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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Definition der chronischen Herzinsuffizienz

Herz-Kreislauf-Erkrankungen bilden derzeit die Haupttodesursache in der
Bundesrepublik Deutschland. Bezogen auf alle verstorbenen Bundesburger des Jahres
2011 verstarben 40,2 % aufgrund einer Herz-Kreislauf-Erkrankung bzw. 5,3% in Folge
einer Herzinsuffizienz (nach ICD-10-150). Damit befindet sich die Herzinsuffizienz in
Deutschland an dritter Stelle der Todesursachenstatistik und stellt folglich einen der
haufigsten Hospitalisierungsgriinde dar [2, 65]. Nicht zuletzt gilt sie daher auch als
wesentlicher Kostenfaktor im deutschen Gesundheitswesen [65]. Die Pravalenz der
Erkrankung ist laut Rotterdam-Studie stark vom Alter abhéangig [61]. Sie wird in der
Gruppe der 60-Jahrigen mit ca. 1% und bei den ,uber 80-Jahrigen“ mit bis zu 10%
angegeben. Zudem scheint das mannliche Geschlecht mit einem Verhaltnis von 1,5:1
(m:w) haufiger an einer Herzinsuffizienz zu leiden [36].

Definiert  wurde  die Herzinsuffizienz im Jahre 1995 durch die
Weltgesundheitsorganisation WHO als ,Unfahigkeit des Herzens den Organismus mit
ausreichend Blut und damit mit genlgend Sauerstoff zu versorgen, um den
Stoffwechsel unter Ruhe- sowie unter Belastungsbedingungen zu gewahrleisten.” [34,
36]. Dieser eher ,pathophysiologischen Definition wurden im Verlauf ,klinische*
Aspekte hinzugefligt. Hierzu gehdrt das Auftreten ,typischer Symptome* wie ,Dyspnoe,
Mudigkeit und/oder Flussigkeitsretention, die auf dem Boden einer kardialen
Funktionsstorung“ bestehen [14, 36]. Der Grad der Auspragung einer Herzinsuffizienz
wird seit 1994 durch die New York Heart Association (NYHA) mit 4 funktionellen
Schweregraden (NYHA1-4) angegeben und seit 2001 durch die ABCD-Stadien der
American Heart Association (AHA) erganzt (s. Tab.1) [9, 38]. Die Stadieneinteilung der
AHA richtet sich dabei nicht nur nach den klinischen Symptomen, sondern
berticksichtigt auch die strukturellen Herzveranderungen bei einer chronischen
Herzinsuffizienz. Je nach betroffener Herzregion kann des Weiteren von einer
systolischen und/oder diastolischen Rechtsherz-, Linksherz- bzw. einer globalen

Herzinsuffizienz gesprochen werden [14].



Einleitung

Tab. 1
NYHA- AAH-
Stadium Stadium
Hohes Herzinsuffizienzrisiko;
A viele Risikofakioren. Keine
| Herzerkrankung ohne kirperliche strukturelle gerzetrkrankung. Keine
Einschrankung/Symptarme. ymptame.
B [Struktorelle Herzerkrankung, jedoch
keine Herzinsuffizienzsymptome.
Leichte kirperliche Einschrankung |
bzw. Symptome bei erhdhter
I kirperlicher Belast Kei
mrpericher Belfasiung. weine Strukturelle Herzerkrankung mit
Ruhesymptome. L Herzinsuffizienzsymptornen bei
Starke kérperliche Einschrinkung Belastung. Keine Ruhesymptomatik.
]l bzw. Symptome bei alltaglicher
Belastuny. Keine Ruhesymptomatik.
I Ruhesymptamatik. Bettlagerigkeit. [+ Schwere Herglnsuffmen:symptome
in Ruhe.
Tabelle 1:

Einteilung der chronischen Herzinsuffizienz.
Es werden hier die Einteilungen der NYHA und AHA gegenubergestellt und in Anlehnung an
Hoppe et al. 2005 [36] und Hunt et al. 2005 [38] tabellarisch aufgelistet.

1.2  Atiologie und Pathophysiologie der chronischen Herzinsuffizienz

Zu den Hauptursachen einer chronischen Herzinsuffizienz zahlen im Besonderen die
koronare Herzkrankheit und die arterielle Hypertonie (ca. 70%) [9, 25]. Hierbei lassen
sich Rauchen, chronischer Bluthochdruck, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus und eine
positive Familienanamnese als wesentliche Risikofaktoren ableiten. Dartber hinaus
sind  Herzklappenvitien  (10%), Kardiomyopathien  (10%), Brady- bzw.
Tachyarrhythmien (z.B. bei Vorhofflimmern, Anamie, Thyreotoxikose),
Perikarderkrankungen (z.B. Perikarderguss; konstriktive Perikarditis) aber auch Toxine
(z.B. Alkohol, Kokain, oder ,potentiell kardiotoxische Zytostatika“ wie ,Anthrazykline
(Doxorubicin, Epirubicin, Daunorubicin“) flr die Entstehung einer Herzinsuffizienz
atiologisch bedeutsam [25,1, 14].

Pathophysiologisch tritt die chronische Herzinsuffizienz entweder durch eine
verminderte diastolische Relaxationskompetenz der Ventrikel oder durch eine
reduzierte systolische Auswurfleistung in Erscheinung [9]. Die in ,60% der Falle*

vorliegende ,systolische Ventrikelstérung“ wird haufig durch den Verlust an
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Myokardkontraktilitat (z.B. bei Zustand nach Myokardinfarkt) oder durch eine erhéhte
Wandspannung des Ventrikels bei steigender Vor- oder Nachlast (z.B. bei arterieller
Hypertonie, hypertropher obstruktiver Kardiomyopathie (HOCM), Klappenvitien etc.)
hervorgerufen [9, 34, 36]. Um eine dauerhaft erhfhte Wandspannung zu normalisieren,
hypertrophiert das Myokard, wodurch jedoch die Progredienz einer Herzinsuffizienz
durch Uberschreiten des kritischen Herzgewichts (ca. 500 g) weiter beschleunigt wird
[9, 34]. Eine ,diastolische Dysfunktion® tritt bei ca. einem Drittel aller
Herzinsuffizienzpatienten auf und lasst sich auf eine verminderte Dehnbarkeit und
Erschlaffung des Ventrikels zurickfihren (z.B. Myokardremodeling bei koronarer
Herzkrankheit (KHK) bzw. Myokardhypertrophie) [9, 34]. Letztlich ist in beiden Fallen

das Herz unfahig, das fur den Organismus benétigte Herzzeitvolumen aufzubringen.

13 Inter- und Intrazellulare Kompensationsmechanismen

1.3.1 Das B-adrenerge System

Ein unter Herzinsuffizienz leidender Organismus versucht die nachlassende
Herzfunktion mit verschiedenen Mechanismen zu kompensieren. Die Reduktion des
Herzzeitvolumens (HZV) flhrt in erster Linie zum Anstieg des Sympathikotonus mit
nachfolgender Freisetzung der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin [70]. Diese
steigern in der ,akuten Phase“ Uber kardiale [(;-Adrenozeptoren sowohl die
Herzfrequenz (positive Chronotropie) und die Relaxationsbereitschaft (positive
Lusitropie) als auch die Herzkraft (positive Inotropie) und wirken gleichzeitig Gber a;-
Rezeptoren direkt konstringierend auf das periphere Gefal3system [9, 85].

Eine chronische Katecholaminerhéhung fihrt hingegen mittels negativer Rickkopplung
zur Desensibilisierung und ,Downregulation” der f;-Adrenozeptoren [53]. Die
Rezeptoren werden bei ausgedehnter Katecholaminstimulation phosphoryliert,
Lentkoppelt und schlieBlich in ,intrazytoplasmatische Vesikel“ verpackt, ,internalisiert®
und ,sequestriert* [9, 53]. Die ,B;-Down-Regulation” charakterisiert eine
Herzinsuffizienz bereits im Frihstadium und erschwert hierdurch eine effiziente
kardiale Anpassung an ,akute Belastungssituationen® [9, 55]. Zudem bt die
chronische Stimulation der verbliebenen [;-Rezeptoren hypertrophisierende,
proapoptotische und profibrotische Effekte auf das Myokard aus, sodass der Progress
einer Herzinsuffizienz weiter beschleunigt wird [12, 27, 73, 82].

Der ebenfalls im Myokard lokalisierte B,-Adrenozeptor unterliegt dagegen keiner

Herabregulierung [55, 60]. Die gezielte Aktivierung des B,—Rezeptors kann im
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insuffizienten Herzen sogar Inotropie und Lusitropie erhdhen [40]. Ein
hypertrophisierender Effekt auf isolierte Kardiomyozyten wurde jedoch auch bei B,—

Agonisten in vitro nachgewiesen [100].

1.3.2 Die Calciumhomoostase

Eine ausgeglichene Regulierung des intrazellularen Calciumhaushalts, die sogenannte
Calcium(Ca™)-Homoostase, bildet die Voraussetzung fur regelhaft verlaufende
Kontraktions- und Relaxationsvorgange [9]. Wird eine Herzmuskelzelle erregt und
depolarisiert, so 6ffnen sich spannungsabhéngige, sarkolemmale L-Typ-Ca*"-Kanale,
die einen intrazellularen diskreten Ca*-Einstrom ermoglichen. Diese Ca™-
»rriggerionen” aktivieren Ryanodinrezeptoren (z.B. Isoform RyR2) auf dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR), welcher als myozytarer Kalziumspeicher dient,
sodass weitere Mengen an Ca''-lonen intrazellular freigesetzt werden. Als
sogenannter ,second messenger‘ bindet Ca™ nun an die ,Regulatorproteine der
Myofilamente (z.B. Troponin C) und aktiviert so die Querbrickenbildung bzw. letztlich
die Kontraktion der Myofibrillen. Anschlie3end erfolgt die Relaxation der Kardiomyozyte
durch Eliminierung der Ca™-lonen aus dem Zytosol. Dies kann einerseits schnell und
aktiv (d.h. unter Energieverbrauch) mittels sarkoplasmatischer Kalziumpumpe (z.B.
Isoform SERCAZ2a) erfolgen. Hierbei bleibt die Gesamtmenge an Ca*-lonen fiir eine
weitere Kontraktion erhalten. Andererseits lasst sich Kalzium via sarkolemmalen Na-
Ca-Austauscher (NCX) nach extrazellular transferieren, wobei dies mit einem stetigen
Verlust an Ca**-lonen einhergeht [50, 85].

Zur Anpassung an ,akute Belastungssituationen aktivieren Katecholamine via [3;-
Rezeptoren mittels cyclischer Adenosinmonophosphate (CAMP) die Proteinkinase A
(PKA), welche anschlieRend Proteine phosphoryliert, die an der elektromechanischen
Kopplung beteiligt sind [50]. So wird beispielsweise das SERCAZ2a-inhibierende Protein
Phospholamban (PLB) phosphoryliert und inaktiviert. Durch diese Phosphorylierung
kdnnen mehr SERCA2a-Proteine in den aktiven Zustand uberfUhrt werden, was
letztlich zu einer erhhten Relaxationsgeschwindigkeit fuhrt [92].

Im , Mittelpunkt* des chronisch insuffizienten Myokards steht ,die gestorte
Kalziumhomoostase der Zelle* [9]. Einerseits lasst sich ein verminderter SERCAZ2a-
Proteingehalt bei diesen Myozyten feststellen, andererseits wird der NCX vermehrt
exprimiert [31, 32]. Des Weiteren zeigt sich ein verminderter Phosphorylierungsgrad
des PLB im chronisch insuffizienten Myokard, was auf die Desensibilisierung der B1-

Rezeptoren  zurlckgefihrt werden kann [86]. Dieses Missverhdltnis st
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charakterisierend fur eine diastolische Relaxationsstérung, da sich die Elemination der
Ca™"-lonen aus dem Zytosol mit sinkender SERCA2a-Aktivitat zunehmend verzogert
[32]. Eine Stdrung der ,systolischen Kontraktion® lasst sich wiederum durch einen
verminderten systolischen, intrazellularen Anstieg an Ca**-lonen erklaren [9]. Hierfir
wird die gestorte Phosphorylierung des RyR2 verantwortlich gemacht, da RyR2 in
phosphorylierter Konfirmation deutlich effektiver Kalzium aus dem SR nach intrazellular
schleust [50].

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

Des Weiteren aktiviert die mit einer Herzinsuffizienz einhergehende ,Minderperfusion
der Nieren® das zirkulierende Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und fuhrt
zusammen mit dem antidiuretischen Hormon (ADH) zur Natrium- und Wasserretention
sowie peripheren Vasokonstriktion [72, 91]. Aktiviertes und im Blutsystem
zirkulierendes Renin ist in der Lage, das vorwiegend in Leber und Fettgewebe
synthetisierte Angiotensinogen zu Angiotensin-l umzusetzen. Das ,Decapeptid®
Angiotensin-lI wird anschlieRend durch das Enzym ,angiotensin-I-converting-enzyme*
(ACE), dessen quantitativ wichtigster Bildungsort das Lungenendothel ist, zum
,Octapeptid® Angiotensin-Il proteolysiert. Mittels negativer Rickkopplung hemmt
Angiotensin-Il wiederum die Freisetzung von Renin und somit seine eigene Synthese
[52]. Das physiologische Wirkspektrum des starken Vasokonstriktors Angiotensin-Ii
umfasst sowohl den direkten Anstieg des arteriellen Blutdruckes via AT-Rezeptor, als
auch eine Erhdhung des Extrazellularvolumens via Aldosteron- und ADH-Synthese
[91]. Die Zunahme der Nachlast durch Erhéhung des peripheren Widerstandes sowie
die Steigerung der Vorlast durch Hypervolamie konnen ein vermindertes
Herzzeitvolumen (HZV) zunachst kompensieren, verschlimmern jedoch im ,Verlauf die
Herzinsuffizienz“[34].

Daruiber hinaus kdnnen zahlreiche Studien bereits die Existenz eines kardialen RAAS
belegen [6, 20, 58]. Die Aktivierung des gewebespezifischen RAAS erfolgt hierbei
durch intravasal zirkulierendes Renin bzw. Prorenin renalen Ursprungs [21]. Es
diffundiert ins Interstitium und generiert dort zusammen mit ortsgebundenem ACE

kardiales Angiotensin-Il [19, 45].
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1.3.4 Das kardiale ,,Remodeling“

Eine chronische Aktivierung des kardialen RAAS fiihrt jedoch zu pathophysiologischen
Umbauprozessen am Myokard, dem sogenannten ,Remodeling® [80]. So fdrdert
Angiotensin-Il in Fibroblasten beispielsweise iber den lokalen Wachstumsfaktor TGF(3
via AT,-Rezeptor die Synthese extrazellularer Matrixproteine (z.B. Kollagen) und damit
die Fibrose des Myokards. Des Weiteren beglinstigt TGFB als auto- und parakrin
wirkendes Zytokin die Proliferation der Fibroblasten [78].

Doch auch in Kardiomyozyten wird TGFB durch Angiotensin-1l Gber den AT;-Rezeptor
induziert und flhrt dort zu einem intrazellularen ,Remodeling“ [78]. So nimmt TGFf
beispielsweise Einfluss auf das kardiale B-adrenerge System [37]. Transgene TGFf3-
Uberexprimierende Mause zeigen etwa eine TGFB-bedingte Zunahme an kardialen B-
Adrenozeptoren bei einer gleichzeitig verminderten Anzahl B-inhibitorischer Proteine
(Gi;BARK). Aufgrund der (-adrenergen Induktion des wachstumsfordernden
Polyaminstoffwechsel mittels Ornithindecarboxylase (ODC), resultiert bei diesen Tieren
aufgrund der guten B-adrenergen Ankopplung eine deutliche Myokardhypertrophie [79,
84]. Da die Progredienz einer Herzhypertrophie ein wesentlicher Risikofaktor fur die
Entstehung einer Herzinsuffizienz darstellt, scheinen die RAAS geschalteten kardialen
Umbauprozesse direkt mit dem Verlust an Herzfunktion zu korrelieren [12, 62]. Durch
die Strukturverdnderungen des Myokards kann das Herz einen drohenden
Funktionsverlust zunachst kompensieren. Auf Dauer fihrt das vorwiegend durch
Angiotensin-Il induzierte ,Remodeling“ jedoch zu irreversiblen Umbauprozessen. Es

ensteht ein ,circulus vitiosus® der ,therapeutisch unterbrochen werden muss*® [34].

1.4 Die Therapie der chronischen Herzinsuffizienz durch ACE-Inhibition

Die aktuelle Leitlinie der ESC zur Therapie einer chronischen Herzinsuffizienz
empfiehlt unter anderem den friihzeitigen Einsatz von ACE-Inhibitoren (z.B. Captopril)
zur Unterbrechung einer chronischen RAAS-Aktivierung. Diese Form der Medikation
wirkt sich lebensverlangernd und mortalitdtssenkend auf Herzinsuffizienzpatienten aus
[25]. Gleichsam scheinen myokardiale Strukturver&nderungen und somit der Progress
einer Herzinsuffizienz verzdgert zu werden [30, 39]. Die hierfur verantwortlichen
Mechanismen konnen jedoch nur unzureichend durch den Wegfall der Angiotensin-II
vermittelten, pathophysiologischen Myokardveranderungen erklart werden. So wurde
etwa ein zeitlich verzdgerter Anstieg der Angiotensin-lI-Plasmakonzentration unter

ACE-Inhibition festgestellt [96]. Weiter konnte gezeigt werden, dass andere Enzyme
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(z.B. Cathepsin D,E,G) zur Konversion von Angiotensin-I zu Angiotensin-II beféahigt und
wabhrscheinlich fur die wieder ansteigende Angiotensin-lI-Konzentration verantwortlich
sind [94].

Aufgrund der latenten Minderung des negativen ,Angiotensin-lI-feedbacks® auf die
juxtaglomerulare Reninsynthese wurden hohe Proreninplasmaspiegel unter ACE-
Inhibition gemessen [46]. Dieser Effekt lasst sich ebenso unter der Therapie mit AT;-
Rezeptorantagonisten (z.B. Losartan) wie auch unter direkter Renininhibition (z.B.
Aliskiren) beobachten [87]. Da Renin und Prorenin direkt und nicht-enzymatisch mit
Kardiomyozyten interagieren konnen, versucht die vorliegende Studie auch, eine
eventuelle kardioprotektive Bedeutung dieser erhdhten Proreninspiegel fir das

insuffiziente Myokard néher zu ergriinden [80].

1.5 Prorenin und Renin

Die Aspartylprotease Renin (40kD) nimmt als Schlisselenzym in der Hormonkaskade
des RAAS eine zentrale Stellung ein [90]. Es geht aus der ,enzymatisch inaktiven
Vorstufe“ Prorenin (45kD) hervor, das im juxtaglomerularen Epithel der Vas afferens
der Nierenarteriolen produziert, modifiziert und gespeichert wird [18]. Das Reningen
selbst ist auf Chromosom 1 lokalisiert und besitzt einen cAMP-abhangigen Promotor,
sodass es regulierbar transkribiert werden kann [17, 89]. Unter anderem ,stimulieren
Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin“ tber ,B;- bzw. D;-Rezeptoren cAMP-gekoppelt
die Reninsynthese [24, 52]. Angiotensin-2 hemmt hingegen via Proteinkinase-C bzw.
erhohter cyclischer Guanosinmonophosphat-Spiegel (cGMP) die Reninsynthese und
wirkt so seiner eigenen Produktion entgegen [22]. Die intravasale Freisetzung des
Prorenins erfolgt beim Menschen vorwiegend kontinuierlich und
stimulationsunabhéngig [76]. So bildet die inaktive Vorstufe Prorenin mit ca. 70-75%
den grof3ten Anteil des im Blut nachweisbaren Renins [5]. Ein Teil des Prorenins wird
jedoch in das enzymatisch aktive Renin proteolysiert. Dieser Schritt erfolgt in vivo in
den sekretorischen Vesikeln des juxtaglomerularen Mesangiums durch eine renale
Prokonvertase-1 sowie Cathepsin-B [66, 77]. Ferner kann Prorenin in vitro bei einem
niedrigen pH-Wert (<3.3) bzw. bei niedriger Temperatur auch nicht-enzymatisch
aktiviert werden [54, 75]. Desweiteren wird Renin bzw. Prorenin wahrend der
posttranslationalen Modifikation im Golgi-Apparat mit Mannose-6-Phosphaten N-
glycosyliert. Es kann so bei verminderter Nierenperfusion bzw. bei ,Reduktion des
Extrazellularvolumens® auch mittels regulierter Exozytose nach intravasal freigesetzt
werden [64].
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1.6 Der Mannose-6-Phosphat-/Insulin-like-growth-factor-l1-Rezeptor
(M6P/IGFII-R)

Als bedeutendes Stellglied der Kreislaufregulation sind Prorenin und Renin aber auch
in der Lage, direkt und nicht-enzymatisch mit Kardiomyozyten zu interagieren. Eine
zentrale Rolle Ubernimmt hierbei der sogenannte Mannose-6-Phosphat-/Insulin-like-
growth-factor-l1I-Rezeptor (M6P/IGFII-R) [80]. Dieser kann N-glycolysiertes Prorenin
binden, internalisieren und intrazellular zu Renin transformieren [97]. Zugleich wird
dadurch eine intrazellulare Signalkaskade via p38- bzw. p42-Kinase aktiviert [81]. Ein
weiterer Prorenin und Renin bindender Rezeptor ist der im Jahre 2002 publizierte
(Pro)reninrezeptor (PRR) [67]. Die Aktivierung des PRR setzt gleichfalls eine Vielzahl
an Signalkaskaden in Gang (z.B. Mitogen-Activated-Protein-Kinase (MAP)), sodass
eine Angiotensin-ll-unabhéngige Interaktion des (Pro)renins mit dem Myokard erfolgen
kann [68]. Hinrichs et al konnte beispielsweise bereits eine Renin-getriggerte
Langenzunahme isolierter Kardiomyozyten nachweisen [35]. In Wieweit sich ein Renin-
bzw. Prorenin-induziertes ,Remodeling“ auf das adulte Myokard auswirkt ist derzeit nur

unzureichend erforscht und soll den Mittelpunkt der hier vorliegenden Studie bilden.
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Abb. 1
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Abbildung 1:

Schaubild des kardialen ,,Remodeling“ bei einer chronischen Herzinsuffizienz.

Diese Abbildung zeigt vereinfacht die kardiomyozytdren Umbauprozesse die ein reduziertes
Herzzeitvolumen kompensieren sollen aber teilweise fur die Entwicklung einer chronischen
Herzinsuffizienz verantwortlich sind. Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an Rosenkranz et al
2005 und Schmidt/Lang [78, 85].

Legende: —™® = positiv/ fordernd; ——=s = negativ/hemmend.

1.7 Das Herzinsuffizienzmodell dieser Studie

Die Grundlage des hier verwendeten Herzinsuffizienzmodells bilden heterozygote
transgene hypertensive Ratten (TGR) des Typs (MREN2)27, die auf dem genetischen
Hintergrund einer Sprague-Dawley-Ratte (SDR) geziichtet wurden. Diesen transgenen
Ratten (TGR) liegt das sogenannte Renin-2-Mausgen zugrunde, welches mit einer
Renin-Uberexpression in verschiedenen Geweben einhergeht [48]. Die Expression

dieses Gens und die damit verbundene Aktivierung des Renin-Angiotensin-

9
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Aldosteronsystems (RAAS) fuhrt unbehandelt zu einer starken Hypertension und
druckinduzierten, linksventrikularen Myokardhypertrophie, woflir insbesondere das
lokale RAAS verantwortlich gemacht werden kann [63, 69]. Der Plasmareninspiegel
dieser Tiere verbleibt auf einem niedrigen Niveau, da die Vas afferens der Nieren
selbst das Renin nicht Ubermalig bilden und freisetzen kann. Im Gegensatz dazu
konnen jedoch erhthte Proreninkonzentrationen im Plasma der transgenen Ratten
gemessen werden [63]. Zudem weisen Trager des Renin-2-Mausgens eine
verminderte ;-adrenerge Ansprechbarkeit bei herabgesetzter Bi-

Adrenozeptorendichte auf [13].

1.8 Die Zielsetzung dieser Studie

Die vorliegende Studie setzt sich nun damit auseinander, welchen Einfluss sowohl
(Pro-)Renin, als auch die verminderte ;-adrenerge Ansprechbarkeit auf die
linksventrikulare Funktion sowie das hypertrophe, linksventrikulare, druckinduzierte
~-Remodeling“ der adulten TGR haben.

Hierfur wurde die linksventrikulare Funktion von isolierten Herzen adulter TGR ex vivo
sowohl salin-perfundiert als auch unter Isoprenalinstimulation an der
Langendorffanlage bestimmt und mit den jeweiligen Kontrollen verglichen. Die
ermittelten Funktionsdaten der Tiere wurden anschlielBend molekulargenetisch mittels

Real-Time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) und Western-Blot naher untersucht.

10
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2. Material

2.1 Chemikalien und Substanzen

6-Aminohexansaure
Acrylamid (AA)

Agarose

Angiotensin-Il (Ang2)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bisacrylamid (BAA)
Bromphenolblau (BPB)
Bovines Serum-Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCly)
Captopril

Cell-Lysis-Buffer (10X)
Chloroform

Carbogen® (CO.,/O,-Gasgemisch)
Cytosin-beta-Arabinofuranosid
Diethylether

DNA-Ladder (100bp Ladder)
dNTP's

Dithiothreitol (DTT)
ECL-Detektionsreagenzien
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
Eisessig

Ethanol

Fetales Kéalberserum (FCS)
Glucose

Glycerin

Glycin

HCI

HEPES

Isoprenalin

Isopropanol

Karnitin

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Qbiogene, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Fagron GmbH & Co KG, Barsbiuittel
Cell-Signaling-Technology®, USA
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Linde AG, Pullach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe

New England BioLabs, Frankfurt/Main
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Thermo Scientific, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe

PAA Laboratories GmbH, Célbe

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kollagenase Typ CLS Il

Kreatin

Medium 199/Earl’s Salt
Mercaptoethanol

Methanol

Magnesiumchlrorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQ,)
M-MLV-RT
Molekulargewichtsmarker/Rainbowmarker
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumvanadat

Oligo-dT
Penicillin/Streptomycin-Lésung
peqGold Trifast®-Lésung

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Phenylmethylsulfonylflourid (PMSF)
Proteinkinase K

Renin

5XRT-Puffer (PCR-Puffer)

RNAsin

SYBR®-Safe DNA Gel stain
SYBR®-Green-Supermix

Taurin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Tween20

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Biochrome AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biochrome AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

GE Healthcare, Freiburg

Merck KGaA, Darmstadt

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Bioline GmbH, Luckenwalde
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Promega GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BioRad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl-Roth GmbH & Co KG, Karsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
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2.2 Gerate und Laborbedarf

2.2.1 Allgemein verwendete Geréate

Gewebezerkleinerer

Glasgerate

Heizblock
Kuhlschrank
Magnetheizrihrer
Minirthrer/zerkleinerer
pH-Meter

Pipetten

Schuttler

Vortexer

Wasserbad

Wasserdemineralisierungsanlage

Zentrifugen

2.2.2 Geréate zur Blutdruckmessung

Messplattform
Steuereinheit

Blutdruckmanchetten

Ultra-Turrax®, IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen

Schott AG, Mainz

neoBlockl, neoLab GmbH, Heidelberg
Liebherr GmbH, Ochsenhausen

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
WTW GmbH, Weilheim
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Biometra GmbH, Géttingen

Heidolph GmbH & Co. KG, Kelheim
Aqualine AL 18, Lauda Dr. R. Wobser
GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen
Millipore GmbH, Eschborn

Allegra 25R centrifuge & Microfuge 18
centrifuge, Beckman Coulter GmbH,
Krefeld

TSE-Systems GmbH, Bad Homburg
TSE-Systems GmbH, Bad Homburg
TSE-Systems GmbH, Bad Homburg

2.2.3 Geréate der Langendorffanlage, Zellpraparation und Zellkultur

Brutschrank

Druckaufnehmer

Gewebeschneider

Heraeus BDD 6220, Thermo Scientifis,
USA

Combitrans (1x) Set Mod. Il, Justus-Liebig-
Universitat & Braun
Mcllwain-Tissue-chopper,Mickle Laboratory
Engineering Company  Ltd; GALA

instruments, Bad Schwalbach
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Mikroskop

Nylon-Gaze

Laborwaage
Langendorf-Apparatur & Software

Praparationsbesteck
Relaisbox

Schlauchpumpe
Sterilbank

Thermokammer

Umwalzpumpe

TMS-F, Nikon, Japan

NeolLab GmbH, Heidelberg

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Eigenbau und  Eigenprogrammierung,
physiologischen Instituts, Justus-Liebig-
Universitat GieRen & Lab. view, Nat.
Instruments

Aeskulab, Heidelberg

Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen

Ismatec, Schweiz

Kendro, Hanau

Eigenbau, physiologischen Instituts,
Justus-Liebig-Universitat GielRen

Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG,

Lauda-Konigshofen

2.2.4 Geréate zur RNA-Extraktion und PCR

Elektrophoresekammer
Spektralphotometer

Thermalcycler

Thermocycler

UV-Kammer

2.2.5 Geréte fur Western-Blot

Chemielumineszenzsystem
Elektrophoresekammer
Elektroblotkammer
Glasplatten
Hamilton®spritze

Kamme

Netzgeréat

Plattenklemmen

GE Healthcare, Freiburg
NanoDrop®ND-1000,PEQLAB
Biotechnologie GmbH,Erlangen

iCycler® mylQ 569BR, BioRad Laboratories
GmbH, Minchen

Techne, Wertheim-Bestenheid
UV-Stratalinker 2400, Stratagene, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Biometra GmbH, Goéttingen

Biometra GmbH, Goéttingen

Biometra GmbH, Goéttingen

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Biometra GmbH, Géttingen

Biometra GmbH, Géttingen

Biometra GmbH, Géttingen
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Platzhalter (,Spacer*)

Ultraschallgerat

2.2.6 Verbrauchsmaterialien

Einmalspritzen (10ml;20ml)
Filterpapier

Handschuhe (Nitril, Gr. M)
Kulturschalen (Falcon®)
PCR-Tubes (Thermostrips 0,2 ml)
Pipettenspitzen

PVDF-Membran
Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2,0 ml)
Einmalskalpelle

2.2.7 EDV

Citavi 3.4.0

ImageQuant®

Microsoft Office® (V2003 & 2010)
Microsoft Windows® (XP & 7)
myiCycler™iQ Optical System Software
QuanityOne®

SPSS Statistics 18.0

TSE-Software V3.3.1

www.google.de

www.leo.org

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

2.2 Primer

Biometra GmbH, Géttingen
Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin

B.Braun, Melsungen

Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen
Ansell Healthcare Europe, Brissel
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Thermo Scientific, USA

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Millipore GmbH, Eschborn

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

VWR International GmbH, Darmstadt

Swiss Academic Software, Schweiz
Molekular Dynamics GmbH, Krefeld
Microsoft Corp., USA

Microsoft Corp., USA

BioRad Laboratories GmbH, Minchen
BioRad Laboratories GmbH, Minchen
IBM Deutschland GmbH
TSE-Systems GmbH, Bad Homburg
Google Inc., USA

LEO GmbH, Sauerlach

NCBI, USA

Die fur die RT-PCR verwendeten Primer sind mit jeweiliger ,Annealing“-Temperatur

(AnT) und Produktlange (bp) im Folgenden nach den Genprodukten alphabetisch

aufgelistet. Alle Primer entstammen der Firma Invitrogen GmbH mit Sitz in Karlsruhe.
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Gen

ARB1

ARB2

ANP

Collagen-1

Elastin

HPRT

NCX

OoDC

PLB

REN27

SERCA2a

TGFB,

ANT (c)

67,0

67,0

58,0

62,0

56,0

63,0

53,0

58,0

57,5

59,0

57,0

61,0

2.3  Antikorper

Aktin (rabbit)

Phospholamban FL-52 ( rabbit)
p-Phospholamban Ser-16 (goat)
Serca2 C-20 (goat)

Sheep anti-rabbit 1IgG

Donkey anti-goat IgG

Lange (bp)

145

161

456

154

140

132

187

304

171

650

268

117

Sequenz (jew. forward oben, reverse = unten)

5-GGC GCT CAT CGT GCT GCT CA-3°
5-AGG CAC CAC CAG CAG TCC CA-3°
5-GCT TCT GTG CCT TCG CCG GT-3°
5-AGC CTT CCA TGC CAG GGG CT-3°
5-ATG GGC TCC TTC TCC ATC AC-3°
5-TCT TCG GTA CCG GAA GCT G-3°
5-GCG AAC AAG GTG ACA GAG-3°
5°-CCA GGA GAA CCA GCA GAG-3°
5-TGC TAC TGC TTG GTG GAG AAT G-3
5-CGT GGC TGC TGC TGT CTG-3°
5-CCAGCG TCG TGATTAGTG AT-3°
5-CAAGTCTTT CAG TCC TGT CC-3°
5-CCG TAATCAGCATTT CAG AG-3°
5-GCC AGG TTAGTCTTC TTAAT-3
5-GAA GAT GAG TCA AAC GAG CA-3
5-AGT AGATGT TTG GCC TCT GG-3°
5-TAT GTC TGC TGC TGA TAT GC-3
5-ACT CTT AAATCG TGA CCC TTC-3°
5°- CAA AGT CAT GTT TGA CAC GGG-3°
5°- AGT CAG AGG ACT CAT AGA GGC-3°
5-CGA GTT GAA CCT TCC CAC AA-3°
5-AGG AGA TGA GGT AGC GGA TGA A-3°
5-ATT CCT GGC GTT ACC TTG G-3°
5-CCT GTATTC CGT CTC CTT GG-3°

Sigma GmbH, Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Affinity Biologicals™, Kanada

Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA
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3. Methoden

3.1 Versuchsbedingungen und Studiendesign

Die aus dem Max Delbriick Zentrum fir Molekulare Medizin der Charité, Berlin
stammenden, heterozygoten TGR sind mit SDR verpaart worden, sodass einerseits
heterozygote Trager des Renin-2-Mausgens (TGR(mRENZ2)27), andererseits nicht-
transgene Sprague-Dawley-Ratten (SDR) hervorgebracht wurden. Durch eine
Genotypisierung  konnten die Renin-2-Gentrager letztlich postmortal identifiziert
werden. Sowohl 39 TGR (MREN2)27 als auch 42 SDR der aus Berlin stammenden
Nachfolgegenerationen wurden somit von Geburt an Uber das Trinkwasser dauerhaft
mit Captopril (30mg/kg) behandelt. Dieses Vorgehen war notwendig, da sich die Tiere
im unbehandelten Zustand nicht vermehrten. Zudem wird tber eine erhdhte Mortalitat
bei TGR berichtet, die schon von Geburt an druckbelastet wurden [10]. AnschlieRend
wurde bei der Halfte der behandelten Tiere im Alter von 12 Wochen Captopril fir
weitere 8 Wochen abgesetzt. Es sind somit 4 Bedingungen ab der 12. Lebendswoche -
TGR mit und ohne Captopril sowie SDR mit und ohne Captopril - zu je ca. 20 Ratten
festgelegt und alle Tiere im Alter von 5 Monaten zur Praparation freigegeben worden.
Aus technischen Grinden war es jedoch nicht mdglich alle Untersuchungsmethoden

an samtlichen Tieren bzw. Gewebe- und Zellmaterialien durchzufthren.

3.2 Genotypisierung

Zur Differenzierung zwischen TGR(mMREN2)27 und SDR wurde genetisches Material
(ca. 1 cm der Schwanzspitze) post mortem enthommen, um letztlich die genomische
DNA der jeweiligen Tiere auf Integration des Renin2-Mausgens in das Rattengenom zu

Uberprifen.

3.2.1 DNA-Préparation

Die in jeweils 1,5 ml Reaktionsgefalien aufbewahrten Gewebeproben wurden mit 500
pl Gewebepuffer und 15 pl (20mg/ml) Proteinkinase K bei 55°C Uber Nacht inkubiert.
Nach dieser Verdauphase schloss sich eine kurze Zentrifugation (12.000 rpm, 2
Minuten, 4°C) an, um anschlieBend den wéssrigen Uberstand zur DNA-Fallung in neue

Reaktionsgefalie (1,5 ml) mit je 700 pl Isopropanol zu dberfiihren. Nach wiederholter
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kurzer Zentrifugation (12.000 rpm, 2 Minuten, 4°C) setzten sich DNA-Pellets am Boden
der ReagenzgefaRe ab. Im Folgenden wurde der Isopropanoliberstand wieder
verworfen, um die Pellets erst in je 500 pl Ethanol (70%) zu zentrifugieren (12.000 rpm,
2 Minuten, 4°C) und spéater an Luft (24°C) zu trocknen. Die schlief3lich in 500 pl TE-
Puffer resuspendierte DNA konnte nun mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert

werden.

Gewebepuffer:

SDS 1 %
Tris, pH 7,5 50 mM
EDTA 10 mM
NaCl 100 mM
TE-Puffer:

Tris, pH 7,5 10 mM
EDTA 1mM

3.2.2 Amplifikation und gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente

Der PCR-Reaktionsansatz-1 (fiir 100 Proben) setzte sich wie folgt zusammen:

Auga bidest. 571 ul
MgClI (25mM) 120 pl
10xPCR-Puffer 120 pl
dNTP’s (2,5mM) 96 ul
Primermix 90 ul
Tag-Polymerase 3 u

Der Primer (REN27) wurde zuné&chst auf das Verhdltnis 1:5 mit Aqua bidest. verdiinnt.
Aus dem PCR-Reaktionsansatz-1 wurden anschlieRend je 10 pl enthommen und
zusammen mit 2 pl DNA-Probe in ein PCR-Tube pipettiert. Die PCR konnte nun im
Thermocycler bei einer Annealing-Temperatur von 59°C mit folgendem Protokoll

gestartet werden:
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Zyklus 1 ( 1x) Step 1 95°C, 3 Minuten

Zyklus 2 ( 35x) Step 1 (Denaturierung) 95°C, 30 Sekunden
Step 2 (Annealing) 59°C, 1 Minute
Step 3 (Amplifikation) 72°C, 1 Minute

Zyklus 3 ( 1x) Step 1 72°C, 2 Minuten

Der PCR folgte schlief3lich die gelelektrophoretische Auftrennung der einzelnen DNA-
Fragmente in einem Agarose-Gel (1,5%). Hierfur wurde das kochende Gel in eine
Gelwanne gegossen und anschlielend mit Kunststoffkhmmen versehen, die nach
Hartung des Gels wieder entfernt worden sind. Die so entstandenen Geltaschen
konnten nun nach Uberfiihrung des Agarose-Gels in eine Elektrophorese-Kammer
(TAE(x1)-Gelpuffer) mit je 10 pl DNA-Proben-Mix beflillt werden. Die erste Geltasche
wurde dabei mit 10 pl des 100bp-Markers versehen.

Agarose-Gel (1,5%):

Agarose 119
TAE(x1)-Puffer 75 ml
SYBR® Safe 3,75 ul

DNA-Proben-Mix:
DNA-Probe 8 ul
Auftragspuffer 2 ul

100bp-Marker:

DNA-Ladder(100bp) 5l
Auftragspuffer 10
TAE(x1) 58 pl
Auftragspuffer:

TAE(x10) 1ml
Glycerin 0,5 ml
BPB Spatelspitze (1/10)
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TAE-Puffer(x50):

Tris 242 ¢
Eisessig 57,1 ml
EDTA (0,5 M) 100 ml

mit Aqua bides auf 1 Liter auffullen

Die Gelelektrophorese wurde schlieBlich fir eine Stunde bei einer angelegten
Spannung von ca. 96 Volt durchgefihrt. Die so aufgetrennten DNA-Fragmente
konnten nun im UV-Licht (366nm) demaskiert und abglichtet werden. Bei
TGR[(MREN2)27] zeigten sich im Gegensatz zu den SDR, DNA-Banden, die eine

GroRRe von ca. 650 Basenpaaren aufwiesen.

Abb. 2

Abbildung 2

Abbildung eines
Agarose-Gel-
Ausschnitss zur
Rattenidentifikation

Sie zeigt die ca 650 bp
groRe Bande bei den
TGR[(MREN2)27].

Bei SDR erschien auf
Hohe von 650 bp keine
TGR TGR Bande. Als Referenz
(MREN2) (MREN2) diente ein 100bp-

27 27 Marker.

1000 bp

500 bp

100 bp

3.3 Blutdruckmessung

Sowohl Blutdruck, als auch Herzfrequenz wurden von Geburt an bei einer kleinen
Gruppe (n=16) der Tiere in vivo am Schwanz der nicht-narkotisierten Ratten mittels
» 1 ail-Cuff-Methode” einmal pro Woche ,nicht-invasiv® bestimmt. Die Durchfihrung der
Messmethode richtete sich dabei nach den Vorgaben der Bedienungsanleitung des
TSE®-Blutdruckmesssystems 9002 [95]. Fiir die Messungen setzte man die Ratten in
eigens auf ihre GréRe angepasste Messkafige, an die sie im Vorfeld gewohnt worden
waren, um stressinduzierte Blutdruckschwankungen bei den Messungen
auszuschlielen. AnschlieRend wurde eine aufblasbare Druckmanschette auf den

Rattenschwanz gezogen, um hinter dieser einen ,Pulssensor® platzieren zu kdnnen.
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Als ,Pulssensor” diente ein ,optischer Infrarotsensor”, der Blutdruckschwankungen und
die damit verbundenen veranderten Lichtdurchlassigkeiten des Schwanzes registrierte
und in elektrische Signale umwandelte. Da bei Raumtemperatur (ca. 23°C) die
Durchblutung der Rattenschwanze reduziert ist, mussten die Tiere zusatzlich einer
Lufttemperatur von ca. 35°C ausgesetzt werden, damit die warmebedingte Erweiterung
der Schwanzarterien zu messbaren Pulswellen fiihren konnte. Die Erwdrmung wurde
durch eine unter dem Messkéfig platzierte ,Heizmessplattform® sichergestellt. Die
Drucksteuerung der Manschette leistete ein an das Messsystem angeschlossener
Druckgenerator einer ,zentralen Steuerungseinheit®. Dieser konnte die Manschette
wahrend der Messung kontinuierlich aufblasen und so die Schwanzarterie zunehmend
occludieren bis der Pulssensor aufgrund des fehlenden Blutflusses kein Signal mehr
wahrnahm. An diesem Punkt wurde der zu messende Druck als systolischer Blutdruck
registriert. Aus den bis zu 12 Einzelmessungen pro Tier und Messtag ist letztlich der

Mittelwert gebildet worden.

34 Praparation der Rattenorgane

In der vorliegenden Studie sind alle Tiere im Alter von 5 Monaten zur Praperation der
Organe verwendet worden. Zu Beginn wurden die Ratten mit Diethylether narkotisiert
und anschlieRend der Grad der Bewusstlosigkeit mittels Cornealreflex Uberprift. In der
Folge sind die Tiere bei ausreichender Betaubung erst gewogen und anschlielend per
cervicaler Dislokation getttet worden. Durch Eréffnung der Bauchhoéhle distal des
Sternums wurde das Diaphragma durchtrennt, um von inferior zur Thoraxhéhle zu
gelangen. Im Anschluss entnahm man das gesamte Herz-Lungenpaket und gab es in
eine mit Natriumchloridlésung (+4°C; 0,9%) befillte Petrischale. Sogleich wurden die
dem Herzen anliegenden Strukturen (Osophagus, Thymus, Trachea und beide
Lungen) unter grof3er Sorgfalt entfernt. Das isolierte Herz konnte nun zur Messung der
Herzfunktion ex vivo an die Langendorffanlage (s. Kap. 3.5) angeschlossen werden.
Das Gesamtherzgewicht wurde am Ende der Versuchsreihe mit einer Waage
bestimmt. AnschlieRend trennte man mit einer Praparierschere den linken und rechten
Ventrikel vom Ubrigen Herzgewebe um auch deren Gewichte ermitteln zu kénnen. Im
weiteren Verlauf wurden neben Tibialange auch Nieren und Lungengewicht notiert, um
anschlieend alle Organe und Gewebe zur Weiterverarbeitung bei -80°C

einzugefrieren.
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3.5 Herzfunktionsmessung ex vivo

3.5.1 Die Langendorff-Perfusionsanlage

Den Bauplan einer Anlage zur Perfusion isolierter Tierherzen sowie deren
Durchfiihrung am Froschherzen lieferte 1895 der deutsche Mediziner und Physiologe
Oskar Langendorff (1853-1908) [101]. Der Grundgedanke besteht darin, das isolierte
Tierherz retrograd tber die Aorta mit allen fur das schlagende Herz lebensnotwendigen
Stoffen zu versorgen [101]. Das Perfusat soll bei physiologisch geschlossenen
Aortenklappen die Coronararterien, das vendse System und letztlich den Sinus
Coronarius im rechten Vorhof erreichen, um die Versorgung des gesamten Myokards
zu gewahrleisten [26]. Durch diese Innovation kann bis heute eine Vielzahl von

Funktionsparametern direkt am isolierten und schlagenden Herzen bestimmt werden.

3.5.2 Rattenherzperfusion

Die Methodik der Rattenherzperfusion folgte in dieser Studie der Anleitung von H.J.
Doring und H. Dehnert [26]. Die isolierten Herzen wurden nach Préparation (Kap. 3.4)
zunachst in einer allseits umschlossenen Plexiglaskammer (37°C) aufgehangt. Hierbei
wurde der Aortenstumpf mit einer Pinzette Uber die Perfusionskantile gezogen und mit
einer Metallklemme an dieser befestigt. Die endgultige Fixation erfolgte letztlich mit
einem Leinenoperationsfaden (Nr.40). Der mit einem Carbogen-Sauerstoffgemisch
(5% CO; und 95% O,) dauerhaft begasten Perfusionslésung war es nun moglich,
retrograd via Aorta die Koronararterien und damit das Myokard zu erreichen. Zuséatzlich
konnten uber Dreiwegehdhne oberhalb der Kanile weitere Stoffe dem Perfusat

zugeleitet werden.

Perfusionslésung:

NacCl 140 mM
KCI 2,6 mM
NaH, PO, x H,O 0,4 mM
MgCl, x 6 H,O 1,0 mM
Glucose 50 mM
CaCl, x H,0O 1,8 mM
NaHCO; 25 mM (pH=7,4)
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Zur Erfassung der linksventrikuldren Druckverhaltnisse wurde ein mit aqua bidest.
befiillter Latexballon (Grof3e 5) im linken Ventrikel platziert. Dieser Ballon war ebenso
wie auch die Perfusionskantle an einen Druckaufnehmer angeschlossen, der lber
einen Analog-Digital-Wandler die gemessenen Impulse an einen PC weiterleitete. Zu
Beginn der Versuche wurde schliel3lich der Perfusionsdruck bei einer
durchschnittlichen Flussrate von ca. 6-10 ml/min auf einen Grundwert von 50 mmHg
eingestellt. Desweiteren musste der Ballondruck auf 10-12 mmHg nachjustiert werden,
um den physiologischen Bedingungen im linken Ventrikel gerecht werden zu kénnen.

3.5.3 Parametererfassung

Neben den linksventrikularen systolischen (Psyst.) und diastolischen (Pdiast.) Driicken
konnten bei konstanter Flussgeschwindigkeit auch die Herzfrequenz (HF) und der
Perfusionsdruck (Pperf.) ermittelt werden. Der linksventrikular entwickelte Druck
(LVDP) errechnete sich dabei aus der Differenz der systolischen und diastolischen
Druckwerte. Desweiteren wurde die maximale linksventrikulare Kontraktions- (+dP/dt)

und Relaxationsgeschwindigkeit (-dP/dt) aufgezeichnet.

3.5.4 Versuchsprotokoll

In dieser Studie wurden die linksventrikul&ren Funktionsparameter der isolierten
Rattenherzen sowohl basal als auch unter Isoprenalinperfusion (10nM) ermittelt und
miteinander verglichen. Damit die Versuche unter konstanten Bedingungen
durchgefuhrt werden konnten, wurde nach Anschluss des Herzens an die
Perfusionsanlage eine Stabilisierungsphase von mindestens 20 Minuten eingehalten.
Wahrend dieser Zeit stellte man sowohl Perfusions- und Ballondruck als auch die
Flussrate auf die in Kap. 3.5.2 erwdhnten Werte ein. Im Folgenden wurden die
jeweiligen Funktionsparameter insgesamt dreimal in Abstdnden von je 10 Minuten

gemessen, sodass sich stets eine Gesamtperfusionsdauer von 30 Minuten ergab.

23



Material und Methoden

3.6 Kardiomyozytenisolation und Zellkultur

3.6.1 Kardiomyozytenspender

Als Kardiomyozytenspender dienten ein Teil der bereits in Kap. 3.1 erwahnten TGR
und SDR, sowie die im physiologischen Institut der Justus-Liebig-Universitat
gezlchteten méannlichen Wistar-Hannover-Ratten (300-400g). Alle Tiere wurden bis zu
ihrer Tétung in Gruppen von 5-7 Ratten in 34 x 55 x 21 cm (Breite x Tiefe x Hohe)
groRen Kéfigen gehalten. Ein freier Zugang zu Trinkwasser und Futter (Altromin®) war

jederzeit mdglich.

3.6.2 Aufbau und Vorbereitung

Um Versuche an isolierten Kardiomyozyten durchfihren zu kénnen, musste man diese
in mehreren Arbeitsschritten vom Ubrigen Herzgewebe trennen. Die Methodik der
Kardiomyozytenisolation sowie deren Kultivierung erfolgte modifiziert nach Piper et al.
[74]. Zuerst wurden 100 ml Powell-Medium, welches als Perfusat diente, auf 37°C
erwarmt und mit einem Carbogen-Sauerstoffgemisch (5% CO, und 95% O, )
dauerhaft begast. Anschlie3end befillte man eine Perfusionsanlage nach Langendorff
am oberen Glaskolben mit 20 ml des vorbehandelten Perfusats (s. Kap. 3.5), um in der
Anlage fur 5 Minuten zu zirkulieren. Nachdem die 20 ml Powell-Medium abgelassen
worden sind, wurde die Anlage erneut mit 80 ml Perfusat luftblasenfrei aufgefillt. Am
unteren Ende der Perfusionsanlage befand sich eine Kanile (2,3 mm) an die die

Rattenherzen Uber ihre Aorta aufgehéngt und retrograd perfundiert werden konnten.

Powell-Medium:

NacCl 110,0 mM
KCI 2,6 mM
KH PO 1,2 mM
MgSO 1,2 mM
NaHCO 25,0 mM
Glucose 11,0 mM
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3.6.3 Isolationsvorgang

Die Rattenpraperation erfolgte wie bereits in Kap. 3.4 beschrieben. Unter zu
Hilfenahme einer Pinzette wurde der Aortenstumpf des isolierten Herzens Uber die
Perfusionskanlile gezogen und mit einer Metallklemme daran befestigt. Die endgliltige
Fixation erfolgte letztlich mit einem Leinenoperationsfaden (Nr.40). Zu Beginn wurde
das Herz retrograd mit 30 ml Powell-Medium, welches anschlieRend verworfen worden
ist, blutfrei perfundiert. In der Folge l6ste man 25 mg Kollagenase sowie 12,5 pl CaCl,
in 5ml zuvor abgelassenes Perfusat und fihrte den entstandenen Kollagenasepuffer
wieder zu den restlichen 45 ml Perfusat zurtick. Die Geschwindigkeit der sich
anschlieRenden Perfusion stelte man auf 0,03 ml/sec ein, damit ein flr die
Verdauphase optimales Zeitfenster von 25 Minuten Perfusionsdauer eingehalten

werden konnte.

Kollagenasepuffer:

Powell-Medium 50 ml
Kollagenase 25 mg
CaCl, 12,5 ul

Das Herz wurde nach Perfusion mit der Pinzette gefasst und von der Anlage
abgeschnitten, sodass Vorhofe und Aorta an der Kanlle verblieben. Danach legte man
das perfundierte Herz auf eine Teflonplatte und zerkleinerte es weiter mechanisch in
Abstéanden von 0,7 mm mit dem Gewebezerkleinerer (,tissue chopper‘ McIWAIN)
sowohl langs als auch quer. Der so entstandene Zellbrei wurde zusammen mit 12 ml
Kollagenasepuffer in ein Reagenzrohrchen (50ml) tberfihrt und bei 37°C in einem
Wasserbad fur 5 Minuten unter standigem Auf- und Abpipettieren nachverdaut. Im
Folgenden ist der Zellbrei durch eine 200 um Nylon-Gaze in ein neues Reagenzgefald
(50ml) filtriert und bei 400 rpm fur 3 Minuten zentrifugiert worden. Im Anschluss wurde
der Uberstand mit den darin enthaltenen Zellresten und Matrixbestandteilen verworfen
und das Zellpellet mit 6 ml Powell-Medium sowie 25 CaCl, ul durch sanftes Schitteln
resuspendiert. Nach zwei weiteren Zentrifugations-vorgangen (400 rpm), bei denen die
CaCl, -Konzentration schrittweise von 200 pl auf 400 pl erhéht worden ist, erhielt man

das Pellet isolierter Kardiomyozyten.
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3.6.4 Kardiomyozytenkultivierung

Unter sterilen Bedingungen sind bereits am Vortag die fir die Zellkultur verwendeten
35-mm-Kulturschalen mit je 1,5 ml Vorinkubationsmedium beschichtet worden, damit
ein effizientes Anheften der Kardiomyozyten ermdglicht werden konnte. Vor dem
Ausplattieren der Kardiomyozyten wurde das Vorinkubationsmedium schlief3lich wieder
per Sauger entfernt. Das bereits in mehreren Aufbearbeitungsschritten (Kap. 3.6.1 -
3.6.3) hergestellte Zellpellet isolierter Kardiomyozyten konnte nun in 40 ml CCT-
Kulturmedium  (37°C) und 2%-iger Penicillin-Streptomycin-Lésung  (800ul)
resuspendiert werden. AnschlieBend wurden je 2 ml der Suspension per Glaspipette
(10ml) auf die einzelnen Kulturschalen verteilt und fir eine einstiindige Ruhepause im
Brutschrank bei 37°C aufbewahrt. Dieser Vorgang diente sowohl der
Myozytenregeneration als auch der Selektion, da sich nur intakte Herzmuskelzellen an
den Boden der Kulturschalen fest binden kdnnen. In dem sich anschlie3enden
Waschvorgang wurden die im CCT-Medium ,freischwebenden® toten Zellkonglomerate
abgesaugt und durch neues CCT-Medium (2 ml pro Schale) ersetzt. Die
lichtmikroskopische Prufung ergab einen durchschnittlichen Anteil an gesunden
langgestreckten Kardiomyozyten von ca 80-90%.

Vorinkubationsmedium:
CCT 50 ml
FCS 4% vol/vol (2ml)

Penicillin/Streptomycin 2% vol/vol (1ml)

CCT-Medium (pH 7.4):

Medium 199/Earl’s Salt 9,62 g/l
HEPES 15 mM
Kreatin 5 mM
Karnitin 2 mM
Taurin 5 mM

Cytosin-beta-Arabinofuranosid 100 pM

3.6.5 Inkubationsversuche

Die isolierten Kardiomyozyten der Wistar-Hannover-Ratten wurden fir verschiedene

Inkubationsversuche herangezogen. Hierfur inkubierte man 1/3 der Kulturschalen (n=6)
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nach dem Waschvorgang mit 20 pl Renin (100nM) und ein weiteres Drittel (n=6)
Schalen mit 20 pl Angiotensin-ll (100nM) fir 24 h. Als Kontrolle diente das letzte
Drittel der Kardiomyozytenschalen (n=6) welches ausschlie3lich mit CCT-Medium
behandelt wurde.

3.6.6 Probengewinnung

Fur die Probengewinnung wurde das Inkubations- bzw. CCT-Medium wieder
abgesaugt und alle Schalen mit 1 ml PBS versehen. Die gebundenen Kardiomyozyten
konnten sodann mit einem Gummispatel abgeschabt und in ein Reaktionsgefald (1,5
ml) tberfiihrt werden. Nach einer kurzen Zentrifugation (3000 rpm, 5 Minuten, 23°C)
setzte sich ein kleines Zellpellet ab und konnte bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C

tiefgefroren werden.

3.7 RT-PCR

Die Synthese eines Proteins wird auf verschiedenen Ebenen reguliert. Da die
Transkription den ersten Schritt der Genexpression darstellt, liegt es nahe, zuerst die
Konzentration der RNA des jeweiligen Proteins quantitativ zu analysieren. Somit lasst
sich ableiten inwiefern ein Protein zumindest auf RNA-Ebene exprimiert worden ist. Die
hiefir verwendete Methode der Real-Time-Polymerasekettenrreaktion (RT-PCR)

wurde nach Bustin et al. und Livak et al. durchgeftihrt [15, 51].

3.7.1 RNA-Extraktion

Die Methode der RNA-Extraktion richtete sich weitgehend nach der Arbeitsanleitung
von peg-Gold-Trifast® [71]. Die verschiedenen gefrorenen Gewebeproben (ca 200g)
wurden zu Beginn der RNA-Extraktion zusammen mit je 1ml Trifast®-Lésung (bei
isolierten Zellen 300 ul) in Reagenzglaser gegeben und mit dem Ultra-Turrax®
homogenisiert worden. AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform (bei isolierten
Zellpellets 50 pl) pro Probe hinzugefiigt, milchig-trib geschuttelt (ca. 15 sec) und mit
12.000 rpm 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Es lie3 sich nun eine Trennung in drei
Phasen erkennen. Die oberste mit RNA angereicherte Phase wurde vorsichtig
abgenommen und in neuen Reaktionsgefalen (1,5ml) mit 0,5 ml Isopropanol fir

mindestens 20 Minuten bei -20 °C inkubiert. Die tbrigen DNA- und proteinhaltigen
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Phasen wurden anschlieBend verworfen. Nach dieser RNA-Prazipitation folgte eine
weitere Zentrifugation (12.000 rpm, 15 Minuten, 4°C), damit sich RNA-Pellets am
Boden der Eppendorf-GefaRe absetzen konnten. Nachdem die Uberstande dekantiert
worden sind, wurden die verbliebenen RNA-Pellets mit 1 ml Ethanol (70%) versetzt.
Dieser Waschvorgang wurde mit einer weiteren Zentrifugation (12.000 rpm, 15
Minuten, 4°C) beendet. Die Pellets wurden daraufhin von den Ethanoliberstanden
getrennt, um sich anschlieend nach Lufttrocknung (30 Minuten, 23°C) in 50 pl
destilliertem Wasser (bei isolierten Zellen 15 pl) 16sen zu kdnnen.

3.7.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Fur die Bestimmung der RNA-Konzentrationen wurde das UV/Vis-Spektral-photometer
Nano Drop®1000 mit einem Spektrum von 220-750 nm verwendet. Das Vorgehen
richtete sich dabei nach der Bedienungsanleitung des Gerates [93]. Zur Messung
wurden aus den EppendorffgefaRen - mit der sich darin vollstéandig in Aqua bidest.
geldsten RNA - jeweils 2 ul mit einer Pipette entnommen und luftblasenfrei auf den
Sensor des NanoDrop®-Gerates gegeben. AnschlieBend zeigte die zugehdrige
Software dem Nutzer die Konzentration der RNA bei einem Absorbtionsmaximum von
260 nm in pl an. Die fir die cDNA-Synthese definierte RNA-Konzentration lag hierbei
im Bereich von 200-1000 ng/pl. Bei gemessenen Werten tGber 1000 ng/ul wurde die

Probe auf den erwiinschten Bereich mit aqua bidest. herunterverdinnt.

3.7.3 Reverse Transskription

Da die Polymerase-Kettenreaktion aufgrund fehlender RNA-Tag-Polymerasen nur fir
DNA mdglich ist, musste die gewonnene RNA in eine copy-DNA umgeschrieben
werden. Fir einen Ansatz cDNA wurden 1 pg RNA/ul der jeweiligen Probe in neue
Eppendorffgefalle tberfihrt und mit aqua bidest. auf 5 pl Gesamtvolumen aufgefullt.
Aufgrund der Konzentrationsunterschiede der einzelnen Proben mussten dafir jedoch
unter-schiedliche Mengen entnommen werden. Zur Berechnung dieser Mengen wurde

folgende Formel verwendet:

(1000/NanoDrop®-Wert in ng/ul) = zu entnehmende Menge an RNA
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Im Anschluss wurden die 5 pul RNA-Proben im Thermocycler fir 15 Minuten bei 60°C
denaturiert, um spater das Anlagern der Reversen Transkriptase an die RNA zu
erleichtern. Nach dem Denaturierungsvorgang wurden je 5 pl cDNA-Synthese-Mix zu
den einzelnen Proben hinzugefugt, um die Reverse Transkription (1h, 37°C) im
Thermocycler starten zu kénnen. Eine fir 5 Minuten angesetzte Denaturierung bei
95°C beendete den Transkriptionsvorgang. Die jeweils 10 pl cDNA konnten nun
weiterverarbeitet oder bei -20°C tiefgefroren werden.

cDNA-Synthese-Mix (5 ul fUr je eine Probe):

oligo-dT 1,0 yl (0,1 mg/ml)

5x RT-Puffer 2,0ul

dNTP’s 1,0 pl (10 mM je Nukleotid)
DTT 0,5ul (0,1 M)

RNAsin 0,2 ul (25 U/ul)

M-MLV-RT 0,3 il (200 U/pul)

(ReverseTranskriptase)

3.7.4 DNA-Amplifikation

Die 10 pl cDNA-Proben wurden zuerst mit 90 pl aqua bidest. versetzt, um
anschlieRend 3 pl dieser 1:10 Verdinnung in spezielle PCR-Tubes zu uberfihren.
Diesen 3 pl wurde 17 pl des PCR-Reaktionsansatzes-2 hinzugefugt. Somit konnte nun

im iCycler die Polymerase-Kettenreaktion starten.

PCR-Reaktionsansatz-2:
SYBR® Green Supermix 10,0 pl
agua bidest. 6,4 pl

Primer (fw+rev) 0,6 pl(1:10 a.b. Verdinnung)

Die Polymerase-Kettenreaktion folgte dabei einem genau auf den Primer
zugeschnittenen Protokoll. Im ersten Schritt konnten neben der Aktivierung der DNA-
Tag-Polymerase die dsDNA-Sequenzen bei 95°C zu ssDNA-Abschnitten denaturieren.
Im Anschluss daran lagerten sich bei einer fir den Primer spezifischen Anealing-
Temperatur (X°C) diese an die ssDNA an, um als Startpunkt fir die DNA-Tag-
Polymerase zu dienen. Bei 72°C erfolgte nun die Neusynthese der zur ssDNA-

Sequenzen komplementaren DNA-Abschnitte. Dieser Zyklus wurde mehrmals
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wiederholt, sodass sich die Gesamtmenge der gesuchten DNA-Abschnitte exponentiell

amplifizieren konnte (s. Abb. 3).

PCR-Protokoll:

Zyklus 1
Zyklus 2

Zyklus 3

(1x) Step1l
(45x) Step 1 (Denaturierung)

Step 2 (Annealing)
Step 3 (Amplifikation)

(100x)Step 1

95°C,
95°C,

X°C,

72°C,

50°C,

(Temperatursteigerung in 0,5°C-Schritten bis 100°C)

15 Minuten

30 Sekunden
30 Sekunden
30 Sekunden

10 Sekunden

Die fur den iCylcler® verwendete Software von Biorad® errechnete schlielich eine auf

den PCR-Lauf zugeschnittene Grenze (threshould-line), mit der sich die Gesamtmenge

der sich amplifizierenden DNA-Sequenzen schnitt. Die so erhaltenen Ct-Werte (Ct =

threshould cycle) der jeweiligen Primer wurden nun auf die Ct-Werte des

.Houskeeping“-Gens HPRT bezogen, welches keiner Regulierung unterliegt [23]. Die

Real-time-Polymerase-Kettenreaktion ermoglicht jedoch nur eine relative Aussage lber

die Expressionsrate der Genabschnitte, da der absolute RNA-Gehalt mit dieser

Methode nicht ermittelt werden kann.

Abb. 3
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Abbildung 3

Schematische Darstellung
einer PCR-Amplifikations-
kurve.

Die Ct-Werte ergaben sich aus

den Schnittpunkten der
Lthreshould-line* mit der
Substratekurve. Der Ct-Wert

eines Primers wurde fir jede
Probe auf das Referenzgen
HPRT bezogen und konnte so
ausgewertet und verglichen
werden.
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3.8 Gelelektrophoretische Methoden

3.8.1 Probenaufbereitung

Zum Nachweis der Modifikation und Menge eines linksventrikularen Proteins diente in
dieser Studie die Methode der ,SDS-Page“ mit Westernblot und anschlieRenden
immunologischen Nachweisverfahren. Zur Aufbereitung der Proben wurden die linken
Ventrikel der Versuchstiere nach Préparation (Kap. 3.4) zunachst mit einem Skalpell
geviertelt und je ¥4 eines Ventrikels mit 500 pl Lysispuffer sowie 5 ul PMSF (0,1 M) in
Eppendorffgefale (1,5ml) gegeben. Nach einer kurzen Homogenisierungsphase
mittels Precyll® (2*20Sec;6500rpm) konnte eine weitere Durchmischung der
Gewebestiicke durch eine Ultraschallsonde erfolgen. Desweiteren wurde eine
Zentrifugation (14000*g; 4°C;10min) durchgefiihrt, um danach den klaren Uberstand
(ca 200ml) in neue Eppendorffgefae (1,5ml) fillen zu kdnnen. Das klare Lysat konnte
nun mit je 100 ml Laemmli-Puffer versetzt und anschlieBRend fur 5 Minuten bei 95°C
erhitzt werden. Dieser Schritt diente der Denaturierung der Proteine sowie der
Aktivierung des im Laemmli-Puffers enthaltenen Natriumdodecylsulfat (SDS). Im
aktivierten Zustand sorgt SDS flUr ausgeglichene Ladungsverhéltnisse an den
Proteinstrukturen. Somit lassen sich die Proteine in gelelektrischen Verfahren nach

ihrer Grof3e und nicht aufgrund ihrer Ladungsverhéaltnisse auftrennen.

Lysis-Puffer der Firma Cell-Signaling-Technology®:

Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
Nacl 150 mM
Na, EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Triton 1 %
Phosphat 2,5mM
B-Glycerolphosphat 1 mM
Naz; VO, 1mM
Leupeptin 1 pg/mi
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Laemmli-Puffer:

Tris-HCI 50 mM
SDS 2 % (w/v)
Natriumvanadat 10 % (v/v) (1 mM)
Mercaptoethanol 10 % (v/v)
(pH 6,7)

3.8.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die nach Lammli modifizierte Gelelektrophorese wurde ein Biometra®-
Kammersystem verwendet [44]. Dadurch konnte die diskontinuierliche,
gelelektrophoretische Proteinauftrennung in zwei getrennten Gelen gleichzeitig
ermdglicht werden. Zuerst wurden 4 Glasplatten mit Ethanol (70%) gereinigt um
danach je zwei Platten auf jeder Seite der Kammer zu befestigen. Ein Silikonschlauch
zwischen den Glasplatten verhinderte ein Auslaufen des Gels nach unten bzw. zur
Seite. Zudem befanden sich je zwei Abstandshalter aus Kunststoff an den AuRenseiten
zweier Platten. AnschlieRend wurde das Trenngel mit einer Glaspipette (20 ml) bis auf
einer Hohe von ca. 2/3 zwischen die Glasplatten gegossen und mit einer dinnen
Wasserschicht tUberlagert. Es konnte nun bei Raumtemperatur fir mindestens zwei

Stunden auspolymerisieren.

Trenngel (12,5 %:; Mengenangabe jeweils flr ein Trenngel):

AA/BA (30:1) 12,5 ml
Trenngelpuffer (pH 8,6) 7,5 ml
Aqua bidest 10,0 mi
SDS (10%) 300 pl
APS (10%) 200 pl
TEMED 25 ul

Trenngelpuffer:
Tris-HCI (pH 8,6) 15M

Nach Verwerfen des Wasseruberstandes wurde das obere Drittel zwischen den
Glasplatten mit Sammelgel aufgefillt und Platzhaltekdmme fur 18 Probentaschen
eingesetzt. Die sich anschlieBende Polymerisierungsphase des Sammelgels betrug

dabei mindestens 30 Minuten. Nach ausreichender Hartung des Gels konnten die
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Kamme entfernt und die Gelkammer mit Laufpuffer beflllt werden. Je 20 pl der
vorbereiteten Proben wurden nun pro Geltasche des Sammelgels mittels Hamilton-
Spritze aufgetragen. Die erste Geltasche blieb fir den Laufmarker ausgespart. Dieser
,Rainbow-Marker* enthielt farblich markierte Proteine bekannter Grof3e und liel3 somit
die Hohe der aufgetrennten Proteine makroskopisch erkennen. Schlie3lich wurde die
Gelkammer an ein Netzgerat angeschlossen, um die Gelelektrophorese fiir 4 Stunden
bei einer angelegten Spannung von 200 V durchfihren zu kénnen.

Sammelgel (Mengenangabe jeweils fir ein Sammelgel):

AA/BA (30:1) 1,2 ml
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 2,5 ml
Aqua bidest 6,4 mi
SDS (10%) 50 pl
APS (10%) 100 pl
TEMED 12 ul

Sammelgelpuffer:

Tris-HCI (pH 6,8) 05M
Laufpuffer:

Glycin 1,44% (wt/vol)
Tris-HCI 0,3% (wt/vol)
SDS 0,1% (wt/vol)

3.8.3 Western-Blot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese erfolgte das Ubertragen der im Gel
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Blotmembran (0,2 pum Porengr6éfRe), dem
sogenannten ,Blotting“. Die Methode richtete sich nach dem Verfahren des ,semi-dry-
blotting“ von Kyhse-Andersen aus dem Jahre 1984 [43]. Es wurden zunachst drei
Filterpapiere, deren GroRRe die des Polyacrylamidgeles entsprachen, in Anodenpuffer
geschwenkt und auf die Anode einer Blotkammer gelegt. Nach einer kurzzeitigen
Aktivierungsphase in Methanol (100%; 3 Minuten) konnte die PVDF-Membran auf die
Filterpapiere gelegt werden. Nun wurde das Polyacrylamidgel vorsichtig von den
Glasplatten der Elektrophoresekammer gel6st und luftblasenfrei auf die Blotmembran

gebettet. Danach schwenkte man drei weitere Filterpapiere in Kathodenpuffer und
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Uberschichtete damit das Polacryamidgel. SchlieZlich bildete der Kathodendeckel das
Dach der Blotkammer, die nun in Betrieb genommen werden konnte. Die angelegte
Stromstérke richtete sich dabei nach der GroRe der PVDF-Membran und lag
durchschnittlich bei 100 mA pro Gel bzw. Blotmembran (0,8 mA/cm2). Die Dauer des
,oblottings“ wurde durch die zu untersuchende Proteingrof3e bestimmt (>40kD = 2
Stunden; <40kD = 1 Stunde).

Anodenpuffer:

Tris-HCI (pH=10,4) 30 mM
Methanol 20 % (vol/vol)
Kathodenpuffer:

Tris-HCI (pH=9,4) 25 mM
6-Aminohexansaure 40 mM
Methanol 20 % (vol/vol)

3.8.4 Immunochemischischer Proteinnachweis

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran mussten die verbliebenen
Proteinbindestellen der Blotmembran geblockt werden. Hierfir wurde die PVDF-

Membran fur eine Stunde in einem Blockpuffer geschwenkt.

Blockpuffer:

1xTBS 10 mi
Tween20 0,1 % (vol/vol)
BSA 5% (w/vol)

AnschlieRend konnte die Blotmembran fir mindestens eine Stunde in einer

Antikorperldsung mit dem Primarantikorper inkubiert werden.

Antikdrperlésung:

1xTBS 10 ml
Tween20 0,1 % (vol/vol)
BSA 5%

Antikorper 1 : X (jeweilige vom Hersteller angegebene Konzentration)
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Es folgten mehrere Waschschritte mit einer Waschldésung (3 x 10 Minuten), um freie

Antikdrper zu entfernen und ein unspezifisches Binden zu verhindern.

Waschldsung:
1xTBS 20 ml
Tween20 0,1 % (vol/vol)

Daraufhin  wurde die Blotmembran fir mindestens eine Stunde in einer
Antikorperldsung mit dem Sekundarantikdrper inkubiert, welcher sich gegen den
Primarantikorper richtete. Nach wiederholtem Waschen mit der obigen Waschlésung
(2 x 10 Minuten) sowie einmal in 5 ml 1xXTBS war die Membran nun bereit fir die
Detektion. Der Zweitantikdrper besall eine Phosphataseaktivitat und konnte mittels
ECL-Entwicklerldsungen (2 x 4ml) durch Chemolumineszenz sichtbar gemacht werden.
Eine spezielle Kameraapperatur, der sogenannte Chemolumineszenzdetektor, erfasste
die Lumineszenswerte der einzelnen Proben, die anschlieBend durch die Software

Image-Quant® densiometrisch ausgewertet werden konnten.

3.9 Statistik

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten und Messwerte wurden als Mittelwerte (MW) und
deren Standardabweichungen (SD) zusammengefasst und dargestellt. Da bis zu 4
Gruppen (z.B. SDR; TGR; SDR+Capt.; TGR+Capt.) miteinander verglichen werden
sollten, wurde zunachst eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Anschlie3end
wurden die Daten einer post-hoc-Analyse mittels Student-Newman-Keuls-Test
unterzogen. Bei einem Vergleich von lediglich zwei Gruppen (z.B. K; Ang2) wurden die
Daten mittels t-Test auf Signifikanz Uberprift. Zur Uberprifung der Normalverteilung
wurde der Levene-Test herangezogen. Das Signifikanzniveau wurde in dieser Studie

auf p<0,05 bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Koérper- und Organgewichte

In der vorliegenden Studie wurden zunéchst die Korper-, Lungen- und Nierengewichte
der Versuchstiere untersucht, um mdogliche extrakardiale Einflisse einer erhéhten
Reninexpression feststellen zu kdnnen. Hierfir wurden Korper- und Organgewichte
post mortem ermittelt und auf die Tibialangen (TL) der jeweiligen Tiere bezogen. Dabei
zeigten die Messwerte eine signifikante Erhéhung der Korper- und Nierengewichte bei
druckbelasteten TGR (Tab. 2). Eine Behandlung der Tiere mit Captopril konnte
einerseits das Korpergewicht der TGR reduzieren, andererseits das Lungen- und

Nierengewicht anndhernd auf dem Niveau ihrer Kontrollen halten.

Tab. 2
Gewicht/TL SDR TGR SDR + Capt. | TGR + Capt.
(g/cm) (n=18) (n=16) (n=16) (n=15)
Korper 0,831+0,133 | 0980%0150%| 719+0,040 | 0,718+0,051
Lunge 0,473 + 0,047 0,559 + 0,077 | 0,567 +0,188 | 0,554+ 0,141
Niere 0535+0,075 | 0.602%0055% | (469+0,049 | 0,504 + 0,064
Tab. 2:

Darstellung der Korper-, Lungen- und Nierengewichte. Die Korper- und Nierengewichte sind
bei TGR gegenlber SDR signifikant erhdht. Captopril konnte bei TGR das jeweilige Gewicht
annahernd auf dem Niveau der Kontrollen halten. Daten aus je n = 15-18 Tieren pro Gruppe, *
=p < 0,05 vs Kontrolle (SDR).
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4.2 Hamodynamik und linksventrikul&are Funktion

4.2.1 Entwicklung einer Angiotensin-Ill induzierten Hypertonie bei TGR

In  einem weiteren Experiment dieser Studie wurde die erfolgreiche
Hypertonieentwicklung der unbehandelten Reninratten (TGR) Uberprift. Dies sollte die
Grundvoraussetzung fir alle weiteren Untersuchungen bilden. Unbehandelte TGR
missten aufgrund der hohen Reninexpression und der damit gesteigerten Angiotensin-
[I-Aktivitdt einen wesentlich hoheren systemischen Blutdruck vorweisen, als ihre
Sprague-Dawley-Kontrolltiere (SDR) [63]. Die Daten aus Abb. 4 zeigen eine starke
Erhohung systolischer und diastolischer Blutdruckwerte bei unbehandelten TGR
gegenuber den SDR. Um einen isolierten Renineffekt auf das Rattenmyokard
beobachten zu kdnnen, wurde ein Teil der TGR durchgehend mit Captopril therapiert
(TGR + Capt.). Durch Gabe des ACE-Inhibitors konnte die Bildung von Angiotensin-II
weitgehend verhindert und somit der Blutdruck der transgenen Tiere (TGR + Capt.) auf
dem Niveau der Kontrollgruppen (SDR bzw. SDR + Capt.) gehalten werden.

Abb. 4
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Abbildung 4:

Diagramm der in vivo gemessenen Blutdruckwerte.

Die hier dargestellten Blutdruckwerte (P) der Tiere wurden in vivo mittels , Tail-cuff-Methode* bis
zum 5. Lebensmonat bestimmt und gemittelt. Sowohl systolische, als auch diastolische
Blutdruckwerte waren bei unbehandelten TGR gegentber ihren Kontrolltieren (SDR) signifikant
erhoht. Eine Captopriltherapie konnte bei TGR einen mdglichen Blutdruckanstieg erfolgreich
verhindern. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD der Gruppen aus je n = 4 Tieren; * = p < 0,05
vs. Kontrolle (SDR).
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4.2.2 Linksventrikuldrer Druck und Herzfrequenz bei TGR

AnschlieBend wurde die linksventrikulare Funktion der isoliert- und kochsalz-
perfundierten Rattenherzen ex vivo ermittelt. Es zeigte sich, dass sowohl
unbehandelte, druckbelastete als auch mit Captopril behandelte TGR gegentiber ihren
Kontrollen deutlich erhodhte linksventrikulare Dricke (LVDP) aufwiesen. Der LVDP
errechnete sich dabei aus der Differenz der systolischen und diastolischen Druckwerte
des linken Ventrikels. Um eine Myokardhypertrophie als mogliche Ursache der
verbesserten linksventrikularen Funktion ausschlieBRen zu konnen, wurden die
Messwerte auf das Herzgewicht der jeweiligen Tiere bezogen. Aus Abb. 5 lasst sich
ableiten, dass ein erhohter LVDP behandelter TGR nicht druckinduziert ist, sondern

Renin-abhéngig erfolgt.

Abb. 5
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Abbildung 5:

Diagramm des ex vivo ermittelten linksventrikularen Druckaufbaus (LVDP).

Der LVDP wurde hier ex vivo an der Langendorffanlage bestimmt und ist bei druckbelasteten
TGR wie auch bei den mit Captopril behandelten TGR gegeniiber den Kontrollen deutlich

erhoht. Es sind Mittelwerte = SD der Gruppen aus je n = 9-10 Tieren, * = p < 0,05 vs. Kontrolle
(SDR) bzw. # = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.) dargestellt. Das 100%-Niveau entspricht
bei SDR 44 mmHg/g und bei SDR + Capt. 46 mmHg/g.

Die Herzfrequenz wurde sowohl in vivo per ,Tailcuff-Methode* als auch ex vivo an der
Langendorffanlage gemessen. Die in Tab. 3 dargestellten Mittelwerte der Herzraten

zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.
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Tab. 3

Herzfrequenz SDR TGR SDR + Capt. | TGR + Capt.
In VIVO (je n=4) 326 +4/min | 343 £ 7/min | 348 + 29/min | 374 £ 10/min
EX VIVO (en=9-10) | 211 £28/min | 211 + 14/min | 211 + 23/min | 187 + 22/min

Tabelle 3:
Darstellung der Herzfrequenzen. Dargestellt sind die in und ex vivo gemessenen Mittelwerte

* SD der Herzfrequenzen aller 4 Gruppen Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen TGR und SDR feststellen.

4.2.3 Linksventrikulare Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit bei TGR

Des Weiteren wurde eine gesteigerte maximale linksventrikulére Kontraktions- (+dP/dt)
und Relaxationsgeschwindigkeit (-dP/dt) bei isolierten Herzen der TGR ex vivo
gemessen. Auch hier sind beide Parameter auf das Herzgewicht der jeweiligen
Rattenherzen bezogen worden. Aus Abb. 6 wird ersichtlich, dass die linksventrikulare
Leistungsfahigkeit bei TGR gegeniber den nicht-transgenen Tieren gesteigert ist.
Zudem scheint die ACE-Inhibition durch Captopril sowie die daraus resultierenden

hohen (Pro-)Reninspiegel die linksventrikulare Funktion der Tiere weiter zu verbessern.

Abb. 6
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Abbildung 6:
Diagramm der ex vivo gemessenen maximalen Kontraktions- (+dP/dt) und
Relaxationsgeschwindigkeiten (-dP/dt).
Dargestellt sind die Mittelwerte = SD der ex vivo an der Langendorffanlage ermittelten maximalen
Kontraktions- (+dP/dt) und Relaxationsgeschwindigkeiten (-dP/dt) welche auf das jeweilige Herzgewicht
(HW) bezogen wurden. Es zeigt, dass TGR, unabhangig einer Captopriltherapie deutlich verbesserte
Funktionswerte gegeniiber ihren Kontrollen aufweisen. Es sind Daten aus je n = 9-10 Tieren pro Gruppe,*
=p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR) bzw. # = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).
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4.3 Linksventrikulare druckinduzierte Hypertrophie bei TGR

Durch die chronische Hypertonie und der damit verbundenen gesteigerten Belastung
des linken Ventrikels, entwickelten unbehandelte TGR eine deutliche links-ventrikulare
Hypertrophie. Diese konnte durch Bestimmung des linksventrikularen Gewichts
bezogen auf die Tibialangen der jeweiligen Ratten post mortem ermittelt werden. Die
linken Ventrikel der unbehandelten TGR waren ca. 20% schwerer als bei den
Kontrolltieren (SDR). Eine Reduktion des linksventrikularen Gewichts wurde bei TGR
unter Captopriltherapie festgestellt.

Abb. 7
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Abbildung 7:

Diagramm des linksventrikularen Gewichts (LVW).

Das linksventrikulare Gewicht (LVW) wurde nach Rattenherzpraperation bestimmt und auf die
ebenfalls post mortem gemessene Tibialdnge (TL) bezogen. Unbehandelte TGR zeigten eine
signifikante Erhéhung des linksventrikularen Gewichts. Bei den mit Captopril behandelten TGR
war dieses um ca. 20% reduziert. Dargestellt sind Mittelwerte * SD aus je n = 9-10 Tieren pro
Gruppe; * =p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR) bzw. # = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).

Die linksventrikuldre Hypertrophie bei unbehandelten TGR sowie die Abnahme des
linksventrikularen Gewichts bei behandelten TGR konnte auch auf molekularer Ebene
bestatigt werden. Als Hypertrophieparameter diente das natriuretische Peptid ANP,
dessen mRNA-Expressionsrate mit dem linksventrikularen Gewicht korreliert [56]. Die
RT-PCR-Daten in Abb. 8 zeigen eine deutliche Zunahme der ANP- mRNA-Expression
bei unbehandelten TGR. Im Gegensatz dazu ist diese bei den mit Captopril

therapierten TGR um mehr als die Halfte reduziert.
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Abb. 8
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Abbildung 8:

Diagramm zur linksventrikularen ANP-mRNA-Expression.

Dargestellt sind die Mittelwerte = SD der ANP-mRNA-Expression aus linksventrikuldrem
Ganzherzmaterial. Die Expressionsrate an ANP-mRNA ist bei den unbehandelten TGR um das
ca. 4,5 fache hoher als bei der Kontrollgruppe SDR. Bei den behandelten TGR ist sie um mehr
als die Halfte herunterreguliert. Daten aus je n = 9-10 Tieren pro Gruppe, * = p < 0,05 vs.
Kontrolle (SDR).

4.4 Linksventrikulare B-adrenerge Ansprechbarkeit bei TGR

4.4.1 Linksventrikulare Funktion bei TGR nach Isoprenalingabe

Da das RAAS mit dem sympathischen System eng verbunden ist, wurde nun die
linksventrikuldre [-adrenerge Ansprechbarkeit bei TGR naher untersucht. Als
Sympathomimetikum diente in unseren Versuchen Isoprenalin (Isoproterenol). Es
aktiviert unselektiv sowohl ;- als auch B,-Adrenozeptoren [29, 41]. Bei einer
regelrechten Anbindung des B-adrenergen Systems an intrazellulare Signalkaskaden
der Myozyten wirkt Isoprenalin daher positiv inotrop. In der vorliegenden Studie wurden
isolierte Rattenherzen aller 4 Versuchsgruppen an der Langendorffanlage fir 10
Minuten mit Isoprenalin (10nM) perfundiert und die Funktionsdaten aufgezeichnet.
AnschlieBend sind die Messwerte (LVDP; -dP/dt; +dP/dt) auf das Herzgewicht der

zugehorigen Tiere bezogen worden. Die Ausgangswerte der LVDP s/HW lagen bei
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TGR - wie schon in Kap. 4.2.2 beobachtet - deutlich Uber denen ihrer
korrespondierenden Kontrollen. Jedoch zeigte sich sowohl bei den druckbelasteten, als
auch bei den druckentlasteten TGR ein vermindertes Ansprechen auf Isoprenalin. Der
zu erwartende Anstieg des LVDP/HW nach Isoprenalinperfusion blieb bei den TGR

verglichen mit ihren Kontrollen deutlich zurtck.

Abb. 9
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Abbildung 9:

Diagramm zur linksventrikularen Funktion nach Isoprenalinstimulation Teil 1.
Funktionsdaten der isolierten und mit Isoprenalin (10nM/l) an der Langendorffanlage
perfundierten Rattenherzen zeigen eine reduzierte B-adrenerge Ansprechbarkeit bei TGR. Der
zu erwartende Anstieg des LVDP/HW blieb bei TGR nach 10 Minuten Perfusion verglichen mit
den Kontrolltieren deutlich zuriick. Die Mittelwerte = SD in % aus je n = 4 Tieren pro Gruppe
beziehen sich auf den jeweiligen LVDP/HW der Gruppen vor Perfusion (=100%-Niveau). Der
gemittelte LVDP/HW vor Perfusion betrug fir SDR 31,8 mmHg/g, TGR 55,1 mmHg/g,
SDR+Capt. 37,8 mmHg/g und TGR+Capt. 51 mmHg/g; * =p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR) bzw. #
=p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).

Daruber hinaus wurde wéhrend der Isoprenalinperfusion auch die linksventrikulare
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit bestimmt. Ernstaunlicherweise zeigte
sich hier bei den transgenen Tieren eine verbesserte linksventrikulare
Leistungsfahigkeit  trotz ~ verminderter  [-adrenerger  Ansprechbarkeit.  Die
Perfusionsdaten der Herzen der transgenen Reninratten zeigen also ein vermindertes
Ansprechen auf Isoprenalin  bei ansonsten besseren linksventrikularen

Funktionsparametern gegeniiber den SDR-Kontrolltieren.
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Abb. 10
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Abbildung 10:

Diagramm zur linksventrikularen Funktion nach Isprenalinstimulation Teil 2.

Dieses Schaubild zeigt Mittelwerte = SD der ex vivo ermittelten maximalen Kontraktions-
(+dP/dt) und Relaxationsgeschwindigkeiten (-dP/dt) nach einer Isoprenalinperfusion (10nM) von
10 Minuten. Beide Parameter sind auf das jeweilige Herzgewicht (HW) der Tiere bezogen
worden. Die Darstellung verdeutlicht, dass eine verbesserte linksventrikulare Funtion bei TGR
trotz verminderter [(-adrenerger Ansprechbarkeit auch nach einer Isoprenalinperfusion
gegenuber den Kontrollen (SDR) vorliegt. Es sind Daten aus je n = 4 Tieren pro Gruppe; * =p
< 0,05 vs. Kontrolle (SDR).

4.4.2 Genexpression des B; - und B, - Adrenozeptors bei TGR

Die in Kap. 4.4.1 beobachtete verminderte B-adrenerge Ansprechbarkeit konnte auch
auf molekularer Ebene nachvollzogen werden. Die RT-PCR-Daten in Abb. 11 zeigen
eine verminderte mRNA-Expression des ;-Adrenozeptors (ARB1/2) sowohl bei den
druckbelasteten als auch bei den mit Captopril therapierten TGR. Die Genexpression
des B,-Adrenozeptor verblieb einerseits bei den druckbelasteten TGR auf dem Niveau

ihrer Kontrollen, andererseits zeigte sie sich auch in der Gruppe der behandelten TGR

vermindert.
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Abb. 11
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Abbildung 11:

Diagramm der kardiomyozytdren mRNA-Expression des B:- und B»>-Adrenozeptors
(ARB1/2).

Diese Abbildung zeigt die Mittelwerte = SD der mRNA-Expressionsdaten des (;- und B»-
Adrenozeptors (ARB1/2) isolierter Kardiomyozyten. Die mRNA-Expression des [, -Rezeptors
(ARB1) ist bei TGR stark vermindert. Die des B, -Rezeptors (ARB2) bleibt bei unbehandelten
TGR auf Hohe der Kontrolle. Bei behandelten TGR reduzierte sich jedoch ebenfalls die mRNA-
Expressionsrate des ARB2. Daten aus je n = 6-8 Tieren pro Gruppe; * = p < 0,05 vs. Kontrolle
(SDR) bzw. # = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).

4.4.3 Ankopplung des B-adrenergen Systems an intrazellulare Prozesse bei
TGR

Es wurde jetzt untersucht, welchen Einfluss die verminderte Ansprechbarkeit der B-
Adrenozeptoren auf die B-adrenerge Hypertrophie zeigt. Die Ornithindecarboxylase
(ODC) besitzt als Schlisselenzym des Polyaminstoffwechsels einen cAMP-abhangigen
Promotor und unterliegt daher einer 3-adrenergen Kontrolle [84]. Auch hier zeigt sich
bei den TGR aufgrund der verschlechterten (-adrenergen Ansprechbarkeit eine
verminderte  Expression an ODC-mRNA in isolierten linksventrikularen
Kardiomyozyten. Dabei ist es nicht relevant, ob TGR mit Captopril behandelt wurden

oder nicht.
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Abb. 12
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Abbildung 12:

Diagramm der linksventrikularen ODC-mRNA-Expression.

Die Mittelwerte = SD der RT-PCR-Daten isolierter, linksventrikularer Kardiomyozyten zeigen
eine verminderte ODC-mRNA-Expression bei TGR. Das Ausmal’ der Reduktion korreliert dabei
mit dem Grad der herabregulierten (;-Rezeptoren. Die Behandlung mit Captopril ist dabei
unerheblich. Daten aus je n = 6-8 Tieren pro Gruppe, * = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR) bzw. # =
p < 0,05 vs Kontrolle (SDR + Capt.).

45 Die Calciumhomoostaste bei TGR

45.1 SERCA2a

Es galt nun, die verbesserte linksventrikulare Funktion der TGR auch auf molekularer
Ebene néher zu untersuchen. Hierbei nimmt die Regulation des Calciumhaushaltes im
Kontraktions- und Relaxationsverhalten der Kardiomyozyten eine zentrale Stellung ein
[42]. In einem ersten Schritt wurde die mRNA-Expression von SERCAZ2a in isolierten
ventrikularen Myozyten mittels RT-PCR bestimmt. Die in Abb. 13 dargestellten
Messwerte zeigen insbesondere bei den behandelten TGR eine deutliche Steigerung
der SERCA2a-mRNA-Expression.
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Abb. 13
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Abbildung 13:

Diagramm der basalen kardiomyozytédren SERCA2a-mRNA-Expression.

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD der SERCA-mRNA-Expressiondaten isolierter
Kardiomyozyten. TGR weisen eine Steigerung der SERCA2a-Expression gegeniber ihren
Kontrollen auf. Insbesondere die mit Captopril therapierten TGR zeigen eine Erhéhung der
Expression um fast mehr als 500%. Daten aus je n = 6-8 Tieren pro Gruppe; # = p < 0,05 vs.
Kontrolle (SDR + Capt.).

Um die in Abb. 13 dargestellte Steigerung der SERCA2a-Expression auf einen
maglichen Renineffekt zurlickfihren zu kénnen, wurden isolierte Kardiomyozyten von
Wistar-Hannover-Ratten fir jeweils 24 Stunden mit Renin- bzw. Angiotensin-II
inkubiert. Als Kontrollgruppe (K) dienten isolierte Kardiomyozyten der gleichen
Praparation, die ausschliel3lich mit CCT-Medium behandelt worden waren. Es zeigte
sich bei den mit Renin behandelten Zellen eine bis zu 1,3-fach erhbhte SERCA2a-

MRNA-Expression. Diese Beobachtung war jedoch nicht signifikant.
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Abb. 14
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Abbildung 14:

Diagramm der kardiomyozytdren SERCA2a-mRNA-Expression unter Einfluss von Renin
und Angiotensin-Il (Ang2).

Die Mittelwerte * SD isolierter Kardiomyozyten zeigen unter Renininkubation (10nM;24h) eine
1,3-fache Erhéhung der SERCA2a-mRNA-Expression gegeniiber den Kontrollzellen (K). Eine
Behandlung mit Angiotensin2 (Ang2) steigerte die SERCA2a-mRNA-Expression nur
geringfugig. Beide Beobachtungen waren statistisch nicht signifikant. Daten aus je

n = 6 Wistar-Hannover-Rattenherzpréaparationen pro Gruppe.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde nun untersucht, inwiefern sich die Steigerung der
SERCAZ2a-Expression auch auf Proteinebene widerspiegelt. Durch immunochemische
Nachweisverfahren liel3 sich eine stark verminderte SERCA2a-Proteinexpression bei
unbehandelten TGR feststellen. Die densiometrisch ermittelten SERCAZ2a-Werte
wurden dabei auf das Referenzprotein Aktin bezogen. Aus Abb. 15 wird zudem
ersichtlich, dass eine Therapie mit Captopril den intrazellularen SERCAZ2a-

Proteingehalt bei TGR steigern konnte.
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Abb. 15

Aktin 42kD ‘
C—— e R
— {—
SERCA 92kD " .
SDR SDR TGR TGR SDR + SDR+  TGR+  TGR+

Capt. Capt. Capt. Capt.

Abbbildung 15:

Ausschnitt eines Western-Blots zur Ermittlung des linksventrikularen SERCAZ2a-
Proteingehalts.

Reprasentativ dargestellte, mit Anti-Aktin- (obere Reihe) und Anti-SERCA2a-Antikdrpern
(untere Reihe) markierte Banden eines Western-Blots. Die Proteine wurden aus
linksventrikularem Ganzherzgewebe gewonnen.

Abb. 16
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Abbildung 16:

Diagramm der linksventrikularen SERCA2a-Proteinexpression.

Diese Abbildung zeigt die Mittelwerte £ SD der densiometrisch ausgewerteten Banden des in
Abb. 15 reprasentativ dargestellten Westernblots. Die so aus Ganzherzmaterial ermittelte
SERCA2a-Proteinexpression ist bei TGR gegenlber den Kontrollen stark erniedrigt. Die mit
Captopril therapierten TGR zeigen jedoch eine diskrete Steigerung der SERCA2a-Menge
gegeniber unbehandelten TGR. Daten aus je n = 4 Tieren pro Gruppe; * = p < 0,05 vs.
Kontrolle (SDR).
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452 PLB

Da PLB in phosphoryliertem Zustand von SERCA2a abdissoziiert und dieses wiederum
auf diese Weise aktiviert wird, wurde anschlieBend der linksventrikulare
Phosphorylierungsgrad des PLB-Proteins nach einer Isoprenalinperfusion von 10

Minuten bestimmt.

Abb. 17

gPLB

15 kD Pa— A — - - -

pPLB :

15 kD : —
SDR SDR TGR TGR SDR + SDR + TGR + TGR +

Capt. Capt. Capt. Capt.
Abbildung 17:

Ausschnitt eines Western-Blots zur Ermittlung der linksventrikularen PLB-
Phosphorylierung.

Reprasentativ dargestellte, mit Anti-gPLB- und Anti-pPLB-(Ser16)Antikérpern markierte Banden
eines Western-Blots. Die Proteine wurden nach Isoprenalinperfusion (10nM;10Min.) aus
linksventrikularem Ganzherzmaterial gewonnen. Es findet sich ein erhohter Anteil an
phosphoryliertem Phosphplamban (pPLB) als bei den SDR-Kontrolltieren.

Der in dieser Studie verwendete Anti-pPLB-Antikorper richtete sich gegen die
Phosphorylierungsstelle der Aminosaure Serin-16 des PLB. Da Serin-16 als Target der
Proteinkinase-A (PKA) gilt, wird damit inbesondere die intrazellulare Ankopplung des
B-adrenergen Systems berticksichtigt. Die densiometrisch ausgewerteten Banden des
in Abb. 17 représentativ dargestellten Western-Blots zeigen bei TGR einen erhdhten
Anteil an phosphoryliertem Phospholamban (pPLB) - bezogen auf das
Gesamtphospholamban (gPLB) - gegeniiber den korrespondierenden Kontrollen (s.
Abb. 18).
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Abb. 18
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Abbildung 18:

Diagramm des linksventrikularen PLB-Phosphorylierungsgrads.

Diese Abbildung zeigt die Mittelwerte + SD der densiometrisch ausgewerteten Banden des in
Abb.17 repréasentativ dargestellten Westernblots. Der Anteil an phosphoryliertem PLB (pPLB)
am Gesamtphospholamban (gPLB) ist nach einer linksventrikularen Isoprenalinstimulation von
10 Minuten (10nM) bei TGR ca. 1,5-2,5-fach hoher als bei SDR. Daten aus je n = 4 Tieren pro
Gruppe; * = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR).
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4.5.3 NCX

Bei der Herzmuskelrelaxation wird Ca?* jedoch nicht ausschlieRlich iiber die SERCA2a
aus dem Zytosol eliminiert. Der im Sarkolemm angesiedelte Na/Ca-Austauscher (NCX)
beférdert je nach extra- bzw. intrazellularem Konzentrationsgradienten Ca®* in das
jeweilige Kompartiment. Dieser Vorgang erfolgt aber nicht so effektiv und schnell wie
der Riicktransport des Ca** mittels SERCA2a in das SR [42]. Es war daher wichtig, das
Verhéltnis zwischen SERCA2a und NCX auf Expressionsebene zu ermitteln, um
weitere Erkenntnisse Uber die guten linksventrikularen Funktionsparametern bei TGR
auf molekularer Ebene zu erlangen. Hierfir wurde die mRNA-Expressionsrate von
SERCA2a und NCX isolierter linksventrikul&rer Myozyten ermittelt und aufeinander
bezogen. Die folgenden Daten zeigen eine ca. 1,7 fache Erhéhung des (SERCAZ2a-
MRNA/NCX-mRNA)-Quotienten bei den mit Captopril therapierten TGR. Eine leichte

Reduktion des Quotienten lasst sich hingegen bei unbehandelten TGR beobachten.

Abb. 19
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Abbildung 19:

Diagramm zum kardiomyozytédren (SERCA2a/NCX)-mRNA-Expressionquotienten.
Das Schaubild zeigt die Mittelwerte = SD des Quotienten (SERCA2a/NCX)-mRNA isolierter
Myozyten. Bei unbehandelten TGR reduziert sich der Quotient diskret. Bei den mit Captopril
behandelten TGR kann ein Anstieg von Uber 70% gegenuber der korrespondierenden
Kontrolle (SDR+Capt.) beobachtet werden. Daten aus je n = 6-8 Tieren pro Gruppe; # =p <
0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).
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AnschlieRend wurde die mRNA-Expressionsrate des NCX in isolierten Kardiomyozyten
ermittelt, welche mit Renin und Angiotensin-Il fir 24 Stunden inkubiert worden waren.
Aus Abb. 20 lasst sich ableiten, dass die mRNA-Expression des NCX unter Einfluss
von Angiotensin-2 signifikant anstieg.

Abb. 20
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Abbildung 20:

Diagramm der kardiomyozytdren NCX-mRNA-Expression unter Einfluss von Renin und
Angiotensin-Il (Ang2).

Dargestellt sind Mittelwerte * SD isolierter Kardiomyozyten die einer Renin- bzw Angiotensin-
lI-Inkubation fur 24 Stunden unterzogen wurden. Kardiomyozyten die ausschlieRRlich mit CCT-
Medium behandelt wurden, dienten als Kontrolle (K). Eine Behandlung mit Angiotensin-Ii
(Ang2) erhohte die NCX-mRNA-Expression deutlich. Daten aus je n = 6 Wistar-Hannover-
Rattenherzpraparationen pro Gruppe. * = p < 0,05 vs. Kontrolle (K).

4.6 Linksventrikulare Matrix bei TGR

Neben Angiotensin-ll gelten auch B-adrenerge Stimulantien als wichtige Induktoren
einer Myokardhypertrophie und Fibrose [78]. Daher wurde nun die Genexpression
linksventrikularer Matrixproteine bei TGR untersucht. Das nachstehende Schaubild
zeigt eine herabregulierte Genexpression des , Transforming Growth Factor beta“ der
Isoform 1 (TGFB;) in linksventrikularem Ganzherzmaterial der TGR. Diese
Beobachtung ist unter Captopriltherapie besonders ausgeprégt, da hier die mRNA-

Expressionsrate des TGFB; bei TGR 35% unter der zu vergleichenden Kontrolle liegt.
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Abb. 21
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Abbildung 21:

Diagramm der linksventrikularen TGFB1-mRNA-Expression.

Dargestellt sind die Mittelwerte = SD der TGFB1-mRNA-Expression aus linksventrikularem
Ganzherzmaterial. Bei TGR+Capt. wird TGFB1 um mehr als 30% herunterreguliert. Bei
unbehandelten TGR fallt diese Beobachtung geringer aus. Daten aus je n = 9-10 Tieren pro
Gruppe; # = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).

Da der auto- und parakrin wirkende TGFB1 auch in Kardiomyozyten gebildet wird,
wurde die Genexpression des TGFB1, Kollagen1 und Elastin in linksventrikularen
Myozyten per RT-PCR ermittelt (s. Abb. 22). Die Daten ergaben eine herabregulierte
Expression von TGFB1- und Elastin-mRNA in den isolierten Zellen der TGR. Die
Expression von Kollagen-1-mRNA war bei den druckbelasteten TGR hingegen deutlich
erhoht. AnschlieRend wurde die TGFB1-Genexpression in isolierten Kardiomyozyten
untersucht, die fur 24 Stunden unter dem direkten Einfluss von Renin- bzw.
Angiotensin-Il standen. In dieser Kurzzeitzellkultur lieR sich ein Anstieg der TGFB1-
und Kollagen-1-mRNA-Expression sowohl unter Renin- als auch unter Angiotensin-Ii
beobachten (s. Abb. 23).
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Abb. 22
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Abbildung. 22:
Diagramm zur mRNA-Expression von kardiomyozytaren Matrixproteinen.
Die Mittelwerte+ SD isolierter Kardiomyozyten zeigen eine signifikant verminderte
Genexpression der Matrixprotein bei behandelten TGR (TGR+Capt.). Bei unbehandelten TGR
ist die Expressionsrate der TGFB1- und Elastin-mRNA ebenfalls erniedrigt, wéhrend die
Expression von Kollagen1-mRNA gegenuber der korrespondierenden Kontrolle um mehr als
150% ansteigt. Daten aus je n = 6-8 Tieren pro Gruppe; * = p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR)
bzw. # =p < 0,05 vs. Kontrolle (SDR + Capt.).
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Abbildung. 23:

Diagramm der kardiomyozytaren TGFB;-mRNA-Expression unter Einfluss von Renin
und Angiotensin-Il (Ang2).

Dargestellt sind Mittelwerte * SD isolierter Kardiomyozyten die einer Renin- bzw Angiotensin-
lI-Inkubation fur 24 Stunden unterzogen wurden. Kardiomyozyten die ausschlieRlich mit CCT-
Medium behandelt wurden, dienten als Kontrolle (K). Eine Behandlung mit Angiotensin-I|
(Ang2) erhohte hier die TGFB-mRNA-Expression. Daten aus je n = 6 Wistar-Hannover-
Rattenherzpraparationen pro Gruppe. * = p < 0,05 vs. Kontrolle (K).
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5. Diskussion

Der Ubergang einer kompensatorischen, druckinduzierten Myokardhypertrophie in eine
Herzinsuffizienz ist flieBend und wird durch viele Faktoren bedingt. Die aktuelle
Herzinsuffizienzforschung beschaftigt sich  damit, die  unterschiedlichen
Einflussfaktoren zu isolieren, um ein Voranschreiten der Herzinsuffizienz gezielt
aufhalten zu kdnnen. So wird beispielsweise (Pro-)Renin verdachtigt, die
pathologischen Umbauprozesse in der Herzinsuffizienzentwicklung entscheidend zu
beeinflussen [35, 59, 80, 97]. Fir diese Studie wurde das Tiermodell der TGR
herangezogen, um ein Einwirken von (Pro-)Renin auf die linksventrikulare Funktion
sowie dem kardialen ,Remodeling® des chronisch insuffizienten Herzen néher zu

untersuchen.

5.1 Hauptbefunde

(Pro-)Renin induziert ein spezifisches kardiales ,Remodeling” bei dem der Ubergang
einer kompensatorischen Myokardhypertrophie in eine Herzinsuffizienz verhindert wird.

Dies erreicht (Pro-)Renin indem es:

1) die Calcium-Homoostase positiv beeinflusst und dadurch die

linksventrikulare Funktion verbessert.

2) die kardiale B-adrenerge Ansprechbarkeit reduziert, sodass ein

maladaptives neuroendokrines ,Remodeling“ verhindert wird.

3) die Ubersteigerte Synthese extrazellularer Matrixproteine hemmt und

damit einer Myokardfibrose vorbeugen kann.

5.2 (Pro-)Renin verbessert die linksventrikuldre Funktion

In der vorliegenden Arbeit wurde an isolierten Herzen von TGR eine verbesserte
linksventrikuldre Leistung im Gegensatz zu Herzen aus den nicht-transgenen
Wurfgeschwistern festgestellt. Insbesondere der linksventrikulare Druckaufbau (LVDP)

war bei TGR deutlich héher als bei den korrespondierenden Kontrollen. Des Weiteren
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konnte das linksventrikuldare Myokard der TGR schneller kontrahieren und relaxieren
als bei den nicht-transgenen Tieren (s. Kap. 4.2.2 & Kap. 4.2.3). Wie zu erwarten
wiesen die TGR auch eine deutliche druckinduzierte Herzhypertrophie auf (s. Kap.
4.3). Funktionsdiagnostisch konnten jedoch keinerlei Anzeichen einer Herzinsuffizienz
gemessen werden. In zurtickliegenden Studien wurde zuweilen Uber eine schlechte
linksventrikuldare Funktion bei den transgenen Reninratten berichtet [26, 95]. Dieses
Phanomen beobachtete man jedoch meist bei Ratten, die bereits zu einem frithen
Entwicklungszeitpunkt druckbelastet wurden. In dieser Studie entwickelten die
transgenen Tiere ihre Hypertonie erst im Alter von 3 Monaten, wodurch ausschlief3lich
adulte Rattenherzen einem Bluthochdruck ausgesetzt wurden. Es gilt dabei zu
beachten, dass neonatale Zellen im Gegensatz zu ausgereiften Zellsystemen sehr
differenziert auf Umweltreize, wie z.B. Renin, reagieren [16, 57].

Ein wesentlicher Grund fir die hier festgestellte gesteigerte kardiale Leistungsfahigkeit
der TGR liegt in einer verbesserten intrazellularen Kalzium-Homoostase. Gerade fur
eine erhdhte Relaxationsgeschwindigkeit scheint die sarkoplasmatische Ca*-ATPase
(SERCA2a) einen besonderen Stellenwert zu haben [42, 61]. So korreliert
beispielsweise die Erhdhung der SERCA2a-Genexpression mit einer gesteigerten
linksventrikularen Lusitropie, wohingegen das insuffiziente Myokard durch eine
verringerte SERCA-2a-Aktivitdt charakterisiert ist [33, 34, 36]. Auch in dieser Studie
konnte die verbesserte linksventrikulare Funktion der TGR auf molekularer Ebene
bestatigt werden. So zeigte sich in Kardiomyozyten, die aus druckentlasteten TGR
isoliert wurden, eine fast 5-fach gesteigerte SERCA2a-Expressionsrate (s. Abb. 13).
Eine direkte Stimulation der SERCA2a-Genexpression durch Renin wurde ferner bei
isolierten und mit Renin inkubierten Kardiomyozyten verifiziert (s. Abb. 14). Es scheint,
dass der SERCA2a-Proteingehalt durch hohe Reninspiegel verbessert werden kann (s.
Abb. 16). Der positive Einfluss von ACE-Inhibitoren und AT;-Rezeptorblockern auf die
linksventrikulare Funktion sowie auf die SERCA-2a-Genexpression wurde bereits von
Jessup et al. beschrieben [39]. In Erganzung dazu, legt die hier vorgelegte Arbeit nahe,
dass es mechanistisch zu einem Renin-vermittelten Effekt des ACE-Hemmers kommt,
da durch die Hemmung der Angiotensin-lI-Rickkopplung die Reninplasmaspiegel
deutlich ansteigen [38].

Fur eine gesteigerte linksventrikuldre Relaxationsgeschwindigkeit ist aber nicht die
Menge an SERCA2a-Gesamtprotein entscheidend, sondern vielmehr der Gehalt an
aktivierter SERCAZ2a, d.h. der Anteil an SERCA2a, der nicht von Phospholamban
(PLB) gehemmt wird [4]. So wurde in dieser Studie auch der Phosphorylierungsgrad

des PLB in Kardiomyozyten transgener Tiere nach einer B-adrenergen Stimulation
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gemessen. Hier zeigte sich eine deutlich gesteigerte Phosphorylierung des PLB in
TGR gegenuber den Kontrollen (s. Kap. 4.5.2). Durch die PLB-Inhibierung scheint die
Aktivitat von SERCA2a bei TGR - trotz niedrigen Proteinlevels - erhéht zu sein. Dieser
Sachverhalt entspricht wiederum der guten linksventrikularen Leistungfahigkeit der
TGR, obgleich bei diesen Tieren eine verminderte (-adrenerge Ansprechbarkeit
vorliegt (s. Kap. 4.4.1).

In der kardialen Kalzium-Homd@ostase spielt neben SERCA2a aber noch ein anderes
Kalziumtransportprotein eine wichtige Rolle. Der Na-Ca-Austauscher (NCX) eliminiert
intrazellulare Kalzium-lonen in den Extrazellularraum, wodurch diese fir weitere
Kontraktionsvorgange den Kardiomyozyten kurzfristig nicht mehr zur Verfigung stehen
[85]. Die Synthese des NCX wird dabei durch Angiotenin-ll beglnstigt, sodass
hauptsachlich das insuffiziente Myokard durch eine steigende NCX-Genexpression
gekennzeichnet ist [3, 8]. Folglich verschiebt sich in insuffizienten Kardiomyozyten das
Verhaltnis von SERCA2a/NCX zu Gunsten des Na-Ca-Austauschers [83]. In dieser
Studie konnte hingegen ein steigender Quotient (SERCA2a/NCX) bei den nicht-
druckbelasteten TGR auf Genexpressionsebene beobachtet werden. Hier spiegelte
sich einerseits der positive Einfluss des (Pro-)Renins auf die SERCA2a-Produktion
wieder, andererseits wurde die Angiotensin-lI-Synthese und somit auch die
Genexpression des NCX durch den ACE-Hemmer, der zur Druckentlastung eingesetzt
worden ist, gehemmt.

Die in dieser Studie erhobenen Daten lassen darauf schlieBen, dass (Pro-)Renin die
intrazellulare Kalzium-Homoostase positiv beeinflussen kann und somit der Ubergang
in eine Herzinsuffizienz bei TGR unwahrscheinlich erscheint. Ein weiterer Hinweis flr
die ausbleibende Herzinsuffizienzentwicklung der adulten TGR ist, dass bei diesen
Tieren ein anndhernd normales Lungengewicht gemessen wurde (s. Kap. 4.1). Eine
dekompensierte Linksherzinsuffizienz fihrt bekanntlich zu einer pulmonalen
Blutstauung, wodurch dann wiederum ein steigendes Lungengewicht zu beobachten

ware [11].

5.3 (Pro-)Renin beeinflusst das kardiale B-adrenerge System

Durch die Aktivierung neuroendokriner Systeme kann eine Herzinsuffizienz kurzfristig
kompensiert werden [70]. Die chronische Beanspruchung des RAAS bzw. des
kardialen (-adrenergen Systems fihrt im Myokard hingegen zu maladaptiven

Umbauprozessen. Dieses ,Remodeling“ charakterisiert den Ubergang einer
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kompensatorischen Myokardhypertrophie in eine Herzinsuffizienz. Insbesondere die
langfristige Stimulation kardialer B-adrenerger Rezeptoren wirkt wachstumsférdernd
auf Kardiomyozyten [79]. Bei den TGR wurde bereits in vergangenen Arbeiten Uber
eine verminderte [B-adrenerge Ansprechbarkeit berichtet. Hierbei schien jedoch
vorwiegend der [;-Rezeptor betroffen zu sein, da die Membrandichte der .-
Rezeptoren sowie deren Ansprechbarkeit unverandert war [13]. Daher gibt es nun den
Anlass zur Annahme, dass das herunterregulierte B-adrenerge System bei den TGR
die Progression von einer maladaptiven Hypertrophie hin zu einer manifesten
Herzinsuffizienz weitgehend verhindern kann.

Auch in dieser Studie konnte bei TGR ein reduziertes Ansprechen auf Isoprenalin
beobachtet werden. Hierfir wurde die linksventrikulare Funktion der isolierten
Rattenherzen nach einer 10-minltigen Isoprenalinperfusion an der Langendorfanlage
ex vivo ermittelt. Sowohl der Anstieg des LVDP als auch der linksventrikularen
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit blieb bei den TGR gegeniber den
Kontrolltieren deutlich zuriick (s. Kap. 4.4.1). Erstaunlicherweise war die Auswirkung
der verminderten B-adrenergen  Ansprechbarkeit in der intrazellularen
elektromechanischen Signalverarbeitung nicht wiederzufinden. So war der PKA-
abhangige Phosphorylierungsgrad des PLB bei den TGR gegeniiber den Kontrollen
erhoht (s. Kap. 4.5.2). Diese zunachst widerspriichlichen Ergebnisse wurden auch in
einem anderen Renin-tberexprimierenden Rattenmodell beobachtet [7]. Es liegt daher
nahe, dass (Pro)-Renin fur die reduzierte 3-adrenerge Ansprechbarkeit verantwortlich
ist, ohne sich dabei negativ auf die linksventrikulare Basalfunktion auszuwirken.

In dieser Arbeit konnte die Inhibierung des kardialen B-adrenergen Systems durch
(Pro-)Renin auch auf molekularer Ebene nachvollzogen werden. Hierfir wurden
zunachst die mRNA-Expressionsraten der ;- und 3,-Adrenozeptoren mittels Realtime-
PCR bestimmt. Dabei zeigte sich eine deutlich herunterregulierte Genexpression des
B1-Rezeptors in TGR unabhéngig von der Druckbelastung (s. Kap. 4.4.2). Béhm et al.
beobachteten bereits neben einer reduzierten B;-Genexpression eine verminderte f3;-
Rezeptorendichte in der Kardiomyozytenmembran der TGR [13]. Da die ;-adrenerge
Stimulation des Myokards zu hypertrophen Umbauprozessen fiuhrt, wurden auch in
dieser Studie intrazellulare Marker fir eine B-Rezeptor-induzierte Hypertrophie
untersucht [84]. Dabei lie3 sich eine verminderte (-adrenerge Ankopplung an
intrazellulare, prohypertrophe Prozesse beobachten. Besonders betroffen schien dabei
der wachstumsfordernde Polyaminstoffwechsel zu sein. Das fiir die Polyaminsynthese
notwendige Schlisselenzym, die Ornithindecarboxylase (ODC), war zumindest auf

Genexpressionsebene deutlich vermindert (s. Kap. 4.4.3). In vorangegangenen
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Untersuchungen beobachtete man bereits, dass die Progression einer Herzinsuffizienz
mit einer gesteigerten ODC-Enzymaktivitat verbunden ist [84, 88]. Daher ist ein rascher
Ubergang in eine Herzinsuffizienz aufgrund der erniedrigten ODC-Genexpression bei
adulten TGR auch nicht zu erwarten.

Uberdies ist bekannt, dass Angiotensin-ll die B;-adrenerge Ansprechbarkeit in
Kardiomyozyten mittels TGF[3; verbessert und so profibrotisch und wachstumsfordernd
auf das Myokard wirkt [78]. In unseren Untersuchungen wurde eine erniedrigte
linksventrikulare TGFB;-Genexpression bei TGR gemessen (s. Kap. 4.6). Da der
Wachstumsfaktor TGFf; die p-Adrenozeptoren sensibilisiert, entspricht die restriktive
TGFB;-Expression der schlechten B-adrenergen Ansprechbarkeit dieser Tiere. Diese
Beobachtung konnte auf eine antihypertrophe Wirkung des (Pro-)Renins hinweisen. Im
Gegensatz dazu entdeckte Hinrichs et al. 2011 eine spezielle hypertrophe Reaktion bei
unter Renineinfluss stehenden Kardiomyozyten. So forderte Renin das
Langenwachstum der Myozyten, wohingegen eine klassische Hypertrophie, im Sinne
einer Druckbelastung, nicht hervorgerufen wurde. Das durch Renin vermittelte
,Remodeling“ schien Uber den IGF2/M6PR induziert zu werden, da sich das
Langenwachstum unter Zugabe von M6P antagonisieren lie3 [35]. In wieweit sich das
Langenwachstum auf die linksventrikulare Funktion der TGR auswirkt, muss nun in
weiteren Untersuchungen geklart werden. Hier stehen insbesondere Untersuchungen

zur Wechselwirkung von Renin mit klassischen prohypertrophen Stimuli aus.

5.4 (Pro-)Renin beeinflusst die Synthese der extrazellularen Matrix

Das insuffiziente Herz ist gekennzeichnet durch eine zunehmende
Bindegewebsvermehrung und einen damit einhergehenden Elastizitatsverlust. Als
Hauptmediator dieser Myokardfibrose gilt Angiotensin-Il. Es induziert via AT;-Rezeptor
den Wachstumsfaktor TGFB; und so letztlich die Synthese unterschiedlicher
Matrixproteine, wie z.B. Kollagen [78]. Hier konnten bisher durch den Einsatz von ACE-
Inhibitoren, AT;-Rezeptorantagonisten und Renininhibitoren die maladaptiven
Veranderungen bei einer Herzinsuffizienz therapeutisch aufgehalten werden [39, 99].
Welche Rolle dabei die durch die Medikamente hervorgerufenen hohen (Pro-
)Reninspiegel einnehmen, wurde bis heute nur unzureichend erforscht.

In dieser Studie wurde die Genexpression sowohl des Mediators TGFf3;, wie auch die
der wichtigsten extrazellularen Matrixproteine in linksventrikularem Gewebe von TGR
untersucht. Hierbei konnte eine reduzierte Genexpressionsrate von TGFB; in den

isolierten Myozyten der transgenen Tiere nachgewiesen werden. Dies aul3erte sich
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auch in einer verminderten Elastin-Expression in den transgenen Kardiomyozyten,
wobei zumindest das Verhaltnis von Kollagen zu Elastin bei Zellen aus TGR ohne
Druckbelastung zugunsten des Elastins verschoben war. Die erhdhte Kollagen-
Genexpression bei den druckbelasteten TGR kdnnte hingegen durch Angiotensin-Ii
hervorgerufen worden sein. Hier konnte bisher der therapeutische Einsatz von ACE-
Inhibitoren bzw. AT1-Rezeptorantagonisten die Regeneration von Angiotensin-Il und
somit eine gesteigerte Kollagenproduktion bei einer Herzinsuffizienz verhindern [39].
Weiterhin standen in dieser Studie isolierte Kardiomyozyten in einer Kurzzeitzellkultur
unter einem mehrstindigen Renineinfluss. Erstaunlicherweise zeigte sich unter Renin
ein Anstieg der TGFB;-mRNA-Sequenzen in den isolierten Zellen (s. Kap. 4.6). Ein
autokriner Einfluss von intrazellular regeneriertem Angiotensin-Il auf die TGFp:-
Genexpression kann dabei nicht ausgeschlossen werden. AulRerdem wird bereits
darauf verwiesen, dass ein kurzzeitiger Einfluss von (Pro-)Renin eher profibrotisch auf
das Myokard wirkt, wohingegen eine chronische Stimulation keine Myokardfibrose
induziert [65, 93]. Flesch et al. konnte bei den chronisch druckbelasteten Reninratten
des gleichen Typs [(MREN2)27] ebenfalls keinerlei Anzeichen einer Fibrose in der
interstitiellen Matrix des Rattenmyokards beobachten [28]. In Ubereinstimmung mit
den hier erhobenen Daten kann daher angenommen werden, dass eine chronische
(Pro-)Reninstimulation die TGFB;-Genexpression langfristig hemmt und so eine
Angiotensin-Il induzierte Kollagensynthese antagonisieren kann.

Die genauen Mechanismen der Renin-vermittelten Signalwege sind bis dato noch
weitgehend unerforscht. Etwaige Interaktionsmoglichkeiten zwischen (Pro-)Renin und
Kardiomyozyten wurden aber schon mehrfach beschrieben. Als wesentliches
Zielprotein fur (Pro-)Renin wird der in der Kardiomyozytenmembran verankerte IGFII-
IM6P-Rezeptor genannt [80]. Dieser Rezeptor wird wahrend der kardialen Reifung
vermehrt exprimiert und scheint so fur die Myokardentwicklung notwendig zu sein [47].
Daruber hinaus lasst sich auch eine erhdhte Dichte an IGFII-/M6P-Rezeptoren auf den
Kardiomyozyten herzinsuffizienter Patienten finden [98]. Vermutlich wurde die
gesteigerte Rezeptorexpression bei diesen Patienten durch Angiotensin-Ii
hervorgerufen [49]. So koénnte (Pro-)Renin wiederum die maladaptiven
Myokardverdnderungen von Angiotensin-Il bei einer chronischen Herzinsuffizienz via
IGFII-/M6P-Rezeptor antagonisieren. Ein weiterer Prorenin bindender Rezeptor ist der
im Jahr 2002 publizierte Proreninrezeptor (PRR) [67]. Dieser kann Prorenin in eine
enzymatisch aktive Struktur Uberfiihren. Des Weiteren scheint dieser Rezeptor vor
allem an der lokalen Wirkung von Renin Uber Angiotensin-lI-Rezeptoren beteiligt zu

sein, wie beispielsweise die in dieser Arbeit beschriebene Wirkung von (Pro-)Renin auf
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die kardiomyozytare Expression von TGFpB; in der Kurzzeitzellkultur (s. Kap. 4.6).
Ferner wird durch die Aktivierung des PRR eine Reihe von Signalkaskaden in Gang
gesetzt [81]. Welche Rezeptoren bzw. Signalwege fur die in dieser Arbeit durch (Pro-
)Renin hervorgerufenen Beobachtungen nun letztendlich verantwortlich sind, muss erst

in weiteren Studien néher erforscht werden (s. Abb. 24).

5.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann aufgrund der vorliegenden Datenlage postuliert werden, dass
(Pro-)Renin ein spezifisches linksventrikulares ,Remodeling“ im Myokard adulter TGR
induziert. TGR zeigen eine verminderte linksventrikulare, B-adrenerge Ansprechbarkeit
auf sympathomimetische Reize bei einer gleichzeitig herabgesetzten (-
Adrenozeptorendichte. Folglich resultiert eine erniedrigte Aktivitat der prohypertrophen
ODC in Kardiomyozyten von TGR. Die Begrindung fir die schlechte B-adrenerge
Ansprechbarkeit der TGR liegt in einer erniedrigten kardialen TGF(;-Aktivitat. (Pro-
)Renin scheint somit tiber supprimierte TGFRB,- und ODC-Spiegel den Ubergang in eine
maladaptive Hypertrophie und Myokardfibrose erfolgreich zu verhindern.

Desweiteren wird der kardiomyozytdre Calcium-Haushalt bei TGR durch die
chronische (Pro-)Reninstimulation, via SERCAZ2a-Induktion, verbessert. Auch der
Phosphorylierungsgrad von PLB zeigt sich unter Isoprenalinstimulation, trotz der
reduzierten [(-adrenergen Ansprechbarkeit, erhéht. Die verbesserte Calcium-
Homoostase bildet bei TGR somit den Grundstein fir die bei diesen Tieren gemessene
gute linksventrikulare Funktion. Der Ubergang von einer druckinduzierten Hypertrophie
hin zur Herzinsuffizienz scheint bei adulten TGR daher unwahrscheinlich.

AbschlieBend kann verallgemeinernd behauptet werden, dass (Pro-)Renin die
linksventrikulare Funktion verbessert, einer Myokardfibrose vorbeugt und den Progress

einer chronischen Herzinsuffizienz verzogern wenn nicht gar verhindern kann.
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Abb. 24:
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Schaubild zur direkten Interaktion zwischen (Pro-)Renin und Kardiomyozyten.
Dieses Schaubild soll das Zusammenspiel zwischen (Pro-)Renin und einer Kardiomyozyte
sowie dessen mogliche Auswirkung auf das gesamte Myokard vereinfacht darstellen.

Legende: * = positiv/ fordernd; ——= = negativ/hemmend.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: Das kardiale Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
ist an der Entwicklung und Progredienz einer chronischen Herzinsuffizienz wesentlich
beteiligt. Welche kardiospezifische Rolle das Schlisselenzym Renin Gbernimmt, wurde
bisher jedoch nur unzureichend erforscht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb,
die linksventrikulare Funktion von Herzen aus adulten, transgenen Renin-
Uberexprimierenden Ratten (TGR) sowohl an der Langendorffanlage als auch
molekulargenetisch zu untersuchen, um so Hinweise auf ein Renin-induziertes,
linksventrikulares ,Remodeling“ zu bekommen. AnschlieBend sollten die Befunde an

isolierten und kultivierten Herzmuskelzellen verifiziert werden.

Methoden: Anhand von isolierten und salin-perfundierten Rattenherzen sowie
isolierten und kultivierten ventrikularen Herzmuskelzellen aus adulten TGR
[(MREN2)27] und nicht transgene Sprague-Dawley Ratten (SDR) wurden die
Basalfunktion, die funktionelle Ansprechbarkeit auf Isoprenalin und die
molekularbiologische Ansprechbarkeit der Herzmuskelzellen auf Einzelebene mittels

Langendorff Perfusion, gqRT-PCR und Western-Blot untersucht.

Ergebnisse: Die in dieser Studie erhobenen Daten zeigen eine deutlich gesteigerte
linksventrikuldare Funktion bei Herzen aus transgenen Reninratten verglichen mit ihren
nicht-transgenen Kontrollen. Insbesondere der linksventrikulare Druckaufbau (LVDP)
war bei TGR, bezogen auf das jeweilige Herzgewicht (HW) durchschnittlich doppelt so
hoch als bei den SDR-Kontrolltieren (MW des LVDP/HW: 83 mmHg/g bei TGR, n=9
Herzen vs. 44 mmHg/g bei SDR, n=9 Herzen, p<0,05). Molekulargenetisch spiegelte
sich die gute linksventrikulare Funktion der TGR in einer verbesserten Calcium-
Homoostase wieder. Dartiber hinaus konnte im Zellkulturversuch (24h) gezeigt werden,
dass Renin die Expression des Calcium-handling-Proteins SERCAZ2a direkt stimulieren
kann. Desweiteren wurde in dieser Arbeit eine erniedrigte Genexpressionsrate des
Wachstumsfaktors TGF3; bei TGR beobachtet. Dies kann als mdgliche Ursache fir die
bereits publizierte und auch in dieser Arbeit gemessene, verminderte B-adrenerge
Ansprechbarkeit auf B-adrenerge Stimuli (z.B. Isoprenalin) bei TGR gewertet werden.
Neben einer reduzierten TGFB;-Aktivitat weisen die vorliegenden Daten ebenfalls auf
erniedrigte Syntheseraten extrazellularer Matrixproteine (z.B. Kollagen) hin. Die

chronische Reninstimulation scheint somit einer Myokardfibrose vorzubeugen.
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Schlussfolgerung: Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Renin ein
spezifisches linksventrikulares ,Remodeling” induziert, in dem es die maladaptiven
Veranderungen von Angiotensin-ll antagonisiert und so den Ubergang von einer
druckinduzierten Myokardhypertrophie in eine Herzinsuffizienz verhindern kann.
Interessanterweise sind diese direkten kardialen Wirkungen des Renins denen der
systemischen RAAS-Aktivierung entgegengesetzt.
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7. Summary

Background and Aims: The cardiac renin-angiotensin-aldosterone-system (RAAS) is
substantially involved in the development and progress of heart failure. What cardio-
specific role the key-enzyme renin takes on, has so far only insufficiently been
explored. Therefore, the aim of the present study was to analyze the left ventricular
performance in isolated hearts from adult transgenic rats (TGR) overexpressing renin
both by Langendorff-perfusion-system and molecular genetics in order to find evidence
of a renin-induced remodeling. Afterwards, the findings were to be verified in isolated
and cultured cardiomyocytes.

Methods: Based on isolated and salin-perfused rat hearts as well as isolated and
cultured cardiomyocytes from adult TGR [(MREN2)27] and non-transgenic Sprague-
Dawley rats, the basic function and the functional responsiveness to isoprenalin as well
as the molecular biological responsiveness of cardiomyocytes were investigated by the

Langendorff-perfusion-system, RT-PCR and western-blot.

Results: The data collected in this study show a significantly increased left ventricular
performance in hearts from transgenic renin rats compared with their non-transgenic
controls. Especially the left ventricular developed pressure (LVDP), based on the
specific heart weight (HW), was in TGR twice as high as in the SDR-control-animals
(Mean value of the LVDP/HW: 83 mmHg/g in TGR, n=9 hearts vs. 44 mmHg/g in SDR,
n=9 hearts, p<0,05). Molecular biologically, the good left ventricular performance of
TGR was reflected in an improved calcium-homoeostasis. Moreover, it was shown in
cell culture experiments (24 h) that renin can stimulate the expression of the calcium-
handling-protein SERCAZ2a directly. Furthermore, in this study a decreased rate of
gene expression of the growth factor TGFB; was observed in TGR. This may be a
possible cause of the reduced B-adrenergic responsiveness of TGR on B-adrenergic
stimuli (e.g. isoprenalin), which was measured in this study and has already been
published by an older study. Apart from the reduced activity of TGFB; the available
data also indicate decreased rates of extracellular matrix proteins. The chronic

stimulation of renin appears to prevent a myocardial fibrosis.

Conclusion: In summary, it can be stated, that renin induces a specific left ventricular

remodeling by antagonizing the maladaptive changes of angiotensin-2 and so may
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prevent the transition from pressure-induced cardiac hypertrophy to heart failure.
Interestingly, the direct cardiac effects of renin are opposite to those of systemic
activation of the RAAS.
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8. Abkurzungsverzeichnis

% Prozent

% vol/vol Volumenprozent

% wt/vol Gewichtsprozent

°C Grad Celsius

-dP/dt Relaxationsgeschwindigkeit

+dP/dt Kontraktionsgeschwindigkeit

Mg Mikrogramm

pm Mikromol

pl Mikroliter

AA Acrylamid

a.b. agua bidest. (zweifach destilliertes Wasser)
ACE Angiotensin-konvertierendes-Enzym
ADH Antidiuretisches Hormon

ADRB 1 und 2 B-adrenerger Rezeptor Typ 1 und 2
AG Aktiengesellschaft

AHA American Heart Association
ANOVA analysis of variance

ANP Atriales natriuretisches Peptid

AnT Annealing-Temperature

APS Ammoniumpersulfat

AT-Rezeptor
BAA
BARK
bidest.
bp
BPB
BSA
bzw.
ca.
ca™
CaMKII
CacCl
Capt.
cAMP

Angiotensinrezeptor Typ 1
Bisacrylamid

B-adrenerge Rezeptorkinase
bidestillata

Basenpaare
Bromphenolblau

Bovines serum albumin
beziehungsweise

circa

Calcium
Ca®*/Calmodulin-dependent protein kinases ||
Calciumchlorid

Captopril

zyklisches Adenosinmonophosphat
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cGMP
cDNA
cm
Co.
Corp.
Ct
DGK
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
EDTA
e.g.
ERK
ESC
et. al
etc.
FCS

fw

GmbH
Gr.

HCI
HEPES
HF
HOCM
HPRT
HW
HzZV
ICD
fo] €

Kap.
KCI
kD

zyklisches Guanosinmonophosphat
copy Desoxyribonukleinsaure
Centimeter

Compagnie

Corporation

threshould cycle

Deutsche Gesellschaft fir Kardiologie
Desoxyribonuleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Doppelstrang-Desoxyribonukleinsaure
Dithiolthreitol
Ethylendiamintetraazetat

for example

Extrazellular responsive Kinase
European Society of Cardiology

und andere

etcetera

Fetales Kéalberserum

forward

Gramm

inhibierendes G-Protein

Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Grolie

Stunde

Salzsaure
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonsaure
Herzfrequenz

Hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
Hypoxanthin-Phosphorribosyltransferase
Herzgewicht

Herzzeitvolumen

International classification of diseases
Immunglobulin G

Kontrolle

Kapitel

Kaliumchlorid

Kilodalton
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KG

kg

KHK
KH,PO,
I

Ltd.

LV
LVDP
LvVW

M
M6P/IGFII-R
MAP/P38
mA
MgCl,
MgSO,
Mm
mmHg
mi

min
MRNA
MW

NaHCOg
NaH,PO,
NCX

ng

nM
NYHA
oDC

P

PBS
PCR
PKA
PLB
PMSF
PRR
Pdiast.

Kommanditgesellschaft

Kilogramm

Koronare Herzkrankheit
Kaliumdihydrogenphosphat

Liter
Limited

Linker Ventrikel

Linksventrikular entwickelter Druck/Druckaufbau

linksventrikulares Gewicht

mol/l

Mannose-6-phosphat/Insulin-like-growth-factor-receptor

p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen

Milliampere

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Millimeter

Millimeter Quecksilbersaule

Milliliter
Minute

messenger Ribonukleinsaure

Mittelwert
Anzahl

Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat

Natrium-Calcium-Austauscher

Nanogramm

Nanomol

New York Heart Association

Ornithindecarboxylase

Blutdruck

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Proteinkinase-A

Phospholamban (gesamt = gPLB; phosphoryliert = pPLB)

Phenylmethylsulfonylflourid
Proreninrezeptor

Diastolischer Druck
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pH

Pperf.
Psyst.
PVDF
RAAS
REN27
RNA
rpm

RT
RT-PCR
RyR2

r'w.

SD
SDR
SDS
sec
SERCA
SR
ssDNA
TEMED
TGFB,
TRR
TGR

TL
uv
VS.
WHO
z.B.

Negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
Konzentration

Perfusionsdruck

Systolischer Druck
Polyvinylidenflourid
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Renin-2-Mausgen Nr. 27
Ribonukleinséure

Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase
Real-Time-Polymerasekettenreaktion
Ryanodinrezeptor

reverse

siehe

Seite

Standardabweichung
Sprague-Dawley-Ratte
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Calciumpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums
Sarkoplasmatisches Retikulum
Einzelstrang-Desoxyribonukleinséure
Tetramethylethylendiamin
Transforming growth factor 1
TGF-beta-receptor

Transgene Renin-Uberexprimierende Ratte(n) des Typs
[(MREN2)27]

Tibialange

ultraviolet

versus

World Health Organization

zum Beispiel
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