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Einleitung

1 Einleitung

Das von Gerald Reaven bereits 1988 erstmals als Syndrom X beschriebene
metabolische Syndrom liegt laut der Kriterien der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) von 1999 dann vor, wenn folgende Risikofaktoren bestehen: Diabetes
mellitus, gestorte Glucosetoleranz und pathologischer Nuchternblutzucker bzw.
Insulinresistenz  sowie zwei der folgenden Parameter: arterielle Hypertonie,
Dyslipidamie oder viszerale Adipositas [1-4].

Einer der limitierenden Faktoren hierbei ist sicherlich der sich entwickelnde
manifeste Diabetes mellitus Typ 2 mit den daraus resultierenden Komplikationen:
koronare Herzkrankheit, Apoplex, periphere arterieller Verschlusskrankheit,
Nephropathie und Retinopathie, sowie Neuropathie und Kardiomyopathie [5,6].
Bereits in den siebziger Jahren konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen
Diabetes mellitus und kardiovaskularer Mortalitdt gefunden werden [7-9]. In ungefahr
65% werden kardiovaskulare Erkrankungen als Todesursachen bei Diabetikern
angegeben [10]. Schon 1972 postulierten Rubler et al. das Vorhandensein einer bis
dato noch nicht vorbeschriebenen Kardiomyopathie, die mit einer diabetischen
Glomerulopathie (Mikroangiopathie) assoziiert ist und nicht auf
Koronararteriensklerose, Hypertonie oder andere kardiale Grunderkrankungen
zuruckgefuhrt werden konnte [11]. Der genaue Mechanismus dieser diabetischen
Kardiomyopathie ist jedoch bis heute noch nicht endgultig geklart und deshalb
Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte.

Die friheste, klinisch meist noch asymptomatische Manifestation der
diabetischen Kardiomyopathie besteht in einer diastolischen Dysfunktion. Diese ist
charakterisiert durch reduzierte frihdiastolische Fullung, Verlangerung der
isovolumetrischen Relaxationszeit und durch einen erhdhten atrialen Fullungsdruck
[12]. Als mdgliche Ursachen wurden metabolische Stérungen, myokardiale
Fibrosierung, koronare Mikroangiopathie, kardiale autonome Neuropathie und
Insulinresistenz genannt [13].

Diese bei nicht-insulinpflichtigem Diabetes mellitus (NIDDM) relativ fruhzeitig
nachweisbare diastolische Dysfunktion wird in der Literatur mit 30 bis 60%

angegeben [14-16].
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Eine SchlUsselrolle in der Pathogenese der kardialen Problematik scheint im
Zusammenhang mit dem Diabetes mellitus der gleichzeitig bestehende
Hyperaldosteronismus zZu spielen. Die Pravalenz von primarem
Hyperaldosteronismus bei diabetischen Patienten mit resistentem Hypertonus wird
nach neuesten Erkenntnissen mit ca. 14% angegeben [17, 18].

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist ein endokrines System
zur Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes und des systemischen Blutdrucks.
Das in der Leber produzierte Peptid Angiotensinogen wird von Renin, das im
juxtaglomerularen Apparat der Nieren freigesetzt wird, zu Angiotensin | gespalten.
Angiotensin | wird dann durch das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE), das
hauptsachlich auf der Oberflache pulmonaler Endothelzellen exprimiert wird, zu
Angiotensin Il aktiviert. Angiotensin Il bewirkt eine Vasokonstriktion tber Interaktion
an spezifischen Rezeptoren glatter Gefallmuskelzellen und stimuliert die Freisetzung
von Aldosteron in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde [19].

Als Bestandteil des RAAS beeinflusst Aldosteron den transepithelialen Transport
von Natrium, Kalium und Wasser am distalen Tubulus [20, 21]. Aldosteron-
Rezeptoren sind aber auch in anderen Geweben nachweisbar: Bei Aldosteron-
Exposition von Kardiomyozyten in vitro zeigte sich eine Aktivierung des Natrium-
Kalium-Chlorid-Cotransporters. Dies fuhrt zu einem vermehrten Natrium-Einstrom in
die Zelle und konsekutiv zu einem erhdhten Zellvolumen [22]. Zusatzlich erfolgt eine
Aldosteron-abhangige Aktivierung und Rekrutierung des Cotransporters in
Fibroblasten, was zu einer Fibroblastenstimulation fuhrt. Dies wird als moglicher
Mechanismus einer damit einhergehenden perivaskuldren Fibrosierung im Myokard
gesehen [23].

Vor allem in Kombination mit Hochsalzdiat induziert Aldosteron eine
Leukozyteninfiltration und eine Schadigung der Koronararterien mit assoziierter
Ischamie und Nekrose des angrenzenden Myokards. Weiterhin fuhrt es zu
verstarkter Expression proinflammatorischer Botenstoffe. Auf diese Weise induziert
Aldosteron eine vaskulare Entzindungsreaktion und tragt so zum Endorganschaden
bei [24, 25].

In den neunziger Jahren fanden sich Hinweise darauf, dass chronisch erhdhte
Aldosteron-Spiegel zu einer fassbaren Fibrosierung sowohl im rechten und linken
Ventrikel [26-28] als auch in den beiden Vorhofen [29] fuhrt. Verstarkt werden diese
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Effekte durch das Vorhandensein eines kompletten Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems auf Gewebe-Ebene [30].

Zusammenfassend vermittelt das Hormon Aldosteron Natriumretention,
Magnesium- und Kaliumverlust, Hemmung des Parasympathikus, Barorezeptor-
Dysfunktion sowie eine vaskulare Schadigung und beeintrachtigt die arterielle
Compliance [31, 32].

Dem profibrotischen Effekt versuchte man zunachst, mit Hilfe von ACE-
Inhibitoren entgegenzuwirken. Sowohl in Tierversuchen als auch in Kklinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass diese nicht nur blutdrucksenkende Effekte
aufweisen, sondern auch einen gunstigen Einfluss auf die periphere Insulinresistenz
nehmen und die kardiovaskulare Mortalitat signifikant reduzieren. Unter anderem
wurde dies auf die Senkung des systemischen Angiotensin-lI-Spiegels zurickgefuhrt
[33, 34].

Einen ahnlichen Ansatz verfolgte die 2002 veroffentlichte LIFE-Studie, die die
Wirkung des Angiotensin-Antagonisten Losartan mit derjenigen des selektiven 31-
Rezeptorenblockers Atenolol auf die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat bei
Patienten mit arterieller Hypertonie und linksventrikularer Hypertrophie (LVH)
verglich. Die Standardtherapie der essentiellen Hypertonie bestand bis dato in 13-
Rezeptor-Blockern, die nachgewiesenermallen die kardiovaskulare Morbiditat und
Mortalitat senken konnten. Aufgrund der oben genannten Forschungsentwicklungen
vermutete man eine therapeutische Uberlegenheit der Angiotensin-Rezeptor-Blocker
(ARBs) gegenuber der [R-Blockade, vor allem bei Patienten mit
elektrokardiographischen Zeichen einer LVH. Diese Hypothese konnte durchweg
bestatigt werden. Es zeigte sich eine ausgepragte Uberlegenheit von Losartan in
Bezug auf die definierten Endpunkte Tod, Apoplex und Myokardinfarkt trotz
vergleichbar effizienter Blutdrucksenkung [35]. Diese Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass die therapeutischen Erfolge der ARBs nicht nur aus der
hamodynamischen Wirkung resultieren, sondern vielmehr aus der Verzdogerung bzw.
Regression der ungunstigen linksventrikularen Umbauprozesse.

In einer Subgruppenanalyse wurde der praventive Effekt von Losartan vs.
Atenolol bei hypertensiven Diabetikern untersucht. Auch hier konnte eine signifikante
Risikoreduktion nachgewiesen werden, vor allem im Sinne einer ausgepragteren
Reduktion der linksventrikularen Hypertrophie bei der Losartan-randomisierten

Patientengruppe. Dies wurde vor allem auf die effektivere Protektion des kardialen

_3-
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Gewebes gegenuber dem myokardialen Wachstumsfaktor Angiotensin I
zuruckgefuhrt [36].

Schon bald stellte sich jedoch heraus, dass eine Dauertherapie mit ACE-
Inhibitoren oder ARB’s die profibrotische Aldosteronwirkung nicht ganzlich verhindern
kann. Trotz fortgeflhrter Applikation von ACE-Hemmern kommt es zum sogenannten
,2Aldosteron-Escape-Phanomen®, einem Wiederanstieg des Plasma-Aldosterons bei
niedrigen Angiotensin-lI-Spiegeln [37, 38].

Den Benefit einer vollstandigeren Blockade der schadigenden Aldosteron-
Wirkung untersuchte die 1999 verodffentlichte RALES-Studie, die die Wirkung des
Aldosteron-Antagonisten Spironolacton auf Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit
schwerer Herzinsuffizienz thematisierte. Hier wurden mit ACE-Inhibitoren und
Diuretika vorbehandelte Patienten jeweils zusatzlich mit Spironolacton bzw. einem
Placebo behandelt. Aufgrund durchschlagender Ergebnisse musste die Studie
jedoch bereits vor Ablauf der veranschlagten Studiendauer abgebrochen werden. Es
stellte sich heraus, dass die Spironolacton-randomisierten Patienten ein geringeres
Risiko hatten, an progressivem Herzversagen oder plotzlichem Herztod zu
versterben. Die erheblich bessere Wirksamkeit von Spironolacton im Gegensatz zur
bisherigen Therapie mit ACE-Hemmern wurde vor allem durch die zeitlich begrenzte
Unterdrickung der Aldosteron-Produktion durch ACE-Hemmer begrundet im
Gegensatz zur dauerhaften Blockierung der Aldosteron-Rezeptoren durch den
Aldosteron-Antagonisten Spironolacton [31].

Die EPHESUS-Studie testete die zusatzliche Applikation des neueren,
selektiveren  Aldosteron-Antagonisten Eplerenon erganzend zur optimalen
medikamentdsen Therapie bei Patienten nach akutem Myokardinfarkt kompliziert
durch Linksherzversagen. Es handelte sich um eine Placebo-kontrollierte Studie.
Hierbei zeigte sich, dass die Gabe eines Aldosteron-Antagonisten eine wertvolle
Erganzung zur herkdmmlichen Therapie darstellt. Sie erniedrigt sowohl die
kardiovaskulare Mortalitat als auch die Hospitalisierungsrate signifikant. Aufgrund der
hdheren Selektivitat fir Mineralkortikoidrezeptoren von Eplerenon im Gegensatz zu
Spironolacton, das auch an Progesteron und Corticosteroid-Rezeptoren bindet, fiel in
dieser Studie das Nebenwirkungsprofil niedriger aus als in der RALES-Studie [39]. In
der 4E-Studie stellte sich als effektivste Therapie im Hinblick auf Blutdrucksenkung

und Rulckbildung der LVH eine Kombination aus dem Aldosteron-Antagonisten
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Eplerenon und dem ACE-Hemmer Enalapril im Vergleich zur Monotherapie mit
einem der beiden Praparate heraus [40].

In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte beobachtet werden, dass
die durch Aldosteron verursachte kardiale Fibrosierung in Zusammenhang mit
gleichzeitiger Salzexposition steht. Tiere mit Normalsalzdiat entwickelten weder
Hypertonie noch kardiale Fibrose [27, 41].

Endemann et al. untersuchten 2004 den Einfluss von nutritiver Salzzufuhr auf
die aldosteroninduzierte Endorganschadigung bei SHRSP-Tieren. Hier zeigte sich,
dass ein Mineralkortikoid-Antagonismus mit Eplerenon sowohl die kardiale
Hypertrophie als auch die vaskulare Fibrosierung signifikant senken kann. Dies gilt

vor allem bei Tieren mit Hochsalzdiat [42].

In dieser Arbeit und der zugrunde liegenden experimentellen Studie soll nun
die kardiale Fibrosierung in  Abhangigkeit von  Salzbelastung und
Aldosteronantagonismus an ZDF-Ratten, einem Tiermodell des metabolischen

Syndroms, gepruft werden.

Ferner untersuchten wir anhand unseres Tiermodells, ob die linksventrikulare
Proteinkonzentration bzw. die Genexpression der natriuretischen Peptide ANP und
BNP als mogliche laborchemische Parameter einer fortschreitenden Herzinsuffizienz
infolge eines metabolischen Syndroms ansteigen.

Die natriuretischen Peptide ANP und BNP sind wichtige Regulatoren im
Elektrolyt- und Flussigkeitshaushalt. ANP wird vor allem im linken Vorhof und in den
Nieren gebildet, wohingegen BNP hauptsachlich in den Kardiomyozyten der Ventrikel
synthetisiert wird. Beide Peptide zirkulieren im Plasma und beeinflussen den
Flussigkeitshaushalt durch Unterdrickung der renalen Natrium-Reabsorption. Ferner
vermitteln sie eine Guanylat-Cyclase-Rezeptor Typ A-abhangige Blutdrucksenkung
durch periphere Vasodilatation [43]. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass
ANP und BNP bei bevorstehender kardialer Dekompensation vermehrt exprimiert
werden [44, 45]. Fur die kardiale Dekompensation infolge eines metabolischen

Syndroms ist ein derartiger Zusammenhang bislang nicht belegt.
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Folgende Hypothesen sollen in unserer Studie untersucht und diskutiert werden:

1. Das Vorliegen eines hyporenindmischen Hyperaldosteronismus fuhrt bei ZDF-
Ratten zu kardialer linksventrikularer Fibrosierung. Diese ist wesentlich

ausgepragter bei Tieren unter gleichzeitiger nutritiver Salzbelastung.

2. Eplerenon bzw. Spironolacton verhindert die kardiale Hypertrophie, v. a. bei

Tieren unter Salzbelastung.

3. Hochsalzdiat fuhrt bei ZDF-Ratten zur Blutdrucksteigerung. Dies verstarkt
zusatzlich die Entwicklung von kardialer Hypertrophie und Fibrosierung. Durch

Aldosteronblockade kann Eplerenon diese Effekte verhindern.

4. Die antifibrotische Wirkung ist nicht nur auf die systemische Blutdrucksenkung
zuruckzufihren, sondern vor allem auf die direkte Rezeptor-Blockade am

Myokard. Deshalb wirkt Hydralazin weniger antifibrotisch als Eplerenon.

5. Diabetische Tiere sind physisch weniger belastbar. Die Belastbarkeit ist
besser bei mit Eplerenon behandelten Tieren, da diese eine weniger stark
ausgepragte linksventrikulare Hypertrophie aufweisen. Analog zu 4. ist eine

Therapie mit Hydralazin weniger effektiv.

6. Die linksventrikulare Konzentration der natriuretischen Peptide ANP und BNP
steigt mit zunehmendem Blutdruck und linksventrikularer Hypertrophie. Sie
konnen deshalb als Mal fir die kardiale Schadigung bei Tieren mit

metabolischem Syndrom verwendet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Das Tiermodell

Fir den Versuch (Versuchsnummer 205, Genehmigungsnummer
Aktenzeichen 621-2531.1-2/05) wurden mannliche Zucker Diabetic Fatty Ratten
(Charles River Laboratories, Wilmington, Massachusetts, USA) verwendet. Hierbei
handelt es sich um ein etabliertes Tiermodell, das den menschlichen NIDDM
simuliert. Dies wird durch eine genetische Manipulation und eine spezielle Diat
erreicht.

Das Ehepaar Zucker beschrieb 1961 erstmals das sogenannte fatty“ (fa)-
Gen, im Gegensatz zum Fa-Allel des Wildtyps. Diese Tiere wurden nach den
Erstbeschreibern Zucker Fatty (ZF) — Ratten benannt [46]. Die zugrunde liegende
Mutation resultiert in einem verklrzten Leptin-Rezeptor-Protein, wodurch die
Interaktion zwischen Leptin (produziert in Adipozyten) und seinem hypothalamischen
Rezeptor gestort wird. Infolgedessen kommt es zu einer pathologischen
Nahrungsaufnahme mit Ausbildung einer stammbetonten Fettleibigkeit. Gleichzeitig
bestehen eine Hypertriglyceridamie und eine Hypercholesterindmie sowie eine
Hyperinsulinamie, was schliel3lich zur peripheren Insulinresistenz flhrt [47-49].

Einige der mannlichen ZF-Tiere wurden spontan diabetisch, und zeigten
starkes Ubergewicht, hohe Glucose-Spiegel und eine gestérte Glucose-Toleranz.
Diese Linie wurde durch Inzucht ausgewahlter Rattenparchen von Dr. R. Peterson
weiter etabliert, bis schlieRlich die endgultige Reihe der Zucker Diabetic Fatty (ZDF) -
Ratte entstand [50]. Diese wurde 1991 patentiert und von Charles River Laboratories
aufgekauft.

Ab der sechsten Lebenswoche entwickeln die homozygoten Ratten (Stamm
ZDF/GmiCrl-fa/fa; nachfolgend ZDF-Ratten) relativ rasch Adipositas, Hyperglykamie
und Hyperlipidamie, wohingegen die heterozygoten Tiere (Stamm ZDF/GmiCrl-Fa/fa;
nachfolgend ZDL-Ratten), die in diesem Versuch als Kontrolltiere verwendet wurden,
normoglykamisch bleiben [50-52].

In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde Uberdies gezeigt, dass diese

Tiere einen hyporeninamischen Hyperaldosteronismus entwickeln [17].
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2.2 Gruppenzusammensetzung

Die Tiere wurden zwischen der 8. und 10. Lebenswoche geliefert und im Alter von 15
Wochen, also nach Entwicklung der Hyperglykamie, in sieben Versuchsgruppen eingeteilt,

die sich folgendermal3en darstellten:

Anzahl der Tiere im Folgenden
Beschreibung
(n) genannt
ZDL mit 0,28% NaCl Futter 9 .ZDL-Kontrolle®
ZDL mit 4 - 5,5% NaCl Futter 9 ,ZDL + Salz*
ZDF mit 0,28% NaCl Futter 9 +ZDF-Kontrolle*
ZDF mit 4 — 5,5% NaCl Futter 9 ,ZDF + Salz"
ZDF mit 4 — 5,5% NaCl + Eplerenon 9 ,ZDF + Eplerenon®
ZDF mit 4 — 5,5% NaCl + Eplerenon 10 ,ZDF + Salz +
Futter Eplerenon®
ZDF mit 4 — 5,5% NaCl + Hydralazin 8 LZDF + Salz +
Futter Hydralazin®

Tabelle 1 Gruppeneinteilung

2.3 Tierhaltung

In einem klimatisierten Tierstall wurde durch die Verwendung einer
Zeitschaltuhr ein zwolfstindiger Tag-Nacht-Rhythmus simuliert. Die Raumtemperatur
betrug 20°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 40-60%. Die Tierhaltung erfolgte
in Einzelkafigen auf Standardeinstreu fur Labortiere, die von den Tierpflegern alle

zwei Tage gereinigt wurden.

Alle geschilderten Versuche sind im Einklang mit dem deutschen

Tierschutzgesetz.
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2.4 Futterung

Die Tiere erhielten Purina 5008 (Charles River Laboratories, Wilmington,
Massachusetts, U.S.A), eine spezielle energiereiche Futtermischung, empfohlen von
Charles River Laboratories. Nach Herstellerangaben setzt sich dieses Futter

folgendermalien zusammen:

Gewicht Kalorien
Proteine 23% Proteine 26,8%
Kohlehydrate 58,5% | Kohlehydrate 56,4%
Fette 6,5% Fette 16%

Ballaststoffe 4%
Ruckstande 8%

Tabelle 2 Zusammensetzung Purina-Futter

Die Nahrung wurde als Pulver geliefert, zum endgultigen Futteransatz wurde

zu zwei Dritteln Pulver je ein Drittel Wasser hinzugegeben.
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Je nach Gruppenzugehdrigkeit bekamen die Tiere ab der 15. Lebenswoche

Salz und/oder ein Medikament zum Futter beigemengt. In Intervallen wurden die dem

Futter zugemischte Salz- bzw. Medikamentenkonzentration gesteigert:

Gruppe Ab 15. Woche | Ab 18. Woche | Ab 21. Woche Ab 22. Woche
ZDL + Salz 4% NaCl 5% NaCl 5,5% NaCl 5% NaCl
ZDF + Salz 4% NaCl 5% NaCl 5,5% NaCl 5% NaCl

ZDF + 100mg/kgKkG | 100mg/kgKG 100mg/kgKG 100mg/kgKG
Eplerenon Eplerenon Eplerenon Eplerenon Eplerenon
4% NaCl + 5% NaCl + 5,5% NaCl + 5% NaCl +
ZDF + Salz
100mg/kgKG | 100mg/kgKG 100mg/kgKG 100mg/kgKG
+ Eplerenon
Eplerenon Eplerenon Eplerenon Eplerenon
4% NaCl + 5% NaCl + 5,5% NaCl + 5% NaCl +
ZDF + Salz
-1 12,5 mg/kgKG | 12,5 mg/kgKG 25 mg/kgKG 25 mg/kgKG
+ Hydralazin
Hydralazin Hydralazin Hydralazin Hydralazin

Tabelle 3 Ubersicht Salz- und Medikamentengabe

Vor Beginn der medikamentdsen Therapie war es noétig, den durchschnittlichen

Futterverbrauch jedes Tieres zu bestimmen. Hierzu wurde das Futter an mehreren

Tagen abends ein- und morgens wieder ausgewogen, um anhand der gefressenen

Menge die richtige Medikamenten-Dosierung errechnen zu konnen. Wahrend des

Versuchs kontrollierte man den Futterverbrauch regelmafig, um die Dosierung

nétigenfalls anpassen zu kénnen. Das mit Medikamenten versetzte Futter sowie

Wasser stand den Tieren jeweils ad libitum zur Verfligung.

-10 -
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2.5 Behandlung der Tiere

2.5.1 Eplerenon

Inspra®

Dieses seit September 2004 zur Behandlung der Herzinsuffizienz und der
linksventrikularen Dysfunktion zugelassene Medikament ist eine Weiterentwicklung
des Aldosteron-Antagonisten Spironolacton mit einer hdheren Selektivitat am
Mineralcorticoid-Rezeptor. Eplerenon wirkt Uber kompetitive Hemmung des
Nebennierenrindenhormons  Aldosteron am  zytosolischen  Rezeptor  flr
Mineralkortikoide. Diese Rezeptoren werden sowohl in der Niere als auch in Herz,
Blutgefalten und Gehirn exprimiert [53].

Hintergrund fur diesen Versuch ist die bereits nachgewiesene protektive
Wirkung von Eplerenon auf die Aldosteron-induzierte kardiale Fibrosierung und die
ventrikulare Dysfunktion beim metabolischen Syndrom in Abhangigkeit von der
Salzbelastung [42].

2.5.2 Hydralazin

Hydralazin wirkt durch eine Beeinflussung des zellularen Calcium-
Stoffwechsels in glatten Muskelzellen als peripherer Vasodilatator und
Antihypertensivum [54]. Es wurde fur eine zweite Kontroligruppe eingesetzt, um
auszuschlieen, dass die bei Einsatz von Eplerenon beobachteten Veranderungen
allein auf die antihypertensive Wirkung des Aldosteron-Antagonisten zuruckzufiuhren

sind.

-11 -
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2.6 Verlaufsparameter

2.6.1 Korpergewicht

Wodchentlich  wurden die Tiere gewogen wund der Verlauf der

Gewichtszunahme dokumentiert.

2.6.2 Blutzucker

Die wochentliche Blutzuckermessung war erforderlich, um die diabetische
Stoffwechsellage zu dokumentieren. Hierfur entfernte man den Tieren morgens
gegen sieben Uhr das Futter aus den Kafigen, um ca. sechs Stunden spater einen
Nuchternwert zu bestimmen. Die Ratten wurden in kleine Drahtkafige gesetzt, der
Schwanz mit warmem Wasser etwas erwarmt, und anschlieRend mit einer feinen
Kanulle die Vene punktiert. Der erste Tropfen wurde, analog zur Messung beim
Menschen, verworfen, und der Blutzuckerwert mithilfe eines Accu Check-Gerats

doppelt bestimmt. Diese Werte wurden gemittelt.

2.6.3 Blutdruck und Herzfrequenz

Die Messung des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz erfolgte
ebenfalls wdchentlich, mit der nicht-invasiven tail-cuff-Methode. Dabei kann nur der
systolische Druck erfasst werden. Dies funktioniert analog der Methode nach Riva
Rocci. Hierzu wurden die Tiere wiederum in die kleinen Drahtkafige gesetzt, um sie
in ihrer Bewegungsfreiheit einzuschranken. AnschlieRend wurde der Rattenschwanz
mit Rotlicht bestrahlt, um so eine temperaturinduzierte Dilatation der Arterie zu
erreichen. Damit wurde die Perfusion soweit geférdert, dass die Ableitung einer
messbaren Pulskurve moglich war. Als nachstes wurde der Cuff am Schwanz nahe
der Schwanzwurzel, und weiter distal der piezoelektronische Pulsaufnehmer
angelegt. Beide waren direkt mit der Steuereinheit des Gerats verbunden. Der
Pulsaufnehmer wandelt die Druckschwankungen der Arterie in ein elektrisches
Signal um, das einen Schreiber auf dem Gerat steuert. Nach einer kurzen

Eingewdhnungsphase, die nétig war, um aufregungsbedingte Blutdruckspitzen zu

-12 -
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verhindern, wurde die Manschette soweit aufgeblasen, bis der Sensor kein
elektrisches Signal mehr erkennen konnte und so der Schreiber keinen Ausschlag
mehr durchfihrte. Dann erfolgte eine Druckabsenkung, solange bis der Schreiber
wieder Druckschwankungen registrierte. An diesem Punkt wurde der Druck (in
mmHg) abgelesen. Gleichzeitig bestimmt das Gerat die Herzfrequenz anhand der
Anzahl der Druckschwankungen pro Minute. Die Messungen wurden dreifach

durchgefuhrt und anschlieRend gemittelt.

2.6.4 Belastungstest

Um die kardiopulmonale Belastungsfahigkeit zu prifen, wurde in der 23.
Lebenswoche ein Laufband-Test durchgeflihrt. Hierzu mussten die Tiere auf einem
Laufband mit einem Neigungswinkel von 6° laufen. Die Laufbandgeschwindigkeit

wurde alle funf Minuten sukzessive erhoht, siehe Tab. 4.

Stufe Laufban?r??ns/ﬂivr\]/indigkeit
Stufe | 10
Stufe I 15
Stufe Il 20
Stufe IV 25
Stufe V 30

Tabelle 4 Laufbandgeschwindigkeiten

Als Abbruchkriterium definierte man das zweimalige Verbleiben des jeweiligen
Tieres auf der unter Spannung stehenden hinteren Plattform Gber einen Zeitraum
von mehr als finf Sekunden. Die Ergebnisse wurden angegeben in Form der

gelaufenen Strecke in Metern.

- 13-
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2.6.5 Herzechokardiographie

In der 24. Lebenswoche wurde eine transthorakale Echokardiographie
durchgefuhrt. Hierfir wurden die Tiere mit 6-8mg Xylazin pro kgkG und 90-120mg
Ketamin pro kgKG narkotisiert. Es wurden zweidimensionale M-Mode Bilder des
linken Ventrikels gewonnen und IVSd, IVSs, LVIDd, LVIDs, LVPWd und LVPWs

bestimmt. Die Berechnung der Verkurzungsfraktion erfolgte mit folgender Formel:

FS = (LVIDd-LVIDs) / LVIDd x 100 %

2.7 Versuchsende

Nach Gewichtsermittlung wurden die Tiere in der 25./26. Lebenswoche durch
Dekapitation getotet. Plasma und Serum wurden in EDTA- bzw. Serum-Réhrchen
aufgefangen und bei -80°C aufbewahrt. AnschlieRend wurden folgende Organe
asserviert:

» Herz: Das Herz wurde unterhalb der Klappenebene in drei gleichmalige
Scheiben geteilt. Hiervon wurden die ersten beiden Teile in flliissigen Stickstoff
gegeben, und der dritte Teil in Paraformaldehyd konserviert.

= Aullerdem wurden noch Mesenterium, Aorta, Nieren, Leber, subkutanes und
perirenales Fettgewebe, Gehirn und Augen zur weiteren Untersuchung

asserviert sowie die Tibialange gemessen.

- 14 -
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2.8 Versuchsablauf
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Tabelle 5 Ubersicht iiber das Versuchsdesign
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2.9 Bestimmung der ANP-/BNP-Genexpression im linken Ventrikel

2.9.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion von RNA aus den Zellen des linken Ventrikels erfolgte mit Hilfe

des RNeasy Midi Kit von Qiagen. Grundlage des Systems ist eine Saule aus
Kieselgel. An dieser kann sich, bedingt durch ein spezielles Puffersystem, bis zu 1mg
mindestens 200bp lange RNA anlagern.
Hierbei wurden ca. 30mg Gewebe zuerst in einem Losungsmittel homogenisiert.
Dieses wirkt hochgradig denaturierend und schutzt so die RNA vor vorhandenen
RNasen. AnschlieRend wurden die Proben mit Proteinase K behandelt, um die RNA
von etwaigen Proteinresten zu befreien. Nach Abzentrifugation von Abfallstoffen
|0ste man die gesauberten Proben in Ethanol, um ein optimales Milieu fur die
Bindung zu schaffen, und gab sie auf die Saule. Dort bindet dann die vorhandene
RNA durch hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial. Um eventuell
verbliebene DNA-Reste zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau (RNase-Free DNase
Set) zwischengeschaltet. Nach mehreren Waschgangen zur Befreiung der RNA von
weiteren Verunreinigungen, erfolgte die Elution in RNase freiem Wasser. Um die
Reinheit der verbliebenen RNA zu messen, fluhrten wir eine photometrische
Quantifizierung und Reinheitskontrolle bei 230 und 260nm durch. Die RNA-Lésung
wurde bei -80°C aufbewahrt.

2.9.2 Reverse Transkription

Die gewonnene RNA kann mit der PCR nicht amplifiziert werden, deshalb ist
es notig, sie in cDNA umzuschreiben. Dies erfolgt mit Hilfe des Enzyms M-MLV RT,
einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase.

Von jedem Organ bendtigte man 1ug RNA,; die aus den auf -80°C gelagerten
Proben zu entnehmende Menge an FlUssigkeit ergab sich durch die oben erwahnte
Konzentrationsbestimmung. Diese wurde jeweils mit destilliertem Wasser auf 14l
aufgeflllt und 1,5ul Random Primer-Lésung kamen hinzu. Random Primers sind
unspezifische Oligonukleotid-Sequenzen, die eine Umschreibung der kompletten
RNA in cDNA ermaglichen.

- 16 -
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Die Reaktion wurde in Eppendorf-Cups durchgeflihrt. Nach Aktivierung der
Primer durch Erhitzen der Cups fur 3min auf 70°C wurden jeweils 14,5ml eines
vorher erstellten Basen-Mix (s.u.) hinzugegeben und 1 Stunde lang in einem
Heizblock bei 37°C inkubiert.

Der Basen-Mix enthielt:
6ul dNTP-Solution (2,5mmol/l)
6ul M-MLV RT 5x Puffer

1ul RNasin Ribonuclease Inhibitor

Um die Reaktion zu katalysieren, wurden 1,5ug des Enzyms Moloney murine
leukemia virus - Reverse Transkriptase (M-MLV RT) hinzugegeben.

Als Negativkontrolle wurde parallel jede Probe nochmals mit dem gleichen
Mix, nur ohne Enzymzugabe, behandelt.

Nach Ablauf der Zeit kamen die Eppendorf-Cups zur Inaktivierung der RT
erneut fir 2min in einen Heizblock, diesmal bei 95°C. Die entstandene cDNA wurde

mit destilliertem Wasser auf 150ul aufgefillt und fir die PCR bei -20°C eingefroren.

2.9.3 Tagman-PCR

Zur Quantifizierung der RNA wurde eine Tagman-PCR durchgefuhrt, bei der
die mMRNA-Expression von ANP und BNP von Interesse war.

2.9.3.1 Grundlagen

Die Mitte der achtziger Jahre von Kary Bank Mullis entwickelte PCR-Methode
beruht auf der Idee, DNA mithilfe des Enzyms DNA-Polymerase durch sich
wiederholende Verdopplung zu vermehren. Das Verfahren funktioniert nach dem
Prinzip der Primer-definierten enzymatischen in-vitro-Replikation, bei der durch
zyklisch wiederholte Arbeitsschritte eine annahernd exponentielle Amplifikation der
gesuchten Sequenz erreicht werden kann [55].

Beim 1993 von Lee et al. entwickelten Tagman PCR Assay gelingt es nun,
durch mit einem fluoreszierenden Farbstoff markierte Sonden, die Menge der

entstehenden Produkte im selben Arbeitsschritt (Real Time) zu quantifizieren. Es

-17 -
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wird eine Sonde verwendet, die an einem Ende mit einem Fluoreszenz-
Reporterfarbstoff, am anderen Ende mit einem Quencher markiert ist. Die Nahe des
Quenchers zum Fluorophor unterdruckt dessen Wirkung. Wenn nun aber durch die
Tag-DNA-Polymerase der Strang synthetisiert wird, kommt es zur Lyse der Sonde
und somit zur raumlichen Dissoziation von Quencher und Fluorophor. Dann entsteht
ein detektierbares Signal.

Das Fluoreszenz-Signal kann nur gebildet werden, wenn es zu einer
Amplifikation der Zielsequenz kommt, da nur dann eine Hydrolyse der Sonde durch
die DNA-Polymerase stattfindet. So verhindert man eine Detektion irrelevanter
Nebenprodukte. Der Anstieg der Fluoreszenz steht in direkter Proportionalitat zur
Menge des Amplifikats. Dies wird jeweils am Ende bzw. wahrend der einzelnen
Zyklen gemessen. Hierdurch unterscheidet sich die Real-Time PCR von anderen
quantitativen PCR-Methoden, die erst am Ende ausgewertet werden kdnnen [56].

Zur Bestimmung der ANP- und BNP-Expression wurde das Verfahren der
relativen Quantifizierung angewandt. Hierbei misst man die Zielsequenz in Relation
zu einer zweiten, nicht verwandten Struktur, einem sogenannten Housekeeper. Dies
ist ein Gen, das fur die Aufrechterhaltung aller Zellen essentiell ist und daher
ubiquitar exprimiert wird. Da es weder reguliert noch durch die Versuchsbedingungen
beeinflusst wird, kann man es als Referenzwert benutzen und die Zielstruktur in

Relation dazu setzen.

2.9.3.2 Durchfuhrung

Zur Durchfuhrung der Tagman-PCR wurde der Tagman Gene Expression
Assay (Applied Biosystems) verwendet. Die Reaktion fand in einer 384-well-
Mikrotiterplatte statt, in die jeweils 9ul der umgeschriebenen cDNA bzw. Negativ-
Kontrolle gegeben wurde, zusatzlich 11yl eines zuvor hergestellten Reaktionsmix.

Der Mix enthielt je 1yl ANP-, BNP- oder Calsequestrin (Housekeeper)-Primer
und 10pl Master-Mix (Teil des Kit), so dass pro Well ein Endvolumen von 20l
entstand.

Die PCR erfolgte mithilfe des Tagman-Gerates von Applied Biosystems. Das
verwendete Protokoll bestand aus folgenden Parametern: 2min Enzymaktivierung bei
50°C, 10min Denaturierung bei 95°C, danach 40 Zyklen mit jeweils 15sec
Denaturierung bei 95°C und 1min Annealing (Anlagerung der Primer) und Elongation

(Synthese des Strangs) bei 60°C.
- 18 -
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Um einen Bezugswert zu haben, wird als interner Standard im gleichen
Arbeitsschritt auch die Menge einer sogenannten Housekeeping-DNA mitbestimmt.
Darunter versteht man ein Gen, das in jeder Korperzelle gleichartig exprimiert wird
und keinerlei Regulation unterliegt. In der Regel sind dies Gene, die der
Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels dienen [57]. In diesem Falle wurde dazu das
in  Muskelzellen von Wirbeltieren vorkommende Calcium-bindende Protein
Calsequestrin benutzt.

Zur tatsachlichen Quantifizierung der vorhandenen DNA-Menge des jeweiligen
MRNA-Genproduktes wurde nun aus jeweils zwei Proben eines Tieres der Mittelwert
bestimmt, und das Ergebnis wurde dann auf den ebenfalls aus einer
Doppelbestimmung der Proben desselben Tieres gemittelten Housekeeper bezogen.

So konnten etwaige Pipettierschwankungen herausgerechnet werden.

2.10 Bestimmung der ANP-/BNP-Proteinmenge im linken Ventrikel

2.10.1 Proteinextraktion aus Gewebe

Um die Gesamtheit der im Gewebe vorkommenden Proteine zu extrahieren,
wurden jeweils 60 bis 80mg der eingefrorenen Proben des linken Ventrikels mit dem
Skalpell abgetrennt und im Verhaltnis von 1:10 in einen Homogenisierungspuffer
gegeben. Der Puffer bestand aus 5mM TRIS-HCI, 300mM Sucrose, 0,1mM EDTA
und 0,01mM PMSF. TRIS-HCI wurde als Puffersubstanz verwendet, EDTA fungierte
als Calciumkomplexbildner, und PMSF diente als Proteaseninhibitor, ebenso PIC.
Die Proben wurden immer gut auf Trockeneis gekuhlt, um zusatzlich noch dem
Proteinabbau durch im Gewebe enthaltene Proteasen entgegenzuwirken. Im
nachsten Arbeitsschritt erfolgte die Homogenisierung mithilfe eines Homogenisators,
und anschlielfend wurden die Proben bei 4°C 15min bei 4000rpm zentrifugiert. Der

Uberstand wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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2.10.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge

Um die einzusetzende Probenmenge flur die geplanten RIAs zu bestimmen,
erfolgte zunachst eine Proteinbestimmung mit der Methode nach Pierce [58, 59].

Die zugrunde liegende Methode ahnelt der Biuret-Reaktion. Proteine
reduzieren Kupfer-ll-lonen in alkalischer Umgebung zu Kupfer-I-lonen. Durch die
Komplexbildung mit Bicinchoninic Acid Solution (BAS) entsteht ein violettes
Reaktionsprodukt, das man durch photometrische Vermessung bei 540nm sichtbar
machen kann.

Zunachst ist es notwendig, eine Standardreihe mit bekannten Konzentrationen
zu erstellen. Dazu wurden aus einer Protein-Stammloésung der bekannten
Konzentration von 80mg/ml eine Verdunnungsreihe mit abfallender Konzentration
(8mg/ml, 4mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.125mg/ml und
0.0625mg/ml) hergestellt. Diese bekannten Verdinnungen wurden, genau wie die
unbekannten Proben, mit einem Reaktionsgemisch aus BAS und Kupfer(ll)-Sulfat in
einer Mikrotiterplatte eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte
photometrisch und mit Hilfe des Computerprogramms Softmax. Anhand der
Extinktionswerte der bekannten Standardlésungen wurde eine Eichkurve erstellt, und
jeder der unbekannten Proben konnte so eine Konzentration zugeordnet werden. Es
wurden sowohl fur die Standard- als auch fur die unbekannten Konzentrationen

Doppelbestimmungen durchgeflhrt.

2.10.3 RIA

2.10.3.1 Prinzip

Die Methode des Radioimmunoassay dient der quantitativen Bestimmung
kleinster Proteinmengen. Es handelt sich um eine kompetitive Antigen-Antikdrper-
Reaktion.

Das zu messende Antigen wird zusammen mit einer bekannten Menge an
radioaktiv markiertem Antigen sowie einer bekannten Menge an spezifischen
Antikérpern zur Reaktion gebracht. Es erfolgt eine Bindung der Antikérper sowohl an
die zu bestimmenden als auch an die markierten Antigene. Das zu messende Agens
konkurriert mit dem radioaktiv markierten Antigen um die Antikorper-Bindungsstelle,

da dieser keine Unterscheidung zwischen den beiden Molekulen trifft. Je hoher die
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Konzentration des nicht-markierten Antigens, desto mehr markiertes Antigen wird
aus der Bindung verdrangt. Als Ergebnis dieser kompetitiven Hemmung nimmt das
Verhaltnis von gebundenem zu freiem radioaktiv markiertem Antigen mit
zunehmender Konzentration an nicht-markiertem Antigen indirekt proportional ab.
Die entstandenen Komplexe werden durch Zugabe eines zweiten Antikorpers
gebunden. Durch Abzentrifugation kdnnen diese nun quantitativ erfasst werden.
Anhand einer Eichkurve ist durch Extrapolation die Bestimmung der unbekannten

Antigenmengen dann maoglich [60].

2.10.3.2 Ablauf
Die RIAs auf ANP und BNP erfolgten mit Hilfe der Kits von Phoenix

Pharmaceuticals. Diese haben laut Herstellerangaben einen Nachweisbereich von
10-1280pg pro Tube.

Es wurde insgesamt vier RIAs durchgefuhrt, jeweils zur Untersuchung von
ANP und BNP im Blutplasma und im Gewebe des linken Ventrikels.

Inhalte des Kits:

» RIA Puffer Konzentrat 50ml

= Standardpeptid 12,8ug

» Spezifische Kaninchen-Antikorper (1. AK)
= 2°|_peptid 1,5uCi

» Ziege-Anti-Kaninchen-lgG-Korper (2. AK)

= Normales Kaninchen-Serum
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Vorbereiten des RIA-Puffers, des Standard-Peptids und des Kaninchen-

Antikorpers nach Hersteller-Angaben.

Standardreihe:

Es wurde eine Standard-Verdinnungsreihe nach folgendem Schema

angefertigt:

Roéhrchen Probe RIA-Puffer | Menge des Standardpeptids
0 10ul der Stammldsung 100pl

10l aus ,,0° 990ul 1280pg/Rohrchen

B 500ul aus ,A* 500ul 640pg/ Rohrchen
C 500ul aus ,B® 500ul 320pg/ Réhrchen
D 500ul aus ,C* 500l 160pg/ Réhrchen
E 500ul aus ,,D* 500ul 80pg/ Réhrchen
F 500ul aus ,E* 500ul 40pg/ Réhrchen
G 500ul aus ,F* 500ul 20pg/ Réhrchen
H 500ul aus ,G* 500ul 10pg/ Réhrchen

Tabelle 6 Herstellung der Verdiinnungsreihe
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Doppelbestimmungen der bekannten und unbekannten Antigenkonzentrationen

entsprechend der folgenden Tabelle:

RIA-

Rohrchen Inhalt oufter Standard/Proben | 1.AK | *I-Peptid
TC-1und -2 Total counts 100ul
NSB-1 und - Non-specific-

5 binding 200yl 100l
TB-1und -2 Total binding 100l 100ul 100l
7,8 H Standard 100yl 100yl 100yl
9,10 G Standard 100l 100pl 100l
11,12 F Standard 100l 100l 100yl
13,14 E Standard 100pl 100pl 100ul
15,16 D Standard 100yl 100yl 100yl
17,18 C Standard 100l 100l 100pl
19,20 B Standard 100yl 100yl 100yl
21,22 A Standard 100pl 100pl 100pl
23,24 Probe 1 100pl 100pl 100yl
25,26 Probe 2 100pl 100ul 100pl
27,28 Probe 3 100ul 100ul 100yl
etc. etc. 100pl 100l 100l

Tabelle 7 Ubersicht iiber die RIA-R6hrchen am Ende des 2. Versuchstages

Durchfuihrung:

In alle Rohrchen mit Ausnahme von TC-1 und -2 sowie NSB-1 und -2 wurden

jeweils 100pl des ersten AK (spezifischer Kaninchen-AK) gegeben. Alle Rohrchen

wurden mit Hilfe eines Vortexers gemischt und fur 16-24h bei 4°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden jedem Rdhrchen 100ul der vorbereiteten Tracer-

Losung ('%°I-Peptid) zugefiigt. Erneute Inkubation fiir weitere 16-24h bei 4°C.

Nach der Inkubationszeit erfolgte die Zugabe des Ziegen-Anti-Kaninchen-AK

(2. AK), des Normalen-Kaninchen-Serums, sowie von RIA-Puffer in alle Rohrchen,
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mit Ausnahme der TC-Roéhrchen. Die Réhrchen wurden wiederum gevortext und
anschlie3end fur 90min bei Raumtemperatur inkubiert.
Alle Proben wurden bei 3000rpm 20min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde unmittelbar nach Zentrifugation mit einer Wasserstrahlpumpe abgenommen.
Die Vermessung der Radioaktivitat erfolgte mit dem Gamma Counter Cobra Il

der Firma Packard.

2.11 Histologische Untersuchungen

Der in Paraformaldehyd konservierte Anteil des linken Ventrikels wurde in
Paraffin eingebettet und mit einem Schlittenmikrotom in 5um dicke Scheiben
geschnitten. Diese wurden in ein Wasserbad verbracht, um anschlieRend auf einen
Glasobjekttrager aufgezogen zu werden. In dieser Form bleiben die Schnitte fur

langere Zeit stabil.

2.11.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

Zur histologischen Diagnostik wurden Paraffinschnitte des linken Ventrikels
angefertigt. Die Schnitte wurden zweimal 5min in Xylol entparaffiniert und im
Anschluss daran in einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol 100%, 96%, 80% und
70%) rehydratisiert. Nach einem Waschgang (zweimal 5min in destilliertem Wasser)
erfolgte die Farbung in unverdinnter Mayers Hamalaun-Lésung fur 2min. Um den
Kontrast zu optimieren wurde die Farbe nach Inkubation flr 2min unter flielendem
Leitungswasser geblaut. Hamalaun farbt anionische Stukturen blau. Deshalb kommt
es zu einer Blaufarbung der Zellkerne, da in der DNA viele anionische
Phosphatgruppen enthalten sind. Zur Gegenfarbung versetzte man Eosin G-Losung
mit einem Tropfen Essigsaure und farbte die Schnitte darin fur 10sec. Eosin ist
negativ geladen und farbt kationische Strukturen rot. So kommt es zur Rotfarbung
von  Erythrozyten, Bindegewebsanteilen und  Muskulatur.  AnschlielRend
Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe. Um die Schnitte zu konservieren,

erfolgte das Eindeckeln in Depex.
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2.11.2 Sirius-Red-Farbung

Zur  Quantifizierung des linksventrikularen  Fibrosegrades  wurden
Paraffinschnitte des linken Ventrikels verwendet. Zunachst erfolgte wiederum die
Entparaffinierung der Schnitte in Xylol und die Rehydratisierung in einer
absteigenden Alkoholreihe. Nach je zweimaligem Waschen in 1%Tween-PBS und
destilliertem Wasser (jeweils 5min) erfolgte die 30minutige Inkubation im
Farbstoffgemisch, bestehend aus 100mg Sirius Red Reagens sowie 100mg Fast
Green FCF und 100ml Picrinsaure. Da es sich hierbei um lichtempfindliche
Substanzen handelt, erfolgte dieser Schritt unter Lichtabschluss. Nach Ablauf der
Inkubationszeit schloss sich ein weiterer Waschgang an, zunachst zweimal 5min in
destilliertem Wasser, dann Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe. Um die
Schnitte zu konservieren, erfolgte das Eindeckeln in Depex. Bei der hier
angewandten Farbetechnik erscheint Bindegewebe spezifisch rot und alle anderen
Gewebe grun. Der Fibrosierungsgrad des linken Ventrikels wurde lichtmikroskopisch

mit einer speziellen Software (Metavue) quantifiziert.

2.11.3 Immunhistochemie auf Laminin

FUnf Mikrometer diinne Paraffinschnitte wurden zunachst zwei mal funf Minuten
in Xylol entparaffiniert und anschlieBend jeweils zwei Minuten in absteigender
Alkoholreihe (100% Ethanol, 96 % Ethanol und 70% Ethanol) rehydratisiert. Es folgte
eine Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat durch zehnmindtige Inkubation
der Schnitte mit 1% H>O, in einer feuchten Kammer, die ein Austrocknen der
Schnitte verhindern sollte. Nach einem funfminutigen Waschschritt in PBS erfolgte
das Antigen-Retrieval, in dem die Schnitte fur zwanzig Minuten mit Proteinase K
versetzt wurden. Nach zwei weiteren Waschschritten in PBS wurden die Schnitte zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen flr zwanzig Minuten mit finfprozentigem
NSS-Tween-PBS inkubiert, nach Abklopfen dieser Losung erfolgte die Auftragung
des ersten Antikorpers (Laminin 1+2-AK rabbit polyclonal) und die Inkubation fir eine
Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer. Nach erneutem zweimaligem Waschen
erfolgte zunachst die Zugabe von Avidin-Reagens fir 15min, nach einem
zwischengeschalteten Waschschritt danach die Inkubation mit Biotin-Reagens,

ebenfalls fur 15min. Wiederum wurden die Schnitte in PBS gewaschen,
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anschlielend folgte die Inkubation mit dem zweiten Antikérper (Goat-anti-rabbit-
AK/HRP) fur eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Nach
erneutem Waschen schloss sich eine 30minutige Inkubation der Schnitte mit einem
ABC-Peroxidase-Komplex (ABC-Kit-Standard) an. Im Folgenden wurde die
eigentliche Farbung der Antigen-Antikorper-Komplexe mit Hilfe des DAB Liquide
Substrate System (Kit) durchgefuhrt. Hierfur 16ste man zwei Tropfen Buffer Stock,
vier Tropfen DAB Stock sowie zwei Tropfen Hydrogen Peroxid in Sml destilliertem
Wasser, nach jeder Zugabe wurde gut durchgemischt. Nach Inkubation der Schnitte
mit jeweils 50ul der entstandenen Losung fur 5min folgte ein weiterer Waschschritt
und dann unmittelbar die Gegenfarbung der Schnitte mit Methylgriin. Danach wurden
die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (je zwei Minuten in 70% Ethanol, 96%
Ethanol und 100% Ethanol) sowie in Xylol wieder dehydriert und schlie3lich in Depex

eingedeckelt.

2.12 Analyse aus dem Blutserum

Die laborchemischen Untersuchungen wurden von der Abteilung fur klinische
Chemie, Klinikum der Universitat Gbernommen. Es erfolgte eine Bestimmung von
Natrium, Kalium, Gesamtcholesterin, HDL, LDL, Triglyceride und VLDL aus dem

Blutserum.

2.13 Statistische Analysen

Fir die Datenauswertung und die Erstellung der Grafiken wurde das Programm
GraphPad Prism 5.0 verwendet. Die Angabe der Daten erfolgt in MW + SEM. Als
statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05 gewertet. Die statistische Analyse der
Daten erfolgte durch One-way-ANOVA. Post-hoc testing durch den Newman Keuls
Multi Comparison Test. Da aufgrund multiplen Testens bei 7 Gruppen (auch fur nicht
sinnvolle Gruppenvergleiche) der Post-hoc-Test z. T. negativ ausfiel, wurde
orientierend in Einzellfallen ein t-Test durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Stammdaten

3.1.1 Korpergewicht

Alle Tiere nahmen im Verlauf des Versuchs an Gewicht zu. Die Kontrolltiere

waren initial noch deutlich leichter als die diabetischen Tiere.

Gewichte 8. LW

. ZDL
| 300- '.';'.;. - // - ;BI;SaIz
G(?\r/]wcht .. :Eﬁ % \ B ZDF+Salz
OEA ] ez,
1004 | o % § N ZDF+Salz+Hydralazin

Gruppen

Abbildung 1 Koérpergewichte in g in der 8. LW; ANOVA p=0,0018

In den ersten drei Wochen des Versuchs gab es bei allen Tieren ausgepragte
Gewichtszunahmen. Die Kontrolltiere legten in diesem Zeitraum durchschnittlich 27 £
2g pro Woche zu, bei den diabetischen Tieren fanden sich wochentliche
Gewichtszunahmen von 25 + 3g. Die Wachstumskurve flachte bei den kranken
Tieren bereits im Alter von 10-12 Lebenswochen allmahlich ab, um sich dann auf
einem Plateau einzupendeln. Bei den ZDL-Kontrollen war dies erst ab der 15.
Lebenswoche der Fall.

Die ausgewachsenen Tiere erreichten in der 24. Woche ein Endgewicht
zwischen 295 + 10g und 343 = 7g, ohne statistisch signifikante Unterschiede
bezlglich der Gruppenzugehdrigkeit (ANOVA p=0,5843).
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Koérpergewichte

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon
ZDF+Salz+Eplerenon
ZDF+Salz+Hydralazin

Gewicht
ing

L X RS EE N

Lebenswochen

Abbildung 2 Entwicklung der Korpergewichte in g iiber die Versuchsdauer von 14 Wochen;
ANOVA p=0,4198

3.1.2 Herzgewicht

Das absolute Herzgewicht zeigte keine gruppenspezifischen Unterschiede.

absolutes Herzgewicht

2000-
ZDL
E3 ZDL+Salz
e ES ZDF
e
Herzgewicht B ZDF+Salz
ing e IO ZDF+Eplerenon
ZDF+Salz+Eplerenon

5004 N ZDF+Salz+Hydralazin

Abbildung 3 Absolutes Herzgewicht der Tiere in g; ANOVA p=0,1428

Da das Herzgewicht auch mit der individuellen Grolie des jeweiligen Tieres
korreliert, wurde das linksventrikulare Gewicht wurde ins Verhaltnis zur Tibialange

gesetzt.
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Bei dieser Normierung des linksventrikularen Gewichts auf die Tibialange ist
eine signifikante kardiale Hypertrophie der diabetischen Tiere unter nutritiver
Salzbelastung nachweisbar. Bei gesunden Kontrolltieren besteht ebenfalls eine
Tendenz zur Hypertrophie, diese war jedoch statistisch nicht signifikant. Die
Hypertrophieentwicklung lasst sich durch Behandlung der Hochsalz-Tiere mit
Eplerenon teilweise verhindern. Dieser Effekt war in unserer Studie jedoch statistisch
nicht signifikant.

LV/Tibia
25- *

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

24 ZDF+Salz+Eplerenon
N ZDF+Salz+Hydralazin

T

NEDEBAD

=LV N

Gruppen

Abbildung 4 Linksventrikulires Gewicht bezogen auf Tibialinge in mg/mm; ANOVA p=0,0212
+ ZDF vs. ZDF + Salz p<0,05

3.1.3 Blutzucker

Wie in Abb. 5 erkennbar, war bereits in der neunten Lebenswoche der
Blutzucker der ZDF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich erhoht. Zu
diesem Zeitpunkt lag die Blutglucosekonzentration der ZDF-Tiere bei 269 + 51mg/dl,
die der ZDL-Tiere bei 81 £ 6 mg/dl (ANOVA p<0,001). Die Werte der diabetischen
Tiere stiegen weiterhin kontinuierlich an, um sich dann ab der 14. Lebenswoche auf

dem endgultigen Niveau von 377 + 22 mg/dl (ZDF) einzupendeln.
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500-

BZ Verlauf

Pt it

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon
ZDF+Salz+Eplerenon
ZDF+Salz+Hydralazin

Abbildung 5 Blutglucosekonzentration in mg/dl im Versuchsverlauf; ANOVA p<0,0001

Ein Vergleich der AUC der Blutzucker-Werte von Beginn der Medikamenten —

bzw. Salzverabreichung bis

zum Versuchsende

hinweg

zeigte deutliche

Unterschiede. Hier zeigten sich erwartungsgemaly massiv erhohte Blutglucose-

konzentrationen bei den kranken Tieren verglichen mit nicht diabetischen Kontrollen.

Die Beimischung von Salz zum Futter fihrt bei diabetischen Tieren zu einem

niedrigeren Blutzuckerspiegel im Vergleich zu den Tieren mit normalem Salzgehalt

der Nahrung. Die Werte der mit Eplerenon behandelten diabetischen Tiere waren

ebenfalls signifikant hoher als diejenigen der dazugehdrigen Salzgruppe (siehe Tab.

8).
Gruppe | ZzDL |zDL+Salz| ZDF | zDF+Salz T e e
Eplerenon Eplerenon |+ Hydralazin
MW 771* 759%# 3480A 2996 35630 3188 3076
Std.abw. 44 42 186 405 258 506 238
SEM 14 15 62 153 86 160 84

Tabelle 8 AUC der Blutglucosekonzentration iiber den Versuchsverlauf; ANOVA p <0,0001;

* ZDL vs. ZDF p<0,001; # ZDL + Salz vs. ZDF + Salz p<0,001; A ZDF vs. ZDF + Salz p<0,01;

o ZDF + Eplerenon vs. ZDF + Salz + Eplerenon p<0,05
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3.1.4 Blutdruck

Bei der Messung der systolischen Blutdruckwerte zeigten sich deutliche
gruppenspezifische Unterschiede (ANOVA p<0,0001).

Die systolischen Blutdruckwerte der ZDF-Tiere waren im gesamten

Versuchsverlauf signifikant niedriger als die der nichtdiabetischen Kontrolltiere.

Blutdruckverlauf
160-

150-./0—-‘/.\.\/—\/'/.

140-

mmHg
1304

120+

T

15 17 19 21 23 25
Alter in LW

-~ /DL
-+ /DF

Abbildung 6 Systolische Blutdruckwerte diabetischer und nichtdiabetischer Tiere im
Versuchsverlauf (p<0,001)

Hochsalzdiat fihrte sowohl bei diabetischen Tieren als auch bei den gesunden

Kontrollen zu einem signifikanten Blutdruckanstieg (ANOVA p<0,001). Bei kranken
Ratten war dieser Anstieg ausgepragter.
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Blutdruckverlauf
160
-- /DL
150 - /DL + Salz
140
mmHg

130
120

-!- ] ] ] ] 1

15 17 19 21 23 25

Alter in LW

Abbildung 7 Systolische Blutdruckwerte der Kontrollgruppen in mmHg im Versuchsverlauf (p<0,05)

Blutdruckverlauf
160-
- /DF
1504 - Z/DF+Salz
140-
mmHg

130-
120+

-!- ] ] ] ] 1

15 17 19 21 23 25

Alter in LW

Abbildung 8 Systolische Blutdruckwerte der ZDF- und ZDF + Salz-Tiere in mmHg im Versuchsverlauf
(p<0,001)
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Die Verabreichung von Eplerenon flhrte bei diabetischen Tieren unter
Normalsalzdiat zu keiner statistisch signifikanten Veranderung des systolischen
Blutdrucks. Bei der ZDF + Salz + Eplerenon — Gruppe hingegen resultierte die
Eplerenon-Therapie in einer signifikanten Senkung des systolischen Blutdrucks im

Vergleich zu Tieren mit Hochsalzdiat ohne Eplerenon.

Blutdruckverlauf
160-
-+ ZDF
150- —-- ZDF+Eplerenon
140-
mmHg

1304
120+

T

L) L) L) L) L) L)

15 17 19 21 23 25

Alter in LW

Abbildung 9 Systolische Blutdruckwerte der ZDF- und ZDF + Eplerenon-Tiere in mmHg im Verlauf

Blutdruckverlauf
160-
- Z/DF+Salz
150- —— ZDF+Salz+Eplerenon
140-
mmHg

130-
120+

-!- ] ] ] ] 1

15 17 19 21 23 25

Alter in LW

Abbildung 10 Systolische Blutdruckwerte von ZDF + Salz — Tieren mit und ohne Eplerenon in mmHg
(p<0,001)
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Auch die Hydralazintherapie senkte den systolischen Blutdruck in vergleichbarem
Ausmal} (p<0,01). Zwischen den Gruppen ZDF + Salz + Eplerenon und ZDF + Salz

+ Hydralazin bestand kein wesentlicher Unterschied.

Blutdruckverlauf
1604
& ZDF+Salz+Hydralazin
150+ -o- ZDF+Salz+Eplerenon
1404
mmHg

130
120+

T

I I I I I L}

15 17 19 21 23 25

Alter in LW

Abbildung 11 Systolische Blutdruckwerte von ZDF-Tieren mit Salz und Eplerenon bzw. Hydralazin
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3.1.5 Laufband

Beim Konditionstest auf dem Laufband zeigte sich eine bedeutsame
Reduktion der korperlichen Leistungsfahigkeit aller ZDF-Gruppen im Vergleich mit
den ZDL-Tieren. Die gesunden Tiere konnten auf dem Laufband wesentlich weitere
Strecken zurucklegen als die ZDF-Tiere, bevor sie erschopft stehen blieben. Die
nutritive Salzbelastung hatte hierauf keinen Einfluss. Die Behandlung mit Eplerenon
oder Hydralazin fUhrte zu keiner signifikanten Verbesserung der Ausdauer (siehe
Abb. 12).

Laufband
500+
= ZDL
400- ZDL +8Salz
E3 ZDF
gelaufene 300+ B3 ZDF+Salz
St_recke T 0 ZDF+Eplerenon
ﬁ 2 alz+Eplerenon
100- ) N ZDF+Salz+Hydralazin
T
froee]
0 "
Gruppen

Abbildung 12 Gelaufene Strecke der Tiere wihrend der Laufbandbelastung in m; ANOVA p<0,0001;
*%% ZDL vs. ZDF bzw. ZDL + Salz vs. ZDF + Salz p<0.001

-35-




Ergebnisse

3.2 Echokardiographie

In der 24. Lebenswoche wurde eine Echokardiographie in Narkose

durchgefuhrt, um strukturelle Veranderungen des Herzens beurteilen zu kdnnen.

3.2.1 Linksventrikularer innerer diastolischer Diameter

Der linksventrikulare innere diastolische Diameter war bei allen Gruppen
ungefahr gleich grol3. Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede ermitteln.
Auffallend sind jedoch die unter Salzbelastung eher héheren Werte sowohl bei
gesunden als auch bei kranken Tieren im Vergleich zu den entsprechenden
unbehandelten Gruppen. Eine Behandlung der salzbelasteten ZDF-Tiere mit
Eplerenon flhrte tendenziell zu niedrigerem LVIDd. Diese Ergebnisse waren jedoch

statistisch nicht signifikant.

LVIDd

0.8+
ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

A ZDF+Salz+Eplerenon
N ZDF+Salz+Hydralazin

ANBDBAED

Gruppen

Abbildung 13 Echokardiographisch ermittelter LVIDd in cm; ANOVA p=0,7592
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3.2.2 Diastolische Septumdicke

Diabetische Tiere mit Normalsalzdiat zeigten ahnliche Werte bei der Messung
der diastolischen Septumdicke wie Kontroll-Tiere. Im Gegensatz hierzu fuhrte
nutritive Salzbelastung diabetischer Ratten zu einer Septumhypertrophie. Eine
Behandlung mit Eplerenon oder Hydralazin war nicht in der Lage, diesem Effekt
ausreichend entgegenzuwirken.

Auch bei fehlender statistischer Relevanz dieser Ergebnisse lasst sich doch
zumindest eine Tendenz der kranken Tiere zur Septumhypertrophie postulieren,

wenn die Tiere gleichzeitig einer erhdhten Salzzufuhr ausgesetzt waren.

IVSd

0.22+
ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

A ZDF+Salz+Eplerenon
N ZDF+Salz+Hydralazin

ANBDBAED

Gruppen

Abbildung 14 Echokardiographisch ermittelte diastolische Septumdicke in cm; ANOVA p=0,3920

-37 -



Ergebnisse

3.2.3 Fractional Shortening

Beim Vergleich des Fractional Shortening fanden sich keine deutlich
ausgepragten Unterschiede in der Pumpfunktion der diabetischen Tiere im Vergleich
zu den gesunden Kontrollen. Weder Krankheit noch Salzbelastung oder Behandlung
durch Eplerenon bzw. Hydralazin konnten die Kontraktilitat signifikant
beeintrachtigen. Allerdings finden sich bei diabetischen Tieren unter Salzbelastung
leicht erhdhte Werte. Dieser Effekt zeigt sich unabhangig von einer Behandlung mit

Eplerenon oder Hydralazin.

Fractional Shortening

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

4 ZDF+Salz+Eplerenon
ZDF+Salz+Hydralazin

Gruppen

Abbildung 15 Echokardiographisch ermitteltes Fractional Shortening in %; ANOVA p=0,0043
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3.3 Linksventrikularer Fibrosegrad

Wie bereits beschrieben, fluhrten wir eine Sirius-Red-Farbung der
Paraffinschnitte des linken Ventrikels durch. Diese Schnitte wurden mit Hilfe des
Programms Metavue ausgewertet. Gemessen wurde der prozentuale Anteil an
intrakardialer Fibrosierung in Bezug auf den gesamten Bildausschnitt.

Hier zeigten die diabetischen Tiere tendenziell mehr Kollagen im Bereich des
linken Ventrikels als gesunde Kontrolltiere. Dieser Umbauprozess wird durch
salzreiche Diat noch verstarkt, wiederum vor allem bei den kranken Tieren.

Der linksventrikulare Umbauprozess konnte durch die Gabe von Eplerenon bei
salzbelasteten Tieren zum Teil antagonisiert werden. Analog zu den Ergebnissen der
Wirkung auf Blutdruck und Herzgewicht hat Eplerenon bei Tieren mit Normalsalzdiat
praktisch keinen Einfluss auf das Ausmal der Fibrosierung im Bereich der linken
Herzkammer.

Zwischen den mit Eplerenon und Hydralazin-behandelten Tieren unter
Hochsalzdiat besteht ebenfalls kein Unterschied. Alle beschriebenen Ergebnisse

waren statistisch nicht signifikant (siehe Abb. 16).

linksventrikularer
Fibrosegrad

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

ZA ZDF+Salz+Eplerenon
N ZDF+Salz+Hydralazin

ANBOBABD

Gruppen

Abbildung 16 Lichtmikroskopisch ermittelter linksventrikulirer Fibrosegrad in Prozent zur

Gesamtschnittfliiche; ANOVA p=0,3716
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3.4 Kardiomyozyten-Durchmesser

Im Rahmen der histologischen Untersuchungen wurde auch der
Kardiomyozyten-Durchmesser ermittelt. Hierfir wurden an immunhistochemischen
Farbungen des linken Ventrikels auf Laminin jeweils 10 Kardiomyozyten
ausgemessen und daraus der Mittelwert gebildet.

Es zeigte sich analog zur linksventrikularen Fibrosierung erneut eine Tendenz
der diabetischen Tiere zur kardialen Hypertrophie.

Die Durchmesser der Kardiomyozyten bei den diabetischen Tieren waren im
Durchschnitt hoher als bei der gesunden Kontrollgruppe. Dieser Effekt konnte bei
ZDF-Tieren durch Salzdiat noch verstarkt werden, auf gesunde Tiere hatte eine
erhdhte nutritive Salzbelastung jedoch keinen Einfluss.

Eplerenontherapie konnte bei Tieren mit Hochsalzdiat die Myokardhypertrophie
zumindest teilweise antagonisieren, bei Normalsalzdiat hingegen hatte Eplerenon

diesbezlglich keinerlei Wirkung.

Kardiomyozytendurchmesser

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

4 ZDF+Salz+Eplerenon
N ZDF+Salz+Hydralazin

Gruppen

Abbildung 17 Immunhistochemisch ermittelte Kardiomyozytendurchmesser in pm; ANOVA p=0,5356
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3.5 Analysen im Blutserum

Im Blutserum wurden Natrium und Kalium, sowie die Zusammensetzung der

Blutfette analysiert (siehe Tab. 9).

Gruppe | zoL | ZZLT | 20F | BN | poerenan | Enleranon | Hycralagin
;::3;8 1408 | a5 e | 1508 1 13| 1361240 141.0 1.7 138.7 +3.8
(m'q'gm) R A R B R TR PSR 9.9+05 9.0£0.6
choteaterin o | B | e | IO ] 1506+ 12.1 163.7 £ 8.30 197.4+9.3
(mg/dl)
HOL (mo/dh) | 2295 | 185% | %59% | 203*F | s01155 58.8 +2.5 67.6+523
LoL (mgriy | 0% | TAE 1 T90F 1 10 | 124436 129425 18.9+3.9
T”(gr:]é"/gﬂde Paor [ 12335 14071 | 9019% | 47814485 | 463.7+483r¢ | 943711372
(\nﬂ'é[/)d'-l) ol | 5L 00 | 2R | ss1s67 91.6 + 5.00 1116+ 4.8

Tabelle 9 Ubersicht iiber die Serumelektrolyte und —lipide; ANOVA p-Werte: Natrium p=0,1123;

Kalium p=0,1111; Gesamtcholesterin p<0,0001; HDL p<0,0001; LDL p=0,0384; Triglyceride p<0,0001;
VLDL p<0,0001;
Gesamtcholesterin: * ZDL vs. ZDF p<0,001; o ZDF + Salz + Eplerenon vs. ZDF + Salz +

HDL:

Triglyceride:

VLDL:

Hydralazin p<0,05; A ZDF + Salz vs. ZDF + Salz + Hydralazin p<0,05;
+ ZDL vs. ZDF p<0,001;
# ZDL vs. ZDF p<0,01; Xt ZDF + Salz + Eplerenon vs. ZDF + Salz + Hydralazin

p<0,001; x ZDF + Salz vs. ZDF + Salz + Hydralazin p<0,001;

0 ZDL vs. ZDF p<0,001; ¢ ZDF + Salz + Eplerenon vs. ZDF + Salz + Hydralazin

p<0,05; » ZDF + Salz vs. ZDF + Salz + Hydralazin p<0,01

Bei der Analyse der Elektrolyte gab es keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen. Auffallend ist, dass das Serum-Natrium unter Hochsalzdiat

ansteigt. Dieser Effekt ist bei diabetischen Tieren ausgepragter als bei Gesunden.

Das Gesamtcholesterin im Serum war bei den gesunden Kontrolltieren

deutlich niedriger als bei den ZDF-Tieren. Die Verabreichung von Salz fuhrte hier zu
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keiner Veranderung. Ferner beeinflusste auch die Behandlung mit Eplerenon die
Hypercholesterinamie nicht, weder bei salzbelasteten Tieren noch bei Tieren ohne
Salzdiat. Im Gegensatz hierzu fuhrte die Behandlung mit Hydralazin zu einem
augenfalligen Anstieg des Serum-Cholesterins bei Tieren mit nutritiver
Salzbelastung.

Die Betrachtung der HDL-Fraktion der Cholesterine ergab ahnliche
Verhaltnisse. Die HDL-Konzentration im Serum war bei den Kontrolltieren im
Vergleich zu den kranken Tieren signifikant niedriger. Wiederum fanden sich keine
Unterschiede zwischen Tieren mit nutritiver Salzzufuhr und Tieren mit
Normalsalzdiat. Weder die Behandlung mit Eplerenon noch mit Hydralazin flhrte zu
einer Beeinflussung der HDL-Serumkonzentration.

Bei den Triglyceriden hingegen war der Unterschied besonders eindrtcklich.
Auch hier zeigten die Kontrolltiere deutlich niedrigere Werte als die kranken Tiere.
Die Gabe von Salz veranderte auch in diesem Fall den Serum-Triglyceridspiegel
nicht signifikant. Wahrend die Behandlung der Tiere mit Eplerenon hier ebenfalls
keine Veranderung verursachte, weder bei salzbelasteten Tieren noch bei Tieren mit
Normalsalzdiat, stieg der Serumgehalt an Triglyceriden bei Behandlung der Tiere mit
Hydralazin deutlich an.

Die Analyse der LDL-Fraktion der Cholesterine zeigte bei ZDF-Tieren hohere
Werte als bei gesunden Kontrolltieren. Wiederum waren die Werte bei kranken
Tieren mit nutritiver Salzbelastung unter Hydralazintherapie im Vergleich zur
Eplerenontherapie deutlich erhoht.

Bei der Betrachtung von VLDL konnte festgestellt werden, dass die gesunden
Tiere im Vergleich mit den Kranken deutlich niedrigere Serumkonzentrationen
aufwiesen. Auch hier flhrte Salzbelastung zu keiner Veranderung der Werte, weder
bei gesunden Kontrollen noch bei ZDF-Tieren. Ebenso wenig konnte die Behandlung
der Tiere mit Eplerenon eine Veranderung des Serum-VLDL bewirken. Analog zu
den Triglyceriden ergab der Einsatz von Hydralazin signifikant hohere Werte im

Vergleich zu unbehandelten salzbelasteten Ratten.
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3.6 RIA

3.6.1 ANP im linken Ventrikel

Bei der Betrachtung der ANP-Konzentration im linken Ventrikel zeigte sich,
dass die Ausgangswerte bei den diabetischen Tieren deutlich hoher liegen. Die
Daten waren im One-way-ANOVA zwar signifikant, der Vergleich der fur die
Fragestellung relevanten Untergruppen ergab jedoch keine sinnvollen statistisch
signifikanten Ergebnisse.

Ein Vergleich der Gruppen ZDL und ZDF mittels t-Test zeigte hingegen ein
signifikantes Ergebnis (p<0,05). Salzbelastung, Eplerenon oder Hydralazin hatten

weiterhin keinen Einfluss auf die linksventrikulare Konzentration von ANP.

ANP im linken Ventrikel

600+
ZDL
- T Z3 ZDL+Salz
E3 ZDF
400 =] L EJ ZDF+Salz
pg/ml 00 ZDF+Eplerenon
300- o= ZDF+Salz+Eplerenon
o o ZDF+Salz+Hydralazin

Gruppen

Abbildung 18 ANP-Konzentration im linken Ventrikel in pg/ml, ermittelt mittels RIA; ANOVA p=0,0098

-43 -



Ergebnisse

3.6.2 BNP im linken Ventrikel

Bei Analyse der BNP-Konzentration im linken Ventrikel fanden sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen.
Tendenziell zeigten sich bei ZDF-Tieren etwas hohere Werte, die aber ansonsten
vollig unabhangig waren von Stoffwechsellage, nutritiver Salzzufuhr und Behandlung

der Tiere mit Eplerenon oder Hydralazin.

BNP im linken Ventrikel
200+
ZDL
B3 ZDL+Salz
B8 > E3 ZDF
BE ZDF+Salz
pg/ml 1004 % [ ZDF+Eplerenon
/ ZDF+Salz+Eplerenon
504 % ZDF+Salz+Hydralazin
_
° Gruppen .

Abbildung 19 BNP-Konzentration im linken Ventrikel in pg/ml, ermittelt mittels RIA; ANOVA p=0,0978
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3.7 Tagman-PCR

3.7.1 ANP-mRNA im linken Ventrikel

Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

ZDF-Tiere zeigten eine tendenzielle (statistisch nicht signifikante) Erhéhung der

linksventrikularen ANP-Expression im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren.
Auffallend ist, dass der Gehalt an ANP-mRNA bei den Tieren mit Hochsalzdiat im

Vergleich zu den Normalsalz-Tieren leicht erniedrigt war. Bei den diabetischen

Tieren war dieser Effekt ausgepragter als bei den gesunden Kontrolltieren. Mit

Eplerenon oder Hydralazin behandelte Tiere zeigten in etwa die gleichen Werte wie
unbehandelte ZDF-Tiere.

ANP/

Housekeeper

ANP mRNA LV
1.20+

1.15+

Gruppen

ZDL

ZDL+Salz

ZDF

ZDF+Salz
ZDF+Eplerenon

2 ZDF+Salz+Eplerenon
Y ZDF+Salz+Hydralazin

Abbildung 20 mRNA-Quantifizierung mittels Tagman-PCR; Angabe in Bezug auf Housekeeper

(Calsequestrin-2); ANOVA p=0,1240
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3.7.2 BNP-mRNA im linken Ventrikel

Die mRNA-Konzentration von BNP im linken Ventrikel war bei ZDF-Tieren im
Vergleich mit gesunden Kontrolltieren ein wenig erhdht. Eine Hochsalzdiat hatte
keinen Einfluss auf die linksventrikulare BNP-Expression, weder bei ZDL- noch bei
diabetischen Tieren. Ebenso wenig ergaben sich signifikante Veranderungen der

Werte bei Eplerenon- oder Hydralazin-behandelten Tieren.

BNP mRNA LV

1.30+
ZDL

1.254 E3 ZDL+Salz

1.204 i e 20F

BNP/ L E& ZDF+Salz
Housekeeper 1.15- [0 ZDF+Eplerenon

1.10- ZDF+Salz+Eplerenon
N ZDF+Salz+Hydralazin

1.05-+

Gruppen

Abbildung 21 mRNA-Quantifizierung mittels Tagman-PCR; Werte in Bezug auf Housekeeper
(Calsequestrin-2); ANOVA p=0,0002
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von nutritiver Salzbelastung und
Aldosteron-Antagonisierung auf die kardiale Endorganschadigung an einem klinisch
relevanten Modell des metabolischen Syndroms zu demonstrieren. Der Einfluss von
Hyperaldosteronismus  und Hochsalzbelastung  auf die  entstehenden
Umbauvorgange sollten sowohl unabhangig voneinander als auch in Kombination
untersucht werden. Daruber hinaus sollte die direkte rezeptorvermittelte Wirkung des
Aldosteronantagonisten Eplerenon im Zielgewebe von der indirekten Wirkung durch
systemische Blutdrucksenkung abgegrenzt werden. Als etabliertes Tiermodell diente

hierzu die adulte mannliche Zucker Diabetic Fatty Rat.

Endemann et al. fihrten bereits 2004 an SHRSP-Ratten einen ahnlichen
Versuch durch. Hier zeigte sich ein salzabhangiger Blutdruckanstieg, der durch
Eplerenon weitgehend antagonisiert werden konnte. Weiterhin verhinderte Eplerenon
die salzinduzierte Zunahme des Herzgewichts sowie die ebenfalls durch
Salzliberladung verursachte kardiale Fibrosierung. Die genannten Wirkungen des
Aldosteron-Antagonisten Eplerenon konnten bei Tieren unter Normalsalzdiat nur in

abgeschwachter Weise beobachtet werden [42].

In vorliegendem Versuch sollte nun geprift werden, ob diese Salzabhangigkeit
der Aldosteronwirkung auch bei ZDF-Ratten, einem Modell des metabolischen

Syndroms, nachzuweisen ist.
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Hypothese 1: Das Vorliegen eines hyporenindmischen

Hyperaldosteronismus fuhrt bei ZDF-Ratten zu kardialer
linksventrikularer Fibrosierung. Diese ist wesentlich ausgepragter

bei Tieren unter gleichzeitiger nutritiver Salzbelastung.

In einem vorangegangenen Versuch unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass bei der ZDF-Ratte, einem Tiermodell des metabolischen Syndroms,
erhohte Plasma- und Urin-Aldosteronspiegel vorliegen. Gleichzeitig ist bei diesen
Tieren der Renin-Spiegel im Plasma erniedrigt, es handelt sich also um einen
hyporeninamischen Hyperaldosteronismus. Die Tatsache, dass sowohl der Plasma-
Renin-Spiegel als auch die Plasma- und Urin-Aldosteronspiegel durch die
Verabreichung von ACE-Inhibitoren normalisiert werden konnen, zeigt, dass die
erhohte Produktion von Aldosteron bei ZDF-Tieren zumindest teilweise durch das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System vermittelt wird [17].

Erhéhte Serum-Aldosteronspiegel kénnen eine Fibrosierung im Bereich
verschiedener Endorgane induzieren, vor allem in Herz, Nieren und dem vaskularen
System [27, 61-66]. Bereits 1992 konnten Brilla et al. zeigen, dass Aldosteron-
Infusion bei einseitig nephrektomierten Ratten zur kardialen Hypertrophie fuhrt. Dies
geschah vorwiegend bei Tieren, die gleichzeitig einer nutritiven Salzbelastung
ausgesetzt waren. Bei Tieren mit Niedrigsalzdiat blieben diese Effekte trotz teilweise
noch héheren Aldosteron-Spiegeln jedoch aus. So lag die Vermutung nahe, dass fur
die Entwicklung der Endorganhypertrophie nicht die absoluten Plasma-Spiegel
entscheidend sind, sondern vor allem das Verhaltnis von Plasma-Aldosteron zu
nutritiver Salzbelastung eine ausschlaggebende Rolle spielt [27]. Verschiedene
weitere Studien bestatigten diese Beobachtungen [24, 28, 62].

In der Studie von Endemann et al. an Stroke-Prone-Sponteously-
Hypertensive-Rats (SHRSP), einem Modell genetischer Hypertonie, wurde bei Tieren
unter Hochsalzdiat ein signifikant hoheres Herzgewicht im Verhaltnis zum
Korpergewicht festgestellt. Es bildete sich eine salzinduzierte kardiale Hypertrophie
[42]. Dieser Zusammenhang zwischen Hochsalzdiat und kardialer Hypertrophie
wurde u.a. von Susic et al. an spontan-hypertensiven Ratten bestatigt [67]. Bei ZDF-

Ratten liegen diesbezuglich bisher noch keine Daten vor.
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In unserer Studie weisen wir auch bei diabetischen ZDF-Tieren unter nutritiver
Salzbelastung einen signifikanten Anstieg der Herzgewichte (normiert auf die
Tiabialange) nach. Bei den gesunden Kontrolltieren waren die Herzgewichte unter
Hochsalzdiat zwar ebenfalls hdher, der Unterschied war jedoch weniger ausgepragt
(keine statistische Signifikanz). Eine Behandlung der salzbelasteten ZDF-Tiere mit
Eplerenon fuhrte zu einer Abnahme der Aldosteron-vermittelten kardialen
Hypertrophieentwicklung. Aufgrund der geringen Anzahl der Versuchstiere ergab

sich jedoch keine statistische Signifikanz (siehe 3.1.2).

In der Echokardiographie beobachteten wir eine Tendenz (keine statistische
Signifikanz) der diabetischen Tiere zu Septumhypertrophie, vor allem in Kombination
mit nutritiver Salzbelastung (siehe 3.2.2). Im Gegensatz zum Herzgewicht konnte
unter Salzernahrung bei gesunden Tieren hier kein Unterschied dargestellt werden.
Weiterhin zeigten ZDF-Ratten unter Salzdiat eine leichte Zunahme der kardialen
Kontraktilitat (keine Signifikanz). Dieser Effekt ist moglicherweise als
Kompensationsmechanismus bei kardialer Volumenbelastung zu deuten.

Bei der mikroskopischen Untersuchung des linksventrikularen Fibrosegrades
konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Eine
genaue Betrachtung aller vorliegenden Daten zeigt jedoch eine Tendenz der
diabetischen Tiere zur vermehrten Kollageneinlagerung in das Myokard. Dieser
Effekt wird durch nutritive Salzbelastung zusatzlich noch verstarkt. Bei gesunden
Tieren war kein nachteiliger Einfluss der Salzernahrung nachweisbar. Bei
vergleichbarer Versuchsanordnung konnte die Arbeitsgruppe um Endemann et al. an
SHRSP-Ratten eine unter Salzbelastung signifikant vermehrte interstitielle
Kollageneinlagerung in samtlichen Schichten des linken und rechten Ventrikels

nachweisen. Dieser Effekt konnte durch Eplerenontherapie verhindert werden [42].

Die kardiale Hypertrophie spiegelt sich auch in den Durchmessern der
Kardiomyozyten wider. Auch hier konnten wir bei diabetischen Tieren tendenziell
héhere Werte messen, jedoch ohne statistische Signifikanz. Eine Hochsalzdiat flhrte
bei ZDF-Tieren, nicht aber bei ZDL-Tieren, zu einer weiteren Zunahme der
Kardiomyozyten-GrolRe. Dies konnte wiederum, analog zur beobachteten
Septumhypertrophie und Hyperkontraktilitat, als Kompensationsmechanismus einer

vorliegenden Volumenbelastung interpretiert werden. In der Hochsalzgruppe konnte
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eine Aldosteronblockade mit Eplerenon diesen Veranderungen zumindest teilweise
entgegenwirken.

Den Einfluss von Aldosteron auf Kardiomyozyten untersuchten u.a. Okoshi et
al. in vitro an neonatalen Ratten-Kardiomyozyten. Dabei zeigte sich eine signifikante
Zunahme der KardiomyozytengroRe unter Aldosteron-Behandlung [68]. In unserem
in-vivo-Modell an ZDF-Ratten war dieser Effekt tendenziell ebenfalls nachweisbar
(s.0.).

Die Ergebnisse befurworten also durchaus die oben angefiihrte Hypothese. In
unserem Modell des metabolischen Syndroms besteht ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen Herzgewicht, Hyperaldosteronismus und nutritiver
Salzaufnahme. Mikroskopisch sowie echokardiographisch stellt sich die postulierte
profibrotische Wirkung der erhdhten Aldosteronspiegel bei gleichzeitiger
Hochsalzdiat zumindest tendenziell dar. Eine Aldosteronblockade mit Eplerenon
scheint diesen Veranderungen entgegenzuwirken. Aufgrund der limitierten Anzahl an
Versuchstieren sowie deren Verteilung auf die verschiedenen Untergruppen konnte

aber ein statistisch signifikanter Zusammenhang nicht dargestellt werden.
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Hypothese 2: Eplerenon bzw. Spironolacton verhindert die kardiale

Hypertrophie, vor allem bei Tieren unter Salzbelastung.

ACE-Hemmer werden bereits seit langerem bei Patienten mit erhdhtem
kardiovaskularem Risiko erfolgreich zur Reduktion der Komplikationsrate eingesetzt.
Eine ACE-Hemmer-Therapie verlangert das Leben insgesamt und senkt die
kardiovaskulare Morbiditat, sowie bei Diabetes-Patienten die Haufigkeit des
Auftretens Diabetes-assoziierter Komplikationen [34, 69, 70]. Neben der
systemischen Blutdruck-Senkung haben ACE-Hemmer vor allem einen direkten
positiven Einfluss auf das kardiale Remodelling [34].

Eine Weiterentwicklung stellen die Aldosteron-Rezeptor-Antagonisten dar.
Durch direkte Blockade der Zielrezeptoren wird das bei ACE-Hemmern beobachtete
Aldosteron-Escape-Phanomen umgangen. Spironolacton, der erste Vertreter dieser
Gruppe, war noch von geringer Selektivitat. Durch Wechselwirkungen an Androgen-
und Progesteronrezeptoren kommt es unter anderem zu Amenorrhoe, Gyndkomastie
und weiteren Nebenwirkungen [31, 71].

Der selektivere Aldosteron-Rezeptor-Blocker Eplerenon weist wesentlich
weniger Nebenwirkungen auf. Eplerenon scheint dabei beziiglich des Uberlebens
herzinsuffizienter Patienten nach Myokardinfakt der bisherigen medikamentosen
Therapie Uberlegen zu sein (EPHESUS) [39]. In Tiermodellen konnte gezeigt
werden, dass Eplerenon die reaktive kardiale Fibrosierung verringert. Dieser Effekt
wurden bislang in Modellen des Myokardinfarkts [72, 73], der Hypertension [42, 74],
der Herzinsuffizienz [75, 76] sowie der dilatativen Kardiomyopathie [77] aufgezeigt.

Urabe et al. wiesen an Post-Infakt-Ratten nach, dass die kardioprotektive
Wirkung einer Eplerenontherapie unter gleichzeitiger nutritiver Salzbelastung noch
ausgepragter ist. Der Einsatz von Eplerenon fuhrte bei diesen Tieren zu verbesserter
kardialer Funktion und geringerer interstitieller sowie perivaskularer Fibrosierung
[78]. An SHRSP-Ratten konnte, wie bereits beschrieben, dieser Effekt ebenfalls

nachgewiesen werden [42].

In unserer Studie untersuchten wir an ZDF-Ratten, ob Eplerenon auch das im
Rahmen des metabolischen Syndroms auftretende kardiale Remodeling verhindern
oder zumindest abschwachen kann. Zusatzlich sollten die Auswirkungen einer

Hochsalzdiat auf die Aldosteron-induzierte kardiale Fibrosierung beurteilt werden.
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Wie oben beschrieben, war das Herzgewicht bei ZDF-Ratten unter
Hochsalzdiat signifikant erhoht. Bei den mikroskopischen und
echokardiographischen Untersuchungen zeigten diese Ratten tendenziell hohere
linksventrikulare Fibrosegrade und Septumdicke (siehe 3.2 und 3.3).

Eine Eplerenontherapie zeigte zumindest bei der Hochsalzgruppe einen
leichten positiven Effekt auf den linksventrikularen Fibrosegrad (keine statistische
Signifikanz). Bezlglich der Septumdicke konnten wir keine Verbesserung unter einer
Eplerenontherapie nachweisen.

Die Ergebnisse vorangegangener tierexperimenteller Studien sind bezlglich
einer protektiven Wirkung von Eplerenon auf die myokardiale Hypertrophie
uneinheitlich. So konnten Susic et al. keine signifikante Verbesserung der
linksventrikularen Hypertrophie und Fibrosierung bei salzbelasteten spontan-
hypertensiven Ratten unter Eplerenontherapie nachweisen [67]. Andere Studien
konnten durchaus einen positiven Effekt von Eplerenon beobachten. Bei Guanylat-
Cyclase-A-Knock-out-Mausen (GCA-KO), die aufgrund eines Gendefekts Hypertonie,
kardiale Hypertrophie und interstitielle kardiale Fibrosierung entwickeln, konnte die
linksventrikulare Fibrosierung durch Eplerenongabe positiv beeinflusst werden [79].
Ebenso verminderte Eplerenon die myokardiale Fibroseentwicklung bei AT-2-

infundierten Mausen sowie bei an Kardiomyopathie leidenden Hamstern [80, 81].

Zusatzlich untersuchten wir in unserer Studie den Einfluss der nutritiven
Salzbelastung auf die KardiomyozytengroRe diabetischer und nichtdiabetischer
Tiere. Die Kardiomyozytendurchmesser waren bei den diabetischen Tieren unter
Hochsalzdiat am grofdten. Unter Eplerenontherapie wurden bei diabetischen Tieren
unter Salzbelastung Werte gemessen, die jenen nicht-salzbelasteter diabetischer
Tiere entsprechen. Dies kdnnte auf einen mdglichen Benefit der Eplerenontherapie
hinweisen. Diese Beobachtungen waren aufgrund der kleinen Anzahl an
Versuchstieren jedoch statistisch nicht signifikant.

Die Tatsache, dass bei den gesunden Kontrolltieren weder eine relevante
linksventrikulare Fibrosierung noch eine Kardiomyozyten-Hypertrophie unter
Hochsalzdiat provoziert werden konnte, konnte fur eine salzabhangige profibrotische
Wirkung des Hormons Aldosteron sprechen. Auch scheint die Wirkung des
selektiven Aldosteron-Rezeptor-Blockers Eplerenon von der Salzzufuhr abhangig zu

sein.
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Hypothese 3: Hochsalzdiat fUhrt bei ZDF-Ratten zZur

Blutdrucksteigerung. Dies verstarkt zusatzlich die Entwicklung von
kardialer Hypertrophie und Fibrosierung. Durch

Aldosteronblockade kann Eplerenon diese Effekte verhindern.

Der Einfluss nutritiver Salzaufnahme auf die Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie ist seit langerem bekannt. Mehrere Studien haben gezeigt, dass nutritive
Salzaufnahme bei Menschen zu einem Blutdruckanstieg fuhrt [82, 83]. Auch im
Tierversuch steigt bei spontan-hypertensiven Ratten der Blutdruck bei zusatzlicher
Kochsalzbelastung [42, 84].

In verschiedenen klinischen Studien und epidemiologischen Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass durch kochsalzarme Diat sowohl bei normotensiven als
auch bei hypertensiven Patienten eine Reduktion des Blutdruckes erreicht werden
kann. Zur primaren Pravention der arteriellen Hypertonie wird deshalb eine
kochsalzarme Erndhrung empfohlen [85, 86].

Gerade Patienten mit metabolischem Syndrom weisen eine noch
ausgepragtere Salzabhangigkeit des Blutdrucks auf als gesunde Patienten [87]. Die
Studien Uber die Effekte salzreicher Ernahrung im Tierversuch bei Zucker Ratten
ergaben jedoch keine einheitlichen Ergebnisse. So flhrte nutritive Salzbelastung in
einer Studie von Reddy et al. bei Obese Zucker, nicht aber bei Lean Zucker Ratten,
zu einem Anstieg des arteriellen Blutdrucks, wohingegen in einer Studie von
Pawloski et al. kein Unterschied zwischen den Blutdruckwerten beider Gruppen zu
beobachten war [88, 89]. Eine Reduktion der Kochsalz-Zufuhr bei Obese Zucker
Ratten ergab auch nicht die erwartete positive Beeinflussung der vorliegenden
arteriellen Hypertonie [90].

Unstrittig ist die Tatsache, dass die Pravalenz der Hypertonie bei Patienten mit
metabolischem Syndrom hdher ist als in der Normalbevolkerung [91, 92]. Ferner
konnte in der 1998 verdffentlichten Studie der UKPDS Study Group nachgewiesen
werden, dass bei Diabetes-mellitus-Typ 2-Patienten durch eine Reduktion des
Blutdrucks auf einen medianen Wert von 144/82 mmHg das Risiko fur Schlaganfall,
Diabetes-assoziierte Todesfalle, Herzversagen, mikrovaskulare Komplikationen und

Sehverlust signifikant reduziert werden konnte [93].
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Arterielle Hypertonie flhrt zur weiteren Zunahme der oben bereits
beschriebenen salzinduzierten Myokardhypertrophie und —fibrosierung [94], vor allem
in Kombination mit erhdhten Aldosteronspiegeln, wie sie bei ZDF-Ratten vorliegen
[27, 17].

Die Entwicklung dieser salzinduzierten Hypertrophie und Fibrosierung im
Bereich des Myokards konnte in verschiedenen Tiermodellen erfolgreich durch
Behandlung der Tiere mit Aldosteron-Antagonisten verhindert werden: bei SHRSP-
Tieren verhinderte Eplerenon zum einen die Entwicklung einer Hypertonie bei Tieren
unter nutritiver Hochsalzbelastung (mit wenig Wirkung auf Niedrigsalz- und
Kontrolltiere) und verbesserte zum anderen auch die entstehende myokardiale
Hypertrophie und Fibrosierung [42].

Auch bei Sprague-Dawley-Ratten flhrte die Kombination aus exogener
Aldosteron-Zufuhr und Salzbelastung zu einer perivaskularen Entzindungsreaktion
mit arterieller Hypertonie und Fibrosierung. Diese Effekte waren durch Applikation
von Spironolacton ebenfalls antagonisierbar [95].

Wistar-Ratten, bei denen durch die Gabe von Streptozocin ein Diabetes
Mellitus induziert wird, zeigen ebenso eine perivaskulare und interstitielle
Kollagenablagerung sowohl im rechten als auch im linken Ventrikel. Streptozocin ist
ein Glucosamin mit toxischer Wirkung auf die insulinproduzierenden R-Zellen der
pankreatischen Langerhans-Inselzellen. Durch die Verabreichung dieser Substanz
wird im Tierversuch ein Insulinmangel-Diabetes erzeugt. Die auftretende kardiale

Fibrosierung kann durch Spironolacton-Therapie positiv beeinflusst werden [96].

Bei den Versuchstieren in unserer Studie lag der systolische Blutdruck bei den
diabetischen Gruppen von Beginn an etwas niedriger als bei den gesunden
Kontrolltieren.

Salzbelastung fuhrte sowohl bei ZDL- als auch bei ZDF-Tieren zu einem
Blutdruckanstieg. Dieser war bei ZDF-Tieren starker ausgepragt (p<0,05 vs.
p<0,001). Durch Eplerenontherapie kam es zu nur bei diabetischen Tieren unter
Hochsalzdiat zu einer signifikanten Reduktion des systolischen Blutdrucks. Bezlglich
des Ausmales der systemischen Blutdrucksenkung bei salzbelasteten ZDF-Tieren
zeigte sich erwartungsgemal kein Unterschied zwischen Eplerenon und Hydralazin.

Die salzabhangige Wirkung von Aldosteronantagonisten auf den Blutdruck

untersuchten unter anderem auch Huang et al. an Wistar-Ratten, bei denen durch
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Verabreichung von Capsaicin eine sensorische Denervierung mit konsekutivem
arteriellen Hypertonus erzeugt wurde. Hier konnte durch Gabe von Spironolacton
eine Hypertonieentwicklung bei Tieren, die unter Salzdiat einen signifikanten
Blutdruckanstieg aufweisen, verhindert werden [97].

Auch unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die blutdrucksenkende
Wirkung von Eplerenon einer Salzabhangigkeit unterliegt. Bei Niedrig- bzw.
Normalsalzdiat scheint eine Wirkung auf den systolischen Blutdruck nur in
abgeschwachter Form zu erfolgen.

Bei der Echokardiographie der Tiere in der 24. Lebenswoche waren die
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nur gering ausgepragt: Der LVIDd
war bei Tieren unter nutritiver Salzbelastung allenfalls tendenziell etwas hoher,
sowohl bei gesunden als auch bei diabetischen Ratten. Unter Eplerenontherapie
konnte er leicht gesenkt werden. Bei der Messung der Septumdicke zeigten
diabetische Tiere unter Hochsalzdiat eine leichte (statistisch nicht signifikante)
Septumhypertrophie. Ein positiver Einfluss einer Medikamentengabe konnte hier
nicht nachgewiesen werden. Die Verklrzungsfraktion war bei kranken Tieren unter
Salzbelastung tendenziell erhéht. Diese Entwicklungen sind vermutlich als kardiale

Kompensationsmechanismen unter Volumenbelastung zu verstehen.
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Hypothese 4: Die antifibrotische Wirkung ist nicht nur auf die

systemische Blutdrucksenkung zurtckzufiuhren, sondern vor allem
auf die direkte Rezeptor-Blockade am Myokard. Deshalb wirkt

Hydralazin weniger antifibrotisch als Eplerenon.

Der selektive Aldosteron-Antagonist Eplerenon verhindert die Bindung des
Mineralkortikoids Aldosteron an seinen Rezeptor und vermag auf diese Weise, den
Aldosteron-vermittelten Mechanismen entgegenzuwirken.

Er wirkt einerseits systemisch blutdrucksenkend und kann andererseits auch
uber direkte Wirkung in den jeweiligen Geweben Aldosteron-induzierte
Endorganschadigungen verhindern [66, 98].

Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) zeigen im
Vergleich mit Patienten mit essentieller Hypertonie ein grélReres Ausmal® an
kardialen Umbauvorgangen im Sinne einer linksventrikularen Hypertrophie und eines
kardiovaskularen Remodelings trotz vergleichbar hoher Blutdruckwerte [99, 100].

Der Prozess der myokardialen Fibrosierung, der durch die Kombination aus
nutritiver Kochsalzbelastung und erhdhten systemischen Aldosteronwerten induziert
wird, findet sowohl im linken als auch im rechten Ventrikel statt. Bereits kleine
Dosierungen des ARBs Spironolacton verminderten die Entstehung der kardialen
Fibrosierung, ohne die durch Aldosteron und Salz getriggerte Hypertonie zu
beeinflussen. Es scheinen also vor allem Blutdruck-unabhangige Effekte des
Aldosterons zu sein, die diese Entwicklung begunstigen [26, 27, 101].

In zwei unabhangigen Studien an SHRSP- und GCA-KO-Ratten konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung der Tiere mit dem peripheren Vasodilatator
Hydralazin den linksventrikularen Kollagengehalt (als Ausdruck der myokardialen
Fibrosierung) weniger effektiv senkt als eine Therapie mit Eplerenon. Dies weist
darauf hin, dass nicht die systemische Blutdrucksenkung, sondern die Blockade der
spezifischen Aldosteronwirkung im Gewebe einen Benefit brachte [42, 79].

Bei dem vorliegenden Versuch wurde neben den ZDF-Tieren eine zusatzliche
Kontrollgruppe von Tieren gebildet, die unter Hochsalzdiat mit Hydralazin
behandelten wurden. Damit sollte der Effekt einer systemischen, durch Eplerenon
bewirkten Blutdrucksenkung von der direkten gewebsvermittelten Wirkung des

Medikaments abgegrenzt werden.
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Wie zuvor beschrieben flhrte eine nutritive Salzbelastung sowohl bei
diabetischen als auch bei gesunden Kontroll-Tieren zu einem Anstieg des
systolischen Blutdrucks. Die Behandlung der Tiere mit dem spezifischen
Angiotensin-Rezeptor-Blocker Eplerenon konnte den Blutdruck nur bei ZDF-Tieren
senken. Auf gesunde Tiere hatte Eplerenon keinen blutdrucksenkenden Effekt.
Hydralazin senkte den systolischen Blutdruck bei salzbelasteten ZDF-Ratten in
ahnlichem Ausmal} wie Eplerenon.

Echokardiographisch konnte beobachtet werden, dass vor allem eine
Kombination aus erhéhtem Aldosteronspiegel und nutritiver Salzbelastung bei ZDF-
Tieren eine kardiale Hypertrophie auslost. Unter Eplerenongabe kam es nur bei
diabetischen Tieren unter Hochsalzdiat zu einer teilweisen Reduktion der
Hypertrophie. Bei Tieren unter Normalsalzdiat hatte Eplerenon keine Wirkung. Ein
ahnliches Bild zeigte sich auch hinsichtlich des linksventrikularen Fibrosegrades.

Im Gegensatz zu den oben genannten Studien von Endemann et al. [42] und
Zhang et al. [79] konnten in vorliegender Studie die Uberlegenheit einer
Eplerenontherapie gegenuber einer Behandlung mit Hydralazin in den
echokardiographischen sowie histologischen Untersuchungen nicht eindeutig

nachgewiesen werden.
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Hypothese 5: Diabetische Tiere sind physisch weniger belastbar.

Die Belastbarkeit ist besser bei mit Eplerenon behandelten Tieren,
da diese eine weniger stark ausgepragte linksventrikulare
Hypertrophie aufweisen. Analog zu 4. ist eine Therapie mit

Hydralazin weniger effektiv.

Das metabolische Syndrom mit  Adipositas und reduzierter
kardiorespiratorischer Funktion schrankt sowohl die korperliche Belastbarkeit als
auch die Lebensqualitat betroffener Patienten ein [102-104]. Auch in Versuchen mit
diabetischen Ratten zeigte sich, dass die maximale physische Leistungsfahigkeit mit

fortschreitender Erkrankung abnimmt [105, 106].

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Hypothese, dass die Therapie
mit Eplerenon nicht nur das ventrikulare Remodelling verhindern, sondern sich auch
direkt auf die korperliche Fitness positiv auswirken wirde.

Wie erwartet war die Ausdauer der diabetischen Tiere auf dem Laufband im
Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren erheblich reduziert. Wahrend die gesunden
Ratten unabhangig von einer salzreichen Diat durchschnittliche Laufstrecken von
rund 370m zurlcklegten, erreichten die diabetischen Tiere Laufstrecken zwischen
180 und 220m. Die Unterschiede zwischen den diabetischen Untergruppen waren
nicht signifikant. Insbesondere konnte weder bei Hydralazin- noch bei
Eplerenontherapie eine Leistungssteigerung verzeichnet werden. Obgleich wie oben
beschriecben eine tendenzielle Verringerung des Herzgewichtes sowie des
linksventrikularen Fibrosegrades bei den Eplerenon-behandelten Tieren beobachtet
werden konnte, stieg die maximale korperliche Belastbarkeit der Tiere nicht an.
Madglicherweise spielen auch der Zeitpunkt des Therapiebeginns, die Therapiedauer
und der Zeitpunkt der Untersuchung eine Rolle.

In tierexperimentellen Studien anderer Arbeitsgruppen zeigte sich, dass sich
wiederholtes korperliches Training positiv auf die kardiorespiratorische Situation
diabetischer Ratten auswirken kann [106]. Unter Umstanden konnte eine
Kombination aus wiederholtem Training und Aldosteronblockade bei Tieren mit

metabolischem Syndrom zu einer messbaren Verbesserung fuhren.
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In einer klinischen Pilotstudie zur derzeit laufenden TOPCAT-Studie zeigten
Daniel et al. an 11 Patientinnen mit diastolischer Herzinsuffizienz eine signifikante
Verbesserung der physischen Leistungsfahigkeit nach einer viermonatigen
Behandlung mit Spironolacton [107]. In der multizentrischen, randomisierten,
doppelblinden, placebokontrollierten TOPCAT-Studie des National Institute of Health
(UK) werden derzeit die Auswirkungen einer Spironolacton-Therapie auf die
Lebensqualitat von 3515 herzinsuffizienten Patienten untersucht [108].

Eine weitere derzeit durchgefluhrte klinische Studie (ALDO-DHF) der
Universitat Gottingen beschaftigt sich ebenfalls mit dieser Fragestellung. Hier wird an
420 Patienten mit diastolischer Herzinsuffizienz der Einfluss einer Aldosteron-
Rezeptorblockade mit Spironolacton auf die korperliche Leistungsfahigkeit untersucht
[109].
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Hypothese 6: Die linksventrikulare Konzentration der

natriuretischen Peptide ANP und BNP steigt mit zunehmendem
Blutdruck und linksventrikularer Hypertrophie. Sie konnen deshalb
als Mal fur die kardiale Schadigung bei Tieren mit metabolischem

Syndrom verwendet werden.

Bei Patienten mit fortgeschrittener ventrikularer Hypertrophie oder
Herzinsuffizienz (NYHA Il1) sind die Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide erhéht
[43, 45].

Beim metabolischen Syndrom hingegen konnen ANP- und BNP-Spiegel, wie
neuere Studien zeigen, sogar erniedrigt sein. Insbesondere bei adipdsen Patienten
mit hohem BMI scheint dieser inverse Zusammenhang besonders ausgepragt zu
sein [110, 111]. Es wird vermutet, dass bei adipdsen Patienten die Ausschuttung
natriuretischer Peptide beeintrachtigt ist. So zeigten experimentelle Studien einen
inadaquaten Anstieg der Serum-ANP-Konzentration Ubergewichtiger Patienten nach
intravendser Volumenzufuhr (natriuretic handicap) [112]. Erhdhte Triglyceride,
erniedrigtes HDL und erhdhte Nuchtern-Blutzuckerwerte scheinen ebenfalls mit
erniedrigten  Serum-ANP-Konzentrationen einherzugehen. Hohe systolische
Blutdricke Uber langere Zeitraume bedingen dagegen eher eine Erhdhung der ANP-
Spiegel [110]. Tierexperimentelle Studien an Modellen des metabolischen
Syndromes liegen bisher nur in geringer Anzahl vor. Fredersdorf et al. und auch
Huang et al. wiesen bei ZDF-Ratten auf mMRNA-Ebene eine erhohte ANP-Expression
nach [113, 114].

Die Serum-Konzentrationen der natriuretischen Peptide bilden die kardialen
Umbauvorgange beim metabolischen Syndrom nach derzeitigem Kenntnisstand nur
uneinheitlich ab. Insbesondere eine Erhohung des BNP-Spiegels konnte jedoch
(auch aufgrund seiner ventrikularen Exprimierung) ein wertvoller laborchemischer
Parameter fur eine bevorstehende kardiale Dekompensation im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung sein [45, 115].
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In unserer Studie wurden sowohl die linksventrikularen ANP- und BNP-
Konzentrationen als auch die mMRNA-Expression beider Peptide untersucht.

Bei den Untersuchungen zur Genexpression fiel auf mRNA-Ebene eine
tendenziell erhdhte linksventrikulare ANP-Expression der kranken Tiere im Vergleich
zu gesunden Kontrolltieren auf. Bei den mit Eplerenon und Hydralazin behandelten
Gruppen zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zu den unbehandelten ZDF-
Gruppen.

Die Messung der ANP-Proteinkonzentration zeigte in unserer Studie bei
diabetischen Tieren statistisch signifikant erhohte Werte (t-Test). Diese wurden
weder durch Salzbelastung, noch durch eine medikamentdse Therapie mit Eplerenon
oder Hydralazin wesentlich beeinflusst.

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei der Untersuchung der linksventrikularen
BNP-Genexpression und der BNP-Proteinspiegel. Die Tiere mit metabolischem
Syndrom (ZDF-Ratten) zeigten wiederum erhohte Werte im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren (keine statistische Signifikanz). Diese Veranderungen
wurden weder durch Salzbelastung noch durch die Behandlung der Tiere mit
Eplerenon oder Hydralazin wesentlich beeinflusst.

Wir stellten also fest, dass sowohl die Genexpression als auch die
Proteinkonzentrationen beider natriuretischer Peptide bei Tieren mit metabolischem
Syndrom im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren durchaus verandert sind.

Die ANP-Spiegel waren dabei in unserer Studie, anders als in den klinischen
Studien von Wang et al. und Olsen et al., erhoht. Bezuglich der ANP-Genexpression
im linken Ventrikel waren unsere Ergebnisse konkordant mit den Untersuchungen
von Fredersdorf et al. und Huang et al. [113, 115].

Die Auspragung der Veranderungen dieser Parameter hangt moglicherweise
auch vom vorliegenden Erkrankungsstadium ab.

In vorliegender Studie war, wie bereits beschrieben, kein signifikanter Effekt
einer Eplerenontherapie auf die Sekretion natriuretischer Peptide nachzuweisen.
Ursachlich hierfur kdnnte zum einen die begrenzte Anzahl der in den einzelnen
Gruppen zur Verfugung stehenden Tiere sein. Zum anderen kénnten auch die
Therapiedauer und —dosis sowie der Grad der kardialen Vorschadigung eine Rolle

spielen.
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S Zusammenfassung

Im Verlauf eines metabolischen Syndroms im ZDF Rattenmodell entwickelt sich
ein hyporeninamischer Hyperaldosteronismus. Das erhOhte Serum-Aldosteron fuhrt
unter anderem zu kardialer Fibrosierung. Die kardialen Veranderungen werden dabei
durch nutritive Salzbelastung noch verstarkt. Dieser Effekt ist auch fur ZDF-Ratten,
einem etablierten Tiermodell des metabolischen Syndroms, belegt.

In unserer Studie an ZDF-Ratten kam es unter Hochsalzdiat zu einem deutlichen
Anstieg der Herzgewichte. Bei gesunden Kontrolltieren verzeichneten wir ebenfalls
eine Zunahme der Herzgewichte, diese waren aber nicht signifikant.

Bei der histologischen Beurteilung des linken Ventrikels wies das Myokard der
diabetischen Tiere tendenziell vermehrte Kollageneinlagerungen sowie leicht
hypertrophierte Kardiomyozyten auf. Auch dieser Effekt scheint bei Salzbelastung
noch ausgepragter zu sein.

In unseren Versuchen war bei Aldosteron-Rezeptor-Blockade mit Eplerenon
zumindest bei den ZDF-Tieren der Hochsalzgruppe ein positiver Einfluss zu
erkennen. Die Herzgewichte und der linksventrikulare Fibrosegrad waren unter der
Therapie messbar reduziert, eine statistische Signifikanz bestand jedoch aufgrund
der kleinen Anzahl an Versuchstieren nicht.

Bei Hochsalzbelastung kam es sowohl bei gesunden als auch bei
diabetischen Tieren zu einem signifikanten Anstieg des systolischen Blutdruckes.
Eplerenon konnte den Blutdruck bei den diabetischen Tieren, bei denen der
Blutdruckanstieg noch deutlicher war, signifikant senken. Eine vergleichbare
Blutdrucksenkung konnte auch mit Hydralazin erreicht werden.

Die physische Ausdauer der diabetischen Tiere im Laufbandversuch war im
Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren erheblich reduziert. Einen positiven
Einfluss einer Eplerenontherapie konnten wir nicht beobachten. Das hdhere
Ausgangsgewicht der kranken Tiere konnte dabei ebenso wie der Zeitpunkt des
Therapiebeginns, die Therapiedauer und der Zeitpunkt der Untersuchung eine Rolle
spielen.

Neben den histologischen Untersuchungen fUhrten wir auch

echokardiographische Messungen der diastolischen Septumdicke, des LVISd und
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der Verkiurzungsfraktion durch. Einen wesentlichen Vorteil durch die Behandlung der

Tiere mit Eplerenon konnten wir echokardiographisch nicht nachweisen.

Unsere Ergebnisse sprechen flr eine wechselseitige Verstarkung der
Risikofaktoren Diabetes mellitus, Hyperaldosteronismus und Hochsalzdiat. Bei
Vorliegen aller drei Faktoren wirkte sich in unserer Studie eine Therapie mit
Eplerenon hinsichtlich des kardialen Remodellings zumindest ansatzweise positiv
aus. Eine statistische Signifikanz konnten wir mit unserem Versuchsaufbau jedoch

nicht belegen.

Als Erweiterung unserer Arbeit bestimmten wir die linksventrikularen
Proteinkonzentrationen sowie die Genexpression der natriuretischen Peptide ANP
und BNP. Die diabetischen Tiere wiesen signifikant erhdhte ANP-Spiegel auf. Die
BNP-Konzentrationen waren ebenfalls tendenziell erhdoht. Die Genexpression beider
Peptide im linken Ventrikel war ebenfalls leicht gesteigert. Der diagnostische Wert
der natriuretischen Peptide beim metabolischen Syndrom bleibt in weiteren Studien

noch zu prufen.
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6 Ausblick

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass ein Hyperaldosteronismus auch
beim Diabetes mellitus, wie er etwa in Folge eines metabolischen Syndromes auftritt,
das kardiale Remodelling im wesentlichen Ausmald mitverursacht. Die systemische
(blutdrucksteigernde) sowie insbesondere die direkte rezeptor-vermittelte Wirkung
am Myokard fuhren zur diabetischen Kardiomyopathie. Bei v. a. in den westlichen
Industrienationen zunehmender Anzahl an Patienten mit der ,Volkskrankheit
Diabetes® bzw. metabolischem Syndrom erlangt dieser Aspekt immer mehr klinische
Relevanz.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die protektive Wirkung des Einsatzes
von Eplerenon auf die diabetische Kardiomyopathie, bei der die Aldosteronwirkung
direkt an den Endorganen blockiert wird. Vor allem bei Kombination der
Risikofaktoren Diabetes plus salzreiche Ernahrung, wie sie in gro3er Zahl auch bei
den betroffenen Patienten vorliegt, scheint Eplerenon tendenziell einen positiven
Einfluss zu nehmen. Aufgrund der kleinen Anzahl an Versuchstieren und der hohen
Anzahl der verschiedenen Gruppen konnten statistisch signifikante Zusammenhange
jedoch nicht eindeutig belegt werden. So sollte diese Studie mit grof3eren Gruppen
und evil. geringerer Anzahl an Subgruppen wiederholt werden. Wenn diese
Wiederholung signifikante Ergebnisse erbringt, so sind zukinftig neue Einsatzgebiete
der Aldosteronantagonisten in Betracht zu ziehen. Die bisherigen Indikationen wie
die Herzinsuffizienz, der abgelaufene Myokardinfarkt und die diabetische
Nephropathie, konnten dann ggf. erweitert werden und Aldosteronantagonisten dann
auch zur Verhinderung der diabetischen Kardiomyopahtie und beim Diabetiker in der
Frihphase der arteriellen Hypertonie (oder bereits vor Ausbildung einer manifesten
Hypertonie) eingesetzt werden. Hierzu waren fur diese Indikationen klinische
Studien, die den Aldosteron-Antagonisten mit dem ACE-Hemmer bzw. dem

Angiotensin lI-Blocker vergleichen, anzustreben.
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