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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Arterielle Hypertonie

Herzkreislauferkrankungen stellen in den Industrielandern weltweit und auch in
Deutschland die haufigste Todesursache dar [World Health Organisation (WHO), 2011;
Statistisches Bundesamt, 2012]. Ausgangspunkt ist oftmals eine arterielle Hypertonie,
auf deren Grundlage sich in vielen Fallen eine Herzinsuffizienz entwickelt. Angesichts
der geringen Symptomatik der arteriellen Hypertonie in der Anfangsphase sind sich viele
Patienten ihrer Erkrankung nicht bewusst. Die steigende Pravalenz von
Herzkreislauferkrankungen und den damit verbunden Komplikationen fiihrt zu haufigen

Vorstellungsgriinden in Hausarztpraxen und Krankenhdusern.

1.1.1. Definition

Die WHO definiert eine arterielle Hypertonie als eine ,mehrmalige, unabhangig
voneinander gemessene Blutdruckerhdhung mit einem systolischen Wert = 140 mmHg
oder einem diastolischen Wert 2 90 mmHg“. Nach den Leitlinien der European Society
of Hypertension (ESH, 2007; Uberarbeitet 2013), der European Society of Cardiology
(ESC, 2007) und der Deutschen Hochdruckliga (DHL, 2008) ist eine arterielle Hypertonie
als ,jene Blutdruckerhohung definiert, ab welcher Diagnostik und Behandlung fir den

Patienten von Vorteil sind“. Dabei kbnnen folgende Kategorien unterschieden werden:

Kategorie Systolischer Diastolischer Wert
Wert (mmHg)
(mmHg)
Optimal <120 und <80
Normal 120-129 und /oder 80-84
Hoch-normal 130-139 und /oder 85-89
Hypertonie Grad 1 140-159 und /oder 90-99
Hypertonie Grad 2 160-179 und /oder 100-109
Hypertonie Grad 3 > 180 und /oder >110
Isolierte systolische Hypertonie > 140 und <90

Tab.1.1.: Kategorien der arteriellen Hypertonie
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Die arterielle Hypertonie kann in zwei Formen unterteilt werden:

Bei bis zu 90% der Patienten liegt eine primare oder idiopathische Hypertonie vor. In
diesem Fall kann keine organische Ursache fir die Erh6hung des Blutdruckes gefunden
werden. Man vermutet, dass mehrere Faktoren an der Entstehung beteiligt sind. So
konnten eine positive Familienanamnese, Ernahrungs- und Bewegungsverhalten,
Stress, zunehmendes Alter und der soziobkonomische Status als Risikofaktoren
bestimmt werden (de Araujo Rodrigues et al., 2015; do Prado Junior et al., 2015).

Bei der sekundéaren Hypertonie (10% der Falle) wird die Erh6hung des Blutdruckes durch
extrakardiale Erkrankungen bedingt. Als Beispiele kdnnen unter anderem folgende
Erkrankungen genannt werden: Renale Hypertonien, ausgelost durch
Glomerulonephritiden oder eine diabetische Nephropathie, kdnnen tber eine vermehrte
Angiotensinogenausschittung an der Entwicklung einer Hypertonie beteiligt sein (Navar,
2013; Satou et al., 2015). Endokrine Hypertonien, wie das Phaochromozytom und
Morbus Cushing, kdnnen udber vermehrte Katecholaminfreisetzungen ebenso die
Entstehung einer sekundaren Hypertonie anregen (Velasco, Vongpatanasin, 2014;
Thomas et al,, 2015). Bei Patienten mit einem Schlafapnoe-Syndrom fihrt eine
nachtliche intermittierende Hypoxamie zu einer Aktivierung des sympathischen
Nervensystems, die Uber einen erhfhten adrenergen Tonus die Entstehung einer
Hypertonie begunstigt (Philiips, Cistulli, 2006; Marcus et al., 2014).

1.1.2. Folgen

Die Folgen der arteriellen Hypertonie sind vielfaltig. Uber die Aktivierung des
Sympathikus und der Ausschittung von Katecholaminen, deren Plamalevel mit dem
Risiko flr ein akutes Myokardgeschehen und einen Schlaganfall korreliert, werden
kardiale Umbauprozesse angeregt (Rorive et al. 1991; Peng et al., 2006; Grassi et al.,
2010). Eine linksventrikulare konzentrische Hypertrophie mit anschlieRender
Dekompensation bildet den Ausgangspunkt fir eine Herzinsuffizienz. Eine so genannte
Makroangiopathie kann eine koronare Herzerkrankung beglnstigen, welche
Myokardischamien, Herzrhythmusstérungen und den plotzliche Herztod nach sich
ziehen kann (Motz, 2006; Sultana et al., 2010; McCulloch, 2015). Durch die Erhéhung
des peripheren Widerstandes entstehen GefalRwandveranderungen, die eine frihzeitige
Arteriosklerose bedingen und zu endothelialen Dysfunktionen fiihren (Plotnikova et al.,
2015). Weiterhin wird die Bildung von Aneurysmen und damit die Gefahr einer Dissektion
erleichtert (Zhang et al., 2015). Auswirkungen der arteriellen Hypertonie am Gehirn sind

zerebrale Ischamien oder Massenblutungen, welche die Todesursache bei vielen
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Patienten mit arterieller Hypertonie darstellen (Sato et al., 2015; Turin et al., 2015). An
der Niere kann sich eine hypertensive Nephropathie mit nachfolgender
Niereninsuffizienz entwickeln (Wang et al., 2013). Als weitere Komplikationen sind
Verdnderungen am Augenhintergrund und Plaguebildungen, v.a. in der A. carotis mit
Gefahr eines thrombembolischen Apoplexes, zu nennen (Karaca et al., 2014). Einen
akut lebensbedrohlichen Zustand stellt die hypertensive Krise dar. Diese beschreibt
einen kritischen Blutdruckanstieg (= 230/130 mmHg), der zu Organschaden flihren kann
(hypertensiver Notfall) und einer sofortiger Therapie bedarf (Skrzypczyk et al., 2013;
Phan et al., 2015).

Fur das Auftreten von kardiovaskularen Folgeereignissen kann ein 10-Jahre-Risiko
bestimmt werden. Dafur werden verschiedene Risikofaktoren fur die arterielle
Hypertonie (u.a. Lebensalter, Geschlecht, Dyslipidamie) mit Diabetes mellitus als
eigenem Risikofaktor und schon vorhandenen Organschaden zueinander ins Verhaltnis
gesetzt. Im Klinischen Alltag wird unter anderem der PROCAM-Kalkulator
herangezogen, welcher tddliche und nicht-tédliche Ereignisse erfasst, sowie der ESC-

Kalkulator, der ausschlieRlich todliche Ereignisse erfasst (Gohlke, 2012).

1.1.3. Therapie

Das Ziel der Therapie bei einer arteriellen Hypertonie ist immer die langfristige
Blutdrucknormalisierung, um das Risiko fur kardiovaskuldre Komplikationen und weitere
Schaden an anderen Organen zu minimieren. Dabei werden folgende Zielwerte

angestrebt:

Zielblutdruckwerte

<140/90 mmHg Generelles Therapieziel
130-139/80-85 mmHg | Bei Hochrisikopatienten

(chron. Niereninsuffizienz, Koronare Herzerkrankung

(KHK), Z. n. Apoplex, Diabetes mellitus)

Tab. 1.2.: Zielblutdruckwerte fiir die arterielle Hypertonie, tbernommen aus Innere Medizin, Herold, 2012

Die Basistherapie besteht in einer Anderung des Lebensstils (Comte-Perret et al., 2013):
Dabei sollte eine ausgewogene, Uberwiegend mediterrane und salzarme Ern&hrung im
Vordergrund stehen (Sacks et al., 2001; He et al., 2013). Ebenso sollte eine

Gewichtsnormalisierung und regelmalliges moderates Ausdauertraining angestrebt
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werden (DHL, 2008; Cohen, Cohen, 2015; Woodiwiss, Norton, 2015). Bei einem
Schlafapnoe-Syndrom sollte eine sogenannte CPAP-Maske (Continuous Positive
Airway Pressure) konsequent eingesetzt werden, um die oben angesprochene
Hypoxa&mie zu reduzieren (Marcus et al., 2014; Baquet, 2015). Ein bestehender
Diabetes mellitus sollte optimal eingestellt werden, um das Risiko von
GefalBwandveranderungen zu minimieren (Mogensen, 2003). Weiterhin sollten
Vorsorgeuntersuchungen gewissenhaft wahrgenommen werden, um Komplikationen
friihzeitig zu erkennen (Gobel, Matlach, 2013).

Medikamentts stehen Diuretika, Betablocker, Angiotensin-Converting-Enzyme-(ACE)-
Hemmer, Angiotensin-lI-Antagonisten (= AT-1-Rezeptorblocker) und
Calciumantagonisten mit einem gesicherten prognostischen Nutzen zur Verfugung.
Diese sollten nach dem jeweiligen Risikoprofii und den entsprechenden
Begleiterkrankungen des Patienten individuell ausgewahlt werden (Zidek et al., 2004).
Bei inadaquater Monotherapie sollte erst nach einer Dosiserhéhung oder einem Wechsel
der Medikamentengruppe eine Kombination mehrerer Medikamente nach dem unten

aufgefuhrtem Stufenmodell eingesetzt werden.

Empfohlene Zweifachkombinationen:

Diuretikum
plus
Betablocker Calciumantagonisten ACE-Hemmer /
AT-1 —Rezeptorblocker
oder

Calciumantagonisten
plus
Betablocker ACE-Hemmer /
AT-1 -Rezeptorblocker

Empfohlene Dreifachkombination:

Diuretikum + Calciumantagonist + ACE-Hemmer / AT-1-Rezeptorblocker

Abb. 1.1.: Empfohlene Zwei- und Dreifachkombination in der Therapie der arteriellen Hypertonie, (Innere Medizin, Herold
2012)
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Alpha-1-Blocker, Alpha-2-Blocker und Reninhemmer werden erst bei Nicht-Ansprechen
der oben genannten Stufentherapie eingesetzt, da sie keinen gesicherten
prognostischen Nutzen aufweisen. Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt ist eine
renale Denervation, die bei therapierefraktarer Hypertonie erwogen werden kann
(Donazzan et al., 2015; Hering et al., 2015). Trotz vielversprechender Resultate kann
sie auf Grund fehlender studienbasierter Langzeitergebnisse derzeit nicht sicher
empfohlen werden (ECS, 2014; Groha et al., 2014; Lambert et al., 2015).

1.2. Einflisse auf die arterielle Hypertonie

Wie in Kapitel 1.1.3. bereits angesprochen, nehmen sowohl Veradnderungen des
Lebensstils als auch Medikamente Einfluss auf eine arterielle Hypertonie. In dieser
Studie werden die korperliche Aktivitat und die medikamentése Hemmung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) mittels des ACE-Hemmers Captopril als
Einflussgrof3en ausgewahlt, da beide Ansatze in der klinischen Standardtherapie
enthalten sind und einfach durchzufiihren sind. Weiterhin werden die Auswirkungen

einer Kombination der beiden Therapieansatze untersucht.

1.2.1. Korperliche Aktivitat

Korperliche Aktivitat ist ein essentieller Bestandteil in der Therapie der arteriellen
Hypertonie. Die korperliche Leistungsfahigkeit gilt ,als Pradikator fur die kardiovaskulare
Letalitat* (Stamler, 1991).

Die Deutsche Hochdruckliga empfiehlt in ihren Leitlinien (Stand 2008) eine ,regelmafige
korperliche Belastung mittels Wandern, Laufen oder Schwimmen, welche 3-4 x pro
Woche dber 30 — 45 Minuten durchgefihrt® werden sollte. Durch ein moderates
Ausdauertraining kann neben dem Blutdruck auch die Herzfrequenz gesenkt werden
und die Sauerstoffausschopfung des Gewebes wird verbessert. Indem Cholesterin und
Triazylglyceride herunter-, und das ,high densitiy lipoprotein® (HDL) heraufreguliert
werden, verbessert sich das Verhaltnis der Blutfette zueinander (Reid et al., 1994). Uber
eine Verbesserung der peripheren Insulinresistenz zeigt sportliche Betatigung zusatzlich
eine positive Auswirkung bei einem vorhandenen Diabetes mellitus (Fang et al., 2015).
Weiterhin regt kérperliche Aktivitat die Einwanderung von endothelialen Vorlauferzellen
und eine Gefal3neubildung an (Fernandes et al., 2012; Ma, Zhao, 2014). Durch die

Verminderung von pro-inflammatorischen Zytokinen kann einem kardialen Remodelling
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entgegengewirkt werden (Agarwal et al., 2011). Ebenso zeigt sich, dass Dysregulationen
im Calciumhaushalt normalisiert und damit die linksventrikulare Pumpfunktion
verbessert werden konnen (Sugizaki et al., 2011; Locatelli, 2014). Bereits wenige
Wochen nach Abbruch der kérperlichen Aktivitat nahern sich sowohl die Funktionsdaten
(systolischer und diastolischer  Blutdruck, Herzfrequenz) als auch die
Expressionsparameter (Hypertrophie, Calciumhaushalt) ihren Ausgangswerten wieder
an (Bocalini et al., 2010; Carneiro-Junior et al., 2013). Damit zeigt sich, dass eine
lebenslange moderate korperliche Aktivitat bei der Behandlung der arteriellen
Hypertonie von grol3er Bedeutung ist und einen Basisansatz der nicht-medikamentdsen
Therapie darstellt (Pagan et al., 2015).

Die Datenlage zu den Auswirkungen von isometrischem Training (Krafttraining) auf
bestehenden Bluthochdruck ist derzeit nicht einheitlich, deutet jedoch auf eine
pathologische Adaptation des linken Ventrikels an die erhdhten Blutdruckwerte hin
(Holloway et al., 2015). In Studien zeigt sich, dass Tiere mit einem etabliertem
Hypertonus unter vermehrter sportlicher Betatigung eine schlechte Prognose haben
(Schultz et al., 2007; da Costa-Rebelo, 2010). Diese Ergebnisse unterstiitzend empfiehlt
die deutsche Hochdruckliga, dass bei der Therapie der arteriellen Hypertonie gezielt auf
ein moderates Ausdauertraining und nicht auf Krafttraining geachtet werden soll (Stand
2008).

1.2.2. Medikamentése Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Die Hemmung des Angiotensin Converting Enzymes (ACE) verringert die Bildung von
Angiotensin Il aus Angiotensin | und zieht eine verminderte Ausschittung von Aldosteron
nach sich. Daraus resultiert ein Blutdruckabfall, welcher zum einen durch eine
Vasorelaxation als auch durch eine verminderte Rulckresorption von Natrium und
Wasser in der Niere zu erklaren ist.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und vor allem Angiotensin I
induzieren kardiale Umbauprozesse und sind damit langfristig an der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz beteiligt (Kawaguchi, Kitabatake, 1995). Medikamentdse Blockaden des
RAAS an unterschiedlichen Stellen dampfen das kardiale Remodelling und verbessern
damit die Langzeitiiberlebensraten (Wollert, Drexler, 1999). Fibrotische, hypertrophe
und apoptotische Umbauprozesse kénnen durch medikamentdse Blockaden des RAAS
verzogert werden (Yu et al., 2002; Lijnen, Petrov, 2003; Susic et al., 2007). Zudem kann
die linksventrikulare Pumpfunktion durch eine Normalisierung der Gene des

Calciumhaushaltes (s.u.) zueinander verbessert werden (Xu et al., 2005).
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Captopril wird aus (S)-Prolin und (S)-3-Mercapto-2-methylpropionsaure gebildet und
wurde 1977 als erster oral wirksamer ACE-Inhibitor eingesetzt.

Im klinischen Alltag wird tUberwiegend Enalapril anstelle von Captopril eingesetzt, da
Enalapril eine langere Halbwertszeit besitzt (Rumboldt et al., 1988). Durch eine
Einmalgabe von Enalapril (im Gegensatz zu einer Mehrfachgabe von Captopril) kann
eine bessere Compliance des Patienten erreicht werden. Zusatzlich hat Enalapril einen
starkeren Effekt auf die Blutdrucksenkung als Captopril (Bental et al., 1997). Fur die hier
dargestellten Experimente an Tieren mit einem Hypertonus spielt dieser Unterschied
keine Rolle, da Captoprii dem Trinkwasser beigesetzt und somit kontinuierlich
aufgenommen wurde, wodurch ein gleichbleibender Blutspiegel des Medikamentes

erreicht wird.

1.3. Herangezogene kardiale Marker zur Untersuchung eines selbstregenerativen

Potentials
1.3.1. Stammzell- und Differenzierungsmarker

Eine Druckbelastung des Herzens fuhrt zu adaptiven und maladaptiven
Umbauprozessen. Ob an diesem Prozess auch die Rekrutierung und Mobilisierung von
zirkulierenden Zellen (Leukozyten, Stammzellen) beteiligt ist, ist derzeit unklar. Die
ausgewahlten Marker fir Stammzellen und deren Differenzierung koénnen in
verschiedene Gruppen zusammengefasst werden: Marker fur eine Zellmobilisation
(SDF-1a, CXCR-4), Marker fur eine kardiale Differenzierung (GATA-4, Mef-2c, Nkx.2a),
Marker fur eine endotheliale Differenzierung (VE-Cadherin, VWF) und neutrophile
Marker (MMP-12).

Der stromal cell derived Factor (SDF-1a) und sein dazugehdriger Rezeptor CXCR-4
spielen eine wichtige Rolle bei der Mobilisierung von Vorlauferzellen. Uber diese Achse
wandern Zellen mit Differenzierungspotential in ischamische Gebiete ein und sind an
Reparaturprozessen nach einem akuten Myokardinfarkt beteiligt (Schliter et al., 2009;
Dong et al., 2012). Weiterhin kann SDF-1a Uber die Aktivierung von Progenitorzellen
GefalRneubildungen anregen (Yamaguchi et al., 2003). Auch nach Operationen am
Herzen spielt die SDF-10—CXCR-4-Achse bei der Rekrutierung von Zellen mit
Regenerationspotential eine wichtige Rolle (Mieno et al., 2006; Cavalera, Frangogiannis,
2014). Zusatzlich wird derzeit der Einsatz von SDF-1a als Biomarker bei einem akuten
Koronarsyndrom diskutiert (Wruster et al., 2013). SDF-1a und sein Rezeptor CXCR-4
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sind neben Erkrankungen am Herzen bei verschiedenen extrakardialen Erkrankungen
zu finden: sie kénnen bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (Werner et al.,
2013), aber auch bei verschiedenen Krebserkrankungen nachgewiesen werden und sind
dort fur die Progression, Angiogenese und die Metastasierung verantwortlich (Teicher,
Fricker, 2010).

GATA-4, Mef-2c und Nkx.2a nehmen Einfluss auf die Differenzierung von
Vorlauferzellen zu Kardiomyozyten. Auch fir diese Faktoren kann nachgewiesen
werden, dass sie an Reparaturmechanismen im ischamischen Herzen beteiligt sind
(Orlic et al., 2002). GATA-4 wird durch die SDF-10—CXCR-4—-Achse aktiviert (Wang,
Luther, 2012). Als ein Zinkfinger abhangiger Transkriptionsfaktor reguliert GATA-4 die
Differenzierung, das Wachstum und das Uberleben von Vorlauferzellen, sowie eine
Gefalineubildung im ischamischen Herzen (Li et al., 2010; Xu et al., 2012). Weiterhin ist
GATA-4 an der Entwicklung einer Hypertrophie am Herzen beteiligt und wird daher als
mdglicher Biomarker fiir eine essentielle Hypertonie diskutiert (Liang, et al., 2001; Oak
et al., 2006; Kontaraki et al., 2011). Eine Inaktivierung von Mef-2¢ flhrt zu einem
Stillstand kardialer Differenzierungsmoglichkeiten (Morin, 2010). Nkx.2a reguliert die
Expression von Transkriptionsfaktoren, die fir die kardiale Differenzierung essentiell
sind (Tanaka et al., 1999; Akazawa, Komuro, 2005). Mutationen im Nkx.2a-Gen gehen
mit angeborenen Fehlbildungen am Herzen einher, wie es bei Herzklappendefekten oder
der Fallot-Tetralogie gefunden werden konnte (lkeda et al., 2002). Weiterhin kann
Nkx.2a die Differenzierung von Myofibroblasten unterdriicken (Hu et al., 2010).

Als Marker fir die endotheliale Differenzierung werden in dieser Studie VE-Cadherin und
der von-Willebrand—Faktor (VWF) herangezogen. lhre Aufgabe besteht in der
vaskuldren Regeneration beim Infarktgeschehen (Wojakowski, 2011). Auch diese
Faktoren werden Ulber die SDF-1a—-CXCR-4-Achse aktiviert (Shen et al.,, 2011).
Die Matrixmetalloprotease 12 (MMP-12) wird in den Makrophagen gebildet und nimmt
als Elastase Einfluss auf die extrazellulare Matrix. Indem sie Elastin abbaut, verschiebt
sie das Gleichgewicht von Collagen und Elastin zugunsten des Collagens. Damit bewirkt
sie eine vermehrte Fibrosierung des Gewebes (Levick et al., 2011). Am Herzen resultiert
daraus eine erhohte Steifigkeit des Ventrikels, die langfristig eine diastolische
Insuffizienz nach sich ziehen kann. MMP-12 hat zudem eine Bedeutung bei
Entzindungsreaktionen, v.a. bei der Entstehung der Arteriosklerose (Matsumoto et al.,
1998; Watanabe, Ikeda, 2004). Uber eine Rekrutierung von endothelialen
Vorlauferzellen und Regulierung der Apoptose nehmen Matrixmetalloproteasen
weiterhin  Einfluss auf das vaskulare Remodelling (Chen et al.,, 2013).

Matrixmetalloproteasen sind an der Entstehung von Krankheiten am Herzen, wie einer
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dilatativen Kardiomyopathie, Restenosierungen und Myokardinfarkten beteiligt
(Creemers et al., 2001).

1.3.2. Marker fur hypertrophe Umbauprozesse

Eine konzentrische Hypertrophie ist die Folge erhdhter Druckverhaltnisse im linken
Ventrikel. Langfristig kann daraus eine diastolische Insuffizienz resultieren, die zu einer
erhohten Letalitat fuhrt. Weiterhin kann die Hypertrophie des linken Ventrikels als
Vorhersagewert kardiovaskularer Komplikationen angesehen werden (Gosse, 2005).
Ein selbst regeneratives Potential macht sich durch die Veranderung eines
pathologischen Remodellings in ein physiologisches Remodelling bemerkbar, wie es
sich beispielsweise auch unter moderatem Ausdauertraining zeigt (Garciarena et al.,
2009).

Zur Abklarung einer linksventrikularen Hypertrophie werden in dieser Studie das atriale
natriuretische Peptid (ANP) und das brain natriuretische Peptid (BNP) herangezogen,
die sich in vielen Studien bereits als Hypertrophieparameter bewéahrt haben (Harada et
al., 1997; Raizada et al, 2001). Sowohl chronische Volumen- als auch
Druckbelastungen fuihren zu einer erhéhten Produktion von ANP und BNP (de Bold et
al., 2001). Dartber hinaus bieten ANP und BNP die Mdglichkeit zur Erfassung einer
Herzinsuffizienz, wobei BNP eine bessere Aussagekraft besitzt als ANP (Gaggin,
Januzzi, 2013; Panagopoulou et al., 2013). Erhohte ANP-Level kdnnen bereits im
Stadium einer kompensierten Hypertrophie nachgewiesen werden, wohingegen BNP
erst im Spéatstadium einer Hypertension vermehrt ansteigt (Sakata et al., 2001). Unter
der Behandlung mit AT1-Rezeptorblockern und ACE-Hemmern sinkt die Expression von
ANP und BNP im linken Ventrikel (Magga et al., 1999). Vergleichend mit einer Erhdhung
der Marker im linken Ventrikel bei der arteriellen Hypertonie kénnen erhéhte ANP- und
BNP-Expressionswerte im rechten Ventrikel bei einer pulmonalen Hypertension
beobachtet werden (Nakanishi et al., 2001).

1.3.3. Marker fir fibrotische Umbauprozesse

Bei hypertensiven Herzerkrankungen zeigt sich ein pathologisches kardiales
Remodelling unter anderem in einer vermehrten Fibrose. Wie oben bereits erwahnt,
resultiert daraus eine erhohte Steifigkeit des Ventrikels, die Fillungsprobleme des
Herzens und dadurch im zeitlichen Verlauf eine Insuffizienz nach sich ziehen kann. Ein

selbst regeneratives Potential duf3ert sich dadurch, dass fibrotische Umbauprozesse
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aufgehalten werden. In dieser Studie werden folgende Fibrosemarker untersucht:
Collagen Il und Elastin, Decorin, Biglykan und der transforming growth factor beta 1
(TGF-B1).

Die extrazellulare Matrix besteht aus Fasern (Collagene, Elastin), die dem Gewebe
durch ihre Struktur sowohl zugfeste als auch zugelastische Stabilitat verleihen.
Proteoglykane (Biglykan, Decorin) bilden einen weiteren Bestandteil der extrazellularen
Matrix, indem sie Wasser binden und Collagene miteinander vernetzen. TGF-B1 wird
von Kardiomyozyten gebildet und ist am kardialen Remodelling beteiligt. Indem die
Expression von Proteoglykanen und Collagen |, mdglicherweise auch Collagen i,
gesteigert wird, wirkt TGF-B1 pro-fibrotisch (Heimer et al., 1995). Bei gleichzeitiger
Aktivierung der Ornithindecarboxylase (ODC) vermittelt TGF-B1 eine pro-hypertrophe
Wirkung B-adrenerger Rezeptoren (Schluter et al., 2000). Durch Bindung an Decorin
kann TGF-B1 in seiner Aktivitat blockiert werden. Biglykan spielt diesem Effekt entgegen,
indem es diese Inaktivierung wieder aufhebt (Hilderbrand et al., 1994). Angiotensin Il
stimuliert die Expression von TGF-f1 und beeinflusst die myokardiale Fibrose
(Campbell, Katwa, 1997; Lijnen et al., 2000; Rosenkranz, 2004). Durch ein
medikamentdses Eingreifen an dem RAAS kdnnen neben einer Verminderung der
Fibrose auch hypertrophe Vorgange aufgehalten werden (Yu et al., 2002; Susic et al.,
2007).

1.3.4. Marker des Calciumhaushaltes

Calciumionen spielen bei der elektromechanischen Kopplung im Herzen eine zentrale
Rolle (Bers, 2002). Um eine fur die Relaxation notwenige niedrige Calcium-
Konzentration von 107 mol/l zu erreichen, werden Calciumionen tber den Natrium-
Calcium-Antiporter (NCX) und die Sarkoplasmic endoplasmic reticulum Calcium-
transporting ATPase (SERCA) in den Extrazellularraum bzw. in das sarkoplasmatische
Reticulum zurtickgepumpt (He et al., 1997). Phospholamban (PLB) reguliert die Aktivitéat
der SERCA, welches im unphosphorylierten Zustand die Aktivitat der SERCA hemmt
(Edes, Kranias, 1988; Asahi et al., 2003). Durch eine cAMP-abhangige Proteinkinase
kann PLB phosphoryliert und damit die Inhibition aufgehoben werden (Fuller et al.,
2004). In der vorgelegten Arbeit wird die Expression von NCX, SERCA und PLB
quantifiziert.

Dysregulationen in der Calciumhomoostase sind mit vielen Herzerkrankungen assoziiert
(Erkasap, 2007; Periasamy et al., 2008). Bei einer Herzinsuffizienz kann beobachtet

werden, dass die SERCA herunter- und der NCX heraufreguliert werden, was sich in

10



Einleitung

einer eingeschrankten Relaxation des Myokards bemerkbar macht (Beuckelmann et
al.,1992; Cory et al, 1993; Lu et al., 2002; Carnicelli et al.,, 2008). Ein selbst
regeneratives Potential zeigt sich in der Verbesserung der Expression der Gene des
Calciumhaushaltes (Verhaltnis SERCA / NCX) zueinander. Unter korperlicher Aktivitat
kann ebenfalls eine Normalisierung des Verhéltnis SERCA zu NCX beobachtet werden
(Sugizaki et al., 2011). Eine Behandlung mit Captopril in Ischamie-Reperfusionsstudien
kann den Transport der Calciumionen Uber eine Aktivierung der SERCA verbessern
(Takeo et al., 2000). Durch medikamentdse Blockierung des NCX kénnen die Collagen-
Synthese und damit auch fibrotische Umbauprozesse normalisiert werden (Cingolani et
al., 2003).

11
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1.4. Fragestellung dieser Arbeit

In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (Schluter et al., 2009) konnte gezeigt
werden, dass Uber das SDF-1a — CXCR4 — System Vorlauferzellen in ischamische
Gebiete des Herzens einwandern und das kardialen Remodelling beeinflussen.

In dieser Arbeit wird erstmals untersucht, ob Uber diese Achse eine Rekrutierung von
Zellen mit Differenzierungspotenzial und somit ein selbst regeneratives Potenzial auch
bei hypertensiven Herzerkrankungen nachweisen werden kann.

Dazu wird neben der Expression kardialer Marker druckinduzierter Umbauprozesse die
Expression ausgewahlter Stammzell- und Differenzierungsmarker gemessen. Die
Ergebnisse von spontan hypertensiven Ratten werden mit Ergebnissen normotensiver
Wistar Ratten verglichen und im zeitlichen Verlauf (préhypertensiver Zustand bis zum
etablierten Hypertonus) analysiert.

Ergdnzend wird untersucht, welchen Einfluss standardtherapeutische Verfahren
(korperliche Aktivitat, medikamentose ACE-Hemmung) auf die Expression dieser
Stammzell- und Differenzierungsmarker nehmen und welche Bedeutung ihnen in Bezug
auf die Progression der hypertrophen Herzerkrankung beigemessen werden kann.

Des Weiteren wird die Gewebespezifitat von SDF-1a genauer untersucht. Dazu werden
isolierte Kardiomyozyten mit isolierten kardialen Nicht-Myozyten hinsichtlich ihrer
Expression von SDF-1a verglichen. Plasma- und Nierengewebeproben werden zur

weiteren Abklarung der Gewebespezifitdt von SDF-1a herangezogen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1. Gewebeproben aus Versuchstieren

In dieser Arbeit wurden Gewebeproben von spontan hypertensiven Ratten und
normotensiven Wistar Hannover Ratten unterschiedlichen Alters (1,5 — 18 Monate)
untersucht.

Die Tiere, aus denen die Gewebeproben entnommen wurden, kamen aus der Aufzucht
des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Maximal 7 Tiere
wurden in einem Polycarbonat Kunststoffkafig (L: 595 x B: 380 x H: 200mm) mit einem
70 mm erhohten Gitterdeckel aus Edelstahl gehalten. Hierbei wurde ein natirlicher Tag-
Nacht-Rhythmus, eine Temperatur von 23 + 2 °C und eine Luftfeuchtigkeit von 50 + 10
% eingehalten. Die Ernahrung der Tiere bestand aus einer Harlan Teklad Global 18%
Protein Rodent Diet und frischem Leitungswasser.

Die Gewebeproben der Behandlungsgruppen (korperliche Aktivitdat, medikamentdse
ACE-Hemmung mittels Captopril) wurden aus friiheren Versuchsreihen verwendet. Das
Studiendesign und die physiologischen Kenngré3en der Tiere werden in folgender Arbeit
aufgefiihrt: da Costa-Rébelo, 2010.

2.1.2. Versuchsgeriate

Abzug Hera Safe ThermoScientific, Dreieich
Blotkammer Invitrogen, Karlsruhe
Brutschrank ThermoScientific, Dreieich
Chemilumineszenz System PeQlab, Erlangen
Elektrophoresekammer Biometra, Gottingen

ELISA Reader infinite M200 Tecan GmbH, Crailsheim
Glasware (Zylinder, Platten, Pipetten) Schott, Mainz

iCycler BioRad, Minchen
Laborwaage Kern & Sohn GmbH, Balingen
Minishaker IKA-Werke, Staufen
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Microtiterplatte (ELISA)

Nanodrop Spectometer ND-1000
Schiittler

Thermal Cycler

Vortexer

Zentrifuge

2.1.3. Verbrauchsmaterial

Filterpapiere

Gele 10% Bis-Tris-Gel, 1,0 mm x 15 well

Membran

Pinzetten

Pipettenspitzen

Praparierbesteck
Reaktionsgefalie

Skalpelle (Steril, Einwegskalpelle)
Tubes 0,2 ml domed cap stripes

Zellkulturschalen Falcon

2.1.4. Chemikalien
Absolute QPCR SYBR Green Mix

Antibody (capture/detection; ELISA)

Angiotensin Il

14

immunological & biochemical
testsystems gmbH, Binzwangen

PeQlab, Erlangen

Biometra, Gottingen

Techne, Wertheim-Bestenheid
Heidolph, Kelheim

Heraeus, Hanau

Biotec Fischer, Reiskirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Millipore, Schwalbach
Aesculap, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht
Aesculap, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht

pfm medicae ag, Koln
PeQlab, Erlangen

Corning Life Sciences,
New York (USA)

ThermoScientific, Dreieich

immunological & biochemical
testsystems gmbH, Binzwangen
Sigma, Taufkirchen
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Assay Buffer (ELISA)

Aqua bidest

Benzoase

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau (BPB)
Calciumchlorid (CaCly)
Carbogen

Carnitin

Chloroform

Collagenase

Creatinin
Cytosin-Arabinofuranosid
Diethylether
Desoxynukleotidtriphosphat (ANTP)
Dithiotretiol (DTT)
Ethanol

Fetal calf serum (FCS)
Glucose-Monohydrat
Gylcerin

Glycin

Hepes

Isoprenalin

Isopropanol

Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogentphosphat (KH2PO4)

immunological & biochemical
testsystems gmbH, Binzwangen
Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Linde, Pullach
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Worthington (UK)
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
PAA, Pasching (Osterreich)
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Baxter, UnterschlieBheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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2x Laemmli Puffer

Lysispuffer (Western Blot)

M199

Methanol

Magnesiumchlorid (MgCl.)
Magnesiumsulfat (MgSQa.)

M-MLV Reverse Transkriptase (RT)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4)
Natriumazid (NaNs)
Oligo-desoxy-Thymidin (Oligo-dt)
Phopsphate Buffered Saline (PBS)
Penicillin-Streptomycin

PeqGold TriFast

Phenylephrin

Phophataseinhibitor
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Proteaseinhibitor

RNA-EXxitus plus

RNAsiIn

5x RT-Puffer

Standard (SDF-1qa; ELISA)

Stopp solution (ELISA)

Substrate (ELISA)
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Sigma, Steinheim
Cellsignaling, Leiden (NL)
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
bioline, Luckenwalde
Gibco, New York (USA)
PEQLAB, Erlangen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Promega, Madison
Invitrogen, Karlsruhe

immunological & biochemical
testsystems gmbH, Binzwangen

immunological & biochemical
testsystems gmbH, Binzwangen

immunological & biochemical
testsystems gmbH, Binzwangen
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Taurin Sigma, Taufkirchen

Tris/HCI Merck, Darmstadt

Tween20 Sigma, Taufkirchen

Washing buffer (ELISA) immunological & biochemical

testsystems gmbH, Binzwangen

Alle Ubrigen verwendeten Salze und Chemikalien wurden jeweils in der hochsten
Qualitat bezogen, nach Herstellerangaben geldst und aufbewahrt. Sofern nicht anders

angegeben, wurde Aqua bidest als Losungsmittel verwendet.

2.1.5. Antikorper

Primére Antikorper

GAPDH Mouse 1: 4000 Calbiochem, Billerica (USA)

MMP-12 Rabbit 1: 2000 abcam, Cambridge (UK)

3-Actin Rabbit 1: 1000 Sigma, Taufkirchen

SDF-1a Rabbit 1: 1000 eBioscience, Hatfield (UK)

Nkx.2a Goat 1: 1000 Novus Biologicals,
Abingdon (UK)

GATA-4 Rabbit 1: 1000 Novus, Biologicals

Abingdon (UK)

Sekundére Antikdrper

Anti-Mouse 1gG Goat 1: 2000 Affinity Biologicals, Ancaster
(Kanada)

Anti-Rabbit 1IgG Sheep 1: 2000 Jackson Immunoresearch, Suffolk
(UK)

Anti-Goat IgG Donkey 1: 2000 Affinity Biologicals, Ancaster
(Kanada)
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2.1.6. Primer

Aufgefiihrt sind die Primersequenzen (Oben forward, unten backward) und die

Annealing Temperaturen fur die untersuchten Gene.

Gen Annealing Gensequenz
Temparatur (°C) (Oben forward, unten backward)

ANP 58 5-CGT GCC CCG ACC CAC GCC AGC---
ATG GGC TCC-3'
5-GGC TCC GAG GGC CAG CGA GCA---
GAG CCC TCA-3

B2M 65 5-GCC GTC GTG CTT GCC ATT C-3
5-CTG AGG TGG GTG GAA CTG AGA C-3'
Biglykan 59 5-TGATTG AGA ATG GGA GCC TGA G-3'
5-CCT TGG TGA TGT TGT TGG AGT G-3'
BNP 58 5-GGG CTG TGA CGG GCT GAG GTT-3'
5-AGT TTG TGC TGG AAG ATA AGA-3'
Collagen-1 62 5-GCG AAC AAG GTG ACA GAG-3'
5-CCA GGA GAA CCA GCA GAG-3'
CXCR-4 55 5-GCC ATG GCT GAC TGG TAC TT-3'
5-CAC CCA CAT AGACGG CCT TT-3
Decorin 59 5-GGC AGT CTG GCT AAT GTT C-3'
5-CTT CGG AGA TGT TGT TGT TAT G-3'
Elastin 56 5-TGC TACTGC TTG GTG GAG AAT G-3'
5-CGT GGC TGC TGC TGT CTG-3'
GATA-4 66 5-CTATGG CCG CCA ACC ACG GG-3'
5-CGC GGA GTG GGC ACG TAG AC-3'
HPRT 63 5-CCAGCG TCG TGATTAGTG AT-3'
5-CAAGTCTTT CAG TCC TGT CC-3'
Mef-2c 60 5-CAG TTG GGA GAC CGT ACC AC-3'
5-GTG AGT CCA ATG GGG GAG TG-3'
MMP-12 62,5 5-TGC AGC TGT CTT TGA TCC AC-3'
5-GCATCAATT TTT GGC CTG AT-3'
NCX 53 5-CCG TAATCAGCATTT CAG AG-3'

5-GCC AGG TTC GTC TTC TTA AT-3
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Nkx.2a

OoDC

PLB

SDF-1a

SERCA

TGF-B1

VE-Cadherin

VWF

60

58

57,5

64

57

61

55

55

5-CAC ACG CCC TCC TCA GTC AA3
5-GAG TAG CCG TCC GGC TTG AA-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 TGACCC TTC-3
5-CCA AGG TCG TCG CCG TGC TG-3
5-GGC TCT GGC GAC ATG GCT CT-3'
5-CGA GTT GAA CCT TCC CAC AA-3
5-AGG AGA TGA GGT AGC CGA TGA A-3
5-AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA-3
5-GTG GAG TAC ATT ATC TTT GCT-3'
5-CCAGAATTT GCC CAG CCC TA-3
5-GTC CTC GTT CTT CAG GGC AA-3'
5-AAG ATG GCA AGA GAG TGG GC-3'
5-CCG TAG GCC TCA CTG GAA AG-3'
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2.1.7. Elektronische Datenverarbeitungsprogramme

ChemiCapt 5000 Vilder, Lorumat (Frankreich)
ELISA Reader Tecan GmbH, Crailsheim
i-control Tecan GmbH, Crailsheim
iCycler iQ Optical System Software BioRad, Minchen

Micosoft Excel Microsoft, UnterschlieRheim
Mircosoft Office Microsoft,, UnterschlieRheim
Microsoft Windows Microsoft, UnterschlielRheim
Nano Drop Colemann, Miinchen
QuantifyOne BioRad, Minchen
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2.2. Methoden
2.2.1. Studiendesign

In der vorgelegten Arbeit wurden Gewebeproben des linken Ventrikels von 81 spontan
hypertensiven (SHR) und 55 Wistar (W) Ratten untersucht, die folgendermal3en
gruppiert wurden:

Gruppe der SHR Tiere:

Mannliche Tiere: 4 Monate, 9 Monate, 11 Monate, 16 Monate, 18 Monate (je n=6).
Weibliche Tiere: 1,5 Monate, 4 Monate, 7,5 Monate, 16 Monate, 18 Monate (je n=6).
Zusatzliche Gruppen:

SHR, weiblich, 7,5 Monate Laufrad/Running (R) (n=6).

Diese Tiere wurden im Alter von 1,5 Monaten kdrperlicher Aktivitat mittels Laufrad fiir 6
Monate ausgesetzt. (da Costa-Rebelo, 2010).

SHR, weiblich, 18 Monate Captopril (C), Captopril + Laufrad/Running (CR) (je n=6).
Diese Tiere wurden im Alter von 12 Monaten dem jeweiligen Therapieansatz fur 6

Monate ausgesetzt (da Costa-Rebelo, 2010).

Gruppen der Wistar Tiere:

Mannliche Tiere: 4 Monate, 9 Monate, 11 Monate, 16 Monate, 18 Monate (je n=6).
Weibliche Tiere: 1,5 Monate, 7, 5 Monate, 18 Monate (je n=6).

Zusétzliche Gruppen:

W, weiblich, 18 Monate Captopril (n=6).

Diese Tiere wurden im Alter von 12 Monaten fir 6 Monate mit Captopril behandelt und
dienen den SHR Tieren als Kontrollgruppe (s.o., da Costa-Rebelo, 2010).

Zur weiteren Auswertung der Ergebnisse des linken Ventrikels wurden zusétzliche
Proben herangezogen:

Plasmaproben: SHR, weiblich, 11 Monate (n=5), 16 Monate (n=6).
Nierengewebeproben: SHR, weiblich, 18 Monate, Laufrad/Running (R), Kontrolle (je
n=6).

Weiterhin wurden Zellisolationsversuche mit Kardiomyozyten und kardialen Nicht-
Myozyten durchgefihrt, bei denen jeweils isolierte Zellen folgender Gruppen untersucht
wurden:

SHR, 14 Monate, 16 Monate und 18 Monate (je n=6 Schalen).

W, 14 Monate (n=6 Schalen).
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2.2.2. Real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.2.2.1. Durchfihrung

RNA-Isolation aus Ganzherzen

Der linke Ventrikel des zu untersuchenden Herzens wird mit einem Skalpell grob
zerkleinert und in ein Precelly-Rorchen gegeben. Nach Hinzugabe von 1 ml Trifast wird
die Gewebeprobe mit dem Homogenisator (Programm 3: 2 x 20 sec., 6000 rpm) weiter
zerkleinert, wodurch eine homogene Flissigkeit ohne sichtbare Zellfragmente entsteht.
Zu der Probe werden 200 ul Chloroform hinzugegeben und mit dem Vortexer gemischt
(gevortext), bis eine milchige Triibung zu erkennen ist. Durch die Zentrifugation (15 Min.,
4 °C, 12 500 rpm) bilden sich drei Phasen, von denen der klare Uberstand (RNA-Phase)
in ein neues Reaktionsgefal pipettiert und Isopropanol im Verhaltnis 1:1 hinzugegeben
wird. Die Probe wird gevortext und zur Ausfallung der RNA flr eine Stunde bei -20 °C
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (15 Min., 4 °C, 12 500 rpm) wird der Uberstand
abgeschittet und das ubrig gebliebene Zellpellet mit 1 ml 70%-igem Ethanol versetzt,
gevortext und nochmals zentrifugiert (15 Min., 4 °C, 12 500 rpm). Der Uberstand wird
erneut abgeschittet und das zuriickgebliebene Pellet 60 Minuten unter einem Abzug
getrocknet. Abschliel3end wird das Pellet mit 50 pl Aqua bidest versetzt, gevortext und
auf Eis fur 60 Minuten im Kihlschrank zur Losung des Pellets gelagert. Die Probe wird

bei -80 °C aufbewabhrt, falls sie nicht direkt fiir die cDNA-Synthese weiter verwendet wird.

Synthese der komplementdren DNA (cDNA-Synthese)

Der RNA-Gehalt der Probe wird mittels Nano-Drop gemessen. Dazu wird eingangs ein
Standardwert und Nullabgleich durch die Messung mit 1,5 pl Aqua bidest ermittelt. Es
werden 1,5 pl der Probe auf den Sensor gegeben und mittels des Programms ND-1000
die Konzentration gemessen. Falls die gemessene Konzentration den Referenzbereich
von 200 — 1000 ng/ml tberschreitet, wird die Probe mit Aqua bidest in Schritten von 50
ul verdliinnt, sodass anschlieRend in jeder Probe die gleiche Menge an RNA (1 ug)
vorhanden ist. Die Probe wird gevortext, in den Thermocycler gestellt und das Programm
1 (15 Min., 60 °C) gestartet. In diesem Schritt wird die RNA denaturiert, damit sich die
Reverse Transkriptase im n&chsten Schritt gut anlagern kann. Nach Zugabe des Mixes
fur die cDNA-Synthese wird die Probe zentrifugiert (10 sec., 3000 rpm), in den
Thermocycler gestellt und Programm 9 (60 Min., 37 °C; 5 Min., 95 °C) gestartet. Im
ersten Schritt des Programmes wird die RNA zu cDNA umgeschrieben, indem die

Reverse Transkriptase den RNA-Strang mit Nukleotiden komplementéar ergdnzt. Im
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zweiten Schritt wird die Reverse Transkriptase durch die Temperaturerh6hung
inaktiviert. AbschlieRend wird cDNA Aqua bidest Verhaltnis 1:10 verdiinnt. Die Probe

wird bei -20 °C aufbewahrt, falls sie nicht direkt fiir die PCR verwendet wird.

Real-time PCR

In die PCR-Tubes werden 3 pl der cDNA (verdinnt mit Aqua bidest im Verhéltnis 1:10)
zweifach vorpipettiert, um Doppelbestimmungen durchzufihren. Aqua bidest wird als
Negativkontrolle verwendet. Die forward- und reverse-Primer werden getrennt nach
Herstellerangaben in Aqua bidest geldst und im Verhaltnis 1:1 gemischt. Anschliel3end
wird das Primergemisch mit Aqua bidest im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Nachfolgend
werden jeweils 17 ul des PCR-Mixes in die einzelnen Tubes pipettiert. Der PCR-Mix
enthalt einen Fluoreszenzfarbstoff, der durch Bindung an die DNA aktiviert wird. Durch
Messung der Emission kann die Anzahl der PCR-Produkte ermittelt werden. Da die DNA
zwei Strange besitzt, die in jeden Zyklus komplementar erganzt werden, kommt es zum
exponentiellen Anstieg der PCR-Produkte. Die Tubes-Streifen werden mit Deckeln
vorsichtig verschlossen und fir 10 Sekunden bei 3000 rpm zentrifugiert. Anschliel3end
werden die Tubes in den iCycler gestellt und das Programm fur den jeweiligen Primer

gestartet.
1. Zyklus (1x) 95 °C 15 Minuten Aktivierung Polymerase
2. Zyklus (45x) 95 °C 30 Sekunden Denaturierung
x °C 30 Sekunden Annealing
72 °C 30 Sekunden Elongation
3. Zyklus (100x) 50 °C 10 Sekunden Schmelzkurve

Tab. 2.1: PCR-Programm iCycler (x °C = spezifische Annealing-Temparatur des jeweiligen Primers, s. 2.1.5.)

Der erste Zyklus dient der Aktivierung der Hot-Start-Tag-Polymerase. Im zweiten Zyklus
wird die DNA denaturiert, so dass die beiden Strénge vollstdndig voneinander getrennt
vorliegen. Die Primer kénnen sich nun an die Einzelstrange anlagern, wobei fir die zu
untersuchenden Genabschnitte eine spezifische Temperatur einzustellen ist (siehe
Primer in 2.1.6.). Die Polymerase ergdnzt die Strdnge durch die Anlagerung von
Nukleotiden. Da dieser Schritt mehrfach ablauft und jeweils die neuen Doppelstrange

wieder komplementiert werden, kommt es zur exponentiellen Anhaufung der PCR-
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Produkte. Als Bezugsgrofie wird ein house keeping-Gen genutzt, welches unabhéngig

von dem Versuchsaufbau konstant exprimiert wird.

2.2.2.2. Auswertung

Die Daten werden mittels BioRad und Excel ausgewertet.

2.2.2.3. Zusammensetzung der eingesetzten Reagenzien

Mix fir die cDNA-Synthese (einfacher Ansatz)

5xXRT-Puffer 2ul
dNTPs 1l
DTT 0,5 l
M-MLV-RT 0,3 pl
Oligo dts 1l
RNASsIn 0,2 ul
PCR MIX

Cyber Green mix 10
Aqua bidest 6,4 ul
Primer 0,6 ul

2.2.3. Western blot
2.2.3.1. Durchfiihrung

Proteinisolierung aus Ganzherzen

Zur Isolierung von Proteinen wird 0,1 g des linken Ventrikels abgewogen und in ein
Precelly-Réhrchen gegeben. Es werden 500 ul Lysispuffer hinzugegeben und mittels
Homogenisator (Programm 3: 2 x 20 sec., 6000 rpm) zerkleinert. Nach einer Inkubation
fur 10 Minuten auf Eis wird die Probe mittels Ultraschall weiter fragmentiert. Nach einer
Zentrifugation (10 Min., 4 °C, 14000 xg) wird der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR
tberfiihrt. Von der Probe werden 10 pl in ein neues Reaktionsgefald gegeben und mit

Aqua bidest im Verhaltnis 1:50 verdiinnt. Davon werden 100 pl mit 40 pl 2x Laemmli-
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Puffer versetzt und 5 Minuten im Heizblock (95 °C) denaturiert. Die Probe wird bei -20

°C aufbewabhrt, falls sie nicht direkt fiir den Western Blot verwendet wird.

Gelelektrophorese

Die Gelkammer wird aufgebaut, indem das Innenteil in die Kammer gesteckt und der
Klemmkeil lose in die Kammer gestellt wird. Je nach Bedarf werden ein bzw. zwei
Fertiggel(e) aus der Verpackung genommen. Dabei werden MOPS-Gele fir die
Untersuchung grof3er Proteine und MES-Gele flur die Untersuchung kleiner Proteine
verwendet. Der Kamm an der Oberseite des Fertiggels wird entfernt und das Gel mit
sterilem Wasser und dem Laufpuffer abgesplilt. Die Fertiggele werden in die Kammer
gestellt und der Klemmkeil gespannt. In den Raum zwischen den Gelen werden 180 ml
Laufpuffer mit Antioxidant gegeben, in die duBere Kammer werden 600 ml Laufpuffer
gegeben. Die einzelnen Taschen werden mit dem Laufpuffer mittels Spritze und Kandile
ausgespllt, wahrend die Proben fur 5 Minuten bei 95 °C gekocht, zentrifugiert (10 sec.,
3000 rpm) und gevortext werden. In die erste Tasche werden 10 pl des Markerproteins
gegeben, anschlielend werden je 10 ul jeder Probe in die benachbarten Taschen. Fir
die Ausfuhrung der Gelelektrophorese wird eine Spannung von 200 V fir 50 Minuten

angelegt.

Blot-Verfahren

Nach dem Auseinanderbauen der Gelkammer werden die Fertiggele aus den
Plastikkammern genommen und zurechtgeschnitten. Zur Herstellung eines
,Gelsandwiches®, das den Transferschritt des Gels auf die Membran darstellt, werden

die einzelnen Bestandteile folgendermaRRen aufeinandergelegt:

Zwei Schwamme - ein Filterpapier — das Gel — eine Nitrocellulosemembran — ein

Filterpapier — zwei Schwamme

Je nach Bedarf werden ein oder zwei Gelsandwich(es) in die Blotkammer gelegt. Diese
wird mit dem dazugehorigem Deckel verschlossen und in die Gelkammer gesetzt, die
zuvor mit destilliertem Wasser ausgespuilt wurde. Der Klemmkeil wird festgespannt und
die Blotkammer mit Transferpuffer gefullt. Zur Kiihlung wird destilliertes Wasser in die
aulRere Kammer geflllt und anschlielend eine Spannung von 30 V fur 60 Minuten

angelegt.
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Proteinnachweis mittels Antikdrper

Nach dem Auseinanderbauen der Blotkammer wird die Membran fur eine Minute in eine
Schale mit sterilem Wasser gelegt, um Pufferreste auszuwaschen. AnschlieRend wird
die Membran in 1x Tris Buffered Saline (TBS) + 5% bovines Serumalbumin (BSA) auf
einem Schuttler mit niedriger Einstellung fur eine Stunde inkubiert. Durch das bovine
Serumalbumin werden freie Bindungsstellen blockiert und somit unspezifische
Bindungen der Antikorper vermieden. Die Membran wird erneut fiir eine Minute mit
sterilem Wasser gewaschen und mit dem Erstantikérper (geldst in 1x TBS + 0,1%
Tween20 + 5 % BSA) fur 12 Stunden, beispielweise Uber Nacht, im Kihlraum auf einem
Schuttler mit niedriger Einstellung inkubiert. Am Folgetag wird die Membran dreimal fur
10 Minuten mit in 1x TBS + 0,1% Tween20 auf dem Schuttler gewaschen und
anschlieend mit dem Sekundéarantikdrper 60 Minuten im Dunkeln ebenfalls auf dem
Schiittler inkubiert. Die Membran wird erneut dreimal mit 1x TBS + 0,1% Tween20

gewaschen, wobei im letzten Schritt nur 1x TBS verwendet wird.

Enhanced-Chemilumineszenz-Detektion (ECL)

Die Membran wird lichtgeschutzt fir zwei Minuten in der ECL-L6sung inkubiert und auf
eine Glasplatte in das Detektionsgerét gelegt. Die ECL-LAsung enthalt Luminol, das von
der Peroxidase, die an den Zweitantikdrper gebundenen ist, oxidiert wird. Es kommt zu
einer Lichtemission, die tber das Programm ChemiCapt detektiert und die Proteine als

einzelne Banden sichtbar macht.

2.2.3.2. Auswertung

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der Programmme QuantityOne und Excel.

2.2.3.3. Zusammensetzung der eingesetzten Reagenzien

Laufpuffer

MOPS bzw. MES SDS Running Puffer (50x) 50 ml

Aqua bidest 950 ml
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Laufpuffer mit Antioxidant

Laufpuffer 200 ml

NuPAGE Antioxidant 500 pl

Transferpuffer

Aqua bidest 375 ml
NUuPAGE Transfer Puffer (20x) 25 ml
Methanol 100 ml
NuPAGE Antioxidant 500 pl
10x TBS

Tris/HCL 10 mmol/l
NaCL 150 mmol/I
ph 7.4

2.2.4. Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Bestimmung der

Plasmakonzentration von SDF-1a
2.2.4.1. Durchfuhrung

Alle Reagenzien und die Microtiterplatte werden auf Raumtemperatur gebracht. Der
Standard wird in 1 ml Assay Buffer gelést und anschliel3end aliquotiert, um wiederholtes
Auftauen und Einfrieren bei weiteren Durchfiihrungen zu vermeiden. Der biotinylierte
Antikdrper gegen SDF-1a wird in 60 yl Assay Buffer geldst und fur eine vollstandige

Losung 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Die Standardreihe wird wie folgt vorbereitet:

Standard 1 (30 ng/ml): 30 ul der Standardlésung in 970 ul Assay Buffer
Standard 2 (20 ng/ml): 20 ul der Standardlésung in 980 ul Assay Buffer
Standard 3 (10 ng/ml): 500 ul von Standard 2 in 500 ul Assay Buffer
Standard 4 (5 ng/ml): 500 ul von Standard 3 in 500 pl Assay Buffer
Standard 5 (2,5 ng/ml): 500 ul von Standard 4 in 500 ul Assay Buffer
Standard 6 (1,25 ng/ml): 500 pl von Standard 5 in 500 pl Assay Buffer

Die zu untersuchenden Plasmaproben werden mit destilliertem Wasser im Verhéltnis
1:10 verdiinnt. Um die Antibody workings solution herzustellen, werden der Capture
Antikodrper und der Detection Antikorper zentrifugiert und in 6 ml Assay Buffer geldst.
(Ansatz fir eine voll belegte 96 Well-Platte). Auf Platz A1 und B1 der Microtiterplatte
werden je 100 ul Assay Buffer als Blank gegeben, in alle restlichen Wells 50 ul Assay
Buffer. Die Platze C1 bis F2 werden mit 50 ul der Standardreihe befillt, in die restlichen
Wells werde je 50 ul der Proben gegeben, jeweils in Doppelbestimmung. Abschlie3end
wird in jedes Well 50 pl der Antibody working solution pipettiert und fir 12 Stunden,
beispielsweise tber Nacht, bei Raumtemperatur inkubiert.

Am Folgetag werden die Reagenzien wieder auf Raumtemperatur gebracht und die
conjugate working solution hergestellt, indem das Conjugate und der Assay Buffer im
Verhaltnis 1:2000 angesetzt werden. Die Microtiterplatte wird zundchst manuell
gewaschen, indem die Antibody working solution durch schnelles Umdrehen der
Microtitierplatte abgegossen wird. Mit einer Multipipette werden 100 ul Waschpuffer in
jedes Well gegeben und 20 Sekunden inkubiert. Insgesamt wird dieser Schritt dreimal
durchgefuhrt. AnschlieBend werden 100 ul der Conjugate working solution in jedes Well
gegeben und fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschzyklus wird
daraufhin wie oben beschrieben insgesamt dreimal wiederholt. Danach werden 100 pl
der Substrate solution in jedes Well gegeben und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert, wobei sich eine unterschiedliche Blaufarbung der einzelnen Wells
zeigt (Peroxidase-Reaktion). AbschlieRend werden 100 pl der Stopp solution in jedes

Well gegeben, was einen Farbumschlag von blau zu gelb zur Folge hat.

2.2.4.2. Auswertung

Mittels ELISA-Reader wird die Extinktion bei 450 nm gemessen und mit Hilfe von i-

control und einer Excel-Tabelle ausgewertet.
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2.2.5. Stimulation isolierter Kardiomyozyten
2.2.5.1. Durchfiihrung

Organprédparation und -perfusion

In einen verschlossenen Glastopf wird das Versuchstier durch Zugabe von Isofluran
betaubt (Anzeichen fir eine Sedierung: flache Atmung, fehlender Lidreflex, etvl.
Speichelfluss) und durch eine zervikale Dislokation getdtet. Der Thorax wird unterhalb
des Sternums eréffnet und das Herz-Lungen-Paket enthommen. Dieses wird in 4°C
kalter NaCl-Lésung geschwenkt, um den Stoffwechsel zu verlangsamen und die Gefahr
einer Hypoxie fir das Herz zu reduzieren. AnschlieRend werden sowohl die beiden
Lungenlappen als auch die Trachea und der Osophagus von dem Herzen freiprapariert
und abgetrennt. Das Fett an dem Aortenbogen wird ebenfalls abprapariert und die Aorta
wird hinter den ersten abzweigenden Arterien abgetrennt. Das freipraparierte Herz wird
in eine Schale gelegt und unter die Perfusionsanlage gestellt. Das Durchflussventil wird
getffnet und eine Tropfgeschwindigkeit von 1 Tropfen pro Sekunde eingestellt. Die
Aortentffnung wird mit zwei Pinzetten gefasst und lber die Kaniile der Perfusionsanlage
gestulpt. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass die Kanile nicht zu tief in das Herz
vorgeschoben wird, da durch eine Verletzung der Herzklappen die Perfusion tber die
HerzkranzgefalRe dann nicht mehr gesichert ist. Die Aorta wird mit einer Pinzette an der
Kanule festgeklemmt und anschlieBend mit einem Leinenfaden festgebunden. Das
obere Reservoir wird mit 80 ml Powell-Medium gefiillt. AnschlieRend wird das Herz mit
35 ml des Powell-Mediums gespult, um Uberschissiges Blut aus dem Herzen
auszuwaschen. Danach wird der seitliche Auffangbehélter unter das Herz geschoben,
um einen Kreislauf fur die Perfusion zu erméglichen. Das Perfusionsmedium (versetzt
mit Collagenase) wird in das obere Reservoir gegeben und somit die Perfusionsphase

eingeleitet (mannliche Tiere 25 Min., weibliche Tiere 28 Min.).

Isolierung von Kardiomyozyten

Nach der Perfusion wird das Durchflussventil geschlossen und die Pumpe abgestellt.
Das Herz wird mit der Pinzette so gefasst und abgeschnitten, dass die Aorta und die
Vorhofe an der Kanile hangenbleiben. Das Herz wird auf ein Uhrglas gelegt und zweimal
zur Mitte hin eingeschnitten. Auf einer Teflonscheibe wird das Herz mit einer
Schnittstarkeneinstellung von 0,7 mm je einmal l&ngs und einmal quer zerkleinert. Der
Zellbrei wird mittels Skalpell wieder auf das Uhrglas gegeben und erneut manuell mit

dem Skalpell zerkleinert. AnschlieRend wird der Zellbrei in einem Reaktionsgefald mit
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12 ml des Perfusionsmediums (versetzt mit Collagenase) versetzt und im Wasserbad
inkubiert (5 Min., 37 °C.). Wahrenddessen wird Zellbrei wird mit einer Pipette vorsichtig
auf- und abgesaugt, um ein besseres Durchmischen des Zellepellets mit dem
Perfusionsmedium zu ermdglichen. AnschlieBend wird das Rohrchen wird aus dem
Wasserbad genommen und der Zellbrei wird unter langsamen Schwenken in einen
Trichter gegeben. Nach der Filtration erfolgt eine Zentrifugation des Zellbreis (3 Min.,
400 rpm). In

einen Messzylinder werden 6 ml des Perfusionsmediums (versetzt mit Collagenase) und
12,5 pl CaCl, gegeben. Der Uberstand wird abgesaugt und der Inhalt des Messzylinders
wird vorsichtig auf das Zellpellet gegeben. Nach vorsichtigem Schwenken wird das
Gemisch zentrifugiert (2 Min., 400 rpm). In einem weiteren Messzylinder werden 12 ml
des Powell-Mediums und 120 pl CaCl, gegeben und der Uberstand wird abgesaugt. Je
6 ml werden in zwei ROhrchen aufgeteilt. Danach werden in einem weiteren
Messzylinder 6 ml des Powell-Mediums mit 25 pl CaCl, versetzt. Der Uberstand wird
abgesaugt und der Inhalt des Messzylinders wird vorsichtig auf das Zellpellet gegeben.
Nach vorsichtigem Schwenken wird das Gemisch mit einer Pipette auf die zwei 12 ml
Rohrchen verteilt. Nach einer erneuten Zentrifugation (1 Min., 300 rpm) wird der
Uberstand abgesaugt. Das Pellet wird unter der Sterilbank in das Ausplattiermedium
gegeben, durch vorsichtiges Schwenken gemischt und anschliel3end in die einzelnen

Schalen ausplattiert.

Stimulation isolierter Kardiomyozyten

Unter einem sterilen Abzug werden zur Vorbereitung der Stimulation 1 ml (kleine Schale
fur Protein-Extraktion) bzw. 2 ml (grof3e Schalen fur RNA-Extraktion) des
Vorplattiermediums auf jede Zellkulturschale gegeben und diese fiir 24 h im Brutschrank
(37 °C) inkubiert. Damit wird eine bessere Anhaftung der Zellen an die Zellkulturschalen
erreicht.

Am Folgetag wird unter einem sterilen Abzug das Ausplattiermedium im Wasserbad
aufgewarmt und anschlieBend vorsichtig mit dem Zellpellet vermischt. Das
Vorplattiermedium wird aus den Schalen abpipettiert. Daraufhin werden 1 ml bzw. 2 ml
des Gemisches aus Ausplattiermediums und Zellen auf die Zellkulturschalen verteilt.
Diese werden fur 60 Minuten im Brutschrank (37 °C) inkubiert. Um die Zellen zu
waschen, wird das Ausplattiermedium vorsichtig mit einem Sauger aus den Schalen
abgesaugt und es werden 1 ml bzw. 2 ml des Waschmediums in jede Schale gegeben.

Nach zweimaligem Spilen mit dem Waschmedium werden verschiedene Stimulanzen

30



Material und Methoden

(je 10 pl fuir kleine Schalen bzw. 20 pl fir grof3e Schalen) in die entsprechenden Schalen

hinzugegeben und im Brutschrank (37 °C) fir 24 h inkubiert.

RNA- bzw. Proteinextraktion

Fur die Isolierung von RNA wird das Medium aus den Schalen abgegossen. In die erste
Schale werden 700 pl PBS Puffer gegeben und mit einem Spatel ausgekratzt. Die
Pufferlésung wird mit einem Sauger aufgesaugt und in nachste Schale gegeben. Dieser
Prozess wird so lange wiederholt, bis alle Proben in der letzten Schale gesammelt sind.
AnschlieRend wird das Gemisch der Proben mit der Pipette aufgesaugt und in ein
Reaktionsgeefald gegeben. Der oben beschriebene Prozess wird erneut mit 700 pl PBS
Puffer wiederholt und in das Reaktionsgefald dazugegeben. Nach der Zentrifugation der
Proben (5 Min., 3500 rpm) wird der Uberstand vorsichtig abgegossen und das Pellet bei
-80°C aufbewabhrt, falls die isolierte RNA nicht direkt fir eine PCR weiter verwendet wird.

Fur die Gewinnung von Proteinen wird das Medium aus den Zellkulturschalen
abgegossen und in jede Schale werden 100 pl Lysispuffer gegeben. AnschlieRend
werden die Proben auf einem Schuttler (15 Min., mittlere Stufe) bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Hinzugeben von 5 ul Benzoase werden die Proben erneut auf dem
Schiittler (10 Min., mittlere Stufe) inkubiert. Danach werden die Proben mit einem
Schaber aus jeder Schale gekratzt und in ein eigenes Reaktionsgefal3 gegeben. Die
Proben werden bei -20°C aufbewahrt, falls die nicht direkt fiir einen Western Blot weiter

verwendet werden.

2.2.5.2. Auswertung

Da die Proben entweder fiir die Erstellung einer PCR oder fir einen Western Blot weiter

verwendet werden, entspricht die Auswertung dem jeweiligen Verfahren (siehe oben).
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2.2.5.3. Zusammensetzung der eingesetzten Reagenzien

Powell-Medium (Hepes-gepuffertes Perfusionsmedium mit Glucose) (Ansatz fur 1 1)

NacCl 110 mM 6,439
KCI 2,5mM 0,199
KH2PO4 1,2 mM 0,16 g
MgSO.4 1,2 mM 0,30g
Hepes-Medium 25 mM 5,96 g
Glucose-Monohydrat 10,0 mM 1,98¢

Hepes-Medium

M199 (2 Packchen) wird in 10 | Aqua bidest fur 15 Minuten gel6st. Anschlie3end werden

36 g Hepes hinzugeben und das Medium wird auf eine pH von 7,4 eingestellt.

Perfusionsmedium (versetzt mit Collagenase)

Collagenase 5mg
Powell 5ml
CacCl2 12,5 ul

Creatin-Carnitin-Taurin- (CCT)-Medium

M199 (2 Packchen) wird in 10 | Aqua bidest geldst. AnschlieBend werden 36 g Hepes
hinzugeben und fir 60 Minuten gemischt. Danach werden 5 mM Creatin, 2 mM Carnitin,

5mM Taurin, 10 uM Cytosin-Arabinofuranosid hinzugeben und ein pH von 7,4 eingestellt.

Vorplattiermedium

CCT-Medium 50 ml
4% FCS 2 ml
2% Penicillin-Streptomycin 1ml

32



Material und Methoden

Ausplattiermedium = Waschmedium

CCT-Medium 50 ml

2% Penicillin-Streptomycin 2ml

Lysis-Puffer

DTT 1M 100 pl
Lysispuffer 885 ul
Phosphataseinihibitor 5l
Proteaseinhibitor 10 pl
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2.6. Statistik

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) bzw. als box plots
(5% - 95% - Konfidenzintervalle) dargestellt. Statistische Differenzen werden durch die
ANOVA-Analyse angegeben. Der Student-Newman-Keuls-Test wird als post-hoc
Analyse eingesetzt. Werte von p<0,05 werden als statistisch signifikant angesehen.
Diese werden mit dem Symbol + oder # wiedergegeben, teilweise sind direkte p-Werte
angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Molekulare Adaptation im linken Ventrikel bei chronischer Druckbelastung:

Vergleich mannlicher spontan hypertensiver mit normotensiven Ratten

3.1.1. Expressionsanderungen etablierter kardialer Marker bei druckinduzierten

Umbauprozessen am linken Ventrikel

Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick tiber die Expression der untersuchten Parameter im
linken Ventrikel von spontan hypertensiven Ratten [Anzahl (n)=6] im Vergleich zu
normotensiven Ratten (n=6) im Alter von vier Monaten. Es wird die Differenz der
Expression von spontan hypertensiven Ratten und normotensiven Wistar Ratten
dargestellt.

Es werden folgende Parameter funktioneller Gruppen untersucht: Marker fur eine
Hypertrophie (ANP, BNP), Marker fir eine Fibrose (TGF-B1, Biglykan, Decorin,
Collagen-1, Elastin, MMP-12) und Marker fur den Calciumhaushalt (SERCA, NCX, PLB).
Bei allen Markern ist Hochregulierung zu beobachten, allerdings in deutlich
unterschiedlichem MaRe (rot dargestellt sind signifikante Veranderungen).
Hervorzuheben ist eine sehr starke Zunahme der Expression von MMP-12 um das 22-
fache, ebenso eine Induktion pro-hypertropher und pro-fibrotischer Gene (ANP, TGF-31,
Biglykan).

mRNA (x-fold)

TGFR1
Biglycan
Decorin
Coll-1
Elastin
MMP12

Abb. 3.1: Expression kardialer Marker druckinduzierter Umbauprozesse am linken Ventrikel von vier Monate alten
mannlichen spontan hypertensiven Ratten. Dargestellt sind Mittelwerte + SD der Differenz von spontan hypertensiven
und normotensiven Ratten von n=6 Tieren, normiert auf die durchschnittliche Expression von geschlechts- und
altersgleichen normotensiven Tieren. Rot dargestellt sind Werte fir p<0,05 versus den normotensiven Tieren.
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3.1.2. Expressionsdnderungen von Stammzell- und Differenzierungsmarkern im

linken Ventrikel von mannlichen spontan hypertensiven Ratten

Abbildung 3.2 zeigt die Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern im
linken Ventrikel von méannlichen spontan hypertensiven Ratten (rot, n=6) im Vergleich
mit normotensiven Ratten (weil3, n=6) im Alter von vier Monaten.

Auch hier kénnen mehrere Parameter zu verschiedenen Gruppen zusammengefasst
werden: Marker flir eine Zellmobilisation (SDF-1a, CXCR-4), Marker fur eine kardiale
Differenzierung (GATA-4, Mef-2¢, Nkx.2a), Marker flr eine endotheliale Differenzierung
(VE-Cadherin, VWF) und MMP-12 als neutrophiler Marker.

Die Expression der untersuchten Stammzell- und Differenzierungsmarker ist bei den
spontan hypertensiven Ratten gegentiber den normotensiven Ratten im linken Ventrikel
zu diesem Zeitpunkt erhoht. Hervorzuheben ist, dass allein die Expression von Nkx.2a
nicht erhoht ist.
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Abb. 3.2: Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarken bei vier Monate alten ménnlichen spontan
hypertensiven und normotensiven Ratten. Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fir die
untersuchten Marker von n=6 Tieren, normiert auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie).
Die Werte der hypertensiven Tiere sind rot, die der normotensiven weil3 dargestellt. Werte unterhalb des 5%-
Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern
abgebildet. Exakte p-Werte sind angegeben. Die Werte einzelner Tiere au3erhalb der Konfidenzintervalle sind als
einzelne Zahl angegeben.
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3.1.3. Expressionsanderungen von Stammzell- und Differenzierungsmarkern im
linken Ventrikel bei mannlichen spontan hypertensiven Ratten im zeitlichen
Verlauf

Abbildung 3.3 zeigt die Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker im linken
Ventrikel bei mannlichen spontan hypertensiven Ratten im zeitlichen Verlauf (4 bis 19
Monate).

Bei SDF-1a, CXCR-4, VWF und MMP-12 findet man einen kongruenten biphasischen
Verlauf mit den Maxima bei neun und 16 Monaten (Ausnahme Nkx.2a). Bei dem Marker
MMP-12 ist das zweite Maximum mit einem fast 20-fachen mRNA-Anstieg am
deutlichsten ausgepragt. Auffallend ist eine Abnahme der Expression aller Parameter
bis zum 11. Monat.
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Abb. 3.3: Zeitlicher Verlauf der Stammzell- und Differenzierungsmarker bei mannlichen spontan hypertensiven Ratten (4
Monate bis 19 Monate). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n=6 Tieren, normiert auf die durchschnittliche Expression
von geschlechts- und altersgleichen normotensiven Tieren (gestrichelte Linie). *, p<0,05 versus den normotensiven
Tieren.
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Abbildung 3.4 zeigt die Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker bei 11
Monate alten mannlichen spontan hypertensiven Ratten (rot, n=6) im Vergleich zu
normotensiven Wistar Ratten (weif3, n=6).

Damit soll der Frage nachgegangen werden, ob die Herabregulierung der Stammzell-
und Differenzierungsmarker bei den spontan hypertensiven Ratten zwischen dem 9. und
dem 11. Monat (s. Abb. 3.3) altersbedingt ist und somit gegentiber normotensiven Ratten
weiterhin erhoht bleibt.

Im Mittel werden alle untersuchten Marker bei den spontan hypertensiven Ratten
vermehrt exprimiert. Dies kann allerdings nur fur GATA-4 und Nkx.2a signifikant
nachgewiesen werden.

o < ({~] 0 N~ s ] s ] N
o o o N (o) o o] N
= = @9 © o < «Q <
o o o o o o o (=]
il n o n T T i T
10 — o 2 o o2 o o o
) -
5] —
.
x 57
§ d 43
g 37 *
E -
2 66
olo ¢ o
[+
(] O 3] c L N
B EEEREERE:
L o E 9 £ & 5> o
o X < s zZ 3T =
nwn o O © =
Q
w
>

Abb. 3.4: Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker bei 11 Monate alten ménnlichen spontan hypertensiven
und normotensiven Ratten. Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fir die untersuchten
Marker von n=6 Tieren, normiert auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Die Werte der
hypertensiven Tiere sind rot, die der normotensiven weil3 dargestellt. Werte unterhalb des 5%-Konfidenzintervalles sind
einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern abgebildet. Exakte p-Werte sind
angegeben. Die Werte einzelner Tiere aulRerhalb der Konfidenzintervalle sind als einzelne Zahl angegeben.
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3.2.  Molekulare Adaptation im linken Ventrikel bei chronischer Druckbelastung:

Vergleich weiblicher spontan hypertensiver mit normotensiven Ratten
3.2.1. Hypertrophiemodell bei weiblichen prahypertensiven Ratten

Abbildung 3.5. zeigt die Expression von ANP und TGF-B1 im linken Ventrikel von
weiblichen prahypertensiven Ratten (S, rot, n=6) im Vergleich mit normotensiven Ratten
(W, weil3, n=6) zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1,5; 7,5 und 18 Monate).

Um die bereits an ménnlichen Ratten erhobenen Befunde (s. Abb. 3.1) mit Daten von
weiblichen Ratten vergleichen zu kdnnen, wird zunéchst die Expression bekannter
Hypertrophie assoziierter Marker bei weiblichen Ratten untersucht.

Wie in Abbildung 3.5 zu sehen ist, ist weder die Expression von ANP noch die von TGF-
B1 im Alter von 1,5 Monaten (prahypertensiver Zustand) erhdht. Beide Parameter
werden jedoch im weiteren Verlauf auf dem Boden der Hypertension und damit

verbunden Hypertrophie erwartungsgemaf zunehmend exprimiert.
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Abb. 3.5: Expression der Hypertrophieparameter bei weiblichen Ratten im Vergleich zu normotensiven Ratten im
zeitlichen Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate). Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fiir
die untersuchten Marker von n=6 Tieren, normiert auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte
Linie). Die Werte der hypertensiven Tiere (S) sind rot, die der normotensiven (W) wei3 dargestellt. Werte unterhalb des
5%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern
abgebildet. Exakte p-Werte sind angegeben. Die Werte einzelner Tiere au3erhalb der Konfidenzintervalle sind als
einzelne Zahl angegeben.
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3.2.2. Expressionsanderungen von Stammzell- und Differenzierungsmarkern im
linken Ventrikel bei weiblichen spontan hypertensiven Ratten

Abbildung 3.6. zeigt die Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker im
linken Ventrikel bei weiblichen spontan hypertensiven Ratten (S, rot, n=6) ist im
Vergleich zu normotensiven Ratten (W, weil3, n=6) zu verschiedenen Zeitpunkten (1,5;
7,5 und 18 Monate).

Es zeigt sich, dass die Expression dieser Parameter bei den spontan hypertensiven
Ratten gegenilber den normotensiven Ratten kaum erhoht ist. Auffallig ist eine
vermehrte Expression von GATA-4 bei den prahypertensiven Ratten (rot, 1,5 Monate),

sowie die starke Abnahme von VE-Cadherin in dlteren spontan hypertensiven Ratten.
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Abb. 3.6: Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker bei weiblichen prahypertensiven Ratten im Vergleich
zu normotensiven Ratten im zeitlichen Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate). Dargestellt sind box plots (Median und 5% —
95%-Konfidenzintervall) fur die untersuchten Marker von n=6 Tieren, normiert auf geschlechts- und altersgleiche
normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Die Werte der hypertensiven Tiere (S) sind rot, die der normotensiven (W) weil3
dargestellt. Werte unterhalb des 5%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-
Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern abgebildet. Exakte p-Werte sind angegeben. Die Werte einzelner Tiere
auBerhalb der Konfidenzintervalle sind als einzelne Zahl angegeben.
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3.2.3. Expressionsanderungen von Stammzell- und Differenzierungsmarkern im
linken Ventrikel bei weiblichen spontan hypertensiven Ratten im zeitlichen
Verlauf

Abbildung 3.7 zeigt die Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker im linken
Ventrikel bei weiblichen spontan hypertensiven Ratten im zeitlichen Verlauf (1,5 bis 18
Monate).

Der biphasische Verlauf mit einer spaten Induktion der Stammzell- und
Differenzierungsmarker im Alter von 16 Monaten, der bei den mannlichen Ratten
beobachtet wurde (siehe Abb. 3.3), kann hier nicht nachgewiesen werden.

Aufféallig ist hier eine massive Expressionszunahme von MMP-12 im Alter von 4
Monaten.
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Abb. 3.7: Zeitlicher Verlauf der Stammzell- und Differenzierungsmarker bei weiblichen prahypertensiven Ratten (4 Monate
bis 18 Monate). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n=6 Tieren, normiert auf die durchschnittliche Expression bei
geschlechts- und altersgleichen normotensiven Tieren (gestrichelte Linie). *, p<0,05 versus den normotensiven Tieren. #,
p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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3.2.4. Einfluss prohypertropher Stimulation auf die kardiale GATA-4-Expression

Abbildung 3.8 zeigt die Proteinexpression von GATA-4, Nkx.2a und SDF-1a von
isolierten adulten ventrikularen Kardiomyozyten nach einer Inkubation mit pro-
hypertrophen Stimulantien.

Die vermehrte Expression von GATA-4 bei weiblichen prahypertensiven Ratten im Alter
von 1,5 Monaten (s. Abb. 3.6) kdnnte ein initialer Trigger fur die sich entwickelnde
Hypertrophie sein.

Um diese Hypothese zu testen, werden isolierte adulte ventrikulare Kardiomyozyten fir
24 Stunden mit folgenden prohypertrophen Stimuli inkubiert: Endothelin-1 (blau),
Isoprenalin (grin), Phenylephrin (rot) und Angiotensin Il (gelb), Kontrolle (weil3).
Anschlieend wird die Proteinexpression von GATA-4, Nkx.2a und SDF-1a gemessen.
Dabei fuhrt ausschlie3lich Phenylephrin zu einer Zunahme der GATA-4-Expression. Die

Expression von Nkx.2a und SDF-1a wird durch keinen der Stimuli beeinflusst.
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Abb. 3.8: Auswirkungen hypertropher Stimuli [Endothelin (ET, blau), Isoprenalin (ISO, griin), Phenylephrin (PE, rot),
Angiotenin Il (ANG-II, gelb)] auf die Proteinexpression von GATA-4, Nkx.2a und SDF-1a bei isolierten Kardiomyozyten.
Die obere Abbildung zeigt die einzelnen Banden im Western Blot, die untere Abbildung die statistische Auswertung.
Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fr die untersuchten Marker von n=6 Tieren, normiert
auf die Kontrollgruppe (C, weil3, gestrichelte Linie). #, p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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3.3. Einfluss von korperlicher Aktivitat und medikamentdser Blutdrucksenkung
auf die Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern bei

weiblichen spontan hypertensiven Ratten

3.3.1. Einfluss korperlicher Aktivitat auf die Expression von Stammzell- und

Differenzierungsmarkern

Die Abbildungen 3.9a und 3.9b zeigen den Einfluss von korperlicher Aktivitat (Running,
R) auf die Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker im linken Ventrikel bei
weiblichen spontan hypertensiven Ratten (S; Kontrollgruppe rot, Laufgruppe ,R*
dunkelrot) und normotensiven Ratten (W; Kontrollgruppe weil3, Laufgruppe ,R* grau).
In der Gruppe der Tiere mit langanhaltendem Hypertonus (18 Monate) kann eine erhéhte
Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker durch korperliche Aktivitét
nachgewiesen werden.

Dies kann allerdings bei Tieren, die schon prahypertensiv (7,5 Monate) zu Laufen
begannen, nicht beobachtet werden.

Bei den normotensiven Tieren findet sich keine Veranderung der molekularen Parameter

durch kérperliche Aktivitat.
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Abb. 3.9a: Einfluss kdrperlicher Aktivitat (Running, R) auf die Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern
bei weiblichen spontan hypertensiven und normotensiven Ratten zum Zeitpunkt 7,5 Monate und 18 Monate. Dargestellt
sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fur die untersuchten Marker von n=6 Tieren, normiert auf
geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Die Werte der hypertensiven (S) Tiere sind rot, die
der normotensiven (W) weil3 dargestellt; die Laufgruppe (R) ist jeweils straffiert. Werte unterhalb des 5%-
Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern
abgebildet. Exakte p-Werte sind angegeben. Die Werte einzelner Tiere au3erhalb der Konfidenzintervalle sind als
einzelne Zahl angegeben. #, p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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Abb. 3.9b: Einfluss kérperlicher Aktivitat (Running, R) auf die Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern
bei weiblichen spontan hypertensiven und normotensiven Ratten zum Zeitpunkt 7,5 Monate und 18 Monate. Dargestellt
sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fur die untersuchten Marker von n=6 Tieren, normiert auf
geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Die Werte der hypertensiven (S) Tiere sind rot, die
der normotensiven (W) weil3 dargestellt; die Laufgruppe (R) ist jeweils straffiert. Werte unterhalb des 5%-
Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern
abgebildet. Exakte p-Werte sind angegeben. Die Werte einzelner Tiere auf3erhalb der Konfidenzintervalle sind als
einzelne Zahl angegeben. #, p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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3.3.2. Einfluss des ACE-Hemmers Captopril auf die Expression von Stammzell-

und Differenzierungsmarkern

Abbildung 3.10 zeigt den Einfluss des ACE-Hemmers Captopril (C) auf die Expression
der Stammezell- und Differenzierungsmarker im linken Ventrikel bei weiblichen spontan
hypertensiven Ratten (S, rot) und normotensiven (W, weil3) im Alter von 18 Monaten
(n=6-11). Bei den spontan hypertensiven Tieren ist eine weitere Gruppe aufgeflhrt
(,SCR®, braun), in der die beiden Therapieansatze (korperliche Aktivitat + Captopril)
kombiniert worden sind.

Eine Expressionssteigerung der Stammzell- und Differenzierungsmarker, wie sie durch
das Laufen beobachtet werden kann, ist in den mit Captopril behandelten Gruppen nur
bedingt nachzuweisen.

In der Gruppe ,SCR* (spontan hypertensive Ratten + Captopril + Running) ist die
Induktion dieser Parameter vergleichbar mit den Daten aus der Laufgruppe in Abbildung
3.5.
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Abb. 3.10: Einfluss des Medikamentes Captopril (C) auf die Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarker bei
weiblichen spontan hypertensiven und normotensiven Ratten. [CR gibt die Kombination aus Laufen/Running (R) und
Captopril (C) wieder]. Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fiir die untersuchten Tiere von
n=6 Tieren, normiert auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Werte unterhalb des 5%-
Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern
abgebildet. Die Werte einzelner Tiere auf3erhalb der Konfidenzintervalle sind als einzelne Zahl angegeben. *, p<0,05
versus den normotensiven Tieren. #, p <0,05 versus allen anderen Gruppen.
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3.4. Ergebnisse zur gewebespezifischen Lokalisation von SDF-1a und weiterer

induzierter Stammzell- und Differenzierungsmarker
3.4.1. Vergleich isolierter Kardiomyozyten mit isolierten Nicht-Kardiomyozyten

Abbildung 3.11 zeigt die Expression von SDF-1a von isolierten Kardiomyozyten im
Vergleich zu der Expression von isolierten Nicht-Kardiomyozyten sowohl von spontan
hypertensiven Ratten (rot, 14 Monate, n=6; 16 Monate, n=6; 18 Monate, n=6) als auch
von normotensiven Ratten (weif3, 14 Monate, n=6).

Damit soll die Frage beantwortet werden, ob die gesteigerte Expression von SDF-1a
kardiomyozytaren Ursprungs ist, wird die Expression von SDF-1a isolierter
Kardiomyozyten mit der von isolierten Nicht-Kardiomyozyten verglichen.

In Abb. 3.11 zeigt sich eine deutlich erhdhte Expression von SDF-1a in den isolierten

Nicht-Kardiomyozyten gegeniber den isolierten Kardiomyozyten in allen Altersstufen.
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Abb. 3.11: Vergleich der Expression von SDF-1a isolierter Kardiomyozyten und isolierter Nicht-Kardiomyozyten.
Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fuir die untersuchten Tiere von n=6 Schalen, normiert
auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Die Werte der hypertensiven (S) Tiere sind rot,
die der normotensiven (W) weil3 dargestellt. Werte unterhalb des 5%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte
oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern abgebildet. Die Werte einzelner Tiere aulRerhalb der
Konfidenzintervalle sind als einzelne Zahl angegeben.#, p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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Abbildung 3.12 zeigt die Expression der tbrigen Stammzell- und Differenzierungsmarker
von isolierten Kardiomyozyten im Vergleich mit isolierten Nicht-Kardiomyozyten.

Es zeigt sich ebenfalls, dass die Expression der untersuchten Marker in der Population
der isolierten Nicht-Kardiomyozyten gegenuber der Expression in den isolierten
Kardiomyozyten erhdht ist (Ausnahme Nkx.2a und vVWF).
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Abb. 3.12: Vergleich der Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarkern isolierter Kardiomyozyten und isolierter
Nicht-Kardiomyozyten. Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fur die untersuchten Marker
von n=6 Schalen, normiert auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere (gestrichelte Linie). Die Werte der
hypertensiven (S) Tiere sind rot, die der normotensiven (W) wei3 dargestellt. Werte unterhalb des 5%-
Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Stern
abgebildet. Exakte p-Werte sind angegeben. #, p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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3.4.2. Nachweis von SDF-1a im Plasma

Abbildung 3.13 zeigt die Konzentration von SDF-1a im Plasma bei spontan
hypertensiven Ratten im Alter von 11 bzw. 16 Monaten (n=5 bzw. n=6).

Es wird der Frage nachgegangen, ob eine Erhéhung von SDF-1a auf Ebene der mRNA
Zu einer Zunahme von SDF-1a im Plasma der Tiere kommt. Die Untersuchungen der
MRNA-Expression von SDF-1a in Abb. 3.9 zeigt eine starke Induktion im Alter von 16
Monaten gegeniiber den 11-monate alten Tieren.

SDF-1a kann im Plasma nachgewiesen werden und die Konzentration von SDF-1a der

alteren Tiere ist im Mittel gegentiber den jungen Tieren erhoht.
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Abb. 3.13: SDF-1a-Plasmakonzentration bei weiblichen spontan hypertensiven Tieren im Alter von 11 und 16 Monaten
(n=6). Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-Konfidenzintervall) fiir die Expression von SDF-1a. Werte
unterhalb des 5%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln
als Stern abgebildet. Die Werte einzelner Tiere auf3erhalb der Konfidenzintervalle sind als einzelne Zahl angegeben.
Exakter P-Wert ist angegeben.
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3.4.3. Vergleich der Expression von SDF-1a an Niere und linkem Ventrikel

Abbildung 3.14 zeigt den Vergleich der Expression der Stammzellmarker SDF-1a und
CXCR-4 im linken Ventrikel und der Niere bei spontan hypertensiven méannlichen Ratten
im Alter von 18 Monaten, sowohl in der Lauf- als auch in der Kontrollgruppe.

Da die Niere wesentlich zur Regulation des Blutdruckes beitragt, wird die links
ventrikulare Expression von SDF-1a und CXCR-4 mit derjenigen in der Niere verglichen,
um zu untersuchen, ob die beobachteten Effekte spezifisch fur den linken Ventrikel sind.
Die Expression von SDF-1a ist im linken Ventrikel hoher als in der Niere. Die starkste
Zunahme von SDF-1a kann im linken Ventrikel in der Laufergruppe der spontan
hypertensiven Tiere im Alter von 18 Monaten beobachtet werden. Eine durch das Laufen

verursachte Induktion der Stammzellmarker kann in der Niere nicht nachgewiesen

werden.
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Abb. 3.14: Expression von SDF-1a und Cxcr4 in linkem Ventrikel und Niere bei spontan hypertensiven Tieren im Alter
von 18 Monaten, Vergleich Lauf- (n=6) und Kontrollgruppe (n=6). Dargestellt sind box plots (Median und 5% — 95%-
Konfidenzintervall) fir die untersuchten Marker, normiert auf geschlechts- und altersgleiche normotensive Tiere
(gestrichelte Linie). Die Werte der Laufgruppe sind dunkel straffiert, die der Kontrollgruppe hell rot dargestellt. Werte
unterhalb des 5%-Konfidenzintervalles sind einzeln als Kreis, Werte oberhalb des 95%-Konfidenzintervalles sind einzeln
als Stern abgebildet. Die Werte einzelner Tiere auBerhalb der Konfidenzintervalle sind als einzelne Zahl angegeben. #,
p<0,05 versus allen anderen Gruppen.
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4. Diskussion
4.1. Beurteilung der Expressionsparameter der mannlichen Tieren

Die vermehrte Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker (mit Aushnahme
von Nkx.2a) bei spontan hypertensiven mannlichen Ratten deutet auf eine vermehrte
Mobilisierung von Zellen hin. Die niedrigen Expressionswerte von Nkx.2a und die
massive MMP-12-Expression lassen darauf schlieBen, dass es sich bei den
einwandernden Zellen um Makrophagen und nicht, wie angenommen, um Zellen mit
kardialem Differenzierungspotenzial handelt. Makrophagen sind tber die Initiierung von
Entziindungsprozessen und einer Verstarkung fibrotischer Umbauprozesse an einem
kardialen Remodelling beteiligt, das eine erhdhte Steifigkeit des linken Ventrikels nach
sich zieht. Erhohte Hypertrophie- und Fibroseparameter unterstitzen diese Hypothese.
Ein pathologisches Verhdltnis der Gene des Calciumhaushaltes zueinander
(Herunterregulation der SERCA, Heraufregulation des NCX) veranschaulicht die
diastolische Insuffizienz, die langfristig aus der erhohten Steifigkeit des linken Ventrikels

resultieren kann.

Bei der Betrachtung der Expressionsparameter im zeitlichen Verlauf kann das erste
Maximum (9. Monat) mit der Entwicklung der Hypertonie in Verbindung gebracht werden.
Schon zu diesem friihen Zeitpunkt versucht das Herz, auf die sich verdndernden
Bedingungen zu reagieren und Zellen mit Differenzierungspotential zu mobilisieren.
Bereits bestehende Einschrankungen kénnen zu diesem Zeitpunkt von manchen Tieren
noch kompensiert werden, wie funktionelle Daten zeigen (Blutdruck, LVDP,
Herzfrequenz normal) (da Costa-Rebelo, 2010).

Auf eine abnehmende Expression der Marker zum 11. Monat folgt eine erneute
vermehrte Expression der Marker zum 16. Monat (zweiter Peak). Auch zu diesem
Zeitpunkt sollen kardiale Umbauprozesse, die auf dem Boden der Hypertonie weiter
zunehmen, durch die Rekrutierung von Zellen mit Differenzierungspotenzial
ausgeglichen werden. Die funktionellen Daten weisen jedoch darauf hin, dass die
Kompensationsmdglichkeiten erschopft sind (Blutdruck, LVDP, Herzfrequenz erhdht)
(da Costa-Rebelo, 2010).

Jedem Maximum folgt der Tod derjenigen Tiere, die keine ausreichende Herzleistung
und eine damit verbundene Versorgung des Organismus aufrechterhalten kénnen. Die
vermehrte  Expression von SDF-1a und der (brigen Stammzell- und
Differenzierungsmarker kann also als negativer Pradiktor gewertet werden. Durch ein
vermehrtes Einwandern von Zellen ergibt sich ein pathologisches kardiales Remodelling.

Darauf resultiert eine verminderte Herzleistung, die sich in einer schlechten Prognose
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wiederspiegelt.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann daher kein therapeutisches Potenzial fir einen
Einsatz von Stammzellen bei hypertensiven Herzerkrankungen abgeleitet werden, wie
sie  beispielsweise bei einem Myokardinfarkt derzeit als nichtinvasive
Therapiemdglichkeit untersucht wird (Theiss et al., 2011; Schuh et al., 2012; Bartolucci
et al., 2014).

Analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit zeigt sich bei einer pulmonal arteriellen
Hypertonie eine vermehrte Expression von SDF-1a und weiteren Chemokinen (Yang et
al., 2014). Eine erhéhte SDF-1a — Konzentration bei einer pulmonal arteriellen
Hypertonie geht ebenfalls mit einer schlechten Prognose einher (McCullagh et al., 2015).
Studien, die bei einer pulmonal arteriellen Hypertonie eine Blockade von SDF-1a oder
CXCR-4 einsetzten, zeigen, dass Inflammationsprozesse unterbunden werden (Yu und
Hales, 2011; Savai et al., 2012). Ebenso wird die Anzahl an rekrutierten Stammzellen
vermindert, wodurch pulmonale Druckverhéltnisse, das vaskulare Remodelling und
hypertrophe Umbauprozesse im rechten Ventrikel verbessert werden kénnen (Yu und
Hales, 2011).

Studien zu hypertensiven Herzerkrankungen, in denen eine medikamenttse Blockade
von SDF-1a oder CXCR-4 untersucht werden, kdnnten somit weitere Aussagen uber die
Stellung dieser Parameter und deren prospektiven Nutzen liefern. Weiterhin sollten
Studien mit Untersuchung dieser Parameter am Patienten durchgefuhrt werden, um die

oben erhobenen Ergebnisse des Tiermodells abgleichen zu kénnen.

4.2. Beurteilung der Expressionsparameter der weiblichen Tieren

Bei vier Monate alten weiblichen spontan hypertensiven Ratten sind, entsprechend zu
den Ergebnissen der vier Monate alten spontan hypertensiven ménnlichen Ratten, die
gleichen hypertrophen Veranderungen am linken Ventrikel in einem Frihstadium der
Hypertonie zu finden, wie erhbhter Fibrose- und Hypertrophieparameter
veranschaulichen. Die Theorie, dass GATA-4 an einer kardialen Hypertrophie beteiligt
und sogar als initialer Trigger dafir angesehen werden kann, kann in dieser Studie
bestatigt werden (Liang, et al., 2001; Oak et al., 2006).

Bei der Expression der ausgewdahlten Stammzell- und Differenzierungsmarker zeigen
sich geschlechtsspezifische Unterschiede. Im Gegensatz zu mannlichen spontan
hypertensiven Ratten kann bei weiblichen spontan hypertensiven Ratten keine

vermehrte Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker im Vergleich mit
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normotensiven Wistar Ratten gefunden werden. Dies ist vermutlich auf den schiitzenden
Einfluss von weiblichen Geschlechtshormonen, vor allem Ostrogenen, zuriickzufiihren.
Die Entwicklung eines hoheren Blutdrucks bei ménnlichen Tieren kann durch das
mannliche Geschlechtshormon Testosteron und auch durch eine friihere Aktivierung des
RAAS im Gegensatz zu weiblichen Tieren erklart werden (Yen et al., 1974; Radin et al.,
2002; Maris et al.,, 2005). Neben einer Herabregulierung des oxidativen Stresses
schiitzen Ostrogene vor einer kardialen Hypertrophie (Pedram et al., 2013). Weiterhin
kann ein kardiales Remodelling auf der Basis von Entziindungsprozessen durch eine
Inhibition von Mastzellen verhindert werden (Li et al.,, 2015). Die angesprochenen
positiven Effekte von Ostrogenen kénnen ebenso am rechten Ventrikel bei einer

pulmonal arteriellen Hypertonie nachgewiesen werden (Frump et al., 2015).

Ein biphasischer Verlauf der Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker
kann bei weiblichen spontan hypertenisven Ratten nicht nachgewiesen werden. Ein
Maximum um den 9. Monat (Entwicklung der Hypertonie) und ein Abfall der Expression
dieser Marker um den 11. Monat werden vergleichend mit dem Expressionsverlauf der
mannlichen Tiere beobachtet. Dieses Maximum bezieht sich ebenfalls auf die frihe
Entwicklung der Hypertonie. Dieser Punkt kann erneut mit dem Tod derjenigen Ratten
gleichgesetzt werden, die keine Madoglichkeiten besitzen, die aufkommenden
Veranderungen auszugleichen und eine adaquate Versorgung des Organismus’ zu
gewabhrleisten.

Eine spate Induktion der Stammzellmarker (zweites Maximum, 16. Monat) bleibt bei den
weiblichen Ratten aus. Dies kann anhand unserer Datenlage noch nicht ausreichend
geklart werden. Studien, die neben den oben untersuchten Parametern Hormonprofile
miteinbeziehen, liegen derzeit noch nicht vor. Diese kénnten jedoch weitere Auskiinfte
darlber liefern, welchen speziellen Einfluss weibliche Geschlechtshormone auf die
Mobilisierung von Zellen mit Differenzierungspotenzial und gesondert auf die Expression
der oben untersuchten der Stammzell- und Differenzierungsmarker ausiiben. Auch an
dieser Stelle mussen Studien mit Untersuchung dieser Parameter am (weiblichen)
Patienten folgen, um nahere Auskinfte tber die oben angesprochenen Stammzell- und

Differenzierungsmarker zu erhalten.
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4.3. Beurteilung des Einflusses von kdrperlicher Aktivitat und medikamentdser

Blutdrucksenkung auf die Expression der Stamm- und Differenzierungsmarker
4.3.1. Korperliche Aktivitat

Eine vermehrte Expression der Stammzell- und Differenzierungsmarker unter
korperlicher Aktivitat zeigt, dass sportliche Betatigung zu einer vermehrten Mobilisation
von Zellen fuhrt. Eine massive Expression von MMP-12 und eine geringe Expression
von Nkx.2a unter korperlicher Aktivitat unterstitzen die oben dargelegte Hypothese,
dass vermehrt Makrophagen in das Herz einwandern und fibrotische Umbauprozesse
verstarken. Es scheint, dass Zellen mit Regenerationspotential hingegen nicht mobilisiert
werden.

Ahnliche Studien zeigen, dass eine vermehrte sportliche Betatigung von Tieren mit
einem etablierten Hypertonus mit einer schlechten Prognose einhergeht (Schultz et al.,
2007; da Costa-Rebelo, 2010). Daher sollte Patienten mit etabliertem Hypertonus von
UbermaBiger korperlicher Aktivitat abgeraten werden. Auf Grund der oben
angesprochenen positiven Effekte sollte jedoch ein moderates Ausdauertraining
weiterhin empfohlen werden, wie es derzeit in den Leitlinien der DHL aufgefihrt wird
(DHL, Stand 2008).

Bei Tieren, die prahypertensiv (im Alter von 1,5 Monaten) einer erhdéhten kérperlichen
Aktivitat ausgesetzt wurden, kann keine Induktion dieser Parameter beobachtet werden.
Daraus lasst sich schlie3en, dass korperliche Aktivitat bereits in jungen Jahren, d.h. vor
Entwicklung einer Hypertonie, in Bezug auf die Rekrutierung von Zellen einen positiven
Einfluss ausibt. Damit sollten gezielt Sportprogramme fir Kinder und Jugendliche als
Primarpravention ausgearbeitet und umgesetzt werden, wie es derzeit von mehreren
Krankenkassen in Angriff genommen wird.

Es muss erneut daraufhin gewiesen werden, dass die ausgewahlten Stammzell- und
Differenzierungsmarker in dieser Studie nur im Tiermodell untersucht wurden und damit
nur eine begrenzte Aussagekraft besitzen. Weitere Studien mussen angeschlossen
werden, in denen eine Analyse dieser Parameter am Patienten vorgenommen wird, um
weitere Aussagen beziiglich des Einflusses von kdrperlicher Aktivitdt und einer

Langzeitprognose treffen zu kénnen.

4.3.2. Medikamentdése Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Die Hemmung des RAAS mittels Captopril fihrt zu einer funktionellen Verbesserung der
Herzleistung, die sich in einer Senkung des Blutdruckes, der Herzfrequenz und des

linksventrikularen diastolischen Druckes bemerkbar macht (da Costa-Rebelo, 2010). Die
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fehlende Induktion der Stammzell- und Differenzierungsparameter unter der Behandlung
mit Captopril lasst darauf schliel3en, dass die Anzahl einwandernder Zellen vermindert
wird. Wie oben bereits erwdhnt, werden fibrotische, hypertrophe und apoptotische
Umbauprozesse konnen durch medikamentdse Blockaden des RAAS verzigert (Yu et
al., 2002; Lijnen, Petrov, 2003; Susic et al., 2007). Durch eine Normalisierung der Gene
des Calciumhaushaltes (Verhaltnis SERCA / NCX) zueinander kann linksventrikuléare
Pumpfunktion verbessert werden (Xu et al., 2005). Somit kdnnen Uber eine
medikamenttse Blockaden des RAAS mittels eines ACE-Hemmers die oben
angesprochenen schadigenden Einflisse auf das Herz abgefangen werden und damit
die Langzeitiberlebensraten verbessert werden (Wollert, Drexler, 1999). Daraus kann
geschlossen werden, dass ein ACE-Hemmer in jeder Zweifachkombination bei der
Therapie der arteriellen Hypertonie enthalten sein sollte, sofern keine Kontraindikationen

vorliegen.

Eine Expressionsabschwachung von SDF-1a und der dbrigen Marker kann in der
Gruppe, die beiden Therapieanséatzen ausgesetzt war, nicht beobachtet werden. Hier
zeigt sich eine Induktion der Parameter, die mit den Ergebnissen der Laufgruppe
vergleichbar ist.

Die Induktion der Expression von Stammzell- und Differenzierungsmarker durch
korperliche Aktivitat kann durch die Kombination mit einer Hemmung des RAAS nicht
aufgehoben werden. Dies spricht daflr, dass korperliche Aktivitat einen gré3eren
Einfluss auf die Expression dieser Marker zu haben scheint als die medikamentdse
Therapie mit einem ACE-Hemmer. Dies appelliert noch ein einmal an die Durchsetzung
primarpraventiver Sportprogramme, da eine korperliche Aktivitdt vor Entwicklung einer
arteriellen Hypertonie einen positiven Einfluss austibt, indem die Induktion der oben

angesprochenen Marker unterdrickt wird.

Wiederum muss darauf aufmerksam gemacht werden, dass weitere Studien am
Patienten durchgefuihrt werden sollten, um die Frage zu beantworten, ob gleichartige
Effekte wie im Tierversuch beobachtet werden kénnen und um genauere Angaben zu
diesen Parameter und deren Verhalten unter korperlicher Aktivitdt und medikamentoser

Blutdrucksenkung machen zu kénnen.
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4.4, Beurteilung der Gewebespezifitat von SDF-1a

Die erhohte Expression von SDF-1a und der (Ubrigen Stammzell- und
Differenzierungsmarker bei isolierten kardialen Nicht-Myozyten unterstitzt die oben
angesprochene Hypothese, dass es sich bei den kardialen Nicht-Myozyten um
eingewanderte Zellen handelt.

Unter Berilcksichtigung der starken Expression von MMP-12 flihrt die Expression von
SDF-1a somit nicht zu einer Rekrutierung von Zellen mit Regenerationspotential,
sondern zu einer Mobilisierung von Makrophagen, die Uber fibrotische Umbauprozesse
eine diastolische Insuffizienz beginstigen.

Die erhdhten Plasmawerte von SDF-1a sprechen fir einen erhdhten Anteil an
rekrutierten Zellen im Blut, haben jedoch keine Aussagekraft tber die Art der Zellen.
Genauere Angaben uber den Charakter dieser Zellen konnte eine FACS-(Fluorescence-
activated cell sorting)-Analyse liefern, bei welcher Zellen tber die Bestimmung von

Oberflachenantigenen (CD-Antigene) naher untersucht und differenziert werden kénnen.

Die fehlende Induktion der Stammzell- und Differenzierungsmarker in den
Nierengewebeproben spricht dafiir, dass eine Rekrutierung von Zellen tber die SDF-1a
— CXCR-4 — Achse bei hypertensiven Herzerkrankungen spezifisch fur das linke Herz
zu sein scheint. Analog zu einem Myokardinfarkt kann bei einem akuten Niereninfarkt
eine Einwanderung von Zellen Uber das SDF-1a — CXCXR-4 — System in das infarzierte
Areal gefunden werden, nicht aber bei hypertensiven Herzerkrankungen (Liu et al.,
2013). Eine Hochregulierung von SDF-1a in der Niere ist ebenfalls mit einer
Einwanderung von Makrophagen assoziiert (Wan et al., 2014). Studien, die eine
medikamenttse Blockade von CXCR-4 einsetzen, verweisen auf eine weitere
therapeutische Option, um ein akutes Nierenversagen zu vermeiden (Zuk et al., 2014).
Studien, die die Expression der oben angesprochenen Marker von dem rechten Ventrikel
und der Lunge miteinbeziehen, kdnnen genauere Hinweise Uber die Gewebespezifitat
von SDF-1a und CXCR-4 liefern.
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4.5. Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann in dieser Studie eine Stimulierung des SDF-1a — CXCR4 —
Systems als Hinweis auf eine Zellmobilisation nachgewiesen werden. Ein
selbstregeneratives Potential bei hypertensiven Herzerkrankungen Uber diese Achse
kann jedoch nicht gefunden werden.

Eine massive Expression von MMP-12 und eine niedrige Expression von Nkx.2a deuten
darauf hin, dass Makrophagen und nicht, wie zuvor angenommen, Zellen mit
Regenrationspotential in das Herz einwandern. Fibrotische Umbauprozesse gehen mit
einer erhdhten Steifigkeit des Herzens und einer schlechteren Proghose einher.
Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Expression von SDF-1a und weiterer
Stammzell- und Differenzierungsmarker liefern nur Ansatzpunkte und fordern weitere
Untersuchungen unter Miteinbeziehung von Hormonprofilen.

Korperliche Aktivitat verstarkt die Expression von SDF-1a und weiterer Stammzell- und
Differenzierungsmarker, so dass Patienten mit etabliertem Hypertonus von exzessiver
korperlicher Aktivitat abgeraten werden sollte. Moderates Ausdauertraining vor
Entwicklung der arteriellen Hypertonie hingegen scheint positive Auswirkung auf die
Mobilisation der Stammzell- und Differenzierungsmarker zu nehmen.

Die medikamentése Hemmung des RAAS mittels Captopril fihrt neben einer
funktionellen Verbesserung der Herzleistung zu einer Abschwachung der Expression
von SDF-1a. Demnach sollte ein ACE-Hemmer in der Therapie der arteriellen
Hypertonie enthalten sein, sofern keine Kontraindikationen bestehen.

In der Kombination beider Ansatze zeigt sich ein groRerer Effekt auf die Mobilisation der
Stammzell- und Differenzierungsmarker durch koérperlichen Aktivitat, wodurch priméar
praventiven Sportprogrammen gré3ere Aufmerksamkeit gewidmet werden sollte.
Anhand von Untersuchungen von Plasma- und Nierengewebeproben kann dargestellt
werden, dass bei hypertensiven Herzerkrankungen eine Rekrutierung von Zellen tber
das SDF-1a — CXCR-4 — System spezifisch flr das Herz zu sein scheint. Eine gro3ere
Aussagekraft kann durch Studien, die den rechten Ventrikel und die Lunge dieser Tiere

untersucht, erreicht werden.
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5. Zusammenfassung

In Studien zum Herzinfarkt konnte gezeigt werden, dass Stammzellen Uber das SDF-1a
— CXCR-4 - System an kardialen Reparaturmechanismen beteiligt sind. In der
vorgelegten Arbeit wurde untersucht, ob diese Faktoren auch bei hypertensiven
Herzerkrankungen ein selbstregeneratives Potenzial unterstiitzen.

Dazu wurden Gewebeproben des linken Ventrikels von 81 spontan hypertensiven Ratten
im Vergleich zu 55 normotensiven Wistar Ratten mittels quantitativer Real-time PCR,
Immunoblots und ELISA untersucht. Neben der Expression kardialer Marker
druckinduzierter Umbauprozesse wurde die Expression ausgewahlter Stammzell- und
Differenzierungsmarker analysiert. Weiterhin  wurden Auswirkungen aktueller
Therapieansatze (korperliche Aktivitat, medikamentose ACE-Hemmung mittels
Captopril) auf die Expression dieser Faktoren untersucht. Zur Abklarung der
Gewebespezifitat der sezernierten Stammezell- und Differenzierungsmarker wurden
Plasma- und Nierengewebeproben herangezogen. An isolierten Kardiomyozyten bzw.
kardialen Nicht-Myozyten wurde die Expression von SDF-1a genauer betrachtet.

Bei ménnlichen spontan hypertensiven Ratten zeigte sich ein biphasischer Verlauf der
Expression von SDF-1a und CXCR-4. Kdrperliche Aktivitat fihrte zu einer verstarkten
Induktion dieser Parameter. Bei Tieren, die schon préhypertensiv einer erhéhten
korperlichen Aktivitdt ausgesetzt wurden, konnte dies nicht beobachtet werden.
Captopril fihrte zu einer funktionellen Verbesserung der Herzleistung, zeigte aber keine
Induktion der Expression von SDF-1a und CXCR-4. SDF-1a konnte im Plasma
nachgewiesen werden und wurde Uberwiegend von kardialen Nicht-Myozyten
sezerniert. Eine Induktion von SDF-1a konnte an der Niere nicht beobachtet werden.
Auf Grund einer fehlenden Induktion von Nkx.2a und einer sehr starken Expression von
MMP-12 kann die Hypothese aufgestellt werden, dass es sich bei den eingewanderten
Zellen um Makrophagen handelt. Diese kénnen einen Inflammationsprozess hervorrufen
bzw. verstarken. Sie verschieben das Gleichgewicht von Collagen und Elastin zugunsten
des Collagens. Daraus resultiert eine erhdhte Steifigkeit des linken Ventrikels, die
Fullungsprobleme am Herzen bis hin zu einer diastolischen Herzinsuffizienz nach sich
ziehen kann.

In dem hier verwendeten Modell zur Untersuchung der Hypertonie ist das SDF-1a —
CXCR-4 — System ein Indikator fur die Rekrutierung von Makrophagen. Ein

regeneratives Potenzial bei hypertensiven Herzerkrankungen wurde nicht gefunden.
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6. Summary

Recent studies concerning ischaemic heart disease have illustrated that circulating stem
cells can be involved in cardiac repair mechanisms via the SDF-1a — CXCR4 — axis. In
the presented study we examined if those factors also contain a regenerative potential
in hypertensive cardiac diseases.

In addition to markers indicating pressure-induced remodelling, the expression of stem
cell and differentiation markers in samples of the left ventricle of 81 spontaneous
hypertensive rats and 55 normotensive Wistar rats were investigated using quantitative
real-time PCR, immunoblots and ELISA. Furthermore, the effect of standard therapy
approaches (physical activity, pharmaceutical inhibition of RAAS with Captopril) on the
before mentioned markers were monitored. To detect tissue specificity of the secreted
factors, samples of plasma and the kidney were analysed, as well as expression of SDF-
1la in myocytes and non-myocytes was investigated in particular.

Male spontaneous hypertensive rats showed a bi-physic behaviour for expression of
SDF-1a ad CXCR-4. With increased physical activity, expression of SDF-1a and CXCR-
4 increased in animals with continuous hypertension. This could not be detected for
animals that had been treated with physical activity before development of hypertension.
Captopril leaded to functional improvement and decreased of blood pressure but had no
effect on expression levels of SDF-1a and CXCR-4. SDF-1a could be detected in plasma
samples, and was secreted predominantly by non-myocytes. Increased expression of
SDF-1a due to running could not be found in the kidney.

Because the expression of Nkx.2a was significantly decreased and the expression of
MMP-12 significantly increased for rats, the hypothesis seems plausible, that the non-
myocytes are indeed macrophages, which invade and facilitate the inflammation process
in the hypertensive heart. Additionally, the balance of collagen and elastin fibres shifts in
favour of collagen, which causes increased stiffness of the left ventricle leading to
problems with filling the heart and diastolic heart failure.

The SDF-la — CXCR4 system seems to be an indicator for the recruitment of
macrophages in this used model of essential hypertension. It does not indicate a

regenerative potential in hypertensive cardiac diseases.
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7. Abklrzungsverzeichnis
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