARγ im kardialen Metabolismus eine untergeordnete 

Bedeutung beigemessen. Untersuchungen an PPARγ-knock-out-Modellen konnten 

hingegen die Bedeutung von PPARγ für die kardiale Hypertrophie und die zelluläre 

Inflammation hervorheben. So entwickelten PPARγ-knock-out-Mäuse im Vergleich 

zu den jeweiligen Kontrollgruppen, unabhängig von exogenen Stressoren, eine 

wesentlich massivere und schneller voranschreitende Herzhypertrophie116. 

Zusätzlich konnte eine weitgehend positive Beeinflussung des Herzens der Dahl/S-

Ratten unter der Therapie mit PPARγ-Agonisten gezeigt werden. So führte die 

Behandlung von Dahl/S-Tieren mit TZDs zu einer signifikanten Senkung des 

Blutdrucks und einer Reduktion der zirkulierenden Lipide117.  

In Zusammenschau dieser Ergebnisse erscheint die Betrachtung der kardialen 

PPARγ-Expressionen in dem gewählten Modell geeignet, um einen weiterführenden 

Beitrag zum Verständnis des Pathomechanismus der salzsensitiven Hypertonie, 

unter welcher ca. 50% der Bluthochdruckpatienten leiden15, 17, und deren kardialen 

Folgen zu leisten.  

1.7 Zielsetzung 

Kardiovaskuläre Erkrankungen gelten in den Industrienationen als häufigste 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 Salzsensitivität auf. Die betroffenen Patienten zeigen ein 

erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer linksventrikulären Herzhypertrophie und 

einer kardialen Fibrose118, 119.  

Die salzsensitive Dahl-Ratte ist als entsprechendes Tiermodell geeignet, da sie unter 

Hochsalzdiät ebenfalls eine arterielle Hypertonie entwickelt, welche zur Ausbildung 

einer linksventrikulären Hypertrophie führt.  

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Entwicklung der hypertonieassoziierten 

kardialen Hypertrophie zugunsten des weiblichen Geschlechts sind bereits aus der 

Literatur bekannt. Wie einleitend beschrieben haben PPARα und PPARγ einen 

großen Einfluß auf den zellulären Energiestoffwechsel. Insbesondere PPARγ 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 PPARα und -γ im Rahmen 

der linksventrikulären Hypertrophie zu untersuchen. Hierzu sollen zunächst die 

bereits aus anderen Tiermodellen bekannten hypertrophieabhängigen 

Veränderungen der PPARα-Expression sowie der damit gekoppelten Expression des 

Glukosetransporters GLUT4 im Rahmen des Substratwechsels für das Dahl-Modell 

bestätigt werden. Ferner soll die PPARγ-Expression auf geschlechts- bzw. 

hypertrophieabhängige Veränderungen untersucht und ergänzend ein möglicher 

Zusammenhang mit den bekannten geschlechtsabhängigen Unterschieden der 

linksventrikulären Hypertrophieentwicklung hergestellt werden. Zudem wird die 

Expression ausgewählter PPAR-regulierter Zielgene hinsichtlich der geschlechts- 

bzw. hypertrophieabhängigen Unterschiede überprüft.  

 
Arbeitsaufgaben:  

Im Detail wurden die folgenden Schritte im Rahmen der oben angeführten 

Zielsetzung durchgeführt:  

- Analyse des Gesamtkollektivs hinsichtlich der kardialen Hypertrophie und 

der Blutfettwerte.  

- Bestätigung der Herabregulation von PPARα, im Rahmen der 

hypertrophieabhängigen Umstellung des kardialen Stoffwechsels, für das 

Dahl-Modell auf Proteinebene. 

- Untersuchung der PPARα-Expression hinsichtlich geschlechtsabhängiger 

Unterschiede auf Proteinebene.  

- Untersuchung auf geschlechtsabhängige Unterschiede in der myocardialen 

PPARγ-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene.  

- Ermittlung eines möglichen Zusammenhangs zwischen der 

geschlechtsabhängigen Ausprägung der linksventrikulären Hypertrophie 

und der myocardialen PPARγ-Expression.  

- Beurteilung der Expression exemplarisch ausgewählter PPARα- und 

PPARγ-Zielgene des Fettstoffwechsels, der Fibrose und der Inflammation 

bezüglich geschlechtsspezifischer und diätabhängiger Unterschiede auf 

mRNA-Ebene.  
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- Die PPARα-induzierte Umstellung des Glukosestoffwechsels während der 

Entwicklung der kardialen Hypertrophie soll in der Dahl-Ratte auf 

Proteinebene bestätigt und hinsichtlich geschlechtsabhängiger 

Unterschiede analysiert werden.  
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2 Material  

2.1 Laborgeräte 

Gerät Bezeichnung Firma 

Abzug  Köttermann 

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™ Gerät 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 Master Cycler Gradient Eppendorf, GER 

Microplate Spectrophometer 
(ELISA-Plattenreader) 

 

Benchmark Plus 

 

BIO-RAD, GER 

Mikrowelle  Bosch 

Photometer Genesis6 Eppendorf 

Pipetten  Eppendorf, Labsys, Pipetman 

TAQ- Man ABI 7000 Applied Biosystems 

Thermoschüttler 3033 GFL 

Thermoschüttler klein Thermomixer compact Eppendorf 

Schwenktisch Polymax 1040 Heidolph, GER 

Vortexer VF2 Janke und Kunkel 

Western Blot APPARαturen  BIO-RAD, GER 

Zentrifugen 5415C, 5417R Eppendorf 

 Megafuge 1.0R Kendro, USA 

 Mikro 22 R Hettich 

 Optima Max Ultrazentrifuge Beckmann Coulter, GER 
  

Tabelle 5: Laborgeräte 
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2.2 Chemikalien 

Alle verwendeten Chemikalien besaßen den Reinheitsgrad pro analysi. 

Substanz Firma 

APS Roth 

Blocking Reagenz Roth 

BSA Sigma 

Bromphenolblau Sigma 

Chloroform Roth 

DAPI Linaris 

DEPC- H2O Sigma 

DTT Promega 

EDTA Sigma 

Essigsäure Merck 

Ethanol Roth 

Vectorshield-Mountingmedium Linaris 

HCl Roth 

Isopropanol Roth 

NaCl Merck 

NaOH Merck 

Nukleotide (dCTP, dUTP, dATP, dGTP) Promega 

PBS PAA 

PonceauS- Solution Sigma 

RNAzol/RNABee Invitrogen 

RotiphoreseGel 30/ Acrylamidmix Roth 

Roti- Load1 (4x) Roth 

SDS Roth 

Sudanschwarz Sigma 

SYBR
® 

Green  Applied Biosystems 

TEMED Roth 

Tween20 (Polysorbat) Merck 

Xylol Roth 
  

Tabelle 6: Chemikalien 
 

 

 

  



21 

2.3 Puffer und Lösungen 

 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Elektrophoresepuffer 5x 15,1 g TRIS Base 

94,0 g Glycin 

50 ml 10 % SDS 

ad 1000 ml H2O (pH 8,3)  

Glycin Stripping Puffer 1,876 g Glycin 

100 ml 10 % SDS 

Ad 1000 ml H2O (pH 2,0) 

HCl 

PBS-T 1 PBS-Tablette auf 1000 ml H2O 

+ 0,5% TWEEN 20 

Protein-Extraktionspuffer 

(Protein-extraction double-detergent lysis 
buffer) 

10 mM Tris-HCl, pH 7,5 

140 mM NaCl 

1 mM EDTA 

25 % Glycerol 

0,5 % SDS 

0,5 % Nonident P-40 

5 mM DTT 

0,5 mM PMSF 

100 ng/ml Aprotinin 

100 ng/ml Leupeptin 

100 ng/ml Pepstatin 

Ponceau-Färbelösung 0,1 % (w/v) Ponceau S 

5,0 % (v/v) Essigsäure 

TBS-T (5x) 12,1 g TRIS Base 

40 g NaCl 

Ad 1000 ml H2O (pH 7,6) 

+ 0,1 % TWEEN 20 

Transferpuffer (4x) 138,38 g Glycin 

29,09 g TRIS Base (pH 8,8) 

Ad 2000 ml H2O 

  

Tabelle 7: Puffer und Lösungen 
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2.4 Oligonukleotide 

Alle Primerpaare wurden bei Thermo Scientific käuflich erworben. Alle verwendeten 

Primersequenzen waren intronüberspannend.  

Zielgene Primersequenz Fragmentlänge 

r  PPARγ 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 ACA TTT 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 

r 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´- CCA TGG TTT TTG TGA GGT CCT T -3´ 

R   5´- GTT CGC TTT GCT TGA TTT CAG A -3´ 

 

120 

r PGC 1α 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 β-Actin F   5`- CCG TGA AAA GAT GAC CCA GAT C -3´ 

R   5´- TGG TAC GAC CAG AGG CAT ACA G -3´ 

 

101 

Tabelle 8: Oligonukleotide 
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2.5 Antikörper, Enzyme & Marker 

Antikörper Firma 

Anti-PPARγ (rabbit) Santa Cruz 

Anti-PPARα (rabbit) Santa Cruz 

Anti-GLUT1 (rabbit) Santa Cruz 

Anti-GLUT4 (rabbit) Santa Cruz 

Anti-β-Actin Santa Cruz 

Donkey-Anti-Rabbit Santa Cruz 

Anti-Vimentin Oncogene 

Anti PPARγ Santa Cruz 

Anti-vWF-Antikörper Dako 

CY3 Fluoreszenzmarker Danova 

FITC Fluoreszenzmarker Dianova, Jackson Immuno 

BCA Protein Assay Perbio/ Pierce 

Reverse Transkriptase (“Superscript”) Invitrogen 

Prestained Protein Ladder (10- 180 kDa) Fermentas 

  

Tabelle 9: Antikörper, Enzyme und Marker 

2.6 Software 

Software Firma 

ABI 7000  Applied Biosystems 

Acrobat Reader 8 Professional Adobe 

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent 

AlphaEaseFC Adobe 

BCA-Microplate Manager BioRad 

Endnote Thomson ICI Research 

Office 2007 (Word, Excel, Power Point) Microsoft 

Photoshop CS3 Adobe 

SPSS for Windows 11.5.1 SPSS Inc 

Sigma Plot SYSTAT 
  

Tabelle 10: Software  
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2.7 Verbrauchsmaterialien 

Materialien Firma 

Adhäsionsfolie Applied Biosystems 

Adhäsionsfolie Roth 

Deckgläser Roth 

Eppendorfreaktionsgefäße: 0,2 ml 

 0,5 ml 

 1,5 ml 

 2,0 ml 

Eppendorf 

Zentrifugenröhrchen  TPP 

3 MM Blotting-Papiere Whatman 

Nitrocellulosemembran Amersham Biosciences  

Objektträger Menzel 

Röntgenfilme Kodak 

96-Well-Platte mit Flachboden Corning Incorporated 

96-Well-Platte “M cro Amp Opt c l” Applied Biosystems 

Bioanalyzer-Platten Agilent 

ECL Amersham Biosciences / GE 

  

Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien  
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3 Methoden 

3.1 Tiere und Haltung 

Das untersuchte linksventrikuläre Myokardgewebe von salzsensitiven männlichen 

und weiblichen Dahl-Ratten wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe 

Professor Kreutz / Dr. Wendt (Charité Campus Benjamin Franklin) zur Verfügung 

gestellt. Die Versuchstiere wurden zu den üblichen tiermedizinischen 

Standardbedingungen im Tierstall der Charité Campus Benjamin Franklin gehalten. 

Die Hochsalzgruppen erhielten für 8 Wochen eine 4%ige NaCl-Diät, die 

Kontrollgruppen erhielten für denselben Zeitraum eine Normaldiät (1% NaCl). 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 linksventrikulären Myokard der Dahl/S-Ratten. 

Bis zur Verarbeitung wurden die Gewebeproben bei -80°C gelagert. Unter 

Zuhilfenahme von flüssigem Stickstoff und Trockeneis wurden die Gewebeproben 

zerkleinert und je 60-80µg pro Probe in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß eingewogen. 

Um zu verhindern, dass die zu extrahierenden Proteine während der Präparation 

abgebaut werden, wurden alle Schritte auf Eis und bei 4°C durchgeführt.  

Für die Homogenisierung des Gewebes wurde aus Lysis Matrix D-Röhrchen die 

Hälfte der Kugeln entfernt und durch eine Ceramic Sphere ersetzt. Anschließend 

wurde das Gewebe unter Zugabe des 7-fachen Volumens an Protein-extraction 

double-detergent lysis buffer im FastPrep™-Gerät auf Stufe 4 zweimal für 20sec 

homogenisiert. 

Pro 350 µl Protein-extraction double-detergent Lysis Puffer wurden 25 µl 

Proteinaseinhibitor Cocktail zugesetzt. 

Anschließend wurde das Homogenat mit 1 µl SDS (10%) pro 100 µl Lysis-Puffer 

versetzt. Nach kurzer Durchmischung blieben die Proben zum Lysieren für 20min auf 

Eis. Danach wurde das Lysat in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 

bei 4°C und 14000rpm für 10min in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand 

wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Von jeder Probe wurde ein 
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Aliquot von 20µl für 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 Cu2+ in alkalischer 

Lösung. Bei dieser Reaktion wird das Cu2+ zu Cu1+ reduziert, welches mit 

Bicinchinon-Säure einen violetten Farbstoff bildet. 

Zur Messung des Proteingehaltes der Proben wurden diese zunächst im 

Doppelansatz auf eine 96-Well-Platte mit Flachboden aufgetragen. Für das genutzte 

Messverfahren wurde ein Albuminstandard (BSA, Pierce) in einer Konzentration von 

0, 100, 200, 300, 400, 500, 1000, und 2000µg/ml verwendet. Pro Reaktionsansatz 

wurden je 20µl der 1:2 und 1:10 verdünnten Probe bzw. des Standards mit 300µl 

Farbstoffgemisch (Pierce-BCA Protein Assay Reagenzien A und B im Verhältnis 

50:1) versetzt. Abgedeckt mit einer Adhäsionsfolie wurden die Platten für 30min bei 

37°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein Doppelansatz mit reinem Lysis-Puffer. 

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anschließend im Microplate 

Spectrophometer (ELISA, Bio-Rad) bei einer Wellenlänge von 550nm. Die 

Konzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe der ELISA- gekoppelten Sofware durch 

den Abgleich der Extinktion der Probe mit der Albuminstandardkurve und unter 

Berücksichtigung der Verdünnung berechnet.  

3.2.3 Western Blot (Immunoblot) 

Beim Western-Blot-Verfahren werden Proteingemische mit Hilfe der SDS-PAGE in 

einer Polyacrylamidmatrix über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld 

eluiert (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) und anschließend auf einen geeigneten 

Träger (z.B. Nitrocellusose-Membran) übertragen (eigentliches Blotten). Dies 

ermöglicht die Detektion bestimmter Proteine mit spezifischen Antikörpern.  
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Das Verfahren gliedert sich in folgende Abschnitte: 

 

1. SDS-PAGE 

2. Blotting 

3. Antikörperbindung 

4. Detektion 

 

Mit Hilfe des SDS wurden die Proteine in Ihrer Primärstruktur 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 Größe der zu 

untersuchenden Proteine abhängig. In der vorliegenden Arbeit wurden 12,5%-ige 

Trenngele verwendet, die für alle detektierten Proteine geeignet waren.  

 

Zusammensetzung der Trenngele: 

Reagenz 12,5% -iges Acrylamidgel 

30% Acrylamid Mix (Roth) 4 ml 

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

H2O (Millipore Wasser) 3.3 ml 

10%SDS  100 µl 

10% APS 100 µl 

TEMED (Roth) 4 µl 

Tabelle 12: Zusammensetzung der Trenngele   

 

Die noch flüssigen Gele wurden mit Wasser bedeckt, um ihre Austrocknung zu 

verhindern. Nach 45min war die Polymerisation abgeschlossen. Nach dem Abgießen 

und Absaugen des Wassers mit Filterpapier wurden die Sammelgele auf die 

Trenngele gegossen.  
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Zusammensetzung der Sammelgele:  

Reagenz 5% -iges Sammelgel 

H2O (Millipore) 3,4ml 

30% Acrylamidmix  0,83ml 

1,0 M Tris HCl (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 

 

Für die Herstellung der Geltaschen zum Einsetzen der Proteine wurde noch vor dem 

Gießen des Sammelgels ein Plastikkamm zwischen die Glasscheiben gesetzt. Um 

die Gele vollständig auspolymerisieren zu lassen, wurden sie anschließend in 

feuchte Tücher geschlagen und über Nacht im Kühlraum bei 4°C gelagert.  

Die Proben wurden zunächst mit H2O auf gleiche Konzentrationen verdünnt.  Nun 

wurde den Proben Gelladepuffer (RotiLoad, Roth) im Verhältnis 4:1 zugesetzt und im 

Anschluss erfolgte die Denaturierung für 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 15µg Protein 

eingesetzt, da sich diese Menge bei den erstellten Eichgeraden als geeignet 

erwiesen hatte. Zusätzlich wurden auf jedem Gel 5µl eines Proteingrößenmarkers 

(„Prestained-Protein-     r“) und eine Eichgerade aus gepoolten Proben 

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Elektrophorese-Puffer bei konstanter 

Spannung von 100V, einer Stromstärke von 350- 400mA und einer Leistung von 

400W für eine Stunde bei 4°C.  

Nach der Elektrophorese wurden die Gele vorsichtig aus den Kammern gelöst und 

für 10min in 1x Transferpuffer gewaschen. Währenddessen wurden auf die Gelgröße 

zugeschnittene Nitrocellulose-Membranen, 3mm Whatman-Papiere und Schwämme 

in demselben Puffer äquilibriert. Es wurde nun ein luftblasenfreies „Gel-Membran-

Blot-Sandwich“ gebildet und in eine Elektro-Blot-Kammer eingesetzt, welche mit ca. 

5L Transferpuffer aufgefüllt wurde. Das Blotten erfolgte für 1,5h bei 4°C und einer 

konstanten Spannung von 100V. 

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

Nitrocellulose-Membranen mit einer Ponceau-Rot Färbelösung überprüft. 
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Überschüssige Farbe wurde mit H2O entfernt. Die gefärbten Membranen wurden nun 

auf Whatman-Papier getrocknet, beschriftet und bis zur weiteren Verarbeitung im 

Kühlschrank aufbewahrt. 

Für  die benötigten 5L Transferpuffer wurde 1L 4x- Ansatz mit 1L Methanol versetzt 

und anschließend auf 5L mit H2O aufgefüllt. 

3.2.4 Antikörper- Hybridisierung 

Zunächst wurde die verwendete Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur unter 

sanftem Schütteln in fettfreier, 5%-iger Blocking Reagenz (Magermilch) gewaschen, 

um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend erfolgte eine Spülung 

der Membranen in TBS-T für 1 x 15min und 2 x 5min. Nachfolgend wurde die 

Membran mit dem Primär-Antikörper über Nacht im Kühlraum bei 4°C inkubiert. Die 

Verdünnung des ersten Antikörpers (AK) erfolgte in 3%-iger Blockingmilch. Am 

nächsten Tag wurde die Membran dreimal für jeweils 10min mit TBS-T gewaschen 

und im Anschluss mit dem zweiten, mit Peroxidase markierten Antikörper für 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. Dafür wurde die Membran für 3min dünn mit dem Detektionreagenz 

überschichtet. Durch die katalytische Umsetzung der Peroxidase des sekundären 

Antikörpers wurde eine Chemilumineszenz erzeugt. Nach Abtropfen der Membran 

wurde sie mit einem Röntgenfilm (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 Röntgenfilm wurde nun eingescannt und anschließend mit Hilfe der 

AlphaEaseFCTM-Software, (Version 3.1.2 Alpha Innotech Corporation, USA) über 

Intensitätsanalyse ausgewertet.  

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

Primär- Antikörper Verdünnung Verdünnungslösung 

Anti- PPARγ   1:400 3% -iges Blockingreagenz 

Anti- PPARα 1:400 3% -iges Blockingreagenz 

Anti GLUT1 1:200 TBS- T 

Anti GLUT4 1:200 TBS- T 

Tabelle 14: Primäre Antikörper 

 

Für die Verdünnung des sekundären Antikörpers der PPARα/γ- Antikörper wurde 

5%-iges Blockingreagenz verwendet; für die Verdünnung von GLUT1/4 0,1%-iges 

TBS- T. 

Tabelle 15: Sekundäre Antikörper  

3.2.5  „Stripping“-Protokoll  

Die verwendete Nitrozellulosemembran kann erneut verwendet werden, wenn sie 

vorher von den bereits gebundenen Antikörpern gereinigt wird. Hierzu wurden die 

Membranen für 30min bei 50°C in Glycin-„Stripping“-Puffer unter sanftem Schütteln 

im Heizofen inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte von je 30min in TBS-T-Puffer. 

Anschließend wurden die Proteine auf der Membran mit der Ponceaufärbung 

kontrolliert. 

3.3 RNA-Aufarbeitung und Analyse 

Da die RNA im Gegensatz zur DNA aufgrund einer zusätzlichen 2´Hydroxylgruppe 

der Ribose eine erhöhte Instabilität aufweist und aufgrund der Bedrohung durch 

allgegenwärtige RNAsen, sind bei ihrer Verarbeitung besondere Maßnahmen zu 

beachten. So wurde die Kontamination durch RNasen möglichst vermieden, zudem 

wurden alle Arbeitschritte rasch und auf Eis durchgeführt werden. Es wurde 

ausschließlich mit Diethylpyrocarbonat-(DEPC) behandeltes Wasser verwendet 

werden.  DEPC bindet kovalent an primäre und sekundäre Amine, z.B. Histidin, 

welches sich im katalytischen Zentrum vieler RNAsen befindet und diese somit 

inaktivieren kann. Die Arbeitsflächen wurde vor Beginn der Aufarbeitung mit RNAse-

Away gesäubert werden.  

Sekundärer Antikörper Verdünnung Verdünnungslösung 

Donkey Anti Rabbit 1:25000 5%-iges Blockingreagenz 

Donkey Anti Rabbit 1:25000 0,1%-iges TBS- T 
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3.3.1 Isolierung der RNA aus Rattenmyokard 

Die Homogenisierung der Proben erfolgte unter Verwendung von Lysis Matrix D-

Röhrchen, aus denen die Hälfte der Kugeln entfernt und durch eine Ceramic Sphere 

Kugel ersetzt wurde. Nach Zugabe von je 600µl RNAzol B wurden die Proben im 

Fast Prep Gerät auf der Stufe 4 für zweimal 20sec homogenisiert. Anschließend 

erfolgte die Zugabe von weiteren 400µl RNAzol B je Probe und deren Inkubation für 

5min auf Eis. Nachfolgend wurden die Ansätze im Kühlraum (4°C) 30min mit Hilfe 

eines Vortexrüttlers durchmischt. Danach erfolgte die Überführung des gesamten 

Homogenats (ca. 1ml) in ein neues 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefäß.  

Nach Zugabe von 0,2ml Chloroform pro 1ml Homogenat wurden die Proben exakt 

2min mit Hilfe des Vortexrüttlers geschüttelt, dann für 5min auf Eis inkubiert und 

schließlich 10min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert, wodurch sich das Gemisch in 

3 Phasen auftrennte. In der oberen wässrigen Phase war die RNA enthalten, die 

DNA befand sich in der unteren organischen und in der Interphase, während die 

Proteine in der organischen Phase verblieben. Anschließend erfolgte die 

Überführung der wässrigen Phase in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß. Zur 

Fällung der RNA wurde jede Probe mit einem dem Probenvolumen (ca. 500µl) 

entsprechenden Anteil an Isopropanol versetzt, kurz mit dem Vortexrüttler 

durchmischt und über Nacht bei -20°C gefällt.  

Die Proben wurden anschließend für 30min bei 4°C und 14000 rpm in einer 

Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet mit 

80%igem Ethanol gewaschen, um Salz und Isopropanolreste zu entfernen. Der 

Waschschritt wurde einmal wiederholt. Nachfolgend wurde der Überstand abermals 

dekantiert und das Pellet an der Luft getrocknet. Je nach Größe des Pellets wurde es 

anschließend in 25 – 50µl DEPC-Wasser aufgenommen.  

3.3.2 Konzentrationsbestimmung der RNA 

Photometer 

Zunächst wurde die RNA-Konzentration einiger Ansätze stichprobenartig im 

Eppendorf-Photometer bei einer Wellenlänge von 260nm und 280nm bestimmt, um 

die erforderliche Verdünnung festzulegen. Als Referenz diente DEPC-Wasser, 

welches zum Lösen der RNA verwendet wurde.  

Da eine Extinktion = 1 bei 260nm einer RNA-Konzentration von 40ng/μl entspricht, 

wurde  die RNA-Konzentration wie folgt bestimmt:  

Konzentration [ng/μl] = E260 x Verdünnung 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 Qualität des Isolates auszugehen. Ist der 

Koeffizient kleiner muss von einer Verunreinigung durch Proteine, genomische DNA 

und/oder aromatischen Substanzen ausgegangen werden. 

 

Agilent Bioanalyzer  

Nach der erforderlichen Verdünnung der Proben erfolgte die Konzentrations- und 

Qualitätsbestimmung aller Proben mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano Reagent 

Kits. Die Pipettierschritte wurden nach Herstellerprotokoll durchgeführt 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 komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben, welche 

dann als Template für quantitative PCR- Reaktionen verwendet wird.  

Die RT-PCR wurde mit Hilfe des High-Capacity-cDNA-Reverse-Transcription-Kits 

nach Angaben des Herstellers durchgeführt.  

Es erfolgte zunächst die Herstellung eines 2-fach konzentrierten Master-Mix´ in 

folgender Zusammensetzung:  
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Komponenten Volumen [µl] 

10x RT – Buffer  2 

25x dNTP Mix 0,8 

10x RT Random Primers 2 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1 

RNase Inhibitor 1 

H2O 3,2 

Gesamtvolumen pro PCR – Ansatz  10 

Tabelle 16: Zusammensetzung des Master-Mix 

 

Abschließend wurden 10µl Master-Mix mit je 10µl der RNA-Proben in ein 0,2ml PCR-

Reaktionsgefäß 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 durchgeführt:  

Schritt Bedingungen 

Schritt 1 25°C                            10min 

Schritt 2 37°C                          120min 

Schritt 3 85°C                              5sec 

Schritt 4   4°C                              ∞ 

Tabelle 17: PCR-Bedingungen  

 

Hierbei erfolgte zunächst eine Inkubation bei 25°C für 10min, dann bei 37°C für 

120min und schließlich wurde die cDNA-Synthese bei 87°C gestoppt.  

Die Reverse Transkription wurde je Probe drei Mal durchgeführt. 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 

Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen. Für die Durchführung 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 (Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus) 
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Ein PCR- Zyklus besteht aus: 

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

getrennt. 

2. Annealing: Anlagerung der Primer. Die Annealing-Temperatur wird durch die 

Primer vorgegeben und so hoch gewählt, dass unspezifische Bindungen der 

Primer an das Template vermieden werden. Sie liegt meist zwischen 50 und 

65°C. 

3. Elongation: Kettenverlängerung. Die Taq-Polymerase synthetisiert den 

Komplementärstrang 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 qRT-PCR handelt es sich um eine Methode zur Ermittlung der 

Transkriptionshäufigkeit  bestimmter Gene. 

Diese Methode ermöglicht den kontinuierlichen Datengewinn während des PCR-

Prozesses, im Gegensatz zur konventionellen PCR, welche nur die  Akkumulation 

des Zielgens nach einer fixen Zyklusanzahl detektiert.   

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte können entweder spezifische 

fluoreszenzmarkierte Sonden oder in die doppelsträngige 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 Wellenlänge kann das PCR-

Produkt quantifiziert werden, da sich die Zunahme der Fluoreszenz proportional zur 

Zunahme des PCR-Produkts verhält.  Die Messung der Fluoreszenz findet jeweils 

am Ende der Elongation in jedem Zyklus statt. Aus der Zyklenzahl, bei welcher das 

Fluoreszenzsignal einen vorgegebenen Schwellenwert überschreitet, 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 lässt: 
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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 

Änderungen zu beobachten. 

 

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

Kurve einen exponentiellen Anstieg.  

 

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

keine Reaktionen mehr statt.  

 

 

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

 

Durchführung  

Zunächst wurde das optimale Primerverhältnis (Primer-Matrix) ermittelt. Dazu wurden 

die Primer auf 5 pmol/µl verdünnt und anschließend in drei unabhängigen PCR-

Ansätzen im Verhältnis 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 

TaqMan durchgeführt. Das jeweils optimale Primerverhältnis ergab sich schließlich 

aus dem Verlauf der Amplifikation und der Schmelzkurve, sowie aus der 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.  

 

 

 

Log DNA 

Zykluszahl 

 

Baseline 

kein Template 

 

Exponential-
phase 

Plateau- 
phase 

CT 

Threshold 

Probe 
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Primerbedingungen: 

 

Zielgen Programm Temperatur Primerverhältnis 
F:R 

Zykluszahl 

     

R HPRT 2 Schritt 60°C 3:1 [µl]         5pmol/µl 40 

R PPARγ 2 Schritt 60°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 40 

R CD36 2 Schritt 60°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 40 

R CTGF 3 Schritt 55°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 35 

R MCAD 2 Schritt 60°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 40 

R ACO 2 Schritt 65°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 40 

PGC 1α 2 Schritt 60°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 40 

COX2 2 Schritt 60°C 1:1 [µl]         5pmol/µl 40 

Tabelle 18: Primerbedingungen  

 

Für 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)  gewählt und 

mitquantifiziert. Einige Durchläufe erfolgten auch mit β-Actin zur Überprüfung der 

Reproduzierbarkeit des Housekeeping-Gens. Zur Auswertung wurde jedoch 

ausschließlich HPRT verwendet.  

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

Reaktionansatz durchgeführt:  

 

Master- Mix für HPRT Eichgeraden Volumen [µl] 

SYBR- Green- Mix 12,5 

FW-Primer 3 

RV-Primer 1 

H2O 7,5 

Gesamtvolumen 24 

Tabelle 19: Master-Mix für HPRT  

 

Es wurde je 1µl aus dem Probenpool der jeweiligen Konzentration eingesetzt. 

Die Quantifizierung der Zielgene erfolgte nach folgendem Ansatz:  
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Reaktionsansatz für die Zielgene Volumen [µl] 

SYBR- Green- Mix 12,5 

FW-Primer 1  

RV-Primer 1 

H2O ad 24  

Tabelle 20: Reaktionsansatz für die Zielgene  

 

Die einzusetzende Templatemenge ergab sich aus der Analyse der entsprechenden 

Eichgerade. Die Primerverhältnisse 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- Doppelstränge und der Fluoreszenzfarbstoff wird wieder 

freigegeben. Der messbare Anstieg bei einer bestimmten Schmelztemperatur eines 

Amplifikats ist für jedes Zielgen unterschiedlich. Die Dissoziationskurve dient der 

Überprüfung der Spezifität der PCR- Reaktion. Die Höhe des Peaks der 

Dissoziationskurve gibt Auskunft über die Größe 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 Doppelansätze wurden mit der Exel-Office-Software die Mittelwerte 
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berechnet. Anschließend folgte die Rückrechnung auf die Menge. Die so ermittelten 

Werte für die einzelnen Proben wurden nun auf die entsprechenden Werte des 

Referenzgens bezogen und anschließend in den unterschiedlichen Gruppen 

miteinander verglichen.  

3.4 Immunfluoreszenz 

Grundprinzip der Immunfluoreszenz 

Die Immunfluoreszenz ist eine lichtmikroskopische Technik. Hierbei nutzt man die 

Spezifität von Antikörpern, um die Verteilung von bestimmten antigenen 

Determinanten am histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Bei dieser Technik 

bindet, ähnlich wie beim Immunoblot, ein primärer Antikörper an die nachzuweisende 

Struktur. Diese spezifischen mono- oder polyklonalen Antikörper tragen selbst 

antigene Determinanten, an welche der Fluoreszenzmarker-gekoppelte 

Sekundärantikörper bindet. Über die Fluoreszenzmarker FITC und CY3  lassen sich 

die gesuchten Strukturen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen. 

Kofärbungen können mit unterschiedlichen Primärantikörpern und 

Fluoreszenzmarkern durchgeführt werden. 

3.4.1 Anfertigung der Kryoschnitte 

Die bereits vorbereiteten Kryo-Gewebeblöckchen 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 5µm. Anschließend wurden die Schnitte auf silanbeschichteten 

Objektträgern getrocknet. 

3.4.2 Färbung der Kryoschnitte 

Zunächst wurden die Kryoschnitte für ca. 30min bei RT inkubiert, anschließend für 

5min in kaltem Aceton fixiert und danach 30min luftgetrocknet. Die Blockierung 

unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mit Hilfe von 3%igem BSA in PBS-T für ca. 

1h in einer feuchten Kammer.  Um das Blockingreagenz und die folgenden Lösungen 

auf dem Schnitt zu halten, wurde dieser mit einem Fettstift umrandet. Es folgte die 

Inkubation des primären Antikörpers, 

dazu wurden zunächst die AK-Verdünnungen in 1%igem BSA auf Eis angesetzt: 

1:50, 1:100 und 1:200. Die Referenz (von-Willebrand-Faktor-AK) wurde auf 1:400 

verdünnt, für die Negativkontrolle wurde nur 1%iges PBS-T verwendet. Die 
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Inkubation des primären Antikörpers erfolgte mit jeweils 200µl AK-Verdünnung für 1h 

bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.  

Anschließend wurden die Präparate 3 x 10min mit PBS-T 0,1% BSA gewaschen und 

erneut für 30min in 3%igem BSA PBS-T geblockt. Für die Inkubation des sekundären 

Antikörpers wurden folgende Verdünnungen angesetzt:   

 

Primärer 
AK 

Verdünnungs-
faktor 

Lösung Sekundärer 
AK 

Verdünnungs-
faktor 

Lösung 

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

1:100 1% BSA 

vWF 1:400 1% BSA Cy3 1:100 1% BSA 

Tabelle 22: Verdünnung der Antikörper  

 

 

Für die Negativkontrolle wurden FITC und Cy3 im Verhältnis 1:1 und 1:50 gemischt. 

Die Verdünnungen wurden ebenfalls auf Eis angesetzt und die Inkubation erfolgte in 

einer feuchten Kammer für 1h bei RT. Im Anschluß wurden die Schnitte 3 x 10min 

mit 0,1%igem BSA PBS-T gewaschen. Nachfolgend wurden die Schnitte für 1h mit 

Sudan Schwarz überschichtet (unspezifische Fluoreszenz) und nach kurzem 

Waschen mit DAPI (Verdünnung: 1:20000) für 1min inkubiert. Nach erneutem 

Waschen wurden die Schnitte mit Vecta-Shield Fluo-Eindeckmedium eingedeckt und 

mit handelsüblichem Nagellack versiegelt. Bis zur Auswertung am Mikroskop wurden 

die Präparate bei -20°C im Kühlschrank aufbewahrt.  

3.4.3 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse der Proteinexpression und der 

Expressionswerte für 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.  

  



40 

4 Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren 

PPARγ und PPARα, sowie die mRNA-Expression von PPARγ und einiger 

ausgewählter Zielgene in einem Modell für salzsensitive Hypertonie untersucht, um 

einen Beitrag zur weiteren Klärung des kardialen Energiestoffwechsels zu leisten. 

Untersucht wurde linksventrikuläres Myokardgewebe von männlichen und weiblichen 

Dahl-Ratten nach achtwöchiger Hochsalz- bzw. Normaldiät.  

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

folgendermaßen aufgeteilt waren: 

 

Geschlecht Stamm Diät NaCl-Gehalt 

f Dahl/S Hochsalz-Diät 4,0 % 

f Dahl/S Normaldiät 0,1 % 

m Dahl/S Hochsalz-Diät 4,0 % 

m Dahl/S Normaldiät 0,1 % 

    

 Tabelle 23: Aufteilung der Gruppen  

 

Als Kontrollgruppe für die Hypertrophie diente die dem jeweiligen Geschlecht 

entsprechende Normaldiätgruppe. 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 qRT-PCR 

durchgeführt. Zur Identifikation der Lokalisation von PPARγ im kardialen Gewebe 

wurden Kryoschnitte des linken Ventrikels angefertigt und PPARγ in diesen mittels 

Immunofluoreszenz sichtbar gemacht.  

4.1 Charakterisierung der Tiere 

Zunächst wurden die von der AG Prof. Dr. Kreutz freundlicherweise zur Verfügung 

gestellten Daten zu Herzgewicht, Körpergewicht, Blutdruck und Blutfetten statistisch 

ausgewertet. Diese Daten beziehen sich auf ein größeres Kollektiv, aus welchem 

anschließend für die weiteren Untersuchungen 8 Tiere je Gruppe zufällig ausgewählt 

wurden. 
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4.1.1 Herzhypertrophie in Abhängigkeit des Kochsalzgehaltes der Nahrung 

Die Hypertrophieentwicklung unter salzreicher Diät zeigte sich in beiden 

Geschlechtern signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche eine Normaldiät 

erhielt. Im Vergleich zu den männlichen Tieren wiesen die weiblichen jedoch einen 

signifikant geringeren Anstieg in der Hypertrophie auf. 

Das Herzgewicht wurde zur Normierung der Werte auf das jeweilige Körpergewicht 

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 für die männlichen und weiblichen Tiere nach 

HS-Diät und die der jeweiligen Kontrollgruppe unter Normal-Diät:  

 

Abb. 5: Entwicklung der kardialen Hypertrophie unter HS-Diät.  
Der HW/BW-Quotient weist signifikante Unterschiede zwischen den HS-Gruppen und der jeweiligen 
ND-Kontrollgruppe auf. Zusätzlich zeigt sich ein geringerer Anstieg der Hypertrophieentwicklung bei 
den weiblichen Tieren (p<0.05) im Vergleich zu den männlichen Tieren (p<0.001). Die Ergebnisse 
wurden auf 100% normiert.  
ND: Normaldiät; HS: Hochsalzdiät. Für jede untersuchte Gruppe sind die Standardabweichungen 
dargestellt. 

4.1.2 Korrelation zwischen systolischem Blutdruck und Herzgewicht 

Die Analyse des systolischen Blutdruckes und der Herzgewichte weist eine 

weitgehende Korrelation der männlichen (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.  

Auffällig ist die größere Streuung der Werte der weiblichen Tiere bei 

Blutdruckanstieg. 
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Abb. 6: Korrelation zwischen Blutdruck und kardialer Hypertophie.  
Korrelationsanalyse für HW/BW und systolischen Blutdruck. Die Korrelation weist nur eine geringe 
Differenz zwischen den männlichen und den weiblichen Tieren (♂: R=0,723; ♀: R=0,579) auf.  
Größere 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 größeren Kollektiv 

gemessen und uns freundlicherweise zur Verfügung gestellt.    

Die statistische Auswertung der Blutfettwerte ergab signifikant höhere 

Triacylglycerid-Werte (TAG) der männlichen Tiere im Vergleich zu den weiblichen. 

Die Unterschiede in der Diät 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 männlichen Tiere beider 

Gruppen signifikant höhere TAG-Werte auf. Eine diätabhängige 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  für die jeweilige Gruppe. Die 
männlichen Tiere wiesen, im Vergleich zu den weiblichen signifikant höhere Werte auf.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (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 höhere Werte bei den männlichen 

Tieren im Vergleich zu den weiblichen. In den Gruppen unter Normaldiät zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede.  

G
e
s
a
m

t-
C

h
o
le

te
ri
n
 M

it
te

lw
e
rt

e

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

male ND             female ND         male HS            female HS

n. s. p < 0,005

 

Abb. 8: Auswertung der Gesamt-Cholesterin-Werte.  
Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Gesamt-Cholesterin-Werte in mg/dl für die 
jeweilige Gruppe. Die männlichen Tiere  der HS-Gruppe wiesen, im Vergleich zu den weiblichen 
HS-Gruppe signifikant höhere Werte auf. Für jede untersuchte Gruppe sind die 
Standardabweichungen dargestellt.  
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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 höhere LDL-Werte bei den männlichen 

Tieren gegenüber den weiblichen Tieren. Eine Diätabhängigkeit 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 für die jeweilige Gruppe. Die 
männlichen Tiere weisen, im Vergleich zu den weiblichen, signifikant höhere Werte auf.  
Für 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. Für 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 für die jeweilige Gruppe. Signifikante 
Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht nachweisbar.  
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4.2 Peroxisome Proliferator Activated Receptor α (PPARα) 

Die Western-Blots wurden für jede Probe dreimal durchgeführt, um technische 

Ungenauigkeiten zu minimieren. Die Auftragung der Probe erfolgte für jeden 

Western-Blot im Doppelansatz. Alle Ergebnisse wurden auf β-Aktin als „house-

keeping“ Gen bezogen. 

4.2.1 Diätabhängige Unterschiede der PPARα-Expression auf Proteinebene 

Die PPARα-Proteinexpression im Myokardgewebe der Dahl/S-Ratten  zeigte 

diätabhängig signifikante Unterschiede. Expressionsunterschiede in Abhängigkeit 

vom Geschlecht wurden nicht nachgewiesen.  

 
Exemplarische Darstellung je eines Western Blots für PPARα und β-Aktin.  

 
 
Abb. 11: Western-Blot PPARα. 
Proteingröße 55 kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15µg Protein pro Spur. Entwicklungszeit:15 min. 
Alle Proben wurden im Doppelansatz aufgetragen. 
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl) 
 

 

Alle Werte wurden auf β-Aktin als Referenz bezogen. β-Aktin wurde für jede Probe, 

auf jeder Nitrocellulosemembran bestimmt. Bei allen verwendeten Proben zeigte sich 

eine β-Aktin-Expression: 

 
 

 
 

Abb. 12: Western-Blot-Analyse der Expression von β-Aktin als Referenz zu PPARα. 
Proteingröße 43 kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15µg pro Spur. Entwicklungszeit: 10 s. Alle Proben 
wurden im Doppelansatz aufgetragen.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl); HS: Hochsalz-Diät (4% NaCl) 
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Abb. 13: Ergebnisse der Western-Blot-Analyse der PPARα-Expression.  
Die PPARα-Proteinexpression zeigte ein signifikant geringeres Niveau in den hypertrophen Herzen. 
Geschlechtsunterschiede waren nicht nachweisbar.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8 
 

4.3 Peroxisome Proliferator Activated Receptor γ (PPARγ)  

Sowohl die Western-Blots als auch die qRT-PCR wurden für jede Probe dreimal 

durchgeführt, um technische Ungenauigkeiten zu minimieren. Desweiteren wurden 

alle Proben bei jeder Messung im Doppelansatz aufgetragen. Zur weiteren 

Berechnung wurde zunächst der Mittelwert aus den Doppelansätzen der 

Einzelmessung gebildet und anschließend aus den Mittelwerten der drei 

Einzelmessungen der jeweilige Mittelwert gebildet.  

4.3.1 Geschlechtsabhängige Unterschiede in der PPARγ-Expression auf 
Proteinebene 

Die Proteinexpression von PPARγ im Myokardgewebe zeigte geschlechtsabhängige, 

signifikante Unterschiede. Expressionsunterschiede in Abhängigkeit von der 

Hypertrophie wurden nicht nachgewiesen.  

Alle Proben wurden im Doppelansatz aufgetragen. Auf jeder Nitrocellulosemembran 

befand sich zusätzlich 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 PPARγ-Expression.  
Proteingröße 67 kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15µg Protein pro Spur. Entwicklungszeit betrug 20 
min. Alle Proben wurden im Doppelansatz aufgetragen. 
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl  
 

Alle Werte wurden auf β-Aktin als Referenz als Housekeeping-Gen bezogen. β-Aktin 

wurde für jede Probe, auf jeder Nitrocellulosemembran bestimmt. Bei allen 

verwendeten Proben zeigte sich eine gleichbleibende β-Aktin-Expression im 

Vergleich zu den entsprechenden PPARγ-Werten:  

 

 

Abb. 15: Western-Blot der β-Aktin-Expression als Referenz zu PPARγ.  

Proteingröße 43kDa. 12%iges Acrylamidgel mit je 15µg pro Spur. Entwicklungszeit: 10s. Alle Proben 
wurden im Doppelansatz aufgetragen.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl)    
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Abb. 16: Western-Blot-Analyse der PPARγ-Expression in Kardiomyozyten männlicher und 
weiblicher Dahl/S-Ratten. Die männlichen Tiere wiesen in beiden Gruppen eine signifikant höhere 
PPARγ-Expression auf Proteinebene als die weiblichen auf.   
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8    

4.3.2 Geschlechtsabhängige Unterschiede der PPARγ-Expression auf mRNA-
Ebene 

Die PPARγ-Expression auf mRNA-Ebene zeigte eine mit der Proteinexpression 

übereinstimmende  geschlechtsabhängige, diätunabhängige Regulation. Dargestellt 

sind die Ergebnisse für die mRNA-Expression von PPARγ aus der qRT-PCR. 
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Abb. 17: Geschlechtsabhängige Unterschiede in der PPARγ-Expression auf mRNA-Ebene.  
Die  Expression auf mRNA-Ebene zeigte für PPARγ einen geschlechtsabhängigen Unterschied.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8.  
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4.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von PPARγ im Myokard 

Zur Lokalisation von PPARγ im Myokard der untersuchten Ratten wurden zunächst 

Paraffinschnitte (Dicke: 5µm) aus dem linken Ventrikel angefertigt und mit PPARγ-

Antikörpern hybridisiert. Die Ergebnisse aus den Paraffinschnitten lieferten keine 

Ergebnisse, da keine lokalisierbare Anlagerung des Antikörpers stattfand. Daher 

wurden ebenfalls aus linksventrikulärem Gewebe anschließend Kryoschnitte 

angefertigt und mit dem PPARγ-Antikörper hybridisiert. 

Die PPARγ-Expression konnte bei beiden Geschlechtern und unter beiden 

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

VSMCs mikroskopisch nachgewiesen werden. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. 

 
Abb. 18: Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der PPARγ -Expression  
Kryoschnitte des linksventrikulären Myokards von männlichen (A) und weiblichen (B) Dahl/S-Ratten 
unter Hochsalz-Diät (HS: 4 % NaCl) und männlichen (C) und weiblichen (D) Dahl/S-Ratten unter 
Normaldiät (ND: 0,1 % NaCl). Die PPARγ-Expression zeigte sich in den Kardiomyozyten, den VSMCs 
und den Endothelzellen in allen Gruppen.  
       :  rü : PPA γ; rot: K r . V r röß ru  : 40x.  
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4.4 Ausgewählte Zielgene des kardialen Energiestoffwechsels  

Die verwendete RNA wurde aus dem linkventrikulären 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 anschließend der Mittelwert aus den 

Einzelmessungen gebildet, um technische Ungenauigkeiten zu minimieren. Als 

„House-keeping“-Gen wurde HPRT gewählt, 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.  

 

 

 
Abb. 19: Amplifikationskurven HPRT. Dargestellt sind die Amplifikationskurven der Standardwerte 
für den cDNA Probenpool mit dem HPRT Primerpaar. Der grüne 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 
für den cDNA Probenpool mit dem CD36 Primerpaar. Der grüne 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 qRT-PCR dienen der 

Spezifitätskontrolle der Primer, wie auch der internen Kontrolle.  

Im Folgenden sind exemplarisch die Amplifikations- und Dissoziationskurven der 

PCR-Produkte für HPRT und CD36 dargestellt.  

 

 

Abb. 21: Dissoziationskurve der Standardwerte für 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 für 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 Einschätzung der Beeinflussung des peroxisomalen Lipidstoffwechsels durch die 

HS-Diät wurde die mRNA-Expression der Acyl-CoA-Oxidase (ACO) mit Hilfe der 

qRT-PCR untersucht.  

Bei der Analyse der Ergebnisse zeigte sich eine geschlechtsabhängige aber 

diätunabhängige mRNA-Expression. Auch hier wiesen die männlichen Tiere beider 

Gruppen im Vergleich zu den weiblichen signifikant höhere Werte auf. 

 
Dargestellt sind die Ergebnisse aus der qRT-PCR. 
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Abb. 23: Expression der ACO auf mRNA-Ebene. 
Es zeigte sich eine signifikant höhere Expression der ACO-mRNA in den männlichen Tieren im 
Vergleich zu den weiblichen.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (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-Diät auf den mitochondrialen Fettsäurestoffwechsel in den 

salzsensitiven Dahl-Ratten zu ermitteln, wurde die mRNA-Expression der MCAD 

ebenfalls mittels der qRT-PCR bestimmt.  

Die Untersuchung der MCAD ergab eine diätunabhhängige Regulation auf mRNA-

Ebene.  Hierbei wiesen die männlichen Tiere beider Diätgruppen im Vergleich zu den 

weiblichen eine signifikant geringere Expression der MCAD auf.  

 
Dargestellt sind die Ergebnisse aus der qRT-PCR.  
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Abb. 24: Expression der MCAD auf mRNA-Ebene.  
Die männlichen Tiere zeigen im Vergleich zu den weiblichen eine signifikant geringere MCAD- 
Expression auf mRNA- Ebene.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); 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 PPARγ  bestimmt.    

Die CD36- Expression auf mRNA-Ebene im Myokard der verwendeten Dahl/S-Ratten  

ließ keine Regulation erkennen. 

 

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der qRT-PCR. 
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Abb. 25: Expression des CD36 auf mRNA-Ebene. Die CD36-mRNA-Expression wies keine 
signifikanten Unterschiede auf.   
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8 
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4.4.4 mRNA-Expression von PGC1α auf mRNA-Ebene  

Die mRNA-Expression des PPARγ-Kofaktors PGC1α wurde mittels der qRT-PCR 

bestimmt. 

Die PGC1α-Expression zeigte in den ND-Gruppen bei den männlichen Tieren 

signifikant höhere 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 PGC1α auf mRNA-Ebene.  
Die Expression auf mRNA-Ebene wies für PGC1α in den ND-Gruppen eine signifikant höhere 
Expression bei den männlichen im Vergleich zu den weiblichen Tieren auf. Der geschlechtsabhängige 
Unterschied in den HS-Gruppen erwies sich statistisch als nicht signifikant. 
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8.  
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4.5 Expression der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 auf 
Proteinebene 

Um Veränderungen 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 Veränderungen des Nieveaus in den 
untersuchten Tieren. 
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (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.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8 

 

Die GLUT4-Expression zeigte in Abhängigkeit von der Diät eine verminderte mRNA-

Expression in beiden Geschlechtern.  
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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-Diät eine tendentiell diätabhängige Regulation im Vergleich zu den jeweiligen 

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

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

 

Dargestellt sind die Ergebnisse aus der qRT-PCR.  
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Abb. 29: Expression der COX2 auf mRNA-Ebene.  
In den Hochsalgruppen (HS) zeigt sich tendentiell eine höhere Expression der COX2 im Vergleich zu 
den jeweiligen ND-Gruppen. Da die Messung nur einmal durchgeführt wurde können die Werte nur als 
Tendenzen angesehen werden.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8 
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4.7 Myokardiale Firbrose unter Hochsalz-Diät  

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 qRT-PCR bestimmt. 

Die CTGF-Expression auf mRNA-Ebene im Myokard der verwendeten Dahl/S-Ratten 

ließ keine signifikante Regulation erkennen. Tendentiell lässt sich jedoch ein Anstieg 

der CTGF-Expression unter HS-Diät erkennen, welcher aufgrund der großen 

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.  
Gruppengröße n=8. ND: Normaldiät (0,1% NaCl);HS: Hochsalz- (4% NaCl); Mittelwerte ± SD, n=8 
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4.7.2 Fibrosefärbung mit Sirius Red und CAB (Chromotrop Anilinblau)  

Für die Fibrosefärbung mit Sirius Red wurden Kryoschnitte des linken Ventrikels der 

Dahl/S-Ratten verwendet, dargestellt wird je ein repräsentativer Gewebeschnitt der 

männlichen und der weiblichen Tiere unter Hochsalz- und Normaldiät.  

In beiden Geschlechtern imponiert in der Sirius-Red-Färbung eine vermehrte 

perivaskuläre Fibrose unter HS-Diät.  Zudem imponiert in den Hochsalzgruppen eine 

ausgeprägtere perivaskuläre Fibrose bei den männlichen Tieren im Vergleich zu den 

weiblichen.  

 

Abb. 31: Mikroskopische Aufnahmen der Fibrosefärbung mit Sirius-Red.  
Kryoschnitte des linksventrikulären Myokards von männlichen (A) und weiblichen (B) Dahl/S-Ratten 
nach Hochsalz-Diät und von männlichen (C) und weiblichen (D) Ratten unter Normaldiät.  
Insbesondere unter Hochsalz-Diät  zeigten die männlichen Tiere eine tendentiell stärker ausgeprägte 
perivaskuläre Fibrose. Die interstitielle Fibrose imponiert nahezu identisch.  
Legende: Fibrose: rot; Herzmuskulatur: gelb. Vergrößerung: 10x  
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Zur Verdeutlichung der Ergebnisse wurde als zweites Verfahren die Darstellung der 

Fibrose mittels CAB-Färbung mit Anilin-Blau gewählt.  Hier wurden ebenfalls 

Kryoschnitte des linken Ventrikels der Dahl-Ratten aus allen vier 

Untersuchungsgruppen verwendet.  

In der CAB-Färbung lässt sich ebenfalls die tendentiell stärker ausgeprägte 

perivaskuläre Fibrose in den Gewebeschnitten der männlichen Tiere der Hochsalz-

Gruppe im Vergleich zu den weiblichen Tieren erkennen.  

 

 

Abb. 32: Mikroskopische Aufnahmen der Fibrosefärbung mit CAB.  
Männliche (a) und weibliche (b) Dahl-HS-Ratten unter Hochsalz-Diät sowie männliche (c) und 
weibliche (d) Tiere unter Normaldiät. Insbesondere unter Hochsalz-Diät zeigten die männlichen Tiere 
eine tendentiell stärker ausgeprägte perivaskuläre Fibrose. Die interstitielle Fibrose wies keine 
Unterschiede in der Ausprägung zwischen den Geschlechtern oder den Diätgruppen auf. 
Legende: Fibrozyten: blau; Kardiomyozyten: rot. Vergrößerung: Male/Female ND: 40x; Male/Female 
HD: 20x. 
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5 Diskussion 

5.1 Herzhypertrophie und Hochsalz-Diät 

Die in Abschnitt 3.1.1 dargelegte Analyse der Herzgewichte ergab eine deutliche 

Gewichtszunahme der Tiere unter HS-Diät im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieser 

Zusammenhang ist bekannt und wurde u.a. von Rapp et al.21 und Inoko et al.35 

beschrieben. In der vorliegenden Studie erhielten die Tiere eine 4%ige NaCl-Diät. 

Häufiger werden Diäten mit 8%-NaCl-Gehalt verwendet, um einen schnelleren 

Blutdruckanstieg, eine rasch progrediente Herzinsuffizienz sowie massive 

Endorganschäden hervorzurufen120. Die 4%ige NaCl-Diät ermöglicht jedoch durch 

den langsameren Anstieg des Blutdrucks und die sich ebenfalls langsamer 

entwickelnden Endorganschäden eine längere Überlebenszeit der Tiere und damit 

eine genauere Evaluation der Anpassungsvorgänge des Energiestoffwechsels.  

Aufgrund der Analyse der Herzgewichte kann davon ausgegangen werden, dass in 

der vorliegenden Arbeit auch unter der 4%-NaCl-Diät 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 Diät eine Hypertonie entwickeln121. Allerdings ist die Hypertonie 

altersabhängig und bei drei Monate alten Tieren liegt der mittlere arterielle Blutdruck 

(MAP) bei 119 mmHg121, was in diesem Modell als normotensiv gilt21. In der 

vorliegenden Arbeit können die Normaldiät-Gruppen als Kontrollgruppen verwendet 

werden, da zum Zeitpunkt der Organentnahme weder eine  linksventrikuläre 

Hypertrophie noch ein erhöhter Blutdruck vorlagen.   

Die höhere Streuung der Herzgewichte der weiblichen Tiere unter HS-Diät wird v.a. 

durch zwei Ausreisser hervorgerufen und ist somit nicht abschließend auswertbar. 

Die Analyse der Herzgewichte bezogen auf das Körpergewicht zeigte in den 

männlichen Tieren unter HS-Diät einen signifikant stärkeren Anstieg als in den 

weiblichen. Der Vergleich der Herzgewichte zeigte hingegen keinen signifikanten 

Unterschied, was an einer noch mäßigen Ausprägung der Hypertrophie zum 

Zeitpunkt der Organentnahme liegen könnte. In einem Maus-Modell konnte 2 

Wochen nach TAC zunächst in beiden Geschlechtern eine vergleichbare 

linksventrikuläre Hypertrophie nachgewiesen werden, welche erst nach 6 Wochen 
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eine signifikant stärkere Ausbildung in den männlichen Tieren aufwies122.  

In weiblichen Spontan-Hypertensiven-Ratten (SHR) konnte die geschlechtsabhängig 

unterschiedliche Hypertrophieentwicklung auf eine östrogenvermittelte verminderte 

arterielle Reaktivität auf vasoaktive Substanzen (z.B. H2O2) und die damit 

vergesellschaftete Reduktion der oxidantieninduzierten Vasokonstriktion 

zurückgeführt werden123.   

5.2 Analyse der Blutfette  

Die statistische Analyse der Blutfette zeigte signifikant höhere TAG-Werte in den 

männlichen Tieren verglichen mit den weiblichen. Eine diätabhängige Regulation 

wurde nicht nachgewiesen.  

Verglichen mit dem Wildtyp (Spargue-Dawley-Ratten) haben die salzsensitiven 

Dahl/S-Ratten wesentlich höhere Triacylglycerid-Plasmaspiegel. Als ursächlich 

hierfür wird ein Anstieg in der Triacylglycerid-Sekretion vermutet, dem eine geringere 

Kapazität zum Abbau gegenüber steht38. Hypertriglyceridämie gilt als ein 

unabhängiger Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen124.  

Für männliche Dahl/S-Ratten  sind erhöhte TAG-Werte im Vergleich zu anderen 

Rattenstämmen bekannt38. Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete 

Geschlechterunterschied wurden von Wendt et al. Für die untersuchten Ratten 

bestätigt125.  

Auch die Auswertung des Serumcholesterins zeigte geschlechtsabhängige 

Ergebnisse. Hier wiesen die männlichen Tiere unter HS-Diät signifikant höhere Werte 

als die weiblichen Tiere unter HS-Diät auf. Die ND-Gruppen zeigten tendenziell 

entsprechende Ergebnisse, welche jedoch keine Signifikanz aufwiesen. 

Entsprechende geschlechtsabhängige Unterschiede wurden von Wendt et al. für den 

untersuchten Rattenstamm bestätigt125.  

Die LDL-Werte wiesen entsprechende geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Die 

LDL-Konzentration im Plasma der weiblichen Tiere war signifikant geringer als in 

dem der männlichen. Dies ist für andere Modelle, beispielsweise für die Spontan-

hypertensive-Ratte (SHR), bekannt und ist mutmaßlich als Östrogen-Effekt zu 

werten123. Eine diätabhängige Regulation der LDL-Plasmaspiegel wurde in der 

vorliegenden Arbeit nicht beobachtet und dies stützt 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-

Diät in der salzsensitiven Dahl-Ratte zeigen, wobei der prozentuale NaCl- Anteil der 

HS-Diät in besagter Studie, bei jeweils 8-wöchiger Diät,  mit etwa 6% höher lag als in 

der vorliegenden Arbeit41.  

5.3 Myokardiale Expression des Transkriptionsfaktors PPARα  

Auf Proteinebene konnte eine signifikante Verminderung der PPARα-Expression in 

den Gewebeproben der Tiere unter HS-Diät nachgewiesen werden. Dies zeigte sich 

in beiden Geschlechtern. Ein Unterschied in der Proteinexpression zwischen 

männlichen und weiblichen Tieren konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.  

Die Analyse der PPARα-Expression wurde nur auf Proteinebene durchgeführt, da 

sich die Ergebnisse aus der Western-Blot-Analyse mit denen bereits durchgeführter 

Studien decken57. Im Mausmodell konnte nach TAC eine signifikant geringere 

PPARα-Genexpression nachgewiesen werden76.  

Die PPARα-regulierte Umstellung des bevorzugten Energiesubstrates von Fett zu 

Glukose wird als notwendige Veränderung zur Aufrechterhaltung der kardialen 

Leistungsfähigkeit im Rahmen einer fortschreitenden Hypertrophie gewertet57. In 

kardialem Gewebe von Spargue-Dawly-Ratten wurde, nach Aortenkonstriktion und 

konsekutiver Hypertrophieentwicklung, entsprechend eine regrediente PPARα-

Expression auf mRNA-Ebene beobachtet57. Weiterhin konnte bereits in anderen 

Studien nachgewiesen werden, dass bei Menschen mit linksventrikulärer 

Hypertrophie in Folge einer hypertensiven Erkrankung die PPARα-Expression auf 

Proteinebene signifikant herabreguliert wird127. Die Verringerung der kardialen 

Expression von PPARα wird als essentiell für die Umstellung des kardialen 

Energiestoffwechsels in der hypertoniebedingten Herzhypertrophie betrachtet57.  

Obgleich die verminderte Expression von PPARα auf Proteinebene bei beiden 

Geschlechtern gleich verläuft, zeigten die weiblichen Tiere in der vorliegenden Arbeit 

offenbar eine geringere gesundheitliche Beeinträchtigung (persönliche Mitteilung 

durch AG Prof. Kreutz), welche sich auch in dem Anstieg der Herzgewichte und der 

Analyse der Serumcholesterinwerte wiederspiegelte. Studien mit PPARα-knock-out-

Mäusen zeigten in diesem Zusammenhang eine intrazelluläre Akkumulation von 

Fetten in Herz und Leber sowie eine Hypoglykämie. Hierbei waren die Zeichen bei 
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den männlichen Tieren wesentlich ausgeprägter, was zu einer Letalität von 100% 

führte. Die Krankheitszeichen bei den weiblichen Tieren zeigten eine wesentlich 

geringere Ausprägung, hier betrug die Letalität nur 25%. Unter Behandlung mit β-

Estradiol konnte die Letalität bei den männlichen Tieren deutlich gesenkt werden128. 

Eine vollständig fehlende PPARα-Expression verursacht geschlechtsabhängig 

demnach deutlich unterschiedliche Folgezustände. Als Erklärung hierfür wird ein 

östrogenabhängiger Mechanismus diskutiert29, 128.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die bereits aus anderen 

Modellen bekannte Verminderung der PPARα-Expression bei kardialer Hypertrophie 

auch in dem verwendeten Modell für salzsensitive Hypertonie mit konsekutiver 

linksventrikulärer Hypertrophie stattfindet.  

5.4 Myokardiale Expression des Transkriptionsfaktors PPARγ  

Die vorliegende Arbeit untersuchte die myokardiale PPARγ-Expression mit dem Ziel, 

diese hinsichtlich hypertrophieabhängiger und/oder geschlechtsspezifischer 

Unterschiede zu analysieren. Auf Protein- und mRNA-Ebene konnte eine signifikant 

höhere PPARγ-Expression in den Gewebeproben der männlichen Tiere unter HS- 

und ND-Diät nachgewiesen werden. Eine hypertrophieabhängige Expression wurde 

nicht nachgewiesen.  

Der Transkriptionsfaktor PPARγ 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 Gewebe47. Von den PPAR-Isoformen wird PPARγ im Myokard am 

geringsten exprimiert und seine Bedeutung für den kardialen Energiestoffwechsel 

wird diskutiert48. Die fehlende diätabhängige Veränderung der PPARγ-Expression in 

der vorliegenden Arbeit spricht für eine fehlende Beteiligung des PPARγ an der 

hypertrophieassoziierten Stoffwechselumstellung im hypertrophen Myokard. Zudem 

besteht die Möglichkeit, dass eine Anpassung der myokardialen PPARγ-Expression 

erst zu einem späteren Zeitpunkt der linksventrikulären Hypertrophieentwicklung 

eintritt, z.B. im Stadium der Dekompensation. Vorangegangene Arbeiten verweisen 

auf eine positive Beeinflussung der kardialen Hypertrophie durch die Aktivierung von 

PPARγ47, 65. Obwohl die myokardiale Expression von PPARγ in den meisten 

Modellen als vergleichsweise gering einzustufen ist, wurde in verschiedenen Studien 
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auf eine essentielle Bedeutung für den kardialen Stoffwechsel hingewiesen47. In 

Untersuchungen an kardiomyozytspezifischen PPARγ-knock-out-Mäusen zeigte sich 

beispielsweise eine rasch progrediente kardiale Hypertrophie, welche sich sowohl mit 

als auch ohne Vorliegen eines exogenen Risikofaktors entwickelte. Aufgrund dieser 

Ergebnisse wird PPARγ im Herzen u.a. eine hypertrophieinhibierende Wirkung 

zugeschrieben, welche vermutlich über eine Hemmung von NF-κB vermittelt wird116.   

Aus der Literatur ist bekannt, dass männliche salzsensitive Dahl/S-Ratten, im 

Vergleich zu männlichen salzresistenten Dahl/R-Ratten, eine signifikant geringere 

PPARγ-Expression aufweisen129. Dieser Umstand könnte auf einen Zusammenhang 

der verringerten PPARγ-Expression und der Salzsensitivität sowie der damit 

einhergehenden Problematik der Dahl/S-Ratten  hinweisen. Es sind verschiedene 

Zusammenhänge bekannt, die für eine essentielle Beziehung zwischen der 

verminderten PPARγ-Expression der Dahl/S-Ratten und den weiteren 

Stoffwechselstörungen in diesem Modell sprechen: So weisen Dahl/S-Ratten 

zusätzlich zu der salzsensitiven Hypertonie und den daraus resultierenden 

Endorganschäden weitere Stoffwechselbesonderheiten wie Hypertonie, 

Dyslipidämie, Hyperinsulinämie und Insulinresistenz auf37-39. Wie bereits einleitend 

erwähnt, spielt PPARγ in jedem der genannten Stoffwechselwege eine wichtige 

Rolle. Aufgrund dieser bekannten positiven Auswirkungen einer PPARγ-Aktivierung 

auf das kardiale System47, 64 wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst eine erhöhte 

PPARγ-Expression/-Aktivierung in den weiblichen Tieren erwartet, da diese im 

Vergleich zu den männlichen Tieren einen günstigeren 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 männlichen Tiere.  

Im extrakardialen Gewebe aktiviert PPARγ die Triglyceridsynthese/-speicherung und 

ist somit ein Regulator der Lipidhomöostase47.  Ergänzend wird vermutet, dass 

PPARγ ein Mediator der physiologischen Antwort auf eine erhöhte Lipidbelastung 

darstellt130 wie sie im Blut der untersuchten männlichen Tiere vorlag.  

Im Aortenklappengewebe von Schweinen mit Hypercholesterinämie konnte eine 

erhöhte Expression von PPARγ nachgewiesen werden, welche hier als reaktiver 

Prozess mit protektivem Effekt hinsichtlich einer Aortensklerose gewertet wurde131. In 

Kardiomyozyten von Charles-River-Ratten wurde infolge der verstärkten Exposition 
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mit Fettsäuren eine Aktivierung der PPARs erreicht und sowohl eine erhöhte 

Fettsäureoxidation als auch eine Verminderung der Hypertrophie gezeigt132. Folglich 

könnte die erhöhte PPARγ-Expression/Aktivierung in den Herzen der männlichen 

Tiere einem, möglicherweise insuffizienten, kompensatorischen Effekt infolge der 

erhöhten Blutfettwerte entsprechen.  

Gegenstand weiterer Studien sind die Auswirkungen der ligandengesteuerten 

Aktivierung von PPARγ durch exogene Agonisten, meist TZDs. Der Therapie mit 

TZDs wird nicht nur eine deutliche Verbesserung der Insulinresistenz42, sondern 

auch eine positive direkte Wirkung auf das Myokard zugeschrieben133.  

Auf geschlechtsabhängige Unterschiede in der Wirkung der TZDs wurde in anderen 

Untersuchungen hingewiesen134. Die vorliegenden Ergebnisse könnten auf eine 

unterschiedliche kardiale Wirkung der TZDs hinweisen und einen Ausgangspunkt für 

weitere Studien darstellen. Allgemein betrachtet könnte der beobachtete 

Geschlechtsunterschied in der kardialen Expression von PPARγ eine Anregung zur 

Entwicklung einer geschlechtsspezifisch optimierten Therapie des Metabolischen 

Syndroms bieten, da die Stoffwechselstörungen der gewählten Versuchstiere in 

Teilen denen des Metabolischen Syndroms entsprechen41, welches beim Menschen 

deutliche Bezüge zur Aktivität von PPARγ aufweist.  

Die Analyse der Herzgewichte in der voliegenden Arbeit zeigte einen stärkeren 

Anstieg der kardialen Hypertrophie bei den männlichen Tieren im Vergleich zu den 

weiblichen, so dass die vermehrte PPARγ-Expression/-aktivierung offenbar keinen 

suffizienten protektiven Effekt zeigt. Von einem Zusammenhang zwischen der 

PPARγ-Expression/-Aktivierung und der Hypertrophieentwicklung kann bei fehlender 

Beeinflussung der PPARγ-Expression unter HS-Diät nicht ausgegangen werden und 

die Ergebnisse müssen hier als diät-/hypertrophieunabhängige Effekte betrachtet 

werden.  

Die bessere klinische Situation der weiblichen Tiere könnte für eine 

östrogenbeeinflusste Regulation des kardialen Energiestoffwechsels in den 

weiblichen Tieren sprechen. So konnte in einer Arbeit über salzinduzierte kardiale 

Hypertrophie ein protektiver Östrogeneffekt hinsichtlich der Entwicklung einer 

kardialen Hypertrophie, welcher u.a. über eine Beeinflussung des Renin-Angiotensin-

Systems vermittelt wird, beobachtet werde135. Auch andere Arbeiten weisen auf eine 

geschlechtsabhängige 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 Östrogenrezeptor-β zu einer verlangsamten 

Entwicklung der Herzinsuffizienz führen. Zudem konnte dem weiblichen Geschlecht 

ein protektiver Effekt bezüglich der Entwicklung einer linksventrikulären Dilatation 

und Hypertrophie zugeordnet werden122, 12. Mehrere Studien zeigen auch eine 

Beeinflussung verschiedener Signalkaskaden durch geschlechtsspezifische 

Hormone, so konnte auch den PPARs und deren Kofaktor PGC-1α eine 

Beeinflussung durch das Sexualhormon Östrogen nachgewiesen werden29, 136, 137.   

5.5 Auswahl der Zielgene des Fettstoffwechsels 

Der Energiebedarf des gesunden, adulten Herzens wird zu ca. 65% aus Fettsäuren, 

zu ca. 30% aus Glukose und zu ca. 5% aus Laktat gedeckt. Im hypertrophen 

Herzmuskel hingegen erfolgt ein Wechsel des bevorzugten Substrates von 

Fettsäuren zu Glukose138. Zur Überprüfung dieses Substratwechsels in den 

untersuchten Kardiomyozyten wurden  die Acyl-CoA-Oxidase, die Medium-Chain-

Acyl-Dehydrogenase, CD36 und der PPAR-Koaktivator PGC1α ausgewählt. Hier 

wurde entsprechend der beobachteten PPARα-Regulation auf Proteinebene eine 

verminderte Expression der untersuchten Zielgene auf mRNA-Ebene in den 

hypertrophierten Rattenherzen erwartet. Da ebenfalls eine Regulation der genannten 

Zielgene über PPARγ bekannt ist, sollten diese zusätzlich auf geschlechtsabhängige 

Unterschiede überprüft werden, wie sie in der PPARγ-Expression auf Proteinebene 

beobachtet wurden.  

5.5.1 Acyl-CoA-Oxidase (ACO)  

Der erste geschwindigkeitsbestimmende Schritt der peroxisomalen β-Oxidation wird 

durch die Acyl-CoA-Oxidase (ACO), einem FAD-abhängigem Flavoprotein, 

katalysiert. Hierbei werden langkettige Fettsäure-Acyl-CoA-Substrate zu trans-Enoyl-

CoA oxidiert. Die ACO kommt in drei verschiedenen Isoformen vor, welche durch 

alternatives Splicing des entsprechenden Gens entstehen75.  

Die Analyse der Ergebnisse zeigte eine geschlechtsabhängige aber diät- bzw. 

blutdruckunabhängige Regulation der mRNA-Expression. Auch hier wiesen die 

männlichen Tiere beider Gruppen im Vergleich zu den weiblichen signifikant höhere 

Werte auf. Im Gegensatz hierzu wurde in einem Maus-Modell nach TAC eine 

hypertrophieabhängig geringere Expression der ACO und weiterer mitochondrialer 

Gene in den männlichen Tieren beobachtet122. In den transgenen Mäusen der bereits 
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oben angeführten Arbeit über die kardiale PPARγ-Überexpression zeigte sich eine 

verstärkte ACO-Expression gegenüber den Tieren der Kontrollgruppe, was für eine 

Beeinflussung der ACO durch PPARγ spricht139, welche auch in der vorliegenden 

Arbeit für den nachgewiesenen, die PPARγ-Expression parallelisierenden, 

Expressionsunterschied  verantwortlich sein könnte.  

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

ACO über PPARα als auch eine PPARα-unabhängige Regulation bekannt76,74. 

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

Die MCAD katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der 

mitochondrialen β-Oxidation von mittellangkettigen Fettsäuren. Um den Einfluss der 

PPARγ-Aktivität auf den mitochondrialen Fettsäurestoffwechsel in den salzsensitiven 

Dahl-Ratten zu ermitteln, wurde die mRNA-Expression der MCAD ebenfalls mittels 

der qRT-PCR bestimmt.  

In der vorliegenden Arbeit wiesen die männlichen Tiere beider Diätgruppen, im 

Vergleich zu den weiblichen, eine signifikant geringere Expression der MCAD auf. 

Diese Ergebnisse verhalten sich gegensätzlich zur PPARγ-Expression und geben 

einen Hinweis auf grundsätzliche, geschlechtsspezifische Unterschiede der 

myokardialen MCAD-Aktivität. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde die 

MCAD im Herzmuskel bisher v.a. als von PPARα beeinflusstes Gen beschrieben. In 

einem Tiermodell für Druckbelastung des linken Ventrikels in der Maus 

(Aortenkonstriktion) zeigte die MCAD eine PPARα-abhängige Regulation76. Auch 

Spargue-Dawly-Ratten mit erhöhter kardialer Druckbelastung aufgrund einer 

Aortenkonstriktion wiesen eine  PPARα entsprechende Regulation auf57. 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-Diät erwartet, welche jedoch nicht 

nachgewiesen werden konnte. Die beobachtete gleichbleibende Expression der 

MCAD, wie sie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, wird in der Literatur  während 

der kompensierten kardialen Hypertrophie beschrieben, womit für eine 

Aufrechterhaltung des Fettstoffwechels bei gleichzeitigem Anstieg des 

Glukosestoffwechsels im Rahmen des Substratwechsels gesorgt wird140. Weitere 

Arbeiten zeigen ergänzend, eine konstante Enzymaktivität der MCAD während der 

kompensierten kardialen Hypertrophie, während sie bei einer kardialen 
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Dekompensation deutlich abnimmt141.  

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 ausgewählt aufgrund seiner wichtigen Funktion im 

Bereich des Transportes langkettiger Fettsäuren und Lipoproteine, sowie der 

Beteiligung an der Aufrechterhaltung der zellulären Lipidhomöostase in den 

Kardiomyozyten. Es wurde eine Herabregulation der CD36-mRNA-Expression 

erwartet, da diese aus der Literatur im Rahmen der Hypertrophieentwicklung für 

andere Modelle bereits bekannt ist. Die verminderte CD36-Expression wird der 

hypertrophiebedingten Änderung des präferierten Energiesubstrates der 

Kardiomyozyten von Fett zu Glukose zugeordnet140. In der vorliegenden Arbeit 

konnte keine Regulation in der CD36-Expression auf mRNA-Ebene beobachtet 

werden, weder hinsichtlich der Hypertrophie, noch in Abhängigkeit des 

Geschlechtes. In Anlehnung an die Ergebnisse der Literaturrecherche bezüglich der 

MCAD-Expression könnten diese Ergebnisse ebenfalls auf das Vorliegen einer 

kompensierten Herzhypertrophie zum Zeitpunkt der Organentnahme hinweisen.  

5.5.4 PPARγ-Kofaktor PGC1alpha  

PGC1α wurde als Zielgen ausgewählt aufgrund der hohen Expression142 im 

Herzmuskel und seiner Rolle als Koaktivator von PPARα bei der Kontrolle der 

Transkription der Enzyme der mitochondralen β-Oxidation143 sowie als bekannter 

ligandenabhängiger Kofaktor von PPARγ90.  

Die PGC1α-Expression zeigte in den ND-Gruppen bei den männlichen Tieren 

signifikant höhere 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 PGC1α-mRNA verhält sich somit 

entsprechend der PPARγ-Expression auf Proteinebene.  

Aus der Literatur ist eine parallele Regulation von PPARα und PGC1α in der 

Herzhypertrophie im Rahmen der Umstellung des kardialen Energiestoffwechsels 

aus anderen Modellen bekannt143. Die demnach zu erwartende 

hypertrophieabhängig verminderte PGC1α-Expression auf mRNA-Ebene konnte in 
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der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden, auch hier käme das Vorliegen einer 

kompensierten Herzinsuffizienz als mögliche Erklärung in Betracht. Die 

unterschiedliche Expression in den weiblichen und männlichen Tieren spricht für 

einen geschlechtsabhängigen Unterschied in der kardialen Enzymaktivität 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 männlichen (M) und weiblichen (W) Tiere unter Normaldiät (ND) bzw. Hochsalz-Diät (HS).  

 

Die Untersuchung der mRNA-Expressionen der unterschiedlichen Zielgene (ACO, 

MCAD, CD36) des Fettstoffwechsels zeigte im Gegensatz zur PPARα-Expression 

keine blutdruck- bzw. diätabhängige Regulation. Dies widerspricht zunächst anderen 

Arbeiten in denen eine verminderte Expression der am Fettstoffwechsel beteiligten 

Enzyme beobachtet wurde57, 76. 

Eine mögliche Erklärung dieser Diskrepanz wäre das Vorliegen einer kompensierten 

Herzinsuffizienz zum Zeitpunkt der Organentnahme in Anlehnung an die oben 

angeführten Ergebnisse der Literaturrecherche bezüglich der MCAD, womit für die 

Aufrechterhaltung des Fettstoffwechels bei gleichzeitigem Anstieg des 

Glukosestoffwechsels im Rahmen des Substratwechsels gesorgt wird140. 

Die fehlende Regulation der Zielgene in der vorliegenden Arbeit könnte jedoch auch 

auf eine Entkopplung des PPARα-gesteuerten, kardialen Substratwechsels im 

hypertrophen Herzen der Dahl/S-Ratte hinweisen, welche möglicherweise zu der 

besonders zügigen Entwicklung einer Herzinsuffizienz in diesem Modell führt. Zur 

Erhärtung dieser Hypothese bedarf es allerdings weiterführender Analysen.   

5.7 Beeinflussung des Glukosestoffwechsels  

Zur Einschätzung des Glukosestoffwechsels in den hypertrophen linken Ventrikeln 

wurde die Expression von GLUT1 und GLUT4 auf Proteinebene bestimmt. GLUT1 

ließ keine Regulation erkennen. Eine gleichbleibende GLUT1-Expression in der 

kardialen Hypertrophie ist bereits aus anderen Arbeiten bekannt144.  

GLUT4 hingegen zeigte einen signifikanten Abfall der Expression unter salzreicher 

Diät. Eine geschlechtsabhängige Regulation der GLUT4-Expression konnte nicht 

festgestellt werden. Die verminderte GLUT4-Expression ist für insulinresistente 
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Individuen aus der Literatur bekannt150. Die Substratumstellung des kardialen 

Metabolismus während der Hypertrophieentwicklung, wobei Anstelle der 

Fettsäureoxidation, welche im gesunden Herzen hauptsächlich die 

Energieversorgung bestreitet, auf Glukoseoxidation13, 111 umgestellt wird findet hier 

offenbar nicht statt. Für diese Umstellung des kardialen Energiestoffwechsels wird 

die oben beschriebene Reduktion der PPARα-Expression in der Hypertrophie 

verantwortlich gemacht57.  In Untersuchungen an PPARα-defizienten Mäusen konnte 

entsprechend eine Steigerung der GLUT4-Expression gezeigt werden145.  

5.8 Hypertrophieabhängige Inflammation 

Die COX2 wurde als PPAR-reguliertes Zielgen in Hinblick auf die Beteiligung der 

PPARs an inflammatorischen Prozessen gewählt.  

Die Ergebnisse der COX2-mRNA-Expression weisen tendenziell eine 

hypertrophieabhängige und geschlechtsunabhängige Regulation auf. So zeigen die 

Ergebnisse eine höhere Expression der COX2 in den hypertrophierten Herzen, 

welche jedoch aufgrund der geringen Probenmenge statistisch nicht ausgewertet 

wurde.  

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine erhöhte COX2-Expression zur Entwicklung 

einer kardialen Hypertrophy führt146. In diesem Zusammenhang wurde in Vascular 

Smooth Muscle Cells (VSMC) nachgewiesen, dass eine Herabregulierung von 

PPARα zur einer erhöhten Expression von Interleukin-6 und COX2 führt und 

umgekehrt eine erhöhte PPARα-Expression eine verminderte Expression von 

Interleukin-6 und COX2 zur Folge hat59. Diese Ergebnisse stützen Untersuchungen 

an einem PPARα-knock-out-Modell, in denen eine verstärkte inflammatorische 

Reaktion beobachtet wurde147. Jaimes et al. konnten in den Nieren salzsensitiver 

Dahl/S-Ratten unter salzreicher Diät eine deutliche Steigerung der COX2 

beobachten148.  

5.9 Myokardiale Fibrose  

Die Bestimmung des CTGF wurde in Hinblick auf die Beteiligung der PPARs an 

fibrotischen Prozessen gewählt.  

In der mRNA-Expression des fibroseregulierenden Faktors CTGF ließen sich keine 

signifikanten Unterschiede nachweisen. Aufällig war die wesentlich stärkere 

Abweichung der Einzelwerte in den HS-Gruppen mit z.T. deutlich erhöhten Werten 
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der männlichen Tiere unter HS-Diät, welche auf eine bereits z.T. verstärkte Fibrose 

infolge des erhöhten Blutdrucks zurückgeführt werden kann.  

Die irreguläre Regulation der CTGF-Expression könnte für einen frühen Zeitpunkt der 

kardialen Hypertrophieentwicklung in der vorliegenden Arbeit sprechen.  

Die histologischen Schnitte zeigten in beiden Geschlechtern unter HS-Diät eine 

Zunahme der perivakulären Fibrose, welche bei den männlichen Tieren etwas 

stärker imponierte als bei den weiblichen. Die Ausprägung 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 für die Herzinsuffizienz ist. Unter anderem führt ein 

erhöhter Blutdruck im Herzmuskel zu einer perivaskulären und interstitiellen 

Kollagenanreicherung149. Die tendentiell verstärkte perivaskuläre Fibrose, welche in 

der vorliegenden Arbeit bei den männlichen Tieren unter HS-Diät beobachtet wurde, 

ist somit in erster Linie auf den höheren Blutdruck der männlichen Tiere 

zurückzuführen.  
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