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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vorbemerkungen

Die Untersuchung des Herz-Kreislauf-System und die Entstehung von
Krankheitsprozessen ist fur den Menschen von auf3erordentlicher Bedeutung. So
standen auch im Jahre 1998 wie bereits in den Jahren zuvor Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems ,,an der Spitze* der Todesursachenstatistik der Bundesrepublik
Deutschland (Statistisches Bundesamt 1998). Neuere Untersuchungen weisen darauf
hin, dass neben exogenen Risikofaktoren wie zum Beispiel Rauchen, Stress und
Erndhrungsgewohnheiten vor allem die genetische Pradisposition fur das Auftreten von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen hauptverantwortlich zu sein scheint (Donati et al. 2000;
McCaffery et al. 1999). So konnten auf chromosomaler Ebene Polymorphismen
gefunden werden, die mit einem erhohten Risiko fur kardiovaskuléare Krankheiten
assoziiert sind (Ferrieres et al. 1995; Andersson et al. 1999; Liggett et a. 1998).

Die Erforschung der zugrundeliegenden Pathomechanismen, die zum Entstehen von
kardiovaskularen Erkrankungen fuhren, ist von herausragender Bedeutung fur
Pravention und Therapie. Seit mehreren Jahren erlauben transgene Tiermodelle einen
genaueren Einblick in die pathophysiologischen Vorgéange auf molekularer Ebene zu

gewinnen.

1.2 Transgene Tiermodelle

Die Moglichkeit, das Genom von Sdugetieren gezielt zu verandern, gelang erstmals
1980 (Gordon et al. 1980), ein Jahr bevor der Begriff des , transgenen Tieres* erstmals
in der Literatur zu finden ist (Gordon et al. 1981). Dieser Terminus wird weitlaufig fur
zwei unterschiedliche molekulare Techniken verwandt, sogenannte , Pronukleus-
Transgene” und , Stammzell-Transgene“. Abb. 1 stellt die beiden Techniken zur

Generierung von transgenen Tieren schematisch gegentiber.
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Abbildung 1: Herstellung von Pronukleus- und Stammzell-transgenen Méausen (Erkl&rungen siehe Text).

"Pronukleus-Transgen"

Auf der einen Seite handelt es sich dabei um genetisch veranderte Tiere, bei denen ein
rekombinantes Gen, dem ein gewebespezifischer Promotor vorgeschaltet ist, durch
direkte Injektion in den Vorkern einer befruchteten Eizelle eingebracht wird
(Pronukleus-Injektion). Das injizierte DNA-Konstrukt wird hierbei an einer beliebigen
Stelle in das Genom der befruchteten Zelle integriert und durch den vorgeschalteten
Promotor in den fir diesen spezifischen Geweben exprimiert. Erstmals gelang dies 1981
durch Brinster, der die kodierende Sequenz des Thymidinkinasegens des Herpes
simplex Virus in befruchtete Eizellen injizierte (Brinster et al. 1981). Die Anzahl der
zur Zeit vorhandenen ,Pronukleus-Transgene®, die ein Gen gewebespezifisch
Uberexprimieren, ist kaum mehr Uberschaubar, ebenso wenig wie die damit assoziierten
Phéanotypen, die durch die Manipulation der genetischen Information hervorgerufen

werden.
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Auf der anderen Seite wird der Begriff ,transgenes Tier* auch fir sogenannte
» Stammzell-Transgene® verwandt (,knockout“-Tiere). Hier wird zunachst das
auszuschaltende endogene Gen in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) durch
homologe Rekombination verandert. Die embryonalen Stammzellen, die in Kultur
gehalten werden kdnnen, ohne sich weiter zu differenzieren, werden dabei mittels eines
Vektors transfiziert, der lange Fragmente des Gens mit einer spezifischen Modifikation
tragt, die zum Funktionsverlust des Gens fuhrt. Hierzu muf3 das zu modifizierende Gen
sehr genau charakterisiert sein, da man in einem spéteren Schritt zeigen muf3, dass das
entsprechende Genprodukt nicht mehr vorhanden ist.

In einem zweiten Schritt werden die zuvor manipulierten embryonalen Stammzellen
entweder direkt in Blastozysten injiziert oder mit befruchteten Eizellen im
Morulastadium (Achtzellstadium) in einer Zellkulturschale aggregiert (Wood et al.
1993). Da die embryonalen Stammzellen die Tendenz haben, in fremdes Gewebe
einzuwachsen und sich in jedes Gewebe differenzieren kdnnen (Evans et al. 1981;
Martin 1981), erhdlt man so, nachdem man die Blastozysten in eine scheintrachtige
Amme transferiert hat, chimére Tiere (Bradley et al. 1984). Diese sind teils aus Zellen
des Spendertieres teils aus genetisch modifizierten Zellen aufgebaut. Im néchsten
Schritt Gberprift man, ob manipulierte Zellen auch zu den Keimzellen beitragen und
somit die Moglichkeit besteht, dass sich die Genmutation in die nachste Generation
weitervererbt. Erstmals konnte im Jahre 1989 eine durch gezielte homologe
Rekombination erzeugte Mutation eines Gens Uber die Keimbahn weitervererbt werden
(Thompson et a. 1989), nachdem dies bereits zwel Jahre zuvor mit spontan mutierten
oder retroviral veranderten ES-Zellen gelungen war (Hooper et a. 1987; Kuehn et al.
1987). Nach Keimbahntransmission vererbt sich das modifizierte Gen (meist rezessiv)
nach den Mendelschen Gesetzen. Den Nachweis fiihrt man mit molekularbiol ogischen
Techniken, z.B. Polymerasekettenreaktion (PCR) oder durch Southernblotanalyse, mit

deren Hilfe man das mutierte Gen detektieren kann. In manchen Féllen fuhrt die
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Genmutation zu embryonaler Letalitét, so dass die Auswirkungen der Mutation auf den
adulten Organismus nicht untersucht werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei unterschiedliche Knockout-Linien untersucht,
die entweder den Angiotensin Il AT,-Rezeptor, den [3;-adrenergen Rezeptor oder
jewells einen der drei o,-adrenergen Rezeptoren (0 ,,-, 0,5~ bzw. a,.-AR) nicht mehr
exprimieren, die alle zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gezahlt werden.
In den nachsten Abschnitten der Einleitung sollen die wichtigsten Funktionen dieser
Rezeptoren im Organismus sowie die Phanotypen vorgestellt werden, die durch das

Ausschalten dieser Rezeptoren im transgenen Tiermodell zu beobachten sind.

1.2.1 Angiotensin |1-Rezeptoren

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System hat sowohl fur die Kontrolle des arteriellen
Blutdruckes, des Wasser- und Elektrolythaushaltes, als auch fur neurohumorale
Regulationsvorgange, wie die Freisetzung von Renin durch das sympathische
Nervensystem am juxtaglomeruléren Apparat der Niere, eine herausragende Bedeutung.
Bereits 1898 extrahierten Tigerstedt und Bergman aus Nierengewebe das Renin
(Tigerstedt et al. 1898). Zunachst ging man davon aus, dass die extrahierte Substanz
selbst fur die vasokonstriktorische Reaktion verantwortlich sei. 1940 wurde von zwel
unabhangigen Arbeitsgruppen gefunden, dass das Renin vielmehr am Beginn einer
Kaskade enzymatischer Reaktionen steht und die eigentliche Geféal3wirkung
hauptsachlich vom Angiotensin 11 ausgelibt wird (Braun-Mendez et al. 1940; Page et al.
1940). Das Oktapeptid Angiotensin Il ist einer der stérksten Vasokonstriktoren.
Zusatzlich zu seiner direkten geféalverengenden Wirkung setzt es aus der
Nebennierenrinde das Hormon Aldosteron frei, das im Bereich des distalen Tubulus der
Niere die Rickresorption von Na" und H,O fordert und dadurch das Blutvolumen
erhoht.

Die Zielstruktur fir Angiotensin 11 ist eine Gruppe G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
(Sasaki et al. 1991; Murphy et al. 1991), die sich pharmakologisch und genetisch in



Einleitung

AT,- und AT,-Rezeptoren einteilen |al%t. Bevor unterschiedliche Angiotensin 11-
Rezeptorsubtypen kloniert werden konnten, war eine Unterscheidung aufgrund
unterschiedlicher Affinitdten zu verschiedenen Liganden moglich (Lin et al. 1970;
Timmermans et al. 1993).

Der Grofdteil der bekannten Wirkungen des Angiotensin Il wird vom AT,-Rezeptor
Ubernommen: Vasokonstriktion der arteriellen Widerstandsgefélie, Freisetzung von
Aldosteron aus der Nebennierenrinde, Aktivierung des sympathischen Nervensystems,
Vermittlung von Zellwachstum (Timmermans et a. 1993). Im Gegensatz dazu sind die
Funktionen des AT,-Rezeptors noch weitgehend unbekannt (Brede et al. 2001). Der
Angiotensin Il AT,-Rezeptor zeigt am Ende der Embryonalentwicklung seine stérkste
Expression (Grady et al. 1991), was den Schluf3 nahelegt, dass er an embryonalen
Entwicklungsprozessen mal3geblich beteiligt ist. Im adulten Organismus wird er zum
Beispiel im Bereich verschiedener geweblicher Reparaturprozesse in der Haut, in
Blutgeféien und in atretischen Ovariafollikeln wieder verstarkt exprimiert (Mukoyama
et al. 1993). Dartiber hinaus ist er in verschiedenen Bereichen des ZNS und der Niere
nachweisbar (Gibson et al. 1991; Leung et al. 1991). Dem AT ,-Rezeptorsubtyp scheint
in einigen Féllen die Rolle eines Gegenspielers zum AT,-Rezeptor zuzukommen, da
AT ,-Rezeptoren in vitro die proliferativen Effekte von AT,-Rezeptoren antagonisieren
(Nakajimaet al. 1995; Stoll et al. 1995).

Die medikamentdse Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems ist auf mehreren
Ebenen moglich. Zur Zeit sind ACE-Hemmer fester Bestandteil der Behandlung der
chronischen Herzinsuffizienz (CONSENSUS-Trail 1987), des Myokardinfarktes
(Rutherford et al. 1994) und der arteriellen Hypertonie (Liebson et al. 1995). Dartber
hinaus wird die Progression der diabetischen Nephropathie durch ACE-Hemmer
verlangsamt (Lewis et al. 1993). Eine neue Substanzgruppe, die AT;-
Rezeptorantagonisten, steht seit kurzer Zeit zur Verfigung. Die ELITE |-Studie an

einem relativ kleinen Kollektiv herzinsuffizienter Patienten zeigte eine starkere
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Verringerung der Mortalitét durch einen AT,-Rezeptorantagonisten im Vergleich zum
ACE-Hemmer (Pitt et al. 1997), wahrend eine Folge-Studie (ELITE 11) an einem
groferen Patientenkollektiv dies nicht bestéatigen konnte (Pitt et al. 2000). Mittlerweile
gibt es erste Hinweise, dass die Kombination aus ACE-Hemmer und AT,-
Rezeptorantagonist einen Fortschritt fur die Therapie der Herzinsuffizienz darstellen
konnte. Auf der einen Seite kénnte der ACE-Hemmer systemisch die Bildung des
Angiotensin Il aus dem Vorlaufermolekil Angiotensin I hemmen, auf der anderen Seite
konnte das lokal weiterhin gebildete Angiotensin Il am nicht blockierten AT,-Rezeptor
seine hypothetische protektive Funktion ausiiben (McKelvie et a. 1999).

Viele Erkenntnisse auf dem Gebiet des Renin-Angiotensin-Systems konnten erst durch
Untersuchungen an transgenen Tieren gewonnen werden. Mittlerweile konnten alle
Gene dieses Systems entweder ausgeschaltet werden oder gewebespezifisch
Uberexprimiert werden. Es wird allgemein angenommen, dass der Mensch im Vergleich
zum Nager nur einen AT,-Rezeptorsubtyp besitzt. Bei Ratte und Maus wurden zwei
AT,-Rezeptorsubtypen kloniert, die als AT,,-Rezeptoren und AT,g-Rezeptoren
klassifiziert werden (Iwai et al. 1991; Sasamura et a. 1992). Diese werden von zwel
unterschiedlichen Genen kodiert und sind durch eine Genduplikation entstanden
(Yoshida et al. 1992). Trotz weitgehender Homologie der AT, ,- und AT, ;-Rezeptoren
variiert ihre Gewebeverteilung erheblich (Kitami et al. 1992). Im Gegensatz dazu
konnte bis jetzt sowohl beim Menschen als auch bei Nagern nur ein AT,-
Rezeptorsubtyp gefunden werden (Kambayashi et al. 1993; Mukoyama et al. 1993).

Die Beteiligung des Renin-Angiotensin-Systems an embryonalen Entwicklungs-
prozessen und an der Herz-Kreislauf-Regulation konnte in unterschiedlichen transgenen
Modellen auf eindrtickliche Weise belegt werden. Wahrend AT ,,-Rezeptor-, knockout® -
Méuse (AT, ,-KO) eine geringe vorgeburtliche Letalitdt zeigten (Oliverio et a. 1998),
war der Ausfall beider AT,-Rezeptoren (AT, ,s-KO) viel dramatischer fur die

Entwicklung der Maus (Tsuchida et al. 1998). Im Gegensatz dazu zeigten Angiotensin
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AT z-Rezeptor-, knockout“-Mause (AT, 5z-KO) keine Entwicklungsdefekte (Chen et al.
1997). Bei Méusen, die den AT,-Rezeptor mittels eines spezifischen Promoters im
Herzen Uberexprimieren (aMHC-AT,-TG) konnten proliferative Effekte des murinen
AT, ,-Rezeptors bzw. des menschlichen AT,-Rezeptors auf den Herzmuskel gezeigt
werden (Hein et al. 1997; Paradis et al. 2000). Der AT,-Rezeptor ist fur die
vorgeburtliche Differenzierung des Urogenitaltraktes von Bedeutung (Nishimura et al.
1999).

Neben embryonalen Entwicklungsvorgangen stehen die physiologischen Funktionen der
Angiotensin-Rezeptoren im Herz-Kreislauf-System im Mittel punkt des Interesses. Der
AT, ,-Rezeptor ist der wichtigste Rezeptorsubtyp im Herz-Kreislauf-System der Maus.
So war es nicht verwunderlich, dass AT, ,-KO-Mause sowohl einen niedrigeren basalen
Blutdruck aufwiesen als vergleichbare Tiere ohne Rezeptorverlust, als auch auf die
Gabe von Angiotensin |1 mit einer reduzierten Blutdrucksteigerung reagierten (Ito et al.
1995; Oliverio et al. 1997). Obwohl AT,,-KO-Méause keine Veranderung dieser
Parameters zeigten (Chen et al. 1997), fuhrte die Ausschaltung beider AT,-Rezeptoren
(AT4e-KO) zu einer weiteren Reduktion der basalen Blutdruckwerte und zu einer
fehlenden Blutdruckantwort auf die Gabe von Angiotensin Il, was zumindest fur eine
Beteiligung des AT ;-Rezeptor an der Blutdruckkontrolle sprach. Aul3erdem wiesen
diese Tiere renale Entwicklungsdefekte auf (Oliverio et al. 1998; Tsuchida et al. 1998).
Die Beteiligung des AT,-Rezeptors an der Blutdruckregulation konnte sowohl in
»Kknockout“-Tieren als auch in transgenen Mausen mit Rezeptoriiberexpression
eindeutig belegt werden (Tabelle 1). Dass der genetische Hintergrund bei der
Generierung von transgenen Tieren nicht unbeachtet bleiben darf, sah man ebenfalls bei
der Charakterisierung von AT,-KO-Mé&usen, die unabhéngig voneinander von zwei
Arbeitsgruppen generiert wurden (Hein et al. 1995; Ichiki et al. 1995). Obwohl in
beiden Modellen die Blutdruckantwort auf Angiotensin Il erhéht war, stimmten die

basalen Blutdruckwerte nicht (berein. Der Mechanismus der veradnderten
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Blutdruckantwort bei AT,-KO-Mausen ist bislang vadllig unklar. Transgene Tiere mit

einer Uberexpression von Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems konnten in

vielen Aspekten die Funktionen der entsprechenden Rezeptorsubtypen belegen (Masaki

et al. 1998; Tsutsumi et al. 1999). Tab. 1 fasst die erwahnten Phanotypen der transgenen

Mausmodelle zusammen.

Tabelle 1: Transgene Maus-Modelle von Angiotensin || AT-Rezeptoren

Stammzell-Transgene (KO)

Phanotyp

AT,-KO

Reduktion des systolischen Blutdruckes und minimaler
Blutdruckanstieg auf Angiotensin Il (Ito et al. 1995; Oliverio et al.
1997)

gering ausgeprégte pranatale Letalitdt und renale Entwicklungs-
defekte (Oliverio et al. 1998)

ATz-KO » keine Entwicklungsdefekte und normale Blutdruckregulation
(Chenetal. 1997)

AT as-KO » postnatale Letalitdt mit renalen und kardialen Entwicklungs-
defekten und fehlende Blutdruckantwort auf Angiotensin |l
(Tsuchida et al. 1998; Oliverio et a. 1998)

AT,-KO e verstérkte Blutdruckantwort auf Angiotensin Il-Infusionen bei

normalen (Hein et a. 1995) bzw. erhohten (Ichiki et al. 1995)
basalen Blutdruckwerten

Pronukleus-Transgene (TG)

Phanotyp

aMHC(,,a—-myosin-heavy-
chain®)-AT,-TG

VergroRerung der Herzvorhofe, Bradykardie, Hyperplasie der
Myozyten und nachgeburtliche Letalitdt der M&use bei kardialer
Uberexpression des Maus-AT,,-Rezeptors (Hein et al. 1997)
Hypertrophie und Remodeling mit erhdhter ANF-Expression und
interstitieller Kollagenablagerung und frihzeitige Letalitdt der
Méause bei kardialer Uberexpression des humanen AT,-Rezeptors
(Paradis et al. 2000)

aMHC(,,a—-myosin-heavy-
chain®)-AT,- TG

verminderte Blutdruckantwort auf Angiotensin Il bei kardialer
Uberexpression des Maus-AT,-Rezeptors (Masaki et al. 1998)

SMaA (, smooth-muscle-
o—actin®)-AT,-TG

fehlende Blutdruckantwort auf Angiotensin 11 bei vaskul&rer
Uberexpression des Maus-AT,-Rezeptors (Tsutsumi et al. 1999)
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1.2.2 [(-adrenerge Rezeptoren

[B-adrenerge Rezeptoren Ubertragen die Wirkungen der Katecholamine Adrenalin und
Noradrenalin im sympathischen Nervensystem und im ZNS. 1948 wurde das erste Mal
von Ahlquist (Ahlquist 1948) eine funktionelle Unterteilung adrenerger Rezeptoren in
o - und B-adrenerge Rezeptoren getroffen. Die Klassifikation B-adrenerger Rezeptoren
in einen [3;-adrenergen und einen (3,-adrenergen Rezeptor wurde erst viele Jahre spéter
vorgenommen (Lands et a. 196743, b).

[B-adrenerge Rezeptoren sind beteiligt an embryonalen Entwicklungsprozessen, an der
Regulation des zentralen Nervensystems, an verschiedenen Stoffwechselvorgangen, vor
allem aber an der Regulation des Herz-Kreislauf-Systems (Rohrer 1998). Die
Bedeutung [3-adrenerger Rezeptoren spiegelt sich in der Therapie der koronaren
Herzkrankheit (Wilhelmsen et al. 1987) und der Herzinsuffizienz (Gilbert et a. 1996;
Heidenreich et al. 1997), der arteriellen Hypertonie (Mason et al. 1987), kardialer
Arrhythmien (Propafenone Study Group 1995), des Asthma bronchiale (Empfehlungen
der Deutschen Atemwegsliga) und der Tokolysebehandlung (Souney et al. 1983)
wieder. Wie bereits eingangs erwéhnt, gehoren sie zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (Strader et al. 1995). Es konnten bis zum heutigen Zeitpunkt
drei unterschiedliche [3-adrenerge Rezeptoren kloniert werden (Frielle et al. 1987;
Dixon et al. 1986; Emorine et al. 1989). Uber einen vierten B-adrenergen Rezeptor wird
noch immer spekuliert, nachdem Kaumann 1997 einen solchen postuliert hat (Kaumann
et a. 1997), der jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt nicht kloniert werden konnte.
Wahrscheinlich stellt der 3,-adrenerge Rezeptor eine pharmakol ogische Variante des [3,-

adrenergen Rezeptors dar (Kaumann et al. 2001).

Durch pharmakologische Methoden konnen die einzelnen [(-adrenergen
Rezeptorsubtypen mittels spezifischer Agonisten und Antagonisten untersucht und

klassifiziert werden. Da die verwendeten Substanzen auf3erordentlich selektiv sind,
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kénnen die Funktionen der (3-adrenergen Rezeptorsubtypen in verschiedenen Geweben
durch diese Liganden untersucht werden (Brodde 1991).

In der Herz-Kreislauf-Forschung nahm man friher vereinfachend an, dass der [3;-
adrenerge Rezeptor fur die Wirkungen der Katecholamine am Herzmuskel
verantwortlich ist (Steigerung von Chronotropie und Inotropie), der [(3,-adrenerge
Rezeptor hingegen vor allem die Erschlaffung glatter Muskelzellen
(Bronchialmuskulatur, arterielles Gefai3bett) vermittelt. Der [3;-adrenerge Rezeptor
steigert die Freisetzung freier Fettsauren, erhoht die Insulinfreisetzung aus dem
Pankreas und beeinflusst die Motilitdt des Gastrointestinaltraktes (Fletcher et al. 1998;
Grujic et a. 1997; Revelli et al. 1997; Susulic et a. 1995). In vivo Untersuchungen an
Hund und Ratte haben gezeigt, dass dieses stark vereinfachte Modell so nicht aufrecht
zu erhalten ist, da neben [(3,-adrenergen Rezeptoren auch (3,- und [;-adrenerge
Rezeptoren an der Erschlaffung der Gefél3muskulatur beteiligt sind (Vatner et al. 1985;
Shen et al. 1994; Shen et a. 1996).

Die moderne Mausgenetik ermdglicht es, die friher gewonnenen Erkenntnisse auf
Rezeptorebene auf andere Weise verifizieren zu kdnnen. Neben [3,- und [3,-transgenen
Tieren, die den jeweiligen B-adrenergen Rezeptor im Herzmuskel Uberexprimieren
(Bertin et a. 1993; Milano et a. 1994; Engelhardt et al. 1999; Bisognano et al. 2000),
wurden mittlerweile alle drei [3-adrenergen Rezeptorgene durch homologe
Rekombination ausgeschaltet (Rohrer et al. 1996; Chruscinski et al. 1999; Susulic et al.
1995). Durch Verpaarung von (3,-KO- und (3,-KO-Mé&usen konnten dartiber hinaus
Méuse generiert werden, bei denen die 3,- und 3,-adrenergen Rezeptoren fehlen (3,3,-
KO) (Rohrer et al. 1999).

Die kardiovaskulare Charakterisierung stand sowohl bei der Untersuchung der 3,-KO-
Tiere as auch beim (3,-KO und dem (3,3,-KO eindeutig im Vordergrund (Chruscinski et
al. 1999; Rohrer et al. 1996, 1998, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass bei der Maus

die Steigerung von Chronotropie und Inotropie auf die Gabe von Isoprenalin, einem [3,-
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und [3,-Rezeptoragonisten, allein durch den (3;-adrenergen Rezeptor ausgel 6st wird, da
bel [3,-KO-Tieren weder eine inotrope noch eine chronotrope Reaktion ausgel6st
werden konnte (Rohrer et al. 1996). Im Gegensatz dazu konnte durch alle drei (3-
adrenergen Rezeptoren eine Hypotension ausgeldst werden, wobei durch Stimulation
der [3,-adrenergen Rezeptoren eindeutig die starkste Reaktion ausgeldst wurde
(Chruscinski et al. 1999). Unklar ist, welcher [3-adrenerge Rezeptorsubtyp an der
direkten Vasodilatation am glatten Geféarmuskel beteiligt ist. B,-KO-Tiere zeigten auf
Isoprenalin eine deutlich verminderte hypotensive Reaktion. Im (3,3,-KO war die
Antwort auf Isoprenalin zwar noch weiter eingeschrankt, jedoch nicht vollstandig
aufgehoben. Dies weist darauf hin, dass auch der [3;-adrenerge Rezeptor an der
blutdrucksenkenden Wirkung beteiligt ist (Rohrer et a. 1999).

Untersuchungen von (3,-KO Méausen bestétigten die Beteiligung des [3;-adrenergen
Rezeptors an der Freisetzung freier Fettsduren aus dem Fettgewebe (Grujic et al. 1997,
Susulic et al. 1995). Daruber hinaus steigert der [;-adrenerge Rezeptor die
Insulinausschittung aus der Bauchspeicheldrise. Weiterhin wurde der
Sauerstoffverbrauch durch Stimulation des [3;-adrenergen Rezeptor erhoht (Susulic et al.
1995) sowie die Passagezeit von aufgenommener Nahrung im Magen-Darm Trakt durch
Stimulation des [3;-adrenergen Rezeptors verzogert (Fletcher et al. 1998).

Mit Hilfe der Mausgenetik ist es moglich, am Iebenden Organismus das diffizile
Zusammenspiel einzelner Rezeptoren an der Regulation des sympathischen
Nervensystems zu untersuchen und besser zu verstehen. Tab. 2 gibt einen Uberblick der

Phanotypen [3-adrenerger Stammzell- und Pronukleus-transgener Tiere.
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Tabelle 2: Transgene Maus-Modelle 3-adrenerger Rezeptoren

Stammzell-Transgene (KO)

Phanotyp

B.-KO

partielle embryonale Letalitét, Verlust der inotropen und
chronotropen Antwort auf Isoprenalin, sowie eingeschréankte
hypotensive Reaktion auf die Gabe von Isoprenalin (Rohrer et al.
1996)

normale Belastungsféhigkeit und metabolische Kontrolle bei
fehlender chronotroper Reaktion bei korperlicher Anstrengung
(Rohrer et al. 1998)

B,-KO » engeschrankte hypotensive Resktion auf die Gabe von Isoprenalin
» normale Belastungsfahigkeit
» verminderter respiratorischer Sauerstoffverbrauch bei korperlicher
Anstrengung
o verstarkte hypertensive Reaktion bei korperlicher Belastung oder
Adrenalinzufuhr (Chruscinski et a. 1999)
B.B,-KO * normale basale Herzkreislaufparameter
» aufgehobene chronotrope Antwort auf |soprenalin und verminderte
hypotensive Resktion auf Adrenalingabe
* unveranderte korperliche Belastungsfahigkeit
» verstarkte hypotensive (3;-adrenerge Rezeptorfunktion (Rohrer et
al. 1999)
Bs-KO » fehlender Anstieg von freien Fettsduren und Insulin sowie

verminderter Sauerstoffverbrauch nach B;-Stimulation (Grujic et
al. 1997; Susulic et a. 1995)

fehlende Hemmung der Magen-Darm-Motilitét --> Wieder-
herstellung durch Uberexpression B;-adrenerger Rezeptoren in
braunem und wei Ren Fettgewebe (Fletcher et al. 1998)

erhdhte Korperfettmasse und Nahrungsaufnahme ohne
Verdnderungen im Leptinhaushalt (Revelli et al. 1997)

Pronukleus-Transgene (TG)

Phanotyp

aMHC(,,a—-myosin-heavy-
chain*)-B,-TG

verbesserte kardiale Kontraktilitét beim Jungtier
Entwicklung einer Herzmuskelhypertrophie und Herzinsuffizienz
(Engelhardt et a. 1999; Bisognano et al. 2000)

aMHC(,,a—-myosin-heavy-
chain*)-B,-TG

verbesserte atriale Kontraktilitdt und linksventrikuldre Herz-
funktion (Milano et al. 1994)

Entwicklung einer Herzmuskelhypertrophie und Herzinsuffizienz
bei massiver kardialer Uberexpression (Liggett et al. 2000)
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1.2.3 a,-adrenerge Rezeptoren

Neben [-adrenergen Rezeptoren spielen im sympathischen Nervensystem weitere G-
Protein-gekoppel te Rezeptoren eine wichtige Rolle (Bylund et al. 1994): Neben den a,-
adrenerge Rezeptoren, die vor allem den peripheren Gefal3widerstand beeinflussen
(Piascik et al. 1990), sind a,-adrenerge Rezeptoren an verschiedensten physiol ogischen
Funktionen des kardiovaskularen und zentralen Nervensystems beteiligt. a,-adrenerge
Rezeptoren werden in verschiedenen Geweben in unterschiedlichem Ausmal}
exprimiert (Nicholas et al. 1993; Perala et a. 1992), was auf eine Aufgabenteilung a.-
adrenerger Rezeptoren hinweist. a,-adrenerge Rezeptoren greifen an der pr& oder
postsynaptischen Seite von Neuronen modulatorisch in die Funktion ein. Im zentralen
Nervensystem werden den a,-adrenergen Rezeptoren hauptséchlich inhibitorische
Funktionen zugeschrieben (Langer et al. 1985). So wird die Aktivitét des Sympathikus
von zentraler Seite durch Clonidin, einem o ,-adrenergen Rezeptoragonisten, gehemmt
(Guyenet et al. 1981). Im peripheren sympathischen Nervensystem wird die Freisetzung
von Noradrenalin in den synaptischen Spalt durch présynaptische a,-adrenerge
Rezeptoren gehemmt (Starke et al. 1975). a,-adrenerge Rezeptoren helfen dadurch, den
Noradrenalin-Spiegel im Blut zu regulieren. Die stdndige Erhohung des
Plasmanoradrenalin-Spiegels wird mit der Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht
(Cohn et al. 1984). Auch in anderen Organsystemen Ubernehmen a,-adrenerge
Rezeptoren eine wichtige Aufgabe. Therapeutisch ausgenutzt wird z.B. die
vasokonstringierende abschwellende Wirkung der a,-adrenergen Rezeptoren an der
Nasenschleimhaut und den Konjunktiven (Birchall et al. 1996; Duzman et al. 1986).

o,-adrenerge Rezeptoragonisten werden vor allem zur Therapie von erhéhtem
Blutdruck (Fillastre et al. 1988) eingesetzt. Auch bei der Behandlung von
Schmerzzustanden (Khan et al. 1999), zur Senkung des Augeninnendruckes (Schuman
1996) sowie zur Behandlung von Opiat-Entzugserscheinungen (Gold et al. 1978;

Bjorkqvist 1975) erweisen sich o ,-adrenerge Rezeptoragonisten als Uberaus
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wirkungsvoll. Darlber hinaus werden o,-adrenerge Rezeptoragonisten in der
Anasthesiologie sehr gerne eingesetzt, da hier gleichzeitig sedierende, analgetische und
blutdrucksenkende Wirkungen von o,-adrenergen Agonisten ausgenitzt und
Inhalationsnarkotika durch die Kombination mit a,-adrenergen Rezeptoragonisten
eingespart werden kdnnen (Sung et a. 2000).

Derzeit werden drei a,-adrenerge Rezeptoren unterschieden: a,,-, O,s- und O ,c-
adrenerge Rezeptoren. Da sich das Ligandbindungsverhalten von a,,-Rezeptoren von
Mensch und Maus voneinander unterscheidet, wurde ein vierter a,-adrenerger
Rezeptorsubtyp (a,,) postuliert, der jedoch nur eine Variante des a,,-adrenergen
Rezeptors mit geédnderten Bindungseigenschaften darstellt (Lomasney et al. 1990;
Regan et al. 1988; Kobilka et al. 1987). Eine partielle Unterscheidung der einzelnen
Subtypen ist anhand verschiedener pharmakologischer Agonisten und Antagonisten
moglich (Lomasney et al. 1991), ist jedoch aufgrund der fehlenden absoluten Spezifitét
der verfligbaren Liganden fur diese Rezeptoren nur sehr unzureichend mdglich.
Zusétzlich sind zahlreiche Liganden, die eine gewisse Subtyp-Selektivitéat fur a,-
Rezeptoren besitzen (z.B. Oxymetazolin, Prazosin), auch gute Liganden fir a;-
adrenerge Rezeptoren.

Die Klonierung der drei unterschiedlichen a,-adrenergen Rezeptorsubtypen (Kobilka et
al. 1987; Regan et al. 1988; Lomasney et a. 1991) und die nachfolgende Deletion der
dazugehorigen Gene im Tiermodell liefert ein ausgezeichnetes Werkzeug, den
verschiedenen a,-adrenergen Rezeptoren spezifische Funktionen zuordnen zu kénnen,
gerade well spezifische Liganden fir diese Rezeptoren fehlen. Alle drei a,-adrenergen
Rezeptoren konnten mittlerweile durch homologe Rekombination bei der Maus
ausgeschaltet werden (Hein 2000). Zuvor schon konnten M&use generiert werden, die
eine Mutation im a,,-adrenergen Rezeptor aufweisen, die zu dessen teilweisem
Funktionsverlust fuhrt (a,,-D79N) (Lakhlani et a. 1997). Neben diesen Knockouttieren

gibt es derzeit nur eine Mauslinie, die den endogenen murinen a,.-adrenergen Rezeptor
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Uberexprimiert, der zusétzlich mit einem Hamagglutinin-Epitop versehen ist (0,.-TG)
(Sallinen et al. 1997). Es konnte bis zum heutigen Zeitpunkt noch keine Mauslinie
generiert werden, die ganz ohne a,-adrenerge Rezeptoren auskommt. Dies legt den
Schlu® nahe, dass a,-adrenerge Rezeptoren auch fur die regelhafte embryonale
Entwicklung der Maus von Bedeutung sind.

Die meisten Wirkungen von a,-Agonisten im adulten Tier, wie Analgesie, Hypotension
und Sedierung, kénnen zum derzeitigen Zeitpunkt eindeutig dem a,,-adrenergen
Rezeptor zugewiesen werden (Hein 2000). Die Bedeutung des a,,-adrenergen
Rezeptors fur die zentrale Blutdruck- und Herzfrequenzkontrolle konnte sowohl bei
0,,-KO-Tieren as auch bei Mausen, welche die a,,-D79N Rezeptormutante tragen,
eindeutig gezeigt werden (Altman et a. 1999; MacMillan et a. 1996). Im Gegensatz
dazu vermittelt der a,5-adrenerge Rezeptor den initialen Blutdruckanstieg auf die Gabe
eines unspezifischen a,-adrenergen Agonisten (Link et al. 1996). a,--KO-Tiere
verhalten sich von Seiten des Herz-Kreislauf Systems weitgehend unaufféllig (Link et
al. 1996). Durch Doppelknockout fur die a,,- und o ,.-adrenergen Rezeptoren (0 ,uc-
KO) konnte die Beteiligung von a,,- und o,.-adrenergen Rezeptoren an der pré&
synaptischen Regulation der Noradrenalin-Freisetzung gezeigt werden (Hein et al.
1999).

Die Bedeutung der a,-adrenergen Rezeptoren fur die Kreislaufregulation konnte mit
Hilfe transgener Tiermodelle auf eindrucksvolle Weise belegt werden. Inwieweit a -
adrenerge Rezeptoren an der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen beteiligt
sind, wird im Moment von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Tab. 3 gibt einen

Uberblick zu den einzelnen transgenen Tieren.
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Tabelle 3: Transgene Maus-Modelle a,-adrenerger Rezeptoren

Stammzell-Transgene (KO)

Phanotyp

a,,-KO

verstarkte sympathische Aktivierung mit Tachykardie,
Gewebeverarmung an Noradrenalin in Herz und Niere,
Downregulation kardialer B-adrenerger Rezeptoren (Altman et a.
1999)

Verlust der hypotensiven Reaktion auf o,-Agonisten, Reduktion
der prasynaptischen Autoinhibition (Altman et al. 1999)

Verlust der Hemmung der Transmitterfreisetzung bei hohen
Stimulationsfrequenzen, leicht erhthte Plasmanoradrenalin-
Spiegel (Hein et al. 1999)

0,5-KO » aufgehobene hypertensive Reaktion und verstérkte hypotensive
Antwort auf a,-Agonisten (Link et al. 1996)
0,-KO * keine Veranderungen von seiten des Herz-Kreislauf-Systems (Link
et al. 1995; Link et al. 1996)
* Verlust der Hemmung der Transmitterfreisetzung bei niedrigen
Stimul ationsfrequenzen (Hein et al. 1999)
Oc-KO » deutlicher Anstieg des Plasmanoradrenalin-Spiegels, Entwicklung

einer kardialen Hypertrophie mit verminderter Kontraktilitét (Hein
et al. 1999)

Pronukleus-Transgene (TG)

Phanotyp

O,c-TG
(»endogener Promotor*)

Verénderung der Temperaturkontrolle auf die Gabe von a,-
Agonisten sowie erhéhte Homovanillinsaure-Spiegel (Sallinen et
al. 1997)
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1.3 Zielsetzung

Die transgene Technologie hat ganz neue Méglichkeiten erdffnet, die physiologische
Funktion einzelner Proteine zu kléren. Diese Arbeit beschéftigte sich mit der
kardiovaskularen Charakterisierung von drei unterschiedlichen transgenen Mauslinien.
Es sollten dabei unterschiedliche Schwerpunkte verfolgt werden, da die Gendeletionen
die Herz-Kreislauf-Regulation an verschiedenen Punkten beeinflusste und bei der
Erstbeschreibung unterschiedliche Funktionsstorungen beschrieben wurden. Es sollte
untersucht werden, welchen Einflul® die Deletion kardiovaskulérer Rezeptoren auf die
Effekte von Rezeptoragonisten hat und welche Langzeiteffekte im Herz-Kreislauf-
System zu beobachten sind. Weiterhin sollte in einem experimentellen Herzinsuffizienz-
Modell gepriuft werden, welchen Einfluss die Deletion a,-adrenerger Rezeptorgene fir
die kardiae Funktion hat.

Seit langerem ist bekannt, dass Angiotensin Il AT ,-Rezeptor-KO-Tiere auf die Gabe
von Angiotensin |1 mit einer verstarkten Blutdrucksteigerung reagieren, so dass dem
AT ,-Rezeptorsubtyp die Rolle eines Gegenspielers zum AT,-Rezeptor zugeschrieben
werden muss. Es sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob sich fir die
gesteigerte Blutdruckreaktion ein funktionelles oder morphologisches Korrelat im
Gefal3 finden &3t und ob es durch Deletion des AT ,-Rezeptors zur Veranderung der
Signaltransduktion in arteriellen Gefalen kommt, die fir den beobachteten Phénotyp
verantwortlich sein kdnnte.

Aus Voruntersuchungen an (3-adrenergen , knockout*-Méausen war bekannt, dass die
blutdrucksenkende Wirkung von Isoprenalin in vivo durch alle drei (3-adrenergen
Rezeptorsubtypen vermittelt wird. Im Rahmen dieser Arbeit sollte an isolierten Gefél3en
von 3,- und B,-KO-Mausen untersucht werden, in welchem Verhaltnis 3,- und [3,-
adrenerge Rezeptoren an der Vermittlung der Gefalrelaxation in vitro beteiligt sind. Es
wurden hierzu unterschiedliche Abschnitte des arteriellen Gefél3baumes der Maus

systematisch untersucht.
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Die Rolle des a,.-Rezeptors fur die Herz-Kreislauf-Regulation konnte Ende letzten
Jahres erstmals im Mausmodell gezeigt werden (Hein et al. 1999). Anhand eines
Modells der chronischen Druckiberlastung des linken Ventrikels durch Aortenstenose
bel der Maus sollte die Beteiligung des a,.-Rezeptors an der Entstehung von
kardiovaskuléren Verénderungen belegt werden, die bisher nur in Kombination mit dem
0,,-Rezeptor zu finden waren. Hierbei stand die kardiovaskulére Charakterisierung

unterschiedlicher a,-KO-Tiere und WT-Kontrollen im Vordergrund.
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2 Material und Methoden

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Gebrauchsmaterialien wurden von den Firmen Gibco
(Karlsruhe, D), Merck (Darmstadt, D), Roth (Karlsruhe, D) und Sigma (Taufkirchen, D)
in groftmoglichem Reinheitssgrad bezogen. Essentielle Chemikalien sind mit der
jeweiligen Produktbezeichnung, Konzentration und Herstellernamen bel den einzelnen
Methoden aufgefuhrt. Verwandte Geréte sowie Computerprogramme sind bei den

einzelnen Methoden zu finden.

2.1 Genotypisierung von Knockouttieren

2.1.1 Genotypisierung

Zur Untersuchung der Funktion des Angiotensin Il AT,-Rezeptors wurden zwel
Mauskollektive gleicher GroRRe benotigt, AT,-,knockout“-Mause (AT,-KO) und
Wildtypkontrollmause (WT). Da sich das Gen des AT,-Rezeptors auf dem X-
Chromosom befindet (Lazard et al. 1994; Hein et al. 1995), konnten durch geeignete
Verpaarung eines weiblichen heterozygoten AT,-KO-Tieres und eines mannlichen WT-
Tieres im gleichen Wurf sowohl mannliche WT-Méuse a's auch mannliche AT,-KO-
Méause in gleicher Anzahl erhalten werden. Fur die Untersuchungen dieser Arbeit
wurden nur mannliche Geschwistertiere eingesetzt, die fur mindestens sechs
Generationen auf den FVB/N-Hintergrund zurtickgekreuzt worden waren. [3-Rezeptor-
KO-Tiere und a,-Rezeptor-KO-Mause wurden wie bei der initialen Generierung
beschrieben (Rohrer et al. 1996; Chruscinski et al. 1999; Altman et al. 1999; Link et al.
1995; Link et al. 1996) as homozygote Linien geziichtet.

2111 DNA-Isolierung

Obwohl sich WT- und AT,-KO-Tiere auferlich nicht unterscheiden, war die Detektion
der Genmutation mit molekularen Techniken schnell und sicher moglich. Hierfur war

die Isolierung genomischer DNA Grundvoraussetzung. Zu diesem Zweck wurde den
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Méausen im Alter von drel Wochen ein 0,5cm langes Stiick Schwanz entfernt und tber
Nacht in 750ul Lysis-Puffer (0,5% SDS, 0,1M NaCl, 50mM Tris, 3mM EDTA) unter
Zugabe von 4l Proteinase K (20mg/ml) bei 50°C inkubiert. Im darauffolgenden Schritt
wurden 400ul Phenol (pH 7,5-8,0) der tber Nacht inkubierten Biopsie zugesetzt und die
Proben 10 Minuten bei 1700g zentrifugiert. Die Nukleinsduren blieben hierbei im
walrigen Uberstand gelost, von dem 600ul abgenommen, erneut mit 300pl Phenol
vermischt und bei gleicher Geschwindigkeit zentrifugiert wurden. Wiederum wurden
400p! des Uberstandes entnommen und zur Entfernung des noch in der wéssrigen Phase
befindlichen Phenols mit 300U eines 25:1 Gemisches aus Chloroform/lIso-Amylalkohol
versetzt, gemischt und erneut zentrifugiert. Im folgenden Schritt wurden 300ul des
Uberstandes abpipettiert und die darin geléste DNA mittels 7504 100% Ethanol
ausgefallt. Die prazipitierte DNA wurde anschlief3end eine Minute lang bei 1700g
abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und der am Boden des Gefalies befindlichen
DNA 75% Ethanol zugesetzt. Die DNA wurde erneut abzentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgekippt. Die am Boden des Reaktionsgefélles abgesetzte DNA wurde nun
funf Minuten bei 50°C getrocknet und abschlief3end bel 37°C fur 30 Minuten in 50pl
Aqua dest. gel6st. Fur die anschlieffende Polymerasekettenreaktion wurden die Proben
in einem Verhdtnis von 1:100 verdinnt. Eine Bestimmung der isolierten DNA-Menge

war fir die Genotypisierungsversuche der WT- und AT,-KO-Tiere nicht nétig.

2112 Polymerasekettenreaktion

Nach der DNA-Isolierung wurden die Proben mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion
(PCR) untersucht. Diese Technik ermdglicht es, aus geringen Mengen von genomischer
DNA durch sequenzspezifische Primer beliebig kurze DNA-Fragmente des Genoms in
grof3en Mengen herzustellen und in einer anschlief}enden Reaktion sichtbar zu machen
(Saiki et al. 1985). Bei der Generierung der AT ,-, knockout”-Tiere wurde im Bereich
des dritten Exons des AT,-Gens eine Neomycinresistenzkasette durch homologe

Rekombination inseriert, welche die Expression des AT ,-Rezeptors verhindert (Hein et
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al. 1995). Diese Insertion machte man sich bei der Genotypisierung der Tiere zunutze.
Da sowohl die Sequenz als auch die Lage der Resistenzkassette in der DNA genau
bekannt war, konnte man nun durch geeignete Wahl der PCR-Primer exakt zwischen
Wildtyptieren und ,, knockout“-Tieren unterscheiden. Eine schematische Darstellung der
PCR-Strategie findet sich im Ergebnistell (Kapitel 3.1.1).

Bei der Durchfiihrung der PCR wurde ein dreiphasiger Reaktionszyklus wiederholt
durchlaufen, der sich aus einem Denaturierungsschritt der doppelstrangigen DNA,
einem Anlagerungschritt der sequenzspezifischen Primer an die einzelstrangige DNA
und einem Amplifikationschritt des zwischen den Primern befindlichen DNA-
Abschnitts zusammensetzte. Dieser Zyklus wurde mehrmals in dieser Reihenfolge
durchlaufen und vermehrte das gesuchte DNA-Produkt exponentiell. Die optimale
Anlagerungstemperatur T,, (in °C) der Primer wurde nach der ,2+4-Regel”
((A+T)*2+(G+C)*4)) bestimmt. Das Protokoll fur die Polymerasekettenreaktion sah

wiefolgt aus:

1 AT,-WT Vorwérts-Primer (0,5uM)
ul  AT,-WT Ruckwarts-Primer (0,5uM)
1yl AT,-KO Vorwarts-Primer (0,5uM)
2ul  dNTP (0,2mM)

2ul  10x PCR Puffer

0,2ul  Tag-Polymerase (0,05Units/pl)
11yl  Aquadest.

+2ul  genomische DNA (1:100 verdinnt)

Sowohl dNTP, PCR-Puffer als auch die Tag-Polymerase wurden von Boehringer

Mannheim (Mannheim, D) bezogen. Die Primer wurden bei Amersham Pharmacia

Biotech (Freiburg, D) hergestellt und hatten folgende Sequenz:
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AT,-WT Vorwarts-Primer 5-CCTTGGCTGACTTACTCCTT-3
AT,-WT Rickwarts-Primer 5-GAACTACATAAGATGCTTGCC-3
AT,-KO Vorwarts-Primer 5-TAGTTGCCAGCCATCTGTTG-3

Die Proben wurden in einem programmierbaren Thermocycler (GeneAmp 2400, Perkin

Elmer, Branchburg, USA) nach folgendem Protokoll amplifiziert:

1) Denaturierungsschritt: 94 °C fir 15 Sekunden
2) Anlagerungsschritt: 55 °C fir 20 Sekunden
3) Amplifikationsschritt: 72 °C fur 30 Sekunden

Dieser Zyklus wurde insgesamt 30 mal durchlaufen und die Proben wurden
anschlief3end in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und die gesuchten DNA-Produkte
durch Ethidiumbromid (0,5ug/ul) (Serva, Heidelberg, D) sichtbar gemacht.

2.1.1.3 Agarosegelelektrophorese

DNA besitzt negative Nettoladung und kann dadurch in einem elektrischen Feld
wandern. Zur Darstellung der zuvor amplifizierten DNA-Abschnitte wurde die
Agarosegel elektrophorese benutzt, mit deren Hilfe man die DNA nach ihrer Grole
auftrennen kann. Der Anteil an Agarose im Gel beeinflusst die
Wanderungsgeschwindigkeit der PCR-Produkte. Zur Genotypisierung des AT,-
Rezeptorgens wurde aufgrund der geringen Grofe der gewahlten DNA-Produkte ein 2%
Agarosegel verwendet. 15ul des PCR-Reaktionsansatzes wurden in die daftr
vorgesehene Taschen des Gels eingebracht und bei 90V fur 50 Minuten horizontal
aufgetrennt. Um die Grol3e des Konstruktes exakt bestimmen zu kénnen, wurde ein 1:10
verdunnter 100bp GroRenmarker (New England BioL abs, Beverly, USA) neben den
Proben aufgetragen. Abschlief3end konnten die nach ihrer Grof3e aufgetrennten Produkte
durch Ethidiumbromid (0,5ug/ul), das zuvor in das Agarosegel eingebracht worden
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war, unter UV-Licht sichtbar gemacht, photographiert und dokumentiert werden. Dies
wurde mit Hilfe eines E.A.S.Y .-UV-Detektors Typ RH3 und einer E.A.SY .-Kamera
Typ 429K (Herolab Instruments, Wiesloch, D) durchgefiihrt.

2.2 Untersuchungisolierter Blutgefaiie

221 Mulvany Myograph

Zur in vitro Untersuchung kleiner Blutgeféf3e gehdrt der von Mulvany entwickelte
Myograph seit nunmehr Uber zwanzig Jahren zu den Standardmethoden (Mulvany et al.
1977). Er beruht auf dem Prinzip, isolierte Geféf3e durch unterschiedliche Substanzen
isometrisch zu kontrahieren und die vom Gefal3 erzeugte Wandspannung zu bestimmen.
AulRRerdem kann die Abnahme der Wandspannung des Geféfl3es durch Zugabe
relaxierender Substanzen bestimmt werden. Abb. 2 zeigt die Versuchsanordnung
schematisch auf. Durch die 2mm langen Gefél3segmente wurden 2 dinne Dréhte
gefuhrt, die an zwei Halterungen befestigt wurden. Die eine Halterung war mit einem
Mikrometer-Schrittmotor, die andere Halterung mit einem Kraftaufnehmer verbunden.
Somit konnten gleichzeitig der Abstand der beiden Halterungen voneinander und die
Kraft bestimmt werden, die durch die Dehnung des Gefaldes erzeugt wurde. Beide
Parameter ermoglichten die Berechnung der durch die Gefél3wand erzeugten
Wandspannung. Dartiber hinaus konnte aus dem Abstand der beiden Halterungen der
innere Umfang des eingespannten Gefél3es bei einem intralumindren Druck von
100mmHg bestimmt werden (1U,,,), aus dem anschlief3end der Gefaldinnendurchmesser
berechnet werden konnte.

Fur die Messungen stand ein automatisierter Myograph (Modell 500A, J.P.Trading,
Aarhus, Danemark) zur Verfligung, der sowohl den inneren Gefélumfang automatisiert

bestimmte als auch das Gefal3 anschlieffend fur die Untersuchung optimal vordehnte.
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1. Befestigung des 2.EinfUhren des 3.Vollstandig
ersten Drahtes zweiten Drahtes befestigtes Gefal3-
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Myographen. Von links nach rechts sind die
einzelnen Schritte aufgezeigt, wie ein isoliertes Gefald zwischen die beiden Halterungen des Myographen
eingespannt wird. Die eine Vorrichtung besitzt einen integrierten Spannungsmesser, die andere Seite ist
mit einem Mikrometer-Schrittmotor versehen, der den Abstand beider Vorrichtungen voneinander
bestimmt.

2211 Praparation der Gefale

Die Untersuchungstiere wurden durch zervikale Dislokation getttet. Anschlief3end
wurde das zu untersuchende Gefél? makroskopisch freiprépariert und grob vom
umliegenden Gewebe getrennt. Sollten bei einer Maus mehrere Gefaldregionen
untersucht werden, wurden die isolierten Gefal3e bis zur Untersuchung bei 4°C gelagert
(Mcintyre et al. 1998). Das Geféald wurde zur weiteren Pr8paration in eine mit gekihltem
Krebs-Henseleit-Puffer (s.u.) geflllte beschichtete Petrischale tUberfuhrt und dort zur
weiteren Préparation fixiert. Anschlief3end wurde unter einer Stereolupe umliegendes
Uberschissiges Gewebe vom Gefal? entfernt. Nach Eroffnung des Gefél3es wurde ein
40um dicker Draht in das eroffnete Gefald eingefuhrt und ein ungefdhr 2mm langes

Stiick des Geféfdes abgetrennt. Dieses wurde dann in die auf 37°C vorgewadrmte, mit
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Krebs-Henseleit-Puffer gefillte Untersuchungskammer des Myographen eingebracht.

Der Krebs-Henseleit-Puffer setzte sich wie folgt zusammen:

Krebs-Henseleit-Puffer (KCl 4,7mM)

Substanz Endkonzentration
NaCl 118mM

KCl 4,7/mM

CaCl, 2,5mM

MgSO, 1,18mM

KH,PO, 1,18mM

NaHCO, 25mM

EDTA 0,03mM

Glukose 10mM

Nach Befestigung des Drahtes an der dafiir vorgesehenen Vorrichtung (Abb. 2) wurde
ein zweiter Draht in das Gefal3 eingefuhrt. Dieser Vorgang wurde fir ein zweites
korrespondierendes Gefalistiick wiederholt, das in der zweiten Mel3einheit des
Myographen befestigt wurde. Somit konnten gleichzeitig zwei Gefalle untersucht
werden. Nach Bestimmung der exakten Gefaldlange unter der Stereolupe Typ MZ6
(Leica, Wetzlar, D) und Einstellung des Myographen wurde in die
Untersuchungskammer ein Sauerstoff-Kohlendioxid-Gemisch (95% O,/5% CO,)
eingeleitet, das wahrend der gesamten Versuchszeit konstante physiologische

Pufferbedingungen fir das Gefal lieferte.

2.2.1.2 Stimulation der Gefalle

Vor der eigentlichen Untersuchung wurde ein Normalisierungsprotokoll durchgefihrt.
Dieses beruhte auf einem Langen-Spannungs-Verhdtnis (Mulvany et al. 1977), das die
Berechnung des Geféalkinnendurchmessers ermoglichte. Die Gefél3e wurden hierbei
schrittwei se gedehnt; gleichzeitig wurden der erzeugte Druck und der Abstand zwischen
den Halterungen im Falle des hier verwandten Myographen automatisiert bestimmt.
Wurde ein dieser Dehnung entsprechender intraluminaler Druck von 100 mmHg

erreicht, konnte hieraus der innere Umfang (1U,,,) des Gefales bestimmt werden. Fir
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die folgenden Messungen wurde das Gefal? auf eine Vordehnung eingestellt, bel der der
innere Umfang 90% der bei 100mmHg gemessenen Vordehnung betrug (0,9* 1U,q,).
Bei dieser Vordehnung zeigten arterielle Gefél3e eine optimale Kraftentwicklung. Zur
Untersuchung der Stimulierbarkeit der isolierten Gefél3e wurde kurzzeitig Krebs-

Henseleit-Puffer mit erhéhter Kaliumchlorid-Konzentration in die Kammer eingeleitet.

Krebs-Henseleit-Puffer (KCl 122,7mM)

Substanz Endkonzentration
KCl 122, 7mM

CaCl, 2,5mM

MgSO, 1,18mM

KH,PO, 1,18mM

NaHCO, 25mM

EDTA 0,03mM

Glukose 10mM

Stimulierbare GefélRe reagierten auf die erhdhte KCIl-Konzentration mit einer
isometrischen Kontraktion, die durch die Kraftaufnehmer des Myographen registriert
und an ein MacL ab/4S-Systems (AD-Instruments, Castle Hill, Australien) Ubertragen
wurde. Nur stimulierbare Gefal3e (entwickelte Wandspannung > 1mN/mm) wurden fir
die anschlief3enden Messungen verwendet. In einem weiteren Schritt wurden die Gefal3e
fur 30-60 Minuten equilibriert. Nach der Erholungsphase wurden die Gefal3e zur
Untersuchung der 3-KO-Tiere entweder durch den a,-Agonisten Phenylephrin (10uM)
oder durch das gefél3verengende Prostaglandin F,, (3uM) vorkontrahiert. Nach
Erreichen der maximalen Kontraktionsamplitude wurde die Reaktion der Geféf3e auf die
Zugabe von steigenden Konzentrationen von Isoprenalin, einem (3,- und (3,-Rezeptor-
Agonisten, untersucht. Bel Verwendung von Prostaglandin F,, zur Vorkontraktion
wurde 15 Minuten vorher Prazosin (0,3uM) zur Blockade von a,-Rezeptoren
zugegeben (Russell et al. 2000), um die Aktivierung a,-adrenerger Rezeptoren durch

Isoprenalin zu vermeiden. Im Falle einer fehlenden Geféldrelaxation wurde Forskolin
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(1uM) zugegeben, welches rezeptorunabhangig die Adenylylcyclase stimulierte und
damit zur Erschlaffung eines Gefalies fuhrte.

Bel den in vitro Messungen an Geféfen von AT,-KO-Tieren und deren WT-Kontrollen
sollte die absolute Spannungsentwicklung von Femoralarterien auf 122,7mM
Kaliumchlorid, steigende K onzentrationen von Noradrenalin (1x10'M bis 3x10°M) und
Angiotensin Il (1x10°M bis 3x10"M) im Vergleich untersucht werden. Die Testung auf
statistisch signifikante Unterschiede wurde fur die Kaliumchlorid-Messung mit einem
zweiseitigen t-Test durchgefihrt, fir den Vergleich der Noradrenalin- und Angiotensin
II-Messergebnisse wurde eine zweiseitige Varianzanalyse mit anschlief3endem

Bonferroni’s-Test durchgefiihrt (GraphPad Software, San Diego, USA).

2.3 Invivo Herzkatheter unter suchungen

Bei den AT .-, knockout*- und WT-Mé&usen sollten in vivo Unterschiede von Blutdruck,
Herzfrequenz und Kontraktilitdt des Herzmuskels untersucht werden. Fir diese
Messungen stand ein 1,4F Millar-Druckkatheter zur Verfigung (Millar Instruments,
Houston, USA). Die Méause wurden mit 2,5% Tribromethanol (15ul/g Korpergewicht)
(Aldrich, Deisenhofen, D) narkotisiert. Hierzu muf3te die rechte A. carotis freiprapariert
und kandliert werden. Der Katheter wurde anschlief3end in Richtung Herz vorgeschoben
und wahrenddessen die Druckverhdltnisse in der Aorta von der Drucksonde des
Katheters kontinuierlich mit Hilfe eines MacL ab/4S-Systems (AD Instruments, Castle
Hill, Australien) aufgezeichnet. Nach Passage der Aortenklappe konnten die
Druckveranderungen im linken Ventrikel bestimmt werden. Um die Veranderungen
unterschiedlicher Kreislaufparameter auf die Gabe von Pharmaka untersuchen zu
konnen, wurde ein ventser Katheter implantiert. Verwendet wurde hierzu ein
Polyethylenkatheter (Eppendorf, Hamburg, D), der in die linke freipréparierte V.
jugularis eingefiihrt wurde. Uber diesen vendsen Zugang wurde in steigenden Dosen
Phenylephrin (10pg/kg-500pg/kg Korpergewicht) Uber eine Mikroinfusionspumpe

(Braun, Melsungen, D) infundiert. Die Dokumentation wurde wiederum mit einem
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MacL ab-System durchgefuhrt. Aus den erhobenen Daten konnten sowohl systolischer
und diastolischer Blutdruck als auch die Kontraktilitdt und Relaxation tber die
Druckanstiegs- und Druckabfallsgeschwindigkeiten gemessen werden. Zum Vergleich
von WT- und , knockout“-Tieren wurde ein t-Test bzw. eine zweiseitige Varianzanalyse
mit anschlief?endem Bonferroni’s-Test durchgefihrt (GraphPad Software, San Diego,
USA).

Bei der Untersuchung der a,-Rezeptor-KO-Tiere wurde wie eben beschrieben
vorgegangen. Es wurden allerdings nur basale Herzkreislaufparameter im linken
Ventrikel aufgezeichnet, so die Implantation eines vendsen Katheters entfiel. Fur die
statistische Auswertung wurde hier eine einseitige Varianzanalyse mit anschlief3endem
Dunnett’s-Test verwendet (GraphPad Software, San Diego, USA). Nach Versuchsende
wurden die Herzen der Mé&use fir histologische Untersuchungen entnommen. Fur die
anschlief3ende Farbung wurden die Herzen, nachdem sie fir mehrere Stunden in 4%
Paraformaldehyd fixiert worden waren, im Routine-Labor des Pathologischen Instituts

der Universitdt Wirzburg in Paraffin eingebettet und quer angeschnitten.

2.4 Morphologische Unter suchungen von Geféal3en

Im Anschlul® an die in vivo und in vitro Messungen an AT,-KO- und WT-Mausen
wurden Femoralarterien morphologisch untersucht. Um bessere Fixierungsbedingungen
zu erhalten, wurden die Ma&use zundchst mit 2,5% Tribromethanol (15p/g
Korpergewicht) (Aldrich, Deisenhofen, D) narkotisiert. Danach wurde die Brusthohle
der Maus ertffnet und tber ein kleines Loch in der Herzspitze 4% Paraformaldehyd in
Phosphatpuffer (pH 7,4) unter konstantem Druck (100mmHg) infundiert. Nach zehn
Minuten wurden beide Femoralarterien herausprépariert, eine halbe Stunde in 4%
Paraformaldehyd immersionsfixiert und Uber Nacht in einer mit Phosphatpuffer
gefillten Petrischale bei 4°C gelagert. Am nachsten Morgen wurden die Gefal3e tber
eine aufsteigende Ethanolreihe (30%-100%) dehydriert und in ein Propylenoxid-Epon-
Gemisch 2:1 (Roth, Karlsruhe, D) eingebettet. Die Geféf3e wurden anschlief3end mit
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einem Mikrotom in 1um dinne Scheiben geschnitten und bei 80°C auf einem
Objekttrager mit 1% Methylenblau (Merck, Darmstadt, D) angeférbt, dem 1% Borax
(Natriumtetraborat Decahydrat) (Roth, Karlsruhe, D) zugesetzt worden war, und
getrocknet. Zur Fixierung der Schnitte auf dem Objekttréager wurde ein Deckglas
aufgebracht und dieses mittels Roti®-Histokitt (Roth, Karlsruhe, D) befestigt.

Die gefarbten Gefal3e wurden unter einem hochaufl6senden Mikroskop (Zeiss IM 35,
Jena, D) verglichen und jeweils verschiedene Bereiche bei 1575facher Vergroferung
mit einer an das Mikroskop verbundenen Kamera aufgenommen. Die daraus
entstandenen Diapositive wurden digitalisiert und mittels geeigneter Software (Adobe
Photoshop 4.0) quantifiziert. Der Langenmal3stab der Abb. 7 wurde durch Vergleich mit
einem Erythrozyten mit bekanntem Durchmesser von 7,8um ermittelt.

Neben dem Hauptstamm sollten kleinere Aste der A. femoralis morphologisch
untersucht werden. Hierfur wurden, wie zuvor beschrieben, die zu untersuchenden
Mé&use zundchst mit 2,5% Tribromethanol narkotisiert und wiederum mit 4%
Paraformaldehyd perfusionsfixiert. Daraufhin wurden die Hinterldufe der Tiere im
ganzen abgetrennt, der Knochen nach zweitdgiger Fixierung in 4% Paraformaldehyd
durch einen Langsschnitt vom umliegenden Gewebe herausgeschalt und der
Ubriggebliebene Haut-Muskel-Gefal3schlauch wieder zusammengenéht. Dieser Block
wurde im Pathologischen Institut der Universitét Wirzburg in vier unterschiedlichen
Ebenen in mehrere 5um dicke Scheiben geschnitten und anschlief3end routinemaliig mit
Hamatoxylin/Eosin angeférbt. Die Schnitte wurden anschlief3end mikroskopiert und die
Bilddaten digital Uber eine an das Mikroskop angeschlossene Videokamera (Leica,
Wetzlar, D) auf einen Computer Ubertragen und anschlief3end ausgewertet. Es wurden
nur solche Gefél3e digital photographiert und ausgewertet, die exakt quer angeschnitten
worden waren. Aus den Gefal3querschnitten wurde anschlief3end die Flache der Media,
der Mediadurchmesser, Zellkernanzahl und Gefaldinnendurchmesser mit geeigneter

Software (Adobe Photoshop 4.0) bestimmt und auf Unterschiede zwischen den AT,-
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KO- und WT-GeféRen mit dem Programm Prism (GraphPad Software, San Diego,
USA) mit einem t-Test statistisch gegeneinander auf signifikante Unterschiede getestet.

Als statistisch relevantes Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 0,05 angenommen.

2.5 Induktion einer kardialen Hypertrophie durch Aortenstenose

Die Induktion einer Aortenstenose bei Nagern ist seit mehreren Jahren ein anerkanntes
Modell, die Adaptionsmechanismen des linken Herzventrikels auf eine kinstlich
erzeugte Nachlasterhthung im Blutkreislauf zu untersuchen. Hierzu wurde im Bereich
des Aortenbogens zwischen den Abgéngen der rechten und linken A. carotis eine
kiunstliche Verengung erzeugt. Die Tiere wurden inhaativ narkotisiert. Als Zugang zum
Aortenbogen wurde eine mediane zervikale Inzision gewahlt und der Aortenbogen unter
Schonung des umliegenden Gewebes dargestellt. Zwischen den Abgéngen wurde das
Gefall mit Hilfe einer stumpfen 27G dicken Nadel von auf3en ligiert, indem diese an das
GefaR angelegt und das Geféald mit einem 7-0 Nylonfaden eingeengt wurde. Die Nadel
wurde anschlief3end wieder entfernt, so eine Verengung im Gefaf zurtickblieb, die etwa
dem Nadeldurchmesser entsprach. Anschlief3end wurde der Brustkorb verschlossen und
die Narkose ausgeleitet. Der Grofteil (95%) der operierten Mause Uberstand die
Operation gui.

Die Aortenstenosen-OP wurde bei vier genetisch unterschiedlichen Mauskollektiven
(a,a-, Og-, O,c-KO- und WT-Tiere) durchgefihrt, die zum Zeitpunkt der Operation
ungefdhr 20g wogen und im Alter von vier Wochen waren. Die Operation wurde von
Frau Dienisch aus der Medizinischen Klinik der Universitdt Wirzburg durchgefuhrt.
Die Tiere wurden einen Tag vor Operationsbeginn in die Medizinische Klinik
transferiert und am Tag nach der Operation wieder in das Institut fir Pharmakologie
zuruckgebracht, wobei darauf geachtet wurde, den Transport moglichst schonend
durchzufhren, um die operierten M&use moglichst wenig zusétzlich zu belasten. In den
darauffolgenden zwolf Wochen wurden die Tiere taglich kontrolliert. Sie konnten

Nahrung und Wasser in beliebiger Menge zu sich nehmen. Die Herzen der in diesem
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Zeitraum verstorbenen Méause wurden entnommen und in 4% Paraformaldehyd fixiert.
Um die Anpassung des Herz-Kreislauf-Systems auf die Aortenstenose zu untersuchen,
wurde am Ende des Beobachtungszeitraums eine Herzkatheteruntersuchung an den
unterschiedlichen Kollektiven durchgefihrt, wie sie bereits in Kapitel 2.3 methodisch

beschrieben wurde.

2.6 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven nach Induktion einer

Aortenstenose bei WT- und a,-KO-M dusen

Zur Abschétzung, ob esin den 12 Wochen nach der Operation zu Unterschieden in der
Sterblichkeit zwischen den verschiedenen Mauskollektiven gekommen war, wurde die
Mortalitét nach Kaplan-Meier aufgetragen. Hierzu wurde jede Maus nach der Operation
als Tag Null in die Statistik aufgenommen. In den darauffolgenden Wochen wurde die
Sterblichkeit der einzelnen Mause mit dem jeweiligen Tag des Absterbens protokolliert.
Am Ende des Beobachtungszeitraumes wurde aus den gesammelten Ergebnissen eine
Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier mit Hilfe des Programms Prism (GraphPad
Software, San Diego, USA) erstellt. Aus den erhobenen Ergebnissen konnten statistisch
relevante Unterschiede zwischen den Untersuchungskollektiven berechnet werden. Als
statistischer Test wurde ein Logrank-Test durchgefuhrt. Als Nullhypothese wurde eine
gleiche Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen den Kollektiven angenommen, die es
mittels des zweiseitigen Logrank-Tests auf signifikante Unterschiede zu widerlegen
galt. Als statistisch relevantes Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 0,05

angenommen.

2.7 Morphologische Untersuchung von Her zen

Um morphologische Verénderungen der Herzarchitektur zu untersuchen, wurde im
nachsten Schritt eine Sirius-Rot-Farbung der Herzen durchgefihrt. Die histologischen
Schnitte wurden von Mitarbeitern des Pathologischen Instituts der Universitét

Wirzburg angefertigt. Das Protokoll fur die anschlie3ende Farbung wurde mir
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freundlicherweise von Dr. Stefan Engelhardt zur Verfligung gestellt. In dieser Farbung
wurden Kollagenfasern durch den Farbstoff Sirius-Rot F3B (Sigma, Taufkirchen, D) rot
dargestellt. Das Zytoplasma wurde durch die Picrinsdurel6sung (Merck, Darmstadt, D)
in strahlendem Gelb und die Zellkerne durch die Weigert"sche Losung in Braun

angefarbt. Die verwendeten Férbesubstanzen wurden wie folgt hergestellt:

Sirius-Rot-L 6sung
1 Teil 1% Sirius-Rot F3B in Aqua dest.

9 Teile gesdttigte Picrinsdurel 6sung

Weigert sche L 6sung
1Teil 1% Hamatoxin in 100% Ethanol
1 Teil 11,6g Fe(l11)-Chlorid/1l 0,1%HCI

Das Protokoll setzte sich aus mehreren Schritten zusammen. Zunéchst wurden die
Schnitte 10 Minuten in 100% Xylol zur Entfernung des Paraffin eingelegt und
anschlief3end mehrmals in Ethanol getrankt, um das Xylol zu entfernen. Nach einem
kurzen Spilen in Aqua dest. wurden die Objekttrager fir 30 Minuten in Sirius-Rot-
Losung gefarbt. Anschlief3end wurde nach einem erneuten kurzen Waschvorgang die
Kernfarbung mit der Weigert”schen Losung durchgefiihrt, bevor nochmals mit Sirius-
Rot gegengefarbt wurde. Nun wurden die Objekttréger zur Sduberung kurz finfmal
nacheinander in 100% Ethanol getaucht, bevor die Objekttrager mit 100% Xylol benetzt
wurden. Die Deckglaser wurden durch den Roti®-Histo-Kit (Roth, Karlsruhe, D)
befestigt. Die gefarbten Objekttrager wurden, wie oben bel der Untersuchung der A.
femoralis bel AT,-KO-Mausen erwahnt, mikroskopiert und photographiert.
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2.8 Bestimmung von Plasmakatecholaminen mittelsHPLC

Die Konzentration der Katecholamine wurde im Plasma von WT-Méausen und o -
Rezeptor-KO-Tieren bestimmt. In Zusammenarbeit mit Carsten Arnolt aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Graefe (Institut fir Pharmakologie der Universitat Wirzburg)
wurden die Plasmaspiegel der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin mittels
» High-Performance-Liquid-Chromatography* (HPLC) bestimmt. Die M&use wurden
zur Blutgewinnung mit 2,5% Tribromethanol narkotisiert und Blut aus der eréffneten A.
carotis mittels heparinisierter Spritzen entnommen und anschlief3end 5 Minuten bei
10000xg bei 4°C zentrifugiert und das Plasma im Uberstand fiir die Bestimmung der
Katecholamine entnommen. Pro Maus konnten zwischen 300ul und 400ul Plasma
gewonnen werden. Anschlief3end wurden zu jeweils 150ul Plasma 30ul
Dihydroxybenzylamin a's Standard, 300pl Stabilisatormix (1% EDTA, 1,25% Na,SO,)
und 850ul Aqua dest. zugesetzt und die Proben an Carsten Arnolt Ubergeben, der die
HPL C-Untersuchungen durchfihrte. Nach Aufbereitung der Proben (2M Tris, pH 8,7)
wurden die Katecholamine nach Zugabe von Al,O, Uber einen Filter (GF52, Schleicher
& Schuell, Dassel, D) gereinigt. 175ul-Fraktionen des Eluates wurden fir die HPLC
eingesetzt. Das HPL C-System bestand aus einer Pumpe Typ 515 (Waters, Eschborn, D),
einem automatisierten Injektor WISP 717 (Waters, Eschborn, D) und einem
elektrochemischen Detektor (Coulochem 11), der an ein Dreifachelektrodensystem
angeschlossen war (ESA, Bedford, USA). Die Daten wurden mit einem Millennium
2010 Chromatograph-Manager (Waters, Eschborn, D) ausgewertet. Unter
Berticksichtigung des Standards konnten die Plasmakonzentrationen der Katecholamine
exakt bestimmt werden. Die Genauigkeit der Messung wurde durch
Doppel bestimmungen besté&tigt.

Die erhaltenen MefRergebnisse der verschiedenen ,knockout“-Kollektive wurden

gegenuber den WT-Kontrollwerten auf statistisch signifikante Unterschiede getestet.
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Verwandt wurde hierzu eine einseitige Varianzanalyse, gefolgt von einem post-hoc-Test

(GraphPad Software, San Diego, USA).

2.9 RNA-Isolierung und RT-Polymer asekettenr eaktion zur

Darstellung des AT ,-Rezeptorsausisolierten Femoralarterien

Mittels RT-Polymerasekettenreaktion konnen kleinste Mengen von mRNA zunéchst
durch das Enzym reverse Transkriptase (RT) in die entsprechende cDNA
umgeschrieben und die erhaltenen DNA-Fragmente anschlief?end durch eine
Polymerasekettenreaktion amplifiziert werden.

Die Isolation von Gesamt-RNA orientierte sich am Protokoll von Chomczynski und
Sacchi (Chomczynski et al. 1987). Femoralarterien wurden nach der Pr&paration und
Zerkleinerung zunéchst in fltissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur RNA-Isolation
bei —80°C gelagert. Jeweils drei Femoralarterienpaare gleichaltriger mannlicher Mause
des gleichen Genotyps wurden zunachst in einem 2ml Glashomogenisator mit 1ml
Trizol-Aufschlusslésung (Gibco, Karlsruhe, D) homogenisiert, in ein 2ml
Eppendorfgefal tberfuhrt und finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Entfernung des in der AufschlufRldsung enthaltenen Phenols wurden 200ul Chloroform
zugegeben und die Proben 15 Sekunden gemischt. Anschlief3end wurden die Gefél3e
nach zweiminutiger Inkubation bei Raumtemperatur fir 15 Minuten bei 12000xg
zentrifugiert und 500ul des Uberstandes in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt und die
darin geléste RNA mit 500ul 100% Isopropanol prézipitiert. Nach erneuter Inkubation
(10 Minuten) und Zentrifugation (12000xg fur 10 Minuten) wurde das am Boden
abgesetzte RNA-Pellet mittels 2000l 75% Ethanol von der Wand abgel 6st und erneut
zentrifugiert (7500xg fur 5 Minuten) und anschlief3end fir 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. Abschlief3end wurde die RNA in 20 ul Aqua dest. gelOst.
Fur die reverse Transkription kann die Menge und Reinheit an isolierter RNA
photometrisch durch Aufnahme eines Spektrums zwischen 200nm und 340nm bestimmt

werden. Zur Bestimmung der isolierten RNA-Menge wurde die Absorption der
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verdinnten RNA (5ul RNA auf 1000ul Aquadest.) bel 260nm ermittelt, die dem RNA-
Gehalt proportional ist. Ein Absorptionswert von 1,0 enspricht einer RNA-Menge von
40ug/ml. Unter Einbeziehung des Verdinnungsfaktors konnte so die gesamte isolierte
RNA-Menge bestimmt werden. Durch Division der photometrisch bestimmten
Absorption bei 260nm und bei 280nm wurde die Reinheit der isolierten RNA
Uberpruft. Es wurde hierzu ein Photometer Typ UV 1601 (Shimadzu, Columbia, USA)
verwandt.

Fir die reverse Transkription wurde 1ug RNA eingesetzt. Um aus der gel 0sten Gesamt-
RNA, die zuvor photometrisch ermittelt worden war, nur die mRNA zu transkribieren,
wurde ein 15bp langer Oligo-d(T),s-Primer verwandt, der sich spezifisch an den
Poly(A)-Schwanz am mRNA-3"-Ende anlagert. Hierzu wurden 2ul Oligo-d(T),s in
einem 500ul Eppendorfgeféf vorgelegt, 1ug RNA hinzugegeben und der
Reaktionsansatz mittels Aqua dest. auf ein Volumen von 11yl aufgefdllt und 10
Minuten bei 70°C inkubiert. Die Proben wurden nach erfolgter Inkubation kurz
abzentrifugiert. Danach wurde jedem Reaktionsgefal3 9ul Mastermix zugegeben, der

sich wie folgt zusammensetzte:

4ul st Strand-Puffer

2ul  DTT

1ul  Nukleotide (0,5mM)

0,1ul  RNAse Inhibitor (0,5U/ul)

1yl reverse Transkriptase (0,5U/ul)
0,9ul  Aquadest.

DTT, 1st Strand-Puffer und Superskript™ reverse Transkriptase wurden von Gibco
(Karlsruhe, D) geliefert, der RNAse Inhibitor wurde von Promega (Mannheim, D)
bezogen. Dieser Ansatz wurde nun 60 Minuten bei 42°C und abschlief3end erneut bei
70°C fur wiederum 10 Minuten inkubiert. Fur die folgende PCR wurden dem
Reaktionsansatz 50 pl Aqua dest. zugegeben und davon 7ul fir die

Polymerasekettenreaktion verwandt. Hierfur wurden PCR-Primer eingesetzt, die aus
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genomischer DNA ein mehr als 2kb langes Stiick amplifizieren wirden (Tanaka et al.
1999). Aus cDNA aber lasst sich nur ein ca. 1kb grof3es Stiick amplifizieren, da sich
zwischen den beiden Primern ein nichtkodierendes Intron befindet, welches wahrend
des Transskriptionsvorganges herausgeschnitten wird. Dadurch ist es moglich die
MRNA-Expression des AT ,-Rezeptors zu bestimmen. Diese darf nur im WT-Gefal? zu
finden sein, dabeim , knockout“-Tier keine Expression des Rezeptors mehr méglich ist.

Der PCR-Ansatz sah wie folgt aus:

1ul AT,-Rezeptor Vorwarts-Primer (0,5uM)

1yl AT,-Rezeptors Rickwaérts-Primer (0,5uM)
2ul  dNTP (0,2mM)

2ul 10 X PCR Puffer

0,2ul  Tag-Polymerase (0,05U/ul)

7ul Aquadest.

+ 7ul  genomische cDNA aus reverser Transkription

Die folgende Tabelle zeigt die Sequenzen der verwandten Primer fir die RT-PCR auf,

die wiederum von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D) bezogen wurden:

Oligo d(T),s-Primer 5-TTTTTTTTTTTTTTT-3

AT ,-Rezeptor Vorwérts-Primer 5-GCTGAGTAAGCTGATTTATG-3
(cDNA 309-328)

AT ,-Rezeptor Rickwarts-Primer 5-TTAAGACACAAAGGTGTCCA-3
(cDNA 2646-2665)

Die Amplifikation wurde wiederum in einem programmierbaren Thermocycler (Perkin

Elmer, Branchburg, USA) nach folgendem Protokoll durchgeftihrt (40 Zyklen):
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1) Denaturierungsschritt: 94 °C fir 15 Sekunden
2) Anlagerungsschritt: 55 °C fir 30 Sekunden
3) Amplifikationsschritt: 72 °C fur 75 Sekunden

Dargestellt wurde das amplifizierte Produkt aufgrund seiner Grof3e von zirka 1200bp in
einem 0,8% Agarosegel. Das erzeugte DNA-Produkt konnte wiederum durch den
Einsatz von Ethidiumbromid (0,5ug/ul) sichtbar gemacht werden, welches sich in die
DNA einlagerte und durch ultraviolettes Licht angeregt wurde. Die Dokumentation
wurde mit dem bereits erwdhnten E.A.S.Y .Herolab-System (Herolab, Wiesloch, D)
durchgefihrt.

2.10 Aktivitat und Expression der P70S6-Kinase aus Aorten von WT-
und AT -KO-M &ausen

2.10.1 Protein-Extraktion

Zur Bestimmung zytoplasmatischer Enzyme aus Gefal3en von WT- und AT,-KO-Tieren
mufte zundchst die zytoplasmatische Proteinfraktion isoliert werden. Gleichaltrigen
Mausen wurde hierzu nach Totung durch zervikale Dislokation die Aorta entnommen
und in flissigem N, schockgefroren. Zur Isolierung wurden jeweils zwei Aorten eines
Genotyps zusammengenommen und zunachst in 500ul Proteinlysepuffer (50mM
Tris/HCI (pH 6,7), 2% SDS, 1mM NaVO,) aufgenommen und mittels eines 2ml
Glashomogenisators zerkleinert. Vom Lysat wurden 50ul fir die anschlief3ende
Proteinmengenbestimmung abgenommen. Anschlief3end wurde den Proben 10ul [3-
Mercaptoethanol zugesetzt und die Proben 5 Minuten lang geschiittelt. Danach wurde
den Proben jewells 100ul 6% Benzonasel 6sung (Merck, Darmstadt, D) zugesetzt und
nach erneutem Schitteln 70ul Laufpuffer (Bromphenolblau in 50% Glycerin) zugesetzt
und 10 Minuten bel 60°C inkubiert und abschlief3end bis zum Immunaoblotting bei
—20°C tiefgefroren.
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2.10.2 Proteinmengen-Bestimmung

Um gleiche Mengen Protein fir den anschlief3enden Immunoblot einsetzen zu kénnen,
muf3te zundchst die Proteinmenge in den Lysaten bestimmt werden. Proteinmengen
wurden mit dem Protein Assay Reagenz BCA (Pierce, Rockford, USA) nach Smith
bestimmt (Smith et al. 1985). Die Proteinmenge der Lysate wurde in jeweils 1 ml
Reagenz (1:25 in Aqua dest.) photometrisch bei 562nm vermessen. Als Standard diente

Rinderserumalbumin.

2.10.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher Gelelektrophorese in
1,5mm dicken 5% Sammel- und 10% Trenngelen (Laemmli 1970). Zur Denaturierung
der Proteine war bereits bei der Proteinisolierung SDS zugegeben worden. Die
Elektrophorese wurde in SDS-Laufpuffer bei einer Spannung von 150V fur circa 60

Minuten durchgefihrt. Sammel- und Trenngel setzten sich wie folgt zusammen:

Sammelgel: 125mM Tris/HCI (pH 6,8)

0,2% (w/v) SDS

5% Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) (Rotiphorese-Gel 30)

pro 3ml: 3ul TEMED; 30pl 10% Ammoniumperoxodisulfat
Trenngel:  375mM Tris/HCI (pH 8,8)

0,4% (w/v) SDS

10% Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) (Rotiphorese-Gel 30)

pro 7,5ml: 3,75ul TEMED; 50pl 10% Ammoniumperoxodisulfat

Pro Spur wurden jeweils 40ug Protein aufgetragen. Als Standard wurde eine 10kDa

Protein-Grolenmarker (Gibco, Karlsruhe, D) verwendet.
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2.10.4 Immunaoblotting

Nach erfolgter Auftrennung im Polyacrylamidgel wurden die Proteine auf eine PVDF-
Membran mit Hilfe einer Biorad-Nal3blotapparatur (Biorad, Hercules, USA) transferiert.
Vor dem Gebrauch der wasserabweisenden PVDF-Membranen (Millipore, Bedford,
USA) wurden diese in Methanol getrénkt. Die Membranen wurden auf der Anode
zugewandten Seite des Gels aufgelegt und das Gel mit PVDF-Membran anschlief3end
zwischen mit Transferpuffer (25mM Tris, 150mM Glycin, 10% Methanol, pH 8,3)
getrankte Whatmann 3MM-Filterpapier gelegt und in die Biorad-Transferapparatur
(Biorad, Hercules, USA) gespannt. Der eigentliche Transfer wurde bei 300mA fir 1,5
Stunden durchgefuihrt. Anschlie3end wurden die Membranen mit 0,2% PonceauS-
Losung (Serva, Heidelberg, D) reversibel angefarbt, das anschlief3end wieder durch
PBS-Puffer (140mM NaCl, 30mM KCI, 66mM NaHPO,, 15mM KH,PO,)
abgewaschen wurde. Die PVDF-Membranen wurden danach zur Absattigung der
unspezifischen Bindungsstellen 2 Stunden in PBS-Puffer, dem 2% (w/v)
Magermilchpulver zugesetzt worden war, inkubiert.

Anschlieffend wurden die Membranen mehrmals mit PBS-Puffer gewaschen. Dann
wurde der jeweilige primére Antikorper zugegeben und die Membranen tber Nacht im
Kuhlraum inkubiert. Als priméare Antikorper wurden in folgender Verdinnung

verwendet:

Phospho-P70S6-Kinase-AK  (1:500, New England
BioL abs, Beverly, USA)

P70S6-Kinase-AK (1:400, Santa Cruz Biotechnology,
Beverly, USA)

B—-Actin-AK (1:1000, Sigma, Deisenhofen, D)
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Die Membranen wurden mehrmals gewaschen (50mM Tris pH 7,5, 150mM NaCl, 0,2%
NP40, 0,25% BSA) und daraufhin mit dem an Meerettich-Peroxidase gekoppelten,
sekundaren Antikorper (anti-Kaninchen-1gG, 1:10000) fur 2h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe wurde mit Hilfe des
SuperSignal®West Pico Chemolumineszenz-Detektions-Kitt (Pierce, Rockford, USA)
durchgefiihrt. Die Chemolumineszenz wurde durch aufgelegte Rontgenfilme sichtbar
gemacht. Im Anschlul? an die Detektion des ersten primaren Antikorpers wurde die
Reaktion fur die beiden anderen priméaren Antikoper durchgefihrt. Hierzu wurden die
gebundenen Antikorper durch die Inkubation von 100 mM Glycin (pH 2,5) fur 60
Sekunden von den Membranen entfernt, so die Reaktion erneut mit den gleichen
PDFV-Membranen wiederholt werden konnte. Zur Auswertung wurden die Intensitdten
der gewonnenen Banden mit geeigneter Software (Adobe Photoshop 4.0) bestimmt. Als
statistischer Test zum Vergleich von ,knockout“- und WT-Signalen wurde ein

zweiseitiger t-Test gewahlt (GraphPad Software, San Diego, USA).

2.11 Statistik

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden als arithmetische Mittelwerte mit dem
dazugehorigen Standardfehler in den einzelnen Abbildungen dargestellt.
Signifikanzangaben beziehen sich auf Unterschiede zwischen ,, knockout®-Tieren und
den dazugehotrigen WT-Kontrollen. Unterschiede eines Einzel parameters zwischen
einer ,,knockout”-Linie und den entsprechenden WT-Kontrolltieren wurden mit einem
zweiseitigen Student-t-Test verglichen. Zur statistischen Berechnung von mehr al's zwei
Untersuchungskollektiven wurde eine einseitige Varianzanalyse (one-way ANOVA)
mit einem anschlielfenden post-hoc-Test (Dunnett’s-Test) durchgefiihrt. Wurden
allerdings mehr als zwei Parameter zwischen den Untersuchungskollektiven in die
statistischen Berechnungen einbezogen, musste eine zweiseitige Varianzanayse (two-
way ANOVA) mit entsprechendem post-hoc-Test (Bonferroni”s-Test) durchgefihrt

werden. Die Mortalitétskurve wurde nach Kaplan-Meier aufgetragen und zur Testung
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auf statistische Signifikanz wurde ein zweiseitiger Logrank-Test verwendet (GraphPad
Software, San Diego, USA). Fur alle statistischen Tests wurde al's statistisch relevantes
Signifikanzniveau ein p-Wert von < 0,05 angenommen. In den einzelnen Legenden der
Abbildungen sind jeweils die Grofe des Untersuchungskollektivs und der zur

statistischen Berechnung verwendete Test angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Kardiovaskulére Funktion des AT ,-Rezeptors

3.1.1 Genotypisierung der AT ,-Knockouttiere

Am Beginn der Untersuchung der AT,-,knockout“-Tiere (AT,-KO) und ihrer
Wildtypkontrollen (WT) stand die Genotypisierung. In Abb. 3 ist die Strategie zur
Genotypisierung von AT,-KO und WT-Tieren schematisch dargestellt.

A Exon12 3 B
WT-AlleIH ) - 400Bp
e
234 Bp 300Bp
Exon12 3
AT,KO- maiull[ neo | w2008
Allel T3
383 Bp KO  WT

Abbildung 3: Genotypisierung des Angiotensin Il AT,-KO per PCR. A) Schematische Darstellung des
normalen (Wildtyp)-Allels des AT,-Rezeptorgens und des AT,-KO-Allels. Ein Teil der kodierenden
Sequenz des AT,-Rezeptors (hellgrau) wurde im Knockout durch eine Neomycin-Resistenzkassette (neo)
ersetzt, so dass durch spezifische Primerpaare (Pfeile) WT- und KO-Allel durch die
Polymerasekettenreaktion aus genomischer DNA dargestellt werden konnten. B) Ergebnis einer PCR
Reaktion aus genomischer DNA. Dargestellt sind die spezifischen WT- und AT,-KO-PCR-Produkte in
einem 2% Agarosegel. Zur exakten Grolenbestimmung der PCR-Produkte wurde als Standard eine
100bp-L eiter verwendet.

Durch die Auswahl geeigneter Primer, wiein Abb. 3 zu sehen ist, konnten mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion WT- und AT,-KO-Tiere sicher identifiziert werden. Da die
GrofRe der PCR-Produkte fur WT- und AT,-KO-Allele unterschiedlich ist (234 vs. 383
Basenpaare), wurde ein gemeinsamer Ansatz mit drei Primern gewahlt, der die
Genotypisierung der DNA-Proben in einer einzigen Reaktion ermdglichte. Fir die

Untersuchungen wurden ausschliefdlich mannliche Tiere verwandt, die aus
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derVerpaarung von heterozygoten AT,-KO-Weibchen mit WT-Mannchen gewonnen

wurden.

3.1.2 Invivo Hadmodynamik bel AT,-KO-M &usen

Nach erfolgter Genotypisierung wurde in vivo die Herz-Kreislauf-Funktion von AT -
KO-Méusen und ihren WT-Geschwistertieren gemessen und miteinander verglichen.
Bisher war bekannt, dass die AT,-KO-Tiere auf die Infusion von Angiotensin Il mit
einer starkeren Blutdrucksteigerung reagierten als normale WT-Kontrollen (Hein et al.
1995; Ichiki et al. 1995). Nun sollte gekl&rt werden, ob dieser Effekt durch eine
veranderte kardiale Funktion oder durch einen vaskuléaren Effekt der AT,-
Rezeptordel etion bedingt wurde. Auf3erdem sollte untersucht werden, ob die gesteigerte
Blutdruckempfindlichkeit in vivo auf Angiotensin Il beschrankt ist, oder ob dieser
Effekt auch durch andere Pharmaka ausgel st werden kann. Die Mé&use wurden hierzu
in Narkose versetzt und ein Herzkatheter Uber die rechte A. carotis eingefihrt, der je
nach Position des Drucksensors sowohl kontinuierliche Messungen des systolischen und
diastolischen Drucks in der Aorta als auch der Herzfrequenz und der
Druckverénderungen im linken Ventrikel ermdglichte. Abb. 4 zeigt die basalen Herz-
Kreidauf-Parameter von zehn Monate alten WT- und AT,-KO-Tieren. Es konnten keine
Unterschiede von Seiten der linksventrikularen Kontraktilitéat (dp/dt,,), der
Herzfrequenz und des systolischen Blutdrucks zwischen AT,-KO- und WT-Tieren

gefunden werden.
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Kontraktilitét dp/dt,,,  Herzfrequenz Systolischer Blutdruck
(mmHg/sec) (mind) (mmHg/sec)
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Abbildung 4: Herzkatheteruntersuchungen durch einen 1,4F Millar-Herzkatheter an AT,-KO und
Kontrollméausen. Dargestellt sind basale Herz-Kreislauf-Parameter (linksventrikuldre Kontraktilitat
dp/dt,., Herzfrequenz und systolischer Blutdruck) von Wildtyp (WT) und , knockout”-Tieren (AT,-KO)
(n=5, Alter 10 Monate, t-Test, kein signifikanter Unterschied).

Allerdings zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen AT,-KO- und Wildtyptieren,
wenn der Effekt des a,-adrenergen Agonisten Phenylephrin auf den Aortendruck
gemessen wurde. Infundierte man den Tieren in steigender Dosis Phenylephrin (Abb.
5), so zeigten die , knockout“-Tiere einen deutlich verstarkten Anstieg des systolischen

und des diastolischen Blutdrucks im Vergleich zu ihren Geschwisterwildtyptieren.
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Abbildung 5: In vivo Blutdruck-Untersuchungen an Wildtyp- und AT,-KO-Tieren. Infundiert wurden
steigende Mengen von Phenylephrin, einem peripheren a, Rezeptoragonisten. Die Messungen wurden an
narkotisierten Tieren durchgefiihrt, denen ein 1,4F Herzkatheter Uber die rechte A. carotis in die Aorta
eingefthrt wurde (n=5, Alter 10 Monate, two-way ANOV A und Bonferroni’s-Test, * p<0,05).

3.1.3 Funktion isolierter Blutgefalie von AT ,-K O-M ausen

Um zu Uberprifen, ob diese in vivo zu beobachtende Uberempfindlichkeit des
Blutdruckes von AT,-KO-Tieren auf eine veradnderte vaskuldre Funktion bei diesen
Tieren zurickzufuhren war, wurden isolierte Gefal3segmente in einem Gefal3-
myographen funktionell untersucht. Als geeignetes Gefal3 wurde die A. femoralis
gewdhlt, die entweder durch 122,7mM K", welches durch Depolarisation zu einer
Vasokonstriktion fuhrt, durch Angiotensin Il oder durch Noradrenalin stimuliert wurde.
Das Ergebnis war eindeutig. Die AT,-KO-Geféf3e zeigten auf alle drei Substanzen eine
verstarkte Spannungsentwicklung im Vergleich zu den WT-Gefal3en (Abb. 6)
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Abbildung 6: In vitro Untersuchungen an Femoralarterien in einem Mulvany-Myographen. AT,-KO- und
Wildtypgefale wurden nacheinander auf ihre maximale Spannungsentwicklung durch 80mM K* (t-Test,
*p<0,05), steigende Konzentrationen von Angiotensin Il und Noradrenalin getestet (two-way ANOVA
und Bonferroni’s-Test, *p<0,05).

3.1.4 Morphologische Untersuchung von Femoralarterien der AT,-KO-Tiere

Die gesteigerte Vasokonstriktion bei AT,-KO-Tieren auf die Gabe verschiedener
Vasokonstriktoren legte die Vermutung nahe, dass bei AT,-KO nicht eine selektive
Veranderung der intrazelluldren Signaltransduktion sondern moglicherweise eine
strukturelle Veranderung der Blutgefalde vorliegt. Um diese Hypothese zu Uberprifen
wurden Tiere mit 4% Paraformaldehyd bei einem konstanten Druck von 100 mmHg
perfundiert, die Femoral arterien entnommen und in Kunststoff eingebettet. Abb. 7 zeigt
exemplarisch zwei Semidunnschnitte proximaler Femoralarterien korrespondierender
Wildtyp- und AT .-, knockout*-Tiere. Esfiel eine deutliche Verdickung der Gefaimedia
bei den AT,-KO-Tieren auf, die bei ndherer Betrachtung durch eine massive
Grolenzunahme der einzelnen glatten Gefaldmuskelzellen erklart werden kann, die im
Vergleich zu den Wildtypzellen fast die doppelte Grofie aufwiesen. Von Seiten der
Intima und Adventitia fielen keine Veranderungen bel den AT,-KO-Tieren auf. Dieser
Befund konnte in mehreren Femoralarterien von unterschiedlichen AT,-KO-Mausen

gleichen Alters gefunden werden.
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Abbildung 7: Langsschnitte durch die Wand der Femoralarterien von Wildtyp (WT)- und AT,-
~knockout“-Tieren (AT,-KO). Von oben nach unten sind Intima, Media und Adventitia angeschnitten.

Die Verbreiterung der Media von AT,-KO-Gefal3en beruhte auf einer Zunahme der
Mediazellgrofie (Hypertrophie) und nicht auf einer Vermehrung der Zellzahl der Media.
Weiterhin galt es zu kléren, ob sich diese morphologischen Veranderungen auch in noch
kleineren Geféfen wiederfinden lassen. Hierzu wurden kleine Seitenaste der
Femoralarterien genauer histologisch untersucht. Insgesamt wurden 42 Wildtyp und 52
AT,-KO-Gefél3e von jeweils drei AT,-KO-Mausen und drei WT-Kontrolltieren in die
Auswertung aufgenommen, die zum einen exakt quer angeschnitten worden waren und
zum anderen anndhernd den gleichen AufRendurchmesser besaf3en. Besonderes
Augenmerk wurde auf die Bestimmung der Mediadicke und des jeweiligen
Gefalllumens gelegt. Um zu testen, ob die beobachteten Verénderungen auf einer
Hypertrophie oder Hyperplasie der glatten Muskelzellen in der Media beruhen, wurde
die Anzahl der Zellkerne im Geféf3anschnitt auf die Mediaflache bezogen. Die Zahl der
Kerne pro Gefal3querschnitt war nicht signifikant verschieden zwischen AT,-KO-Tieren
und deren Kontrollen. Als eindeutiges Zeichen der Muskelzellhypertrophie war die
Mediaflache pro Zellkern bei den AT,-KO-Tieren erhoht (Tab. 4). Wére es hingegen zu
einer Hyperplasie der Gefalmuskelzellen gekommen, héite sich der Quotient aus

M ediaflache und Zellkernanzahl nicht verandern dirfen.
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Morphometrie kleiner Femoralarterien
WT AT»-KO
(n=42) (n=52)

AuRerer Gefalzdurchmesser (Lm) 774+ 47 77,9+ 42
Gefall umendurchmesser (um) 53,1+4,3 475+ 3,6
Media-Dicke (um) 12,1+ 04 15,2+0,6 *
M edia/L umendurchmesser (%) 22,8+0,8 319+£13 *
M ediafl ache/Nukleus (Lm?2) 586+ 41 1065+ 91 *

Tabelle 4: Morphologischer Vergleich zwischen Wildtyp- und AT ,-Knockout-Geféf3en kleiner Seitenéste
von Femoralarterien (t-Test, *p<0,05) (n=42 bzw. 52 von jeweils drei AT,-KO-Mausen und drei WT-
Tieren).

3.1.5 Expression desAT,-Rezeptorsin Femoralarterien

Da sich der Phéanotyp in Femoralarterien manifestiert hatte, sollte mittels RT-PCR
Uberpruft werden, ob der AT,-Rezeptor in WT-Arterien, nicht aber in AT,-KO-Arterien
exprimiert wird. Da die maximal extrahierbare RNA-Menge einer einzelnen A.
femoralis zu gering war, um mit den mir zur Verfigung stehenden Gerédten ein Signal
zu detektieren, wurden jewells drei Femoralarterienpaare zusammen genommen und
daraus die RNA isoliert. Hiervon wurde jeweils 1ug RNA fur die reverse Transkription
mit Oligo-d(T),s-Primern verwendet und die AT,-Rezeptor-mRNA in cDNA
umgeschrieben und anschlief3end die gewonnene AT,-Rezeptor-cDNA durch eine
Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Abb. 8 zeigt, dass in Femoralarterien von WT-
Kontrolltieren auf mMRNA-Ebene eine deutliche Expression des AT,-Rezeptors
nachgewiesen werden konnte, die erwartungsgemald in Femoralarterien von AT,-KO-
Tieren nicht zu detektieren war. Da sich zwischen Exon 2 und Exon 3 des AT,-
Rezeptorgens, aus dessen Bereich die spezifischen Primer fur die RT-PCR gewahlt
worden waren, ein circa 1000bp grof3es Intron befindet, das wahrend der mRNA-

Prozessierung entfernt wird, kann das 1,2kb grof3e PCR-Produkt eindeutig der mRNA
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des AT ,-Rezeptors zugewiesen werden (Abb. 8). Als Negativkontrolle wurde anstelle
von RNA Wasser in der Reaktion eingesetzt.

B
Exonl 2 3
ATy Gonm i
2 2kb 1,5Kb
Exon 12 3 1,2Kb
mrNA [
S WT KO WT KO
| M|
1,2kb

Abbildung 8: A) Schematische Darstellung der Amplifikation von AT ,-Rezeptor-mRNA durch RT-PCR.
Da sich die genomische DNA (AT,-Gen) von der mRNA durch zusétzliche Introns auszeichnet, ist das
cDNA-Produkt der PCR um ca. 1000 Basenpaare kiirzer as das Produkt der genomischen Amplifikation.
B) RT-PCR des Angiotensin |l AT,-Rezeptors in Femoralarterien. In den Bahnen 2 und 4 wurden
Wildtyp-RNA (WT), in den Bahnen 3 und 5 AT,-Knockout-RNA (KO) revers transkribiert und das PCR-
Produkt in einem 0.8% Agarosegel aufgetrennt und sichtbar gemacht. In Bahn 1 wurde ein GrofRenmarker
aufgetragen.

Es konnte somit gezeigt werden, dass in Femoralarterien der Maus der Angiotensin 11
AT,-Rezeptor auf mMRNA-Ebene exprimiert wird. Eine quantitative Aussage war aus
diesem Versuch nicht moglich. Auf3erdem liefd sich anhand der RT-PCR nicht kl&ren,
ob es sich um eine Expression in endothelialen, glattmuskul&ren oder mesenchymalen
Zellen handelt. Ein direkter Nachweis der AT,-Rezeptoren durch Radioligand-
Bindungsversuche war leider nicht moglich, da die aus den Femoralarterien

gewonnenen Membranprotelnmengen zu gering waren.

3.1.6 Aktivitat und Expression der P70S6-Kinasein Aorten von WT- und AT ,-
KO-Tieren

Um einen molekularen Mechanismus fir die vaskul&re Hypertrophie zu finden, wurden

Aorten von WT- und AT,-KO-Tieren auf Veranderungen der Signaltransduktion hin

untersucht. Als ein geeigneter Kandidat wurde die P70S6-Kinase ausgewahlt, die sich
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bereits bei der Entstehung der kardialen Hypertrophie als eines der Schliisselenzyme
erwiesen hat (Sadoshima et al. 1995) und auch im glatten Gefélmuskel an der
Regulation der Proteinsynthese (Y amakawa et al. 2000) mal3geblich beteiligt ist. Hierzu
wurde Zellprotein aus der Aorta von WT- und AT,-KO-Ma&usen im Alter von 3-4
Monaten isoliert. Es sollten Veranderungen der Signaltransduktion detektiert werden,
die den morphologischen Veranderungen im Gefal3 vorausgehen. Als geeignetes Gefaf3
wurde die Aorta gewahlt, da die aus Femoralarterien zu isolierende Proteinmenge fir
den Immunoblot zu gering war. Aus Untersuchungen, die in dieser Arbeit nicht
beschrieben werden, war es ebenso zu einer signifikanten Zunahme der Mediaflache in
Aorten gekommen, so dass mir fir die Untersuchungen der Signaltransduktion dieses
GefaR optimal erschien. Verglichen wurden jeweils Aorten von 6 WT- und 6 AT,-KO-
Geschwistertieren. Fir den Immunoblot wurden jeweils 40ug Protein eingesetzt, das
aus jewells zwei Aorten isoliert worden war. Zur Aktivierung der P70S6-Kinase muf3
diese an mehreren Stellen phosphoryliert werden (Dufner et a. 1999). Es wurde ein
Antikorper eingesetzt (p-P70S6), der spezifisch die an Threonin** und Serin®
phosphorylierte Form der P70S6-Kinase erkennt. Es konnte so eine Aussage uber die
Aktivitét der P70S6-Kinase getroffen werden. Als Mal3 fir die Expression des Enzyms
wurde ein konventioneller P70S6-Kinase-Antikorper eingesetzt (P70S6). Als Standard
diente 3-Aktin. Die Immunoblots wurden jewells sechsmal unabhangig wiederholt und
die Intensitatsunterschiede der detektierten spezifischen Signale ausgewertet. Abb. 9
zeigt drei reprasentative Immunoblots mit Antikdrpern gegen p-P70S6-Kinase, P70S6-
Kinase und (-Aktin sowie die Auswertung der Intensitdtsunterschiede von sechs

unabhangig durchgefiihrten Immunoblots.
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Abbildung 9: A) Expression und Aktivitdt der P70S6-Kinase aus Aortenlysaten von 4 Monate alten
Wildtyp (WT)- und AT,-KO-Mé&usen. Dargestellt sind reprasentative Immunoblots mit Antikdrpern
gegen pP70S6-Kinase (pP70S6), P70S6-Kinase (P70S6) und als Kontrolle gegen B-Aktin. B)
Quantitative Auswertung von sechs unabhangig durchgefiihrten Immunoblots (n=6). (t-Test, * p<0,05).

Es konnte eine statistisch signifikante Zunahme der Aktivitét der P70S6-Kinase (p-
P70S6) in den Aortenlysaten der AT,-KO-Jungtiere um 66% gefunden werden. Da auch
die Gesamtintensitét des p70S6-Kinase-Signals (P70S6) als Ausdruck der Expression
der Kinase bei den AT,-KO-Tieren beim Vergleich der Mittelwerte minimal erhdht
(10%) war, wurde abschlief3end der Unterschied zwischen pP70S6-Kinase und P70S6-
Kinase der AT,-KO-Lysate auf statistische Signifikanz getestet (t-Test). Auch hier war
die Zunahme der pP70S6-Kinase gegenuiber der P70S6-Kinase signifikant erhoht. Das
B-Aktin-Kontroll-Signal war zwischen den beiden Kollektiven gleich, was bewies, dass
pro Spur eine gleich grofle Menge an Protein aufgetragen worden war, unter der
Annahme, dass die Expression von [3-Aktin zwischen AT,-KO und WT unverandert

war.
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3.2 Gefaldrelaxation durch -adrener ge Rezeptor subtypen

Um die Subtypen [3-adrenerger Rezeptoren zu untersuchen, die bei der Maus die
Vasodilatation vermitteln, wurden kurze Segmente arterieller und ventser Gefél3e von
Wildtyp- und ,, knockout“-Tieren prépariert und in einem Gefaldmyographen untersucht.
In Voruntersuchungen hatte A. Chruscinski an diesem System gezeigt, dass die durch
Isoprenalin ausgel 6ste Vasodilatation bei 3,-KO-Gefélen ebenso ausgeprégt war wie
bei Kontrollgefal3en aus Wildtyp-Tieren. Um zu untersuchen, ob tatséchlich der [3,-
adrenerge Rezeptor die Uberragende Rolle bei der Isoprenalin-vermittelten-
Vasodilatation spielt, wurden GefélRe von [3,-KO-Tieren in die Untersuchungen
miteinbezogen und direkt mit Gefal3en von 3,-KO und von 3,3,-KO-Tieren verglichen.
Dazu wurden zwei 40um dinne Drahte unter einer Stereolupe in die Gefal3segmente
eingefuhrt und zwischen einem Kraftaufnehmer und einem Mikrometer-Schrittmotor
befestigt. Nachdem die GeféaRRe auf eine Vordehnung eingestellt worden waren, bei der
der innere Umfang 90% der bei 100mmHg gemessenen Vordehnung betrug (0,9*
1U100), wurden die einzelnen Gefal3e mit verschiedenen Vasokonstringentien stimuliert.
Bei allen untersuchten GeféalRen war die maximale Wandspannung, die durch K*-
Depolarisation bzw. durch Stimulation mit Phenylephrin oder Prostaglandin F,, erreicht
wurde, bei Wildtyp- und KO-Tieren identisch. Nach Vasokonstriktion mit Phenylephrin
oder Prostaglandin F,, konnte bei allen WT-Geféaf3en eine Vasodilatation durch
Isoprenalin ausgel6st werden. Bei der Femoralarterie senkte Isoprenalin den Tonus auf
55% des Ausgangswertes, bel Pulmonalarterien auf 21%, und bei Carotisarterien
wurden 51% erreicht. Bei Gefalden von [3,-KO-Tieren war der relaxierende Effekt von
Isoprenalin deutlich geringer ausgeprégt (Abb. 10-12). Bei Gefél3en von [3,3,-KO-
Tieren konnte I soprenalin keine signifikante Vasodil atation ausl Gsen.

Uberraschenderweise wurde die Relaxation der A. femoralis und der A. pulmonalis
nahezu ausschliefdich durch den [3,-adrenergen Rezeptor vermittelt. Bei Femoralarterien

und Pulmonalarterien von [(3,-KO-Tieren war der vasodilatierende Effekt von
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Isoprenalin nicht von der Wirkung an WT-Gefaf3en unterscheidbar. Daraus kann
geschlossen werden, dass die VVasodilatation in diesen Geféf3en vor allem durch den 3;-
Subtyp vermittelt wird. Entsprechend sind in ,-KO- und 3,3,-KO-GeféRen keine

Relaxationen durch Isoprenalin mehr auszul sen.
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Abbildung 10: Relaxation von Gefél3segmenten der A. femoralis durch Isoprenalin. 2mm lange
Segmente der A. femoralis wurden im Gefé3myographen vorgedehnt und mit 10uM Phenylephrin
stimuliert. Nach Erreichen des Kontraktionsmaximums (Wandspannung 100%) wurde Isoprenalin dem
Organbad in steigenden Konzentrationen zugegeben und die Relaxation des Gefél3es gemessen.
Dargestellt sind Ergebnisse fir 5-13 Segmente von Wildtyp-Tieren (WT), B,-KO-, B,-KO- und B3,3,-
KO-Tieren.
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Abbildung 11: Relaxation isolierter Segmente der A. pulmonalis von Wildtyp- und (3-adrenergen
Rezeptor-KO-Tieren durch Isoprenalin. Die GeféRe wurden in vitro mit ProstaglandinF,, (3uM)
isometrisch kontrahiert und die Relaxation wurde daraufhin mit Isoprenalin in steigenden
Konzentrationen ausgel 6st. Dargestellt sind die Ergebnisse von mindestens drei (n = 3) Gefal3segmenten
von Wildtyp und verschiedenen 3-KO-Mausen.

Bei der A. carotis war ebenfalls der (3,-adrenerge Rezeptor fur den Groldteil der
Relaxation verantwortlich, doch war hier auch eine deutliche Beteiligung des [3,-

adrenergen Rezeptors nachzuweisen.
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Abbildung 12: Relaxation von Gefél3segmenten der A. carotis von Wildtyp (WT)- und -adrenergen-
Rezeptor-KO-Mausen. Die Gefal3segmente wurden mit Prostaglandin F,, (3uM) isometrisch kontrahiert
und Isoprenalin in steigenden Konzentrationen in das Organbad zugegeben. Gemessen wurde wiederum
die Relaxation durch steigende Mengen Isoprenalin. Untersucht wurden jeweils zwischen 4-8 Segmente
von Wildtyp (WT), B,-KO-, B,-KO- und B,B,-KO-Geféf3en.
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Zusatzlich wurden ventse Gefél3e in die Untersuchungen einbezogen. Bereits bei den
Voruntersuchungen von A. Chruscinski war aufgefallen, dass von Seiten der vendsen
Geféfde bel WT-Mé&usen nur die V. portae auf die Zugabe von Isoprenalin relaxierte.
Deshalb wurde die V. portae als einziges vendses Gefal3 fir die Messungen an den
verschiedenen 3-KO-Mausen und WT-Kontrolltieren herangezogen. Bei der V. portae
fuhrte die Stimulation mit Prostaglandin F,, zu einer Vasokonstriktion mit einem
Anstieg des Basaltonus und zu rhythmischen Kontraktionen der Gefé3segmente (Abb.
13). Sowohl Basaltonus als auch spontane Kontraktionen wurden bei Wildtyp-Geféfien
komplett durch 1uM Isoprenalin gehemmt (Abb. 13a). Ein &hnlicher Effekt konnte
durch Isoprenalin auch bei Portalvenen von (3,-KO (Abb. 13b) und von 3,-KO-Tieren
(Abb. 13c) erzielt werden. Nur bei Portalvenen von [3,3,-KO-Méausen war kein
| soprenalin-Effekt mehr zu sehen, was darauf schlief3en lief3, dass sowohl [3,-adrenerge
Rezeptoren als auch (3,-adrenerge Rezeptoren an der Regulation des Portalvenentonus
beteiligt waren (Abb. 13d). Die direkte Stimulation der Adenylylcyclase in (3,3,-KO-
Gefélen durch Forskolin fuhrte zur vollstandigen Aufhebung der Kontraktion, was

bewies, dass der intrazellulare Signal transduktionsweg intakt war.
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Abbildung 13: Myograph-Originalaufzeichnungen der V.portae. Jeweils ein WT- (a) 3,-KO- (b) B,-KO-
(c) und B,B,-KO-Gefa (d) wurden durch die Zugabe von Prostaglandin F,, (3uM) isometrisch
kontrahiert. Nach Erreichen des Kontraktionsmaximums wurde Isoprenalin in steigenden
Konzentrationen zugegeben und die Relaxation gemessen.
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Diese Untersuchungen zeigten, dass [3,-adrenerge und [3,-adrenerge Rezeptoren in
arteriellen Blutgeféflen und auf venoser Seite zumindest in der V. portae in

unterschiedlichem Ausmal3 die Vasodilatation regulieren.

3.3 Invivo-Funktion der a,,- und a,.-adrener gen Rezeptoren

3.3.1 Modell der chronischen Druckbelastung durch Aortenstenose

Eine Korrelation zwischen erhoéhten Plasmakatecholamin-Spiegeln und dem
Schweregrad der Prognose einer chronischen Herzinsuffizienz konnte schon vor Jahren
hergestellt werden und geht mit einem deutlichen Mortalitétsanstieg einher (Cohn et al.
1984). Da prasynaptische a,-adrenerge Rezeptoren in vitro an der Regulation der
Noradrenalin-Freisetzung maligeblich (Starke et al. 1975; Langer et al. 1985; Hein et al.
1999) beteiligt sind, sollte die pathophysiologische Rolle der prasynaptische a,-
adrenerge Rezeptoren nun in vivo untersucht werden. Hierzu wurde ein Modell der
chronischen Druckbelastung des linken Ventrikels gew&hlt. WT-Mausen und a-
Rezeptor-KO-Mausen wurde im Alter von 3-4 Wochen eine Einengung der thorakale
Aorta zugefugt und die Auswirkungen der Aortenstenose in den darauffolgenden 12
Wochen beobachtet. Zur Unterscheidung der Uberlebenswahrscheinlichkeit nach
Aortenstenose wurde eine Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier erstellt. Jede einzelne
Maus der vier Untersuchungskollektive wurde hierzu in die Auswertung einbezogen.
Die einzelnen Punkte des Graphen geben den genauen Tag des Absterbens der Tiere an.
Als Tag 0 galt der Operationstag. Der Beobachtungszeitraum wurde zwischen den
Tagen 90 bis 96 beendet, as die bis zu diesem Zeitpunkt Gberlebenden Mause in diein
den folgenden Kapiteln beschriebenen Untersuchungen aufgenommen wurden. Um
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Kollektiven zu bestimmen,
wurde ein Logrank-Test durchgefuhrt. Zwischen den WT- und a,5-KO-Tieren konnte
kein Unterschied in der Mortalitét gefunden werden. Bei Mausen mit einer Deletion der

0,,- oder a,.-Rezeptoren zeigte sich in den drei Monaten nach Aortenstenose-Operation
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ein deutliche Mortalitét. Statistisch signifikante Unterschiede zuungunsten der KO-
Tiere fanden sich, wenn man das WT-Kollektiv mit den jeweiligen a,,- und o ,-
Kollektiven einzeln verglich. Es konnte somit ein deutlich verstarktes Absterben der
0,5~ Und a,.-KO-Mause durch chronische linksventrikul&re Druckbelastung gefunden
werden. Zwischen a,,-und a,.-KO-Tieren bestand kein Unterschied. Abbildung 14
zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der vier untersuchten Mauskollektive.
Uberraschenderweise war die Mortalitét bei a,,-KO- und bei a,.-KO-Mé&usen in
gleichem Mal3e erhoht. Dieses war aus V oruntersuchungen von a,,-KO- und a,.-KO-
Mausen nicht erwartet worden, da es nur bei a,,-KO-Méausen durch den Verlust des
présynaptischen Rezeptors zu Veranderungen der basalen Kreislaufparameter (z.B.
basale Herzfrequenz) gekommen war (Altman et al. 1999; Hein et al. 1999).

10
m WT
75 O ayg-KO
g
g - A 0oA-KO
T Logrank-Test ® 0,c-KO
3 " WT vs. app- KO p=0,03
| WT vs. a,cKO  p=0,01
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tage nach Aortenstenose

Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Induktion einer Aortenstenose bei a,-KO- und WT-
Méusen. Dargestellt sind Uberlebenskurven von 15 WT-, (ll) 15 0,,-KO-, (A) 7 a,5-KO- ((]) und 22
0, -KO- (@) Tieren. Die einzelnen Symbole geben die verschiedenen Genotypen mit dem jeweiligen
Tag des Absterbens an. Zwischen den Tagen 90-96 wurden die lebenden Tiere weiter untersucht und die
Uberlebenskurve beendet.
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3.3.2 Invivo Herzkatheter untersuchungen bei a,-KO-Tieren

Um einen Grund fir das verstérkte Absterben nach Aortenstenose zu finden, wurden die
unterschiedlichen Kollektive einer Herzkatheteruntersuchung unterzogen. Hierzu wurde
den Versuchstieren in Narkose ein 1,4F Druckkatheter Uber die rechte A. carotis
eingefuhrt und kontinuierlich Herzfrequenz und Kontraktilitat (dp/dt,,) im linken
Ventrikel aufgezeichnet. Im Vergleich zu WT-Tieren zeigte sich eine deutlich
verminderte linksventrikulére Kontraktilitét (dp/dt,,) bei a,,-KO- und a,.-KO-Tieren.
Die Kontraktilitatsparameter der a,5-KO-Méause waren nicht verandert (Abb. 15a).
Auch war die Herzfrequenz bei a,,- und a,.-KO-Tieren signifikant erhoht im Vergleich
zu ihren WT-Kontrolltieren (Abb. 15b). Wiederum zeigten a,;-KO-Mé&use keine
Unterschiede gegentber WT-Mausen. Die Befunde wiesen eindeutig auf eine stark
eingeschrankte linksventrikuldre Funktion der a,,- und a ,--KO-Mause nach
Aortenstenose hin. Nach Beendigung der Herzkathetermessungen wurden die Herzen
der Mé&use entnommen und fir die anschlief3ende histologische Untersuchung in 4%

Paraformaldehyd fixiert.

58



Ergebnisse

A Kontraktilitat dp/dt gy
(mmHg/sec)
15000+ T
12500+ * *
10000 —
7500-
5000-
2500-
0
WT C(ZA-KO GZB-KO GZC-KO
B Herzfrequenz
(mind
500+ >
400-
300
200-
100
0
WT GZA-KO GZB-KO GZC-KO

Abbildung 15: Herzkatheteruntersuchungen durch einen 1,4F Millar-Herzkatheter an WT- und o,-KO-
Tieren 3 Monate nach Induktion einer Aortenstenose. Dargestellt sind basale Herzkreislaufparameter
(linksventrikuldre Kontraktilitét dp/dt,,,. und Herzfrequenz) von Wildtyp (WT) und a,,-KO- 0,5-KO-
und o,-KO-Méusen. (n>7, Alter 4 Monate, one-way ANOVA und Dunnett’s-Test, * p<0,05)

3.3.3 Morphologische Unter suchung von Her zen bei a,-KO- und WT-Mé&usen

nach Aortenstenose

Die fixierten Herzen wurden in der &quatorialen Ebene quer angeschnitten und in
Paraffin eingebettet, so dass beide Ventrikel gut zu beurteilen waren. Die Praparate
wurden anschlief3end durch Sirius-Rot-Ldsung angefarbt. Durch die Aortenstenose war
es zu einer manifesten Herzinsuffizienz mit einer ausgepragten interstitiellen Fibrose bel

0,- und a,.-KO Mausen im Vergleich zu a,5- und WT-Méausen gekommen (Abb. 16).
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Das fibrotische Gewebe wurde in den Schnitten rot, das Zytoplasma der
Herzmuskel zellen gelb angeférbt (Sirius-Rot-Farbung). Abb. 16 stellt exemplarisch den
morphologischen Befund einer WT-Maus dem einer a,.-KO gegenuber. Der
histologische Befund bei a,,-KO-Mausen war identisch zur Morphologie bel a,.-KO-
Tieren und wurde deshalb nicht gesondert dargestellt. Die linksventrikul&re Histologie
von a,5-KO-Mausen unterschied sich nicht von dem histologischen Befund bel WT-

Tieren.

WT

30 um

Abbildung 16: Querschnitt durch den linken Ventrikel von Wildtyp- und a,.-KO-Tieren nach
Aortenstenose (Alter 16 Wochen). Zwischen den durch Picrinsdure gelb angeférbten Herzmuskelzellen
war eine deutliche interstitielle Fibrose (rot) bei a,.-KO-Mausen entstanden im Vergleich zu WT-
Méusen.

Aufgrund dieser Befunde kann den beiden prasynaptischen a,-adrenergen Rezeptoren
0,4 und a,. eine Schutzfunktion gegen eine erhdhte Sympathikusaktivitét bei einer
chronischen Druckbelastung des linken Ventrikels zugeschrieben werden. Durch den
Ausfall eines der beiden prasynaptischen o,-adrenergen Rezeptoren war es nach
Induktion einer Aortenstenose zu einer deutlichen Einschrankung der kardialen
Funktion gekommen, die durch eine massive linksventrikul&re Fibrose zu erklaren ist

und bei WT- und a,5-KO-Méusen nicht in diesem Mal3e aufgetreten war.
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Da auch bei der menschlichen Herzinsuffizienz die Plasmakatecholamin-Spiegel
deutlich erhoht sind und mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren (Cohn et al.
1984), sollte nun untersucht werden, ob sich Unterschiede der Plasmakatecholamine bei
den a,-KO-Tieren finden lassen, welche die erhdhte Empfindlichkeit fir das Entstehen

einer Herzinsuffizienz bei a,,- und a,.-KO-Mausen erkléren konnten.

3.34 Vergleich der Plasmakatecholaminebel WT- und a,-KO-Tieren

Diein vivo Daten hatten bis zu diesem Punkt auf eindriickliche Weise zeigen konnen,
dass eine kunstlich erzeugte Nachlasterhdhung zu einer deutlich verminderten
Herzfunktion bel a,,- und a,.-KO-Tieren im Vergleich zu WT- und a,,-KO-Méusen
fuhrte. Abschliel3end sollte untersucht werden, ob Unterschiede der basalen
Plasmakatecholamin-Spiegel zwischen den Kollektiven bestanden, welche die erhohte
Sensibilitét der a,,- und a,.-KO-Tiere fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach
Aortenstenose erklaren konnten. Durch den Ausfall des a,,-adrenergen Rezeptors kam
es bei a,,-KO-Tieren zu einer deutlichen Erh6hung der basalen Plasmanoradrenalin-
Spiegel um 121% gegeniber dem WT-Kollektiv, was die Bedeutung des a,-
adrenergen Rezeptors fur die prasynaptische Autoinhibition der Freisetzung von
Noradrenalin bereits unter Ruhebedingungen beweist (Abb. 17a). 0 ,5-KO- und a,.-KO-
Mé&use zeigten keinen Anstieg dieses Parameters. Im Gegensatz dazu scheint die
Adrenalin-Freisetzung aus dem Nebennierenmark unter Ruhebedingungen allein durch
den a,.-adrenergen Rezeptor reguliert zu werden (Abb. 17b), da nur bei a,.-KO-
Maéausen ein signifikanter Anstieg des Plasmaadrenalin um 125% zu finden war. Abb. 17
veranschaulicht graphisch die Veranderungen der Plasmakatecholamin-Spiegel

zwischen den Untersuchungskollektiven.
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Abbildung 17: Basale Plasmakatecholamin-Spiegel bei narkotisierten WT-, 0,,-KO-, 0,5-KO- und 0,
KO-Méusen. In Klammern ist die Anzahl der untersuchten Mause aufgefihrt. A) Erhohte basale
Noradrenalin-Plasmaspiegel bei a,,-KO-Méausen. B) Erhthte basale Adrenalin-Plasmaspiegel bei o,
KO-Méusen (Alter 3-4 Monate, one-way ANOV A und Dunnett’s-Test, * p<0,05).
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4 Diskussion

Die Untersuchung transgener Mause hat in den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse
fur die Herz-Kreislauf-Forschung geliefert. Diein dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse
an transgenen Tieren konnten demonstrieren, wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die
Regulation des Herz-Kreislauf-Systems beeinflussen und an der Entstehung von

Krankheitsprozessen beteiligt sind.

4.1 Untersuchungen bei AT ,-Rezeptor KO-M &usen

Obwohl der AT,-Rezeptor seine stérkste Expression am Ende der
Embryonaentwicklung zeigt (Grady et al. 1991), mufd ihm eine wichtige Funktion im
adulten Organismus zugeschrieben werden. Bereits in Zellkulturexperimenten konnte
gezeigt werden, dass in vitro der AT ,-Rezeptor die proliferativen Wirkungen des AT,-
Rezeptors antagonisieren kann (Nakgjima et al. 1995; Stoll et a. 1995). Es konnte nun
in dieser Arbeit erstmals in einem in vivo Mausmodell der schon lange vermutete
antiproliferative Effekt des AT,-Rezeptors bestédtigt werden. AT,-KO-Méuse
entwickelten im Alter von zehn Monaten eine stark ausgepragte vaskulare Hypertrophie
der A. femoralis im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Tieren. Diese war durch eine
deutliche Grélenzunahme der glatten Gefél?muskelzellen bedingt. Auf der Suche nach
einem hierfir zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismus konnte die
verstarkte Aktivitét einer wachstumsinduzierenden Kinase gefunden werden, die fir die
Proteinsynthese essentiell ist. In Gefal3wanden der Aorta junger AT,-KO-Mause kam es
zu einer 66%igen Zunahme der aktivierten Form der P70S6-Kinase, die der
Entwicklung der vaskuléren Hypertrophie um mehrere Monate vorausging. Die P70S6-
Kinase ist ein essentieller Regulator der Proteinsynthese und ist somit am Wachstum
einer Zelle malgeblich beteiligt. So wiesen P70S6-Kinase-KO-Mausen ein deutlich
reduziertes Wachstum im Vergleich zu ihren Geschwistertieren auf (Shima et al. 1998).

Die Kinase mul3 nacheinander an mehreren Stellen phosphoryliert werden, um
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katalytisch aktiv werden zu kdnnen (Dufner et al. 1999). Die Aktivierung dieses
Signaltransduktionsweg durch Angiotensin |1 ist bereits beschrieben worden (Eguchi et
al. 1998) und war auch in kultivierten glatten Geféarmuskelzellen zu finden (Eguchi et
al. 1999). In Zellkulturexperimenten an glatten Gefal3muskelzellen konnte eine
Hypertrophie sowohl durch spezifische AT,-Rezeptorblocker als auch durch Zugabe
von Rapamycin, welches spezifisch die Aktivierung der P70S6-Kinase antagonisiert,
verhindert werden (Giasson et al. 1995). Dieser Signaltransduktionsweg war bei AT,-
KO-Mé&usen im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Mé&usen aktiviert. Fir Aktivierung der
P70S6-Kinase sind mehrere Phosphorylierungsschritte nétig, die in einer bestimmten
Reihenfolge erfolgen missen (Pullen et a. 1997). An diesem Aktivierungsvorgang sind
unterschiedliche Signaltransduktionswege beteiligt, wie der MAP-Kinase- und der PI3-
Kinase-Signaltransduktionsweg (Pullen et a. 1997; Eguchi et al. 2000). In unserer
Arbeitsgruppe wurden die Expression und Aktivitat der P70S6-Kinase nicht nur im
Aortenlysat bestimmt, sondern auch im Herzgewebe von AT,-KO- und WT-Tieren.
Dort waren die Aktivitdt und die Expression unverandert zwischen den beiden
Untersuchungskollektiven. Weiterhin konnte in ersten Experimenten auch kein
Unterschied im Bereich der PI3-Kinase- und MAP-Kinase-K askade gefunden werden.
So kann der exakte Mechanismus, dem die Aktivitdtszunahme der P70S6-Kinase durch
Wegfall des AT ,-Rezeptors im Gefal3 zugrunde liegt, zum derzeitigen Zeitpunkt nicht
beantwortet werden. Es konnte fir den AT,-Rezeptor jedoch bereits gezeigt werden,
dass dieser Rezeptor durch die Aktivierung von Phosphatasen (Nouet et al. 2000) die
Aktivitat unterschiedlicher Enzyme durch Dephosphorylierung vermindert. Da zur
Aktivierung der P70S6-Kinase viele enzymatische Schritte notig sind, kann nur
spekuliert werden, ob die Aktivierung des AT,-Rezeptor direkt zu einer
Dephosphorylierung der P70S6-Kinase fuihrt oder ob aktivitdtsvermindernde Wirkungen
auf vorgeschaltete Schritte des Signalweges ausgelibt werden. Derzeit ist nur der

Umkehrschluf3 moglich, dass die Deletion des AT ,-Rezeptors aktivitatssteigernd wirkt
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und die Entwicklung einer vaskul&ren Hypertrophie begtnstigt. Erste Hinweise fur
Veranderungen im Bereich der Gefalle konnten bereits aus in vitro
Myographmessungen der A. femoralis und deren Seitenésten gezogen werden. Isolierte
Gefallsegmente von AT,-KO-Mausen reagierten auf unterschiedliche
vasokonstringierende Reagentien mit einer verstarkten Spannungsentwicklung zu einem
Zeitpunkt, als bereits Veranderungen im Signaltransduktionsweg der P70S6-Kinase zu
finden waren, die erst nach mehreren Monaten zur Entwicklung einer vaskuléren
Hypertrophie der A. femoralis fihrten. Der Mechanismus, dem diese
Uberempfindlichkeit der Femoralarterien zugrunde liegt, ist noch véllig unverstanden.
Fruhere Untersuchungen an AT,-KO-Mausen zeigten, dass es durch den Ausfall des
AT,-Rezeptors zu keiner Veranderung der Expression des AT,-Rezeptors kommt
(Yamada et al. 1999). Bis jetzt ist es uns nicht gelungen, die
Signaltransduktionsverénderungen der Aortaim Lysat der A. femoralis zu bestétigen,
da die aus diesen Geféf3en gewonnenen Proteinmengen fur die Durchfihrung der
Immunoblots nicht ausreichten. Allerdings konnte in Voruntersuchungen auch eine
signifikante Zunahme der Mediaflache in der Aorta von 10 Monate alten AT,-KO-
Maéausen im Vergeich zu WT-Kontrollen gesehen werden, so dass wir annehmen, dass
die Signaltransduktionsveranderungen in der A. femoralis noch starker ausgepragt sein
mussen.

Trotz der massiven Zunahme der Mediadicke in der A. femoralis waren basale Herz-
Kreislauf-Parameter nicht verandert. Allerdings konnte durch die Infusion des
vasokonstringierenden a,-Agonisten Phenylephrin ein verstarkter Anstieg des
systolischen und diastolischen Blutdruckes bei AT,-KO-Mausen im Vergleich zu deren
WT-Kontrollen ausgel st werden. Es bleibt abzuwarten, ob die Tiere nach Ausbildung
der vaskuléren Hypertrophie und der gesteigerten Empfindlichkeit der arteriellen
Gefal3e zu einem spéteren Zeitpunkt Storungen der Herz-Kreislauf-Funktion entwickeln

werden. Der Phénotyp bel AT,-KO-Méausen lenkte die Aufmerksamkeit auf den AT -
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Rezeptor. Die vom AT,-Rezeptor vermittelten Wirkungen sind gut bekannt. Seine
Beteiligung an der Entwicklung einer Gefaldmuskel zellhypertrophie wird seit l&angerem
vermutet. Erst kirzlich konnte an isolierten Gefal3en von hypertensiven Patienten
gezeigt werden, dass durch die Blockade des AT ,-Rezeptors gefél3proliferative Prozesse
reduziert werden konnen (Schiffrin et al. 2000). Im vorliegenden transgenen Tiermodell
ist wahrscheinlich eine Stérung des Gleichgewichts zwischen AT,- und AT ,-Rezeptoren
fur die vaskuldre Hypertrophie verantwortlich. Die Aktivierung des P70S6-Kinase-
Signalweges durch den AT,-Rezeptor mit gesteigerter Proteinsynthese ist im
Zellkulturmodell an Kardiomyozyten (Sadoshima et al. 1995) und isolierten glatten
Gefarmuskelzellen (Giasson et al. 1995) der Ratte bereits gezeigt worden und konnte
nun erstmals in einem in vivo Mausmodell bestdtigt werden. Entgegen den
Zellkulturexperimenten, welche die Funktionen von Angiotensin |1 Rezeptoren durch
Zugabe von Agonisten und Antagonisten untersuchten, bot das Tiermodell die
Maoglichkeit, die Adaptation des lebenden Organismus auf die Deletion des AT,-
Rezeptors zu untersuchen.

Im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen stehen Untersuchungen einer
konkurrierenden Arbeitsgruppe bei AT,-KO-Mé&usen (Senbonmatsu et al. 2000). Dort
wurde Uberraschenderweise eine verminderte kardiale Hypertrophie bei AT,-KO-
Méausen nach Aortenstenose gefunden, und auch die Aktivitét der P70S6-Kinase war bei
AT,-KO-Tieren im Vergleich zu WT-Tieren deutlich erniedrigt. Diese Befunde stehen
in deutlichem Widerspruch zu den in dieser Arbeit erhobenen Daten und zu Daten an
transgenen Modellen mit Uberexpression der AT,- bzw. AT,-Rezeptoren. Wurde
entweder der murine AT, ,-Rezeptor oder der humane AT,-Rezeptor mit Hilfe des a-
MHC-Promotors im Herzen der Maus Uberexprimiert, entwickelten die Méause eine
starke Hyperplasie bzw. Hypertrophie der Kardiomyozyten (Hein et al. 1997; Paradis et

al. 2000). Die kardiale Uberexpression des AT,-Rezeptors resultierte hingegen in einem

66



Diskussion

verminderten Druck- und Herzfrequenz-Anstieg auf die Infusion von Angiotensin 1l
(Masaki et al. 1998).

Die Diskrepanz bei AT,-KO-Tieren konnte durch den unterschiedlichen genetischen
Hintergrund bei der Generierung der transgenen Méause bedingt worden sein (Hein et al.
1995; Ichiki et al. 1995). Die AT,-KO-Ma&use von Inagami und Mitarbeitern zeigten
bereits basal eine geringe Erhdhung des Blutdrucks, die durch eine erhéhte Expression
des AT,-Rezeptors bel deren AT,-KO-Méausen erklért werden kdnnte (Tanaka et al.
1999). Bei unseren AT,-KO-Mé&usen war der Blutdruck auch im Alter von 10 Monaten
unverandert im Vergleich zu WT-Kontroll-Tieren. Die kunstlich erzeugte
Druckbelastung des Herzens durch Einengung der Aorta darf mit den eigenen
Veradnderungen am glatten Gefal3muskel nicht verglichen werden. In einer weiteren
kirzlich erschienenen Untersuchung bel AT,-KO-Mausen lield sich im Gegensatz zu
den Befunden von Inagami keine Veranderung der kardialen Hypertrophie bel AT,-KO-
Mausen im Vergleich zu WT-Mé&usen finden (Akishita et al. 2000). Der im Rahmen
dieser Arbeit detektierte Phanotyp wird weiterhin durch Untersuchungen an transgenen
Mausen mit einer Uberexpression des AT,-Rezeptors in glatten Gefalimuskelzellen
gestutzt, bei denen die verstdrkte Expression des AT,-Rezeptors zu verstarkter
Gefél3erschlaffung durch die Bildung von NO/cGMP fihrt (Tsutsumi et al. 1999). Ob
diese Relaxation direkt durch AT,-Rezeptoren auf den glatten Geféal3muskelzellen
ausgelost wird oder durch das Endothel vermittelt wird, missen weitere
Untersuchungen zeigen. Bei der Ratte konnte der AT ,-Rezeptor immunhistochemisch
sowohl in Endothelzellen als auch in glatten Gefaldmuskelzellen kleiner Gefélie
dargestellt werden (Noraet al. 1998).

Inwieweit diese neu gewonnen Erkenntnisse der geféal3protektiven Wirkung des AT,-
Rezeptors auf den Menschen Ubertragbar sind, bleibt abzuwarten. Die derzeitige
Diskussion, ob die Behandlung der Herzinsuffizienz und der arteriellen Hypertonie mit

einem ACE-Inhibitor, einem AT ,-Rezeptorblocker oder einer Kombination aus beiden
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Substanzklassen durchgefiihrt werden sollte, miissen weitere Studien am Menschen
zeigen. Eine Kombination von ACE-Hemmer und AT ,-Rezeptorantagonist kénnte die
Pharmakotherapie der Herzinsuffizienz und der arteriellen Hypertonie weiter
verbessern. Der Einsatz eines ACE-Hemmers wirde die Bildung von Angiotensin Il im
Kreislauf hemmen. Da zum Beispiel im Herzmuskelgewebe Angiotensin Il auch unter
ACE-Hemmer-Therapie weiterhin gebildet werden kann (Dzau et al. 1993), konnte dort
Angiotensin Il seine protektive Wirkung am AT ,-Rezeptor weiterhin entfalten, wahrend
der proliferationsfordernde AT,-Rezeptor durch den Einsatz des AT,-
Rezeptorantagonisten blockiert wirde. Im Rahmen der RESOLVD-Studie konnte die
Uberlegenheit der Kombinationstherapie bei herzinsuffizienten Patienten in Bezug auf
reduziertes kardiales Remodeling durch Kombination eines ACE-Hemmers und eines
AT ,-Rezeptorantagonisten bereits an einem kleinen Untersuchungskollektiv gezeigt

werden (McKelvieet al. 1999).

4.2 Untersuchungen bel 3-Rezeptor KO-Mausen

Bei der Untersuchung [3,-adrenerger Rezeptoren sollte mit Hilfe transgener Tiere die
Beteiligung der -adrenergen Rezeptorsubtypen an der Vermittlung der Geféldrelaxation
untersucht werden, da bei der Generierung von 3,-KO und 3,-M&usen ein Abfall des
mittleren arteriellen Blutdrucks auf die Gabe von Isoprenalin ausgel 6st werden konnte
(Rohrer et al. 1996; Chruscinski et al. 1999) und die transgenen Tiere keine
morphologischen Verdnderungen des Herz-Kreislauf-Systems aufwiesen. Auch der 35-
adrenerge Rezeptor scheint an der Regulation des peripheren Widerstandes beteiligt zu
sein (Rohrer et al. 1999). Die stark vereinfachte Annahme, dass der [(3;-adrenerge
Rezeptor fur die kardiale Funktion verantwortlich sei, der [(3,-adrenerge Rezeptor
hauptséchlich an der Vermittlung der vaskuléren Vasodilatation beteiligt ist, kann
aufgrund der Untersuchungen an transgenen Mausen nicht mehr aufrecht erhalten
werden. Zumindest der erste Teil dieser Annahme lief3 sich bestétigen, da 3,-KO-Mause

bei normaler basaler Kreislauffunktion auf die Gabe von Isoprenalin keine inotrope und
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chronotrope Antwort mehr zeigten (Rohrer et a. 1996). Die Messungen an isolierten
Gefal3segmenten bei 3,-KO-, B,-KO-, B,B,-KO- und WT-Mé&usen zeigten eine
eindeutige Dominanz des [3;-adrenergen Rezeptors fur die Vermittlung der
Gefalyrelaxation. Bis auf die V. portae, in der die Erschlaffung zu gleichen Teilen durch
[3;- und B,-adrenerge Rezeptoren vermittelt wurde, zeigten die Aorta und die A. carotis
ein starkes Ubergewicht der B,-vermittelten Funktion, in der A. femoralis und der A.
pulmonlis wurde die Gefél3erschlaffung ausschlief3lich durch den [(3;-adrenergen
Rezeptor vermittelt. Die Beteiligung des (3;-adrenergen Rezeptors wurde hierbel nicht
untersucht, obwohl auch diesem Rezeptor eine relaxierende Funktion zugeschrieben
wird (Shen et al. 1994, 1996). Diese Befunde scheinen auf den ersten Eindruck sehr
verwunderlich, da in den meisten pharmakologischen Lehrbiichern dem [3,-adrenergen
Rezeptor die Vasodilatation zugeschrieben wird. Auch beim Menschen gibt es
Untersuchungen, welche die Beteiligung des [3,-adrenergen Rezeptors an der Reduktion
des peripheren Widerstandes belegen (Wellstein et al. 1988). Hunde reagierten in vivo
auf die Infusion von Noradrenalin nach Blockade von peripheren a,-adrenergen
Rezeptoragonisten mit einer deutlichen Reduktion des peripheren Widerstandes (Vatner
et al. 1985). Durch die Untersuchungen der unterschiedlichen 3-KO-Mause in dieser
Arbeit konnte die Beteiligung des [(3,-adrenergen Rezeptors an der Vasodilatation
bestétigt werden. Da der periphere Widerstand zu einem grof3en Teil in noch kleineren
alsdenin dieser Arbeit untersuchten Gefal3en reguliert wird (Davis et al. 1986), missen
weitere Untersuchungen den hier gezeigten Befunden an transgenen Mausen nachgehen.
Die Datenlage zur Vasodilatation durch (-adrenerge Rezeptoren ist keineswegs
einheitlich und variiert zwischen den untersuchten Gefal3bezirken bei verschiedenen
Spezies. So scheint zum Beispiel die Relaxation von Koronararterien beim Kaninchen
(Nakane et al. 1988) und beim Rind (Vatner et al. 1986) durch (3;- und (3,-adrenerge
Rezeptoren vermittelt zu werden. Skelettmuskel gefél3e hingegen relaxierten bel Hunden
(Tairaet al. 1977), Katzen (Hillman et a. 1981) und auch beim Menschen (Dawes et al.
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1997) vornehmlich auf die Stimulation von [3,-adrenergen Rezeptoren. Die Beurteilung
friherer pharmakologischer in vivo und in vitro Untersuchungen von 3-adrenergen
Rezeptor-Wirkungen kdnnen neuerdings durch den Einsatz der transgenen Technologie
weiter spezifiziert werden. Transgene Tiere mit Deletion der verschiedenen [3-
adrenergen Rezeptoren bieten ein ausgezeichnetes Werkzeug, die ausgel 0sten Effekte
einem einzelnen Rezeptor eindeutig zuzuweisen. Es stellt sich abschlieRend die Frage,
welche Bedeutung die Dominanz des [3;,-adrenergen Rezeptors fir weitere
pharmakol ogische Untersuchungen bel der Maus hat. Im Bereich der Herz-Kreislauf-
Forschung und Therapie werden zur Stimulation und Blockade der Herzfunktion
selektive Liganden fur [3,-adrenerge Rezeptoren verwendet, um die Aktivierung [3,-
adrenerger Rezeptoren an arteriellen GefaRen zu vermeiden. Ubertragt man die
dargestellten Ergebnisse auf den Menschen, so missen Auswirkungen auf den
peripheren Widerstand durch den Einsatz [3,-adrenergen Rezeptor-

Agonisten/Antagonisten in Zukunft moglicherwei se mehr Beachtung finden.

4.3 Untersuchungen bei a,-Rezeptor KO-Mausen

Im Gegensatz zur Entwicklung einer vaskuléren Hypertrophie bei AT,-KO-Méusen,
richtete sich das Augenmerk bei der Untersuchung von a,-KO-Mausen auf die
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. Die Plasmanoradrenalin-Spiegel sind bei
Patienten mit Herzinsuffizienz deutlich erhéht und mit einer schlechten Prognose
verbunden (Cohn et al. 1984). Da o,-adrenerge Rezeptoren die Freisetzung von
Noradrenalin und Adrenalin im sympathischen Nervensystem regulieren (Starke et al.
1975), bieten transgene Mause die Moglichkeit, den Verlust von o ,-adrenergen
Rezeptoren auf die Entstehung einer Herzinsuffizienz gezielt zu untersuchen. Die
Deletion des a,,-adrenergen Rezeptors fuhrte bereits unter Ruhebedingugen durch den
Wegfall der présynaptischen Hemmung zu einer gesteigerten Aktivierung des
sympathischen Nervensystems mit Tachykardie, Gewebeverarmung von Noradrenalin

in Herz und Niere, sowie zur Downregulation kardialer [3-adrenerger Rezeptoren

70



Diskussion

(Altman et a. 1999). Jedoch kam es erst durch den Ausfall von a,,- und a,.-adrenergen
Rezeptoren zu massiven kardialen Veranderungen (Hein et al. 1999), obwohl die
genaue Rolle des a,.-adrenergen Rezeptors fur die Entstehung der Herzinsuffizienz
weitgehend unbekannt ist. In vitro Experimente konnten die Beteiligung des o ,c-
adrenergen Rezeptors an der Freisetzung von Noradrenalin aus V orhofmyozyten zeigen
(Hein et al. 1999, Trendelenburg et al. 1999), obwohl Mé&use mit einer Deletion des o -
adrenergen Rezeptors in vivo keine Auffalligkeiten der Herz-Kreislauf-Funktion zeigten
(Link et al. 1996). Durch eine kunstlich erzeugte Nachlasterhohung des Herzens durch
Einengung der Aorta sollte die Rolle der verschiedenen a,-adrenergen Rezeptor-
Subtypen fur die Kreislauffunktion genauer untersucht werden. Im Verlauf von 12
Wochen nach der Induktion einer Aortenstenose kam es bei a,,- und o,.-KO-Mausen
zu einer deutlich erhdhten Mortalitét im Vergleich zu a,5-KO- und WT-Méausen. Da der
o,,-adrenerge Rezeptor die stérkste Hemmung der Noradrenalin-Freisetzung im Herzen
ausibt (Link et al. 1996) und es bel a,,-KO-Tieren bereits basal zu einer Aktivierung
des sympathischen Nervensystems gekommen war, war die erhohte Sterblichkeit bei
0,,-KO-Mausen nicht tberraschend. Hingegen war die ausgepragte Mortalitéat bel o .-
KO-Mausen nicht erwartet worden. Unter Ruhebedingungen scheint der Wegfall des
o,c-adrenergen Rezeptors ohne Folgen fur die Herz-Kreislauf-Funktion kompensiert
werden zu konnen (Link et al. 1996). Durch die Nachlasterhbhung scheint die
Kompensation des a,.-adrenergen Rezeptorverlustes jedoch zusammenzubrechen. Der
Ausfall des a,-adrenergen Rezeptors hingegen spielte fur die Entwicklung der
Herzinsuffizienz bei der Maus keine Rolle. Auf der Suche nach dem zugrundeliegenden
Pathomechanismus fielen deutliche Unterschiede in der Regulation der
Transmitterfreisetzung des sympathischen Nervensystems auf. Unter Basal bedingungen
scheint die Ausschittung von Noradrenalin aus sympathischen Neuronen in den
synaptischen Spalt zum Grofdeil vom a,,-adrenergen Rezeptor reguliert zu werden. Die

fehlende Autoinhibition der Noradrenalin-Freisetzung fuhrte bei a,,-KO-Mé&usen zu
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einem deutlichen Anstieg der Noradrenalin-Plasmaspiegel. Die Regulation der
Adrenalin-Freisetzung scheint hingegen zum Grof3teil unter der inhibitorischen
Kontrolle des a,.-adrenergen Rezeptors zu stehen. Unter Ruhebedingungen war
ausschliefdlich bei a,.-KO-Mausen ein signifikanter Anstieg des Plasmaadrenalin-
Spiegels zu finden (Abb. 17). Zum derzeitigen Zeitpunkt ist nicht bekannt, an welcher
Stelle im Organismus der a,.-adrenerge Rezeptor die Freisetzung von Adrenalin
hemmt. Fal%t man diese Befunde zusammen, so scheint die Transmitterfreisetzung im
sympathischen Nervensystem unter Basal bedingungen unter der Kontrolle von zwei der
drei a,-adrenergen Rezeptorsubtypen zu stehen. Vereinfacht kann man die Hemmung
der Noradrenalin-Freisetzung dem a,,-adrenergen Rezeptor zuweisen, wahrend das aus
dem Nebennierenmark freigesetzte Adrenalin vornehmlich der Kontrolle des o .-
adrenergen Rezeptors zu unterliegen scheint. Wahrend Adrenalin hauptsachlich im
Nebennierenmark gebildet wird, stammt das Plasmanoradrenalin sowohl aus
sympathischen Neuronen als auch aus dem Nebennierenmark. Die Katecholamin-
Freisetzung aus dem Nebennierenmark unterliegt einer differentiellen Regulation.
Durch die Stimulation hypothalamischer Kerngebiete kann die Ausschittung von
Noradrenalin oder Adrenalin aus dem Nebenniernmark induziert werden (Robinson et
al. 1983). Weiterhin kann durch die Gabe von Insulin die selektive Freisetzung von
Adrenalin aus dem Nebennierenmark der Ratte ausgel 6st werden, ohne dass es zu einem
Anstieg des Noradrenalin-Spiegels kommt. Durch Kélteexposition hingegen konnte die
entgegengesetzte Reaktion ausgelost werden, d.h. ein alleiniger Anstieg des
Plasmanoradrenalin-Spiegels bel unveranderten Adrenalin-Spiegeln (Vollmer et al.
1992). All diese Befunde weisen darauf hin, dass fur die Kontrolle der
Plasmakatecholamin-Spiegel unterschiedliche Regulationsmechanismen notwendig
sind. Durch die Untersuchung von a,-KO-Mausen konnte auf Rezeptorebene eine
differentielle Rolle der a,-Rezeptorsubtypen aufgezeigt werden und die Auswirkungen

dieser Veranderungen fir die Entstehung der Herzinsuffizienz gezeigt werden. Erhohte
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Noradrenalin-Spiegel stehen mit der Herzinsuffizienz beim Menschen in Verbindung
(Cohn et al. 1984). Welche Bedeutung die isolierte Erhdhung des basalen Adrenalin-
Spiegels auf die gesteigerte Prédisposition zur Entwicklung des kardialen Phanotyps bel
0,.-KO-Mausen hat, mussen weitere Untersuchungen zeigen. Die Entstehung des
Phanotyps bei a,.-KO-Mausen kénnte man sich stark vereinfacht folgendermalen
vorstellen: Vermehrt aus dem Nebennierenmark in die Blutbahn freigesetztes Adrenalin,
das unter normalen Bedingungen der Kontrolle von o ,.-adrenergen Rezeptoren
unterliegt, wird von sympathischen Nervenendigungen (z.B. im Herz) vermehrt
aufgenommen. Bel Sympathikusaktivierung wird durch positive Rickkopplung die
Konzentration von Noradrenalin im synaptischen Spalt erhoht und somit die
Noradrenalin-Wirkung an der postsynaptischen Seite potenziert (Majewski et al. 1981).

Die erhohten Adrenalin-Spiegel reichten bel a,.-KO-Mausen unter Basal bedingungen
entweder alleine nicht aus, die Herz-Kreislauf-Funktion maf3geblich zu beeintrachtigen,
oder fuhrten indirekt zu einer Inhibition des Sympathikus. Allerdings kam es durch die
chronische Nachlasterhéhung zur Aktivierung des sympathischen Nervensystems und
zur Potenzierung der Adrenalin-Wirkung mit massiven Auswirkungen auf die kardiale
Funktion. Die Befunde bei o,-KO-Mausen konnten die Bedeutung o ,-adrenerger
Rezeptoren fur die Entstehung einer chronischen Herzinsuffizienz aufzeigen. Auch bel
Patienten mit einer Herzinsuffizienz scheint die Regulation der Adrenalin-Freisetzung
verandert zu sein. Wahrend bel gesunden Menschen die Freisetzung von Adrenalin aus
dem Herzen nur durch maximale korperliche Anstrengung ausgel0st werden konnte
(ESler et al. 1991), wiesen Patienten mit Herzinsuffizienz einen deutlichen Anstieg der
Adrenalin-Freisetzung aus dem Herzen auf (Kaye et al. 1995). Das vermehrt
freigesetzte Adrenalin bei Patienten mit Herzinsuffizienz kann somit die fir das
insuffiziente Herz schédliche Noradrenalin-Wirkung verstérken, indem die Freisetzung
von Noradrenalin tUber prasynaptische [3,-adrenerge Rezeptoren verstarkt wird (Newton

et al. 1996). Noradrenalin hingegen hemmt seine eigene Freisetzung Uber
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prasynaptische a,-adrenerge Rezeptoren (Parker et al. 1995). Die erhobenen Befunde
bei a,-KO-Mausen bieten neue Einblicke in die Regulation der Transmitterfreisetzung
im sympathischen Nervensystem und in die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. Es
konnte gezeigt werden, dass die basalen Plasmanoradrenalin-Spiegel durch den o ,-
Rezeptorsubtyp reguliert werden, die basalen Plasmaadrenalin-Spiegel hingegen
hauptséchlich der Kontrolle des a,.-Rezeptorsubtyps unterliegen.

Zur Zeit gehdren die a,-adrenergen Rezeptoragonisten nicht zur Therapie der
Herzinsuffizienz beim Menschen. Die Entwicklung selektiver a,-adrenerger Rezeptor-
Agonisten kdnnte dennoch einen Fortschritt darstellen, da die Regulation der
Plasmakatecholamine Adrenalin und Noradrenalin gezielter beeinflusst werden konnte,
die bekanntermaf3en mit der Herzinsuffizienz assoziiert sind. Weiterhin gilt es
herauszufinden, welcher Mechanismus zum Versagen der Herzleistung gefihrt hat. So
konnten beispielsweise Therapiestudien mit B-adrenergen Antagonisten an diesem
Mausmodell den schéadlichen Einflul? der erhdhten Katecholamispiegel auf die kardiale
Funktion best&tigen.
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5 Zusammenfassung

Transgene Tiermodelle bieten seit mehreren Jahren die Moglickeit, den Einflul® von
Deletion und Uberexpression von Genen gezielt zu untersuchen. Das Herz-Kreislauf-
System wird durch verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren des Renin-
Angiotensin-Systems und des sympathischen Nervensystems kontrolliert. Im Rahmen
dieser Arbeit sollten die Auswirkungen der Deletion des Angiotensin Il AT,-
Rezeptorsubtyps, der verschiedenen [(3-adrenergen Rezeptorsubtypen und der a-
adrenergen Rezeptorsubtypen auf die kardiovaskuldre Regulation bei der Maus
systematisch untersucht werden.

Angiotensin Il vermittelt seine Wirkungen tber zwei unterschiedliche G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, den AT,-Rezeptorsubtyp und den AT ,-Rezeptorsubtyp. Der
Groldteil der uns bekannten Wirkungen wird hierbei dem AT,-Rezeptorsubtyp
zugeschrieben, wahrend die Rolle des AT ,-Rezeptorsubtyps weitgehend unbekannt ist
(Brede et al. 2001). Durch die Untersuchung von AT,-KO-Tieren konnten neue
Erkenntnisse fur die Herz-Kreislauf-Regulation gewonnen werden. AT,-KO-Mé&use
zeigten eine verstarkte Spannungsentwicklung in isolierten Gefal3segmenten auf
verschiedene Vasokonstringentien, sowie eine gesteigerte Blutdruckantwort auf
Phenylephrin. Als Ursache konnte eine massive vaskulére Hypertrophie bel AT,-KO-
Méausen gefunden werden, die mit einem erhdhten Phosphorylierungsgrad der P70S6-
Kinase assoziiert war, von der bekannt ist, dass sie eine essentielle Rolle bei der
Proteinsynthese und Hypertrophie der Zelle spielt. Diese Befunde bekréftigen die seit
langerem vermutete antagonistische Funktion des AT ,-Rezeptors gegentiber dem AT, -
Rezeptorsubtyp, der an der Entstehung der Herzinsuffizienz und der arteriellen
Hypertonie beteilig ist und Angriffspunkt der Therapie dieser Erkrankungen darstellt.
Die frihere Annahme, dass die Vasodilatation von Gefal3en hauptsachlich durch den [3,-

adrenergen Rezeptorsubtyp vermittelt wird, konnte durch Untersuchungen an 3-KO-
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Zusammenfassung

Méausen eindeutig widerlegt werden. Es zeigte sich, dass die Vasodilatation an vielen
Blutgefal3en vor allem durch Stimulation des 3,-adrenergen Rezeptors ausgel 0st wird.
Dieser Befund sollte in Zukunft mehr Beachtung beim Einsatz von [3-adrenergen
Agonisten/Antagonisten finden.

In einem weiteren transgenen Tiermodell wurde die Bedeutung von o ,-adrenergen
Rezeptorsubtypen (a,-KO-Tiere) fur das Entstehen einer Herzinsuffizienz nach
chronischer Druckbelastung des linken Ventrikels durch Aortenstenose untersucht.
Erhohte Plasmakatecholamin-Spiegel sind bekanntermal3en bel der Herzinsuffizienz mit
einer schlechten Prognose assoziiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Plasmakatecholamin-Spiegel selektiv durch zwei der drei a,-Rezeptorsubtypen
kontrolliert werden (a,,- und a,). Beim a,,-KO waren die Noradrenalin-
Konzentrationen, beim a,.-KO die Adrenalin-Konzentrationen im Blutplasma erhoht.
Die Deletion der Gene fur diese beiden Rezeptoren fuhrte bei zusatzlicher
Druckbelastung des linken Ventrikels durch eine Aortenstenose zur raschen

Entwicklung einer Herzinsuffizienz.
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a-AR
ACE
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aMHC
AT,,R
B-AR
BCA
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BSA

CO,
cDNA
cGMP
dNTP
dp/dt.,,
EDTA
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gDNA
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HPLC

o-adrenerger Rezeptor (0,-AR/0,-AR)
Angiotensin-Konversions-Enzym

(1) Adenin, (2) Arterie

atrialer natriuretischer Faktor

schwere Kette des a-Myosins
Angiotensin I AT,/AT ,-Rezeptor
[-adrenerger Rezeptor (3,-AR/B,-AR/B;-AR)
Biscinchoninsdure

Basenpaar

Rinderserumalbumin

Cytosin

Kohlendioxid

kodierende Desoxyribonukleinsaure
zyklisches Guanosinmonophosphat
Desoxynukl eotidtriphosphat

maximal e Druckanstiegsgeschwindigkeit
Ethylendiamintetraessigsaure
embryonale Stammzellen

French

(1) Gramm; (2) Erdbeschleunigung

(1) Gauge; (2) Guanosin

genomische Desoxyribonukleinsdure
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Hochleistungsflussigkel tschromatographie
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MAP-Kinase
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WT Wildtyp

wiv Gewicht pro Volumen

ZNS zentrales Nervensystem
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