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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bluthochdruck und Endothelfunktion

Kardiovaskulare Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit und Schlaganfall
zahlen in den Industrielandern mit fast 50% zu den Haupttodesursachen®.
Internationale Studien zeigen, dal3 das Auftreten dieser Erkrankungen mit
chronisch erhéhtem Blutdruck korreliert?®. Den aktuellen nationalen und
internationalen Richtlinien zufolge spricht man ab einem systolischen Blutdruck
von Uber 140mmHg und einem diastolischem Blutdruck groR3er als 90mmHg
von einem behandlungsbedurftigen Blutdruck. Die Pravalenz liegt in der
deutschen Gesamtbevdlkerung bei 39%, bei den Uber 60jahrigen sogar bei
67%“®. Fur Risikopatienten wie z.B. Typ ll-Diabetiker gelten noch engere
Richtwerte. Bei ihnen korreliert die Inzidenz von mikro- und makrovaskularen
Komplikationen bereits mit systolischen Blutdruckwerten von = 120mmHg®.
Durch eine medikamentdse, antihypertensive Therapie kbnnen Komorbiditaten
und die Gesamtsterblichkeit deutlich vermindert werdent®,

Eine der Hauptkomplikationen langjahrig erhdéhten Blutdrucks ist die koronare
Herzkrankheit (KHK)®. Zu der ihr zugrunde liegenden Atherosklerose kénnen
verschiedenste Faktoren beitragen, die man unter dem Begriff der
kardiovaskularen Risikofaktoren zusammenfasst. Zu ihnen gehéren neben der
arteriellen Hypertonie erh6htes und modifiziertes Low-Dense-Lipoprotein (LDL),
Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Adipositas, erhohtes C-reaktives Protein
(CRP) und chronische systemische Infektionen®'®. Diese Faktoren kénnen zu
einer Schadigung des Endothels fiihren, setzen Entziindungsprozesse in Gang
und induzieren endotheliale Dysfunktion als frihestes Stadium der
Atherosklerose”*® . Liegen mehrer Risikofaktoren gleichzeitig vor, potenziert
sich ihre schadigende Wirkung“®. Der unmittelbare Zusammenhang zwischen
Endotheldysfunktion, Atherosklerose und KHK ist vielfach dokumentiert worden.
Dabei wurde gezeigt, dal3 endotheliale Dysfunktion als erste Stufe der

Atherosklerose in direktem Zusammenhang mit Ausmalfd und Schwere der KHK
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steht(?922),

Aufgrund dieser Zusammenhange ist eine medikamentose
Beeinflussung winschenswert, die sowohl den Blutdruck senkt, als auch die

endotheliale Dysfunktion verbessert, um so Folgeerkrankungen zu vermeiden.

1.1.1 Endothelfunktion

Arterielle Blutgefal3e bestehen aus drei verschiedenen Schichten. Die innen
liegende Intima setzt sich aus Basalmembran, Membrana elastica interna und
Endothel zusammen. Das Endothel besteht aus einer einschichtigen Zelllage,
mit der die GefaRwand von innen vollstandig ausgekleidet ist. Uber der Intima
liegt die Media, ein Verband aus glatten Muskelzellen, Elastin, Kollagen und
Proteoglykanen. Nach aul3en wird das Gefal3 von der Adventitia ummantelt,
einer Schicht aus Bindegewebsfasern, die vor allem fur die Verankerung der
Blutgefalle im umliegenden Gewebe verantwortlich ist. In ihr befinden sich die

Vasa vasorum zur nutritiven Versorgung der Gefalie.

Endothelzellen besitzen sekretorische Eigenschaften, die aktiv der funktionellen
Integritat der GefalRwand dienen. Sie produzieren und sezernieren vasoaktive
Substanzen, die dilatierend oder kontrahierend auf die glatte Gefalmuskulatur
und den lokalen GefaRtonus wirken. Auflerdem wird die Adh&sion von

325 Somit ist das Endothel ein

Leukozyten und Thrombozyten beeinfluss
wichtiger  Regulator fur  Blutdruck, Anpassung an  Blutviskositat,
Entzindungsprozesse und Thrombose. Dabei sind fur die vorliegende Arbeit
vor allem Stickstoffmonoxid (NO) als Vasodilatator und Endothelin-1 (ET-1) als
Vasokonstriktor hervorzuheben, welche zur Regulation des

Spannungszustandes der Gefalimuskulatur im Herz-Kreislauf-System dienen.
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Vasoaktive Substanzen

Unter den vasodilatierenden Substanzen, die vom Endothel gebildet und
sezerniert werden, steht Stickstoffmonoxid (NO) als wichtigstes Molekil an
erster Stelle. Aber auch Prostacyclin und Endothelial Hyperpolarizing Factor
(EDHF) wirken direkt vasodilatierend auf die GefaRmuskulatur®®?”). Daneben

bildet der Korper Molekiile, die rezeptorvermittelt vasodilatierend wirken.
Stickstoffmonoxid

NO wird im Endothel mittels einer NO-Synthase aus L-Arginin gebildet®?®. Es
wird sowohl basal als auch rezeptorvermittelt freigesetzt. Zu den Agonisten flr
die rezeptorvermittelte Freisetzung zéhlen Acetylcholin, Bradykinin, Substanz P,
Adenosindiphosphat und Serotonin®%. Durch Bindung an einen endothelialen
Rezeptor erhdhen sie die intrazellulare Ca-Konzentration und aktivieren so die
endotheliale NO-Synthase®?. Eine Steigerung der NO-Synthese kann auch
durch Scherkréafte induziert werden, die durch zirkulierendes Blut zustande
kommen®?. NO wird luminal und abluminal abgegeben. Abluminal diffundiert es
zu den glatten GefalBmuskelzellen, induziert GefalRrelaxation und wirkt somit
blutdrucksenkend®®. Luminal wirkt es als antithrombotischer Faktor hemmend
auf die Plattchenaggregation®.

Will man experimentell den Beitrag von NO zu verschiedenen physiologischen
Vorgangen evaluieren, kann man seine Bildung pharmakologisch durch L-
Nitroargininmethylester (L-NAME) hemmen. Es handelt sich hierbei um eine

dem Arginin ahnliche Aminosaure, welche die NO-Synthase hemmt®¥.
Acetylcholin

Acetylcholin ist ein physiologischer Neurotransmitter, der als Ubertragerstoff an
den Synapsen des Parasympathikus und des Sympathikus, sowie an den
motorischen Endplatten in der Muskulatur vorkommt. Er liegt an den
Ubertragungsstellen in den Vesikeln gespeichert vor und wird bei

Nervenerregung freigesetzt. Durch Bindung an nikotinerge oder muskarinerge
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Rezeptoren des Erfolgsorgans o6ffnet oder moduliert es lonenkandale in der
Membran. Die Wirkungsdauer des Acetylcholins ist wegen des schnellen
hydrolytischen Abbaus durch die Acetylcholinesterase in Cholin und Acetat sehr
kurz. Pharmakologisch wirkt es durch Vasodilatation blutdrucksenkend und
bronchokonstriktiv, sowie auf den Darm tonussteigernd. Es wirkt ferner am

Herzen negativ chronotrop und inotrop.
Bradykinin

Bradykinin wird von verschiedenen Kérperzellen produziert, unter anderem in
Herzmuskel- und Endothelzellen®3". Der genaue Mechanismus zur
Regulation des Bradykinin-Haushaltes ist noch unklar. Man weil3, dal3 es z.B.
bei vermehrtem Blutfluss gebildet wird und fir die Fluss-vermittelte
Vasodilatation verantwortlich ist. Dabei erhdht es tber die Stimulation von B2-
Rezeptoren an den Endothelzellen die intrazellulare Ca-Konzentration, aktiviert
die NO-Synthase und NO, Prostacyclin und EDFH werden freigesetzt®®39.
Ebenfalls férdert es Uber die Stimulation der endothelialen NO-Synthase
Diurese und Natriurese in der Niere®? und senkt den Sauerstoffverbrauch im
Herzmuskel®Y. Zusétzlich wirkt Bradykinin der Blutgerinnung und Thrombose
entgegen, indem es Endothelzellen zur Produktion und Sekretion des tissue-
type Plasminogen-Activators (t-PA) stimuliert, der eine Fibrinolyse und

Thrombolyse bewirkt®?4%).
Natrium-Nitroprussid (SNP)

Bei SNP handelt es sich um einen pharmakologischen Stickstoff-Donator, der
dosisabhangig, jedoch unabhangig von der Aktivitat der NO-Synthase NO-
Molekile freisetzt. Klinisch wird er zur akuten Blutdrucksenkung angewandt.
Experimentell dient SNP als Vergleichsmedium zum Ermitteln des
Relaxationsausmal3es durch die rezeptorvermittelte NO-Freisetzung. Seine
Wirkdauer ist sehr kurz bei einer Halbwertzeit von 11 min.
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Ebenso wie die vasodilatierenden Substanzen produziert und sezerniert das
Endothel auch vasokonstriktive Substanzen. Zu ihnen z&hlen Angiotensin-Ii
(AT-1l), Endothelin-1 (ET-1), Prostaglandine und freie Sauerstoffradikale
(Reactive-Oxygen-Species, ROS). Sie wirken direkt oder Uber Mediatoren

konstriktiv auf die glatte GefaBmuskulatur®*®.
Angiotensin-1l (AT-II)

AT-1l zahlt zu den Peptidhormonen und entsteht auf der Basis eines aktivierten
Renin-Angiotensin-Systems. Seine Konzentration ist bei Patienten mit
Bluthochdruck haufig erhdht. Es bindet an spezifische Rezeptoren der glatten
Muskulatur und fahrt Gber eine Aktivierung der Phospholipase C zur Erh6hung
der intrazellularen Ca-Konzentration. So stimuliert es glatte Muskelzellen zu
Kontraktion, erhdhter Proteinsynthese und Hypertrophie(“g). Es fordert die
Sekretion des antidiuretischen Hormons aus dem Hypophysenhinterlappen und
die Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde®®?. Neben der
direkten rezeptorvermittelten Aktivierung von Gefal3muskelzellen induziert AT-II
die Freisetzung des als hochpotent bekannten Vasokonstriktors Endothelin-I
aus Endothel- und GefaBmuskelzellen und wirkt damit auch indirekt
vasokonstriktiv®®®*®.  Es kommt zu GefaRproliferation, Anstieg des
Kdrperwasservolumens, des Natriumgehaltes und folglich zu einem Anstieg des

Blutdruckes.
Endothelin-1 (ET-1)

Bei Endothelin handelt es sich um den starksten bekannten Vasokonstriktor in
vivo®). Es kommt in vier Isoformen vor, von denen nur ET-l in
GefaRendothelzellen produziert wird®®. Stimulierend auf seine Synthese wirken
physikalisch  chemische Faktoren wie Hypoxie, Vasokonstriktoren,
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Adhasionsmolekiile®*?. Hemmend auf die
ET-I-Synthese wirken NO, Prostacycline, ANP und Ostrogene®©®2.
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Auf der abluminalen Seite des Endothels sezerniert, bindet es an spezifische
Rezeptoren der Muskelzellen und induziert G-Protein-gekoppelt tber Erh6hung
der intrazellularen Ca-Konzentration eine Vasokonstriktion®*®¥. Der Abbau
erfolgt intrazellular durch Hydrolisierung mittels der neutralen Endopeptidase®®®.
Trotz rascher Metabolisierung des Peptids halt seine Wirkung noch lange an.
Das erklart man sich Uber die gleichbleibend erhohte intrazellulare Ca-
Konzentration®. Durch Beschleunigung des Konzentrationsabfalls von
intrazellularem Calcium auf dessen Ausgangswert verkirzt NO die

Kontraktionsdauer von ET-167,
Norepinephrin (NE)

NE stellt ein pharmakologisches Analogon zu NA dar, ein zu den
Katecholaminen zdhlender Neurotransmitter des Sympathikus. NA wird sowohl
in den Ganglienzellen des sympathischen Nervensystems, als auch in den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks neben Adrenalin aus L-Tyrosin
gebildet. Noradrenalin ~ vermittelt  seine  vasokonstriktive  Wirkung
rezeptorgekoppelt lber eine Konzentrationserhbhung von intrazellularem
Calcium. Klinisch bewirkt es eine Steigerung des systolischen und diastolischen

Blutdrucks, unter anderem durch die Verengung der Widerstandsgefalle.

1.1.2 Endothel-Dysfunktion

Im Kreislauf kommt es im Laufe des Lebens nicht nur zu einer Dilatation der
Gefal3e, sondern in erster Linie zu einer Zunahme der Arterien-Wanddicke, die
hauptséachlich durch ein Wachstum der Intima-Media verursacht wird. Direkte
Messungen der Intima-Media-Dicke an der A. carotis ergaben eine zwei- bis
dreifache Zunahme des Durchmessers zwischen dem 20. und 90.

(68)

Lebensjahr Klassische Risikofaktoren wie Hypertonie, Rauchen,

Hyperlipiddmie und Diabetes mellitus beschleunigen die Gefal3alterung und
erhohen die Risiken fir kardiovaskuldre Erkrankungen®®.
Eine schnelle Alterung der GefalRe verschiebt das empfindliche Gleichgewicht

der Endothel-abhangigen Tonussteigerung der Arterien. Dabei geht die
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Stickstoffmonoxid-Produktion des GefalRendothels immer weiter zurlick, so dald
schon frihzeitig vasokonstriktorische Hormone, beispielsweise Endotheline,
Uberwiegen und zu einer dauerhaften Engstellung der GefaRe mit
nachfolgendem Blutdruckanstieg fiihren. Endotheliale Dysfunktion lasst sich
schon in ganz frihen Stadien der Atherosklerose nachweisen, aber sie findet
sich auch obligat bei Hypertonie und Diabetes mellitus. Bei normaler
Endothelfunktion besteht ein niedriger Gefal3grundtonus als Folge der NO-
Produktion und einer verminderten Endothelinfreisetzung. Im Vergleich dazu
findet sich bei endothelialer Dysfunktion bei Hypertonie und Atherosklerose ein
massiver Abfall der NO-Synthese mit nachfolgender Vasokonstriktion und
Wandhypertrophie der Arterien®. Hier liegt ein Circulus vitiosus vor.
Mechanische Endothelschaden beschleunigen durch strukturelle
Verdnderungen der Gefallwand die Atherosklerose, die ihrerseits die
endotheliale Dysfunktion fordert und dadurch die GefalRwande steifer und
immobiler macht. Umfassende Analysen bestatigen, dal’ eine Versteifung der
Arterien der Hypertonie-Entwicklung weit vorausgeht™. Somit ist die
Hypertonie Folge einer endothelialen, altersunabh&ngigen Strukturdnderung
des GefalRsystems.

1.2 Endothelin-Rezeptoren

Von besonderem Interesse ist das ET-1, da es hauptsachlich und als einziges
Mitglied der Endothelin-Familie von den Endothelzellen der Blutgefalie
produziert wird"?. Es ist der bisher am starksten vasokonstriktorisch wirkende
bekannte Transmitter”®, der mit seiner renalen blutflusssenkenden
Eigenschaft’® bei der Hypertonie, bei Vasospasmen und bei der
Niereninsuffizienz eine wichtige Rolle spielt">7"".

ET-1 wird von epithelialen, glialen, mesangialen und neuralen Zellen sowie den
Hepatozyten produziert und sezerniert™®. In den BlutgefalRen wird der grolte
Teil des Hormons parakrin an der basalen Seite der Endothelzellen gegen die
Tunica media und die glatten GefaBmuskelzellen hin freigesetzt'®. Die
physiologische, basale Endothelinkonzentration im Serum ist sehr gering und

bewegt sich im pikomolaren Bereich. Der Abbau von ET-1 erfolgt bei regional
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sehr unterschiedlicher Elimination aus dem Plasma vorwiegend in der Lunge,
der Leber und in den Nieren®*®V. Aufgrund der schnellen Aufnahme von ET-1
in die Zielzellen und der Hydrolyse durch die neutrale Endopeptidase hat es

eine kurze Halbwertszeit von ca. 3-4 Minuten.

Obwohl die Metabolisierung des Peptids schnell erfolgt, halt dessen Wirkung
noch lange an®®?. Wahrend die glatten Muskelzellen der GefaRe tiberwiegend
den Endothelinrezeptorsubtyp ETa besitzen®®%, der zu einer lang anhaltenden
Vasokonstriktion fuhrt, wird an den Endothelzellen der Rezeptorsubtyp ETg
exprimiert, welcher die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin
vermittelt®®®. Es ist bekannt, da die ETg-Rezeptoren sowohl die pulmonale
Clearance von zirkulierendem ET-1®", als auch die Wiederaufnahme von ET-1
in die Endothelzellen fordern®®. Dementsprechend filhrt die intravendse
Applikation von ET-1 zu einer schnellen und kurzanhaltenden Vasodilatation,

welche eine Blutdruckerhdhung nach sich zieht®.

Zusatzlich zu der negativen Ruckkopplungsschleife tUber den ETg-Rezeptor,
wird die ET-1 Produktion in den Endothelzellen durch NO und Prostacyclin
mittels cGMP-abhangigen Mechanismen inhibiert®*?). Daher kann das NO-
System als funktioneller Gegenspieler des ET-Systems betrachtet werden®?,
indem es trotz einer Vielzahl von Umstdnden zur Einstellung eines
Gleichgewichts fuhrt und die Schlisselrolle des Endothels als Regulator des
Gefal3tonus betont. Da ET-1, zusatzlich zu seinem  direkten
vasokonstringierenden Effekt, die kontraktile Reaktion anderer vasoaktiver
Substanzen einschlieRlich Norepinephrin und Serotonin verstarkt®?, wurde
angenommen, da? dem ET-1 in einigen Tiermodellen mit Hypertonie eine
entscheidende Rolle zukommt®*°®. Die Normalisierung des Blutdruckes durch
ET-Rezeptorantagonisten in unterschiedlichen Formen experimenteller und
auch essentieller, menschlicher Hypertonie belegt den Einfluss des Endothels

auf die Regulation des GefaRtonus®1%”.
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1.3 Evaluation der Gefal3funktion am Tiermodell

Das Prinzip der durchgefuhrten Experimente besteht in der Messung der durch
externe Stimuli induzierten, reaktiven isometrischen Spannungsanderung von
muskelzellhaltigem Gewebe. Die Versuchsanordnung besteht aus einem
Organbad, in dem sich das zu analysierende Gewebe befindet, einem
Kraftumwandler, der die resultierenden isometrischen Gewebereaktionen in
elektrische Signale umwandelt und einem Computer an den die Daten

weitergeleitet und dort graphisch aufgezeichnet werden.

Um den untersuchten Geweben ein moglichst physiologisches und konstantes
Milieu zu gewahrleisten, werden sie in Krebs-Ringer-Henseleit-Lésung gegeben,
mit einem Gasgemisch von 95 % O2 und 5 % CO2 begast, und mittels des, die
Organkammer umspulenden, Warmebades konstant auf einer Temperatur von
37° C gehalten. Die Versuche kdnnen so unter isoosm otischen, isohydrischen

und isothermen Bedingungen durchgefiihrt werden®.
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1.4 Fragestellung

Nagetiere ohne ETg-Rezeptoren entwickeln eine salz-induzierte Hypertonie.
Der zugrunde liegende Mechanismus ist weitestgehend unbekannt. Der ETg-
Rezeptor ist Teil der komplexen endothelialen Regulation, indem er die Aktivitat

der NO-Synthase und der Prostacyclin-Synthase beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit haben wir analysiert, ob Salz die endotheliale

Funktion bei ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen verandert.

2 Methodik und Material

2.1 Methodik

2.1.1 Versuchprotokoll

Erwachsene ETg-Rezeptor-Knockout Méause wurden parallel mit Wildtyp-
Kontroll-M&usen 15 Tage lang unter Futterung mit Standard- (0,2% NaCl) bzw.
mit salzreicher Nahrung (4% NaCl) gehalten.

Der systolische Blutdruck wurde mit Hilfe einer Schwanzmanschette erfasst und
die endothel-abhéngige und endothel-unabhéngige vaskuldre Funktion wurde
an isolierten Aorten-Ringen unter isometrischen Umstanden in Organkammer-
Versuchen dokumentiert.

Die Tiere stammten von Charles River Deutschland in Ki3legg (wt) und aus der
Zucht des Instituts fir Pharmakologie der Universitat Berlin und wurden
wahrend der Behandlung im Tierstall der Medizinischen Klinik Wiurzburg
gehalten. Samtliche Tiere wurden in Kéafigen zu 4-6 Tieren, einer konstanten
Raumtemperatur von 20-21<C, konstanter Luftfeuchtig keit von 65% und einem
geregelten Tag-Nacht-Rhythmus (12 Stunden Hell-/Dunkelrhythmus) gehalten.
Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Die Unterbringung im Tierstall

10
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sowie die experimentellen Versuche an ihnen wurden von der lokalen
Tierschutzkommission genehmigt.
Es wurden ausschlie3lich vier bis finf Monate alte, mannliche Tiere fur die

Experimente verwendet.

ETs-Rezeptor-ko Mause sterben kurze Zeit nach der Geburt an kongenitaler,
intestinaler Aganglionose. In dieser Versuchsreihe wurden deshalb
lebensfahige ETg-Rezeptor-ko Méause verwendet, die durch eine gentechnische
Manipulation bei der Zichtung vor dem tddlichen kompletten ETg-Rezeptor-ko
bewahrt wurden. ETg-Rezeptor-ko Mause wurden mit Mausen gekreuzt, die ein

Dopamin-[beta]-hydroxylase-ETg-Transgen aufwiesen®),

Die Kompensation der ETg-Rezeptor-Abstinenz durch das Dopamin-[beta]-
hydroxylase-ETg-Transgen im enterischen Nervensystem verhinderte die
kongenitale Hirschsprung-Krankheit und ermdglichte eine normale Entwicklung
des enterischen Nervensystems bei diesen Tieren®9_Eine ahnliche Technik

wurde vorher bereits bei Ratten angewendet**1112).

In diesem Fall war das Resultat erwachsene, tUberlebensfahige Mause, die eine
vollige Defizienz des vaskularen ETg-Rezeptors aufweisen. Die ETg-Rezeptor-
Genotypisierung wurde mit der Polymerase-Ketten-Reaktion aus genomischer
DNA durchgefiihrt™®?,

Die ETg-Rezeptor-ko-Tiere und die wt-Tiere wurden zuféllig in jeweils zwei

Gruppen zu je sechs Tieren eingeteilt:

1. ETg-Rezeptor-Knockout-Mause unter Fltterung mit Standard-Zuchtfutter.

(Salzgehalt 0,2% von der Firma Altromin, Lage, Deutschland)

2. ETg-Rezeptor-Knockout-Mause unter Fitterung mit Salz-angereichertem

Futter. (4% NaCl von der Firma Altromin, Lage, Deutschland)

3. Wildtyp-Mause unter Futterung mit Standard-Zuchtfutter. (Salzgehalt 0,2%

von der Firma Altromin, Lage, Deutschland)
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4. Wildtyp-Mause unter Fitterung mit Salz-angereichertem Futter. (4% NacCl
von der Firma Altromin, Lage, Deutschland)

Tab.1
Maustyp Standardfutter NaCl angereichertes Futter (4%)
ETB 6
ETB 6
wt 6
wt 6

Tab.1: Einteilung der Versuchstiere

Alle Tiere wurden 21 Tage unter Fltterung mit Standard-Futter gehalten (wash-
out-Phase), bevor die Nahrung in den entsprechenden Gruppen auf Salz-

angereichertes (4% NacCl) Futter umgestellt wurde.

2.1.2 Aufbau der Organkammer

Die Organkammer ist aufgebaut aus einer Apparatur von 6 Organbadern mit je
10 ml Volumen. Die Glasbader haben eine doppelte AuRenwand. Im aul3eren
Raum zirkuliert eine vorgewarmte LOsung, die die Krebslésung im Inneren der
Glasbader wahrend der Versuche erwarmt. Jedes Bad besitzt eine eigene Zu-
und Ablaufvorrichtung, durch die ein Austausch der Badlésung durch
zeitgleiches Zufuhren der in einem Warmezylinder vorgewarmten Krebslosung
und Absaugen der verbrauchten Lésung mdglich ist. Zu- und Ablauf kénnen far
jedes Bad einzeln gesteuert werden.

Zusatzlich zur konstanten Erwdrmung der Organbader auf 37C wurden alle
Organbéader wahrend der gesamten Versuchszeit gleichbleibend mit Carbogen
(0, 95%, CO, 5%) oxygeniert*?.

Die Aortenringe wurden Uber einen festen und einen mobilen, manuell mit

Mikromanipulator verstellbaren Drahtarm aufgehéngt. Der mobile Arm ist mit
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einem Kraftaufnehmer und nachfolgend einem Messverstarker an einen
handelsublichen PC gekoppelt, der mit Hilfe des Datenerfassungs-Programms
VitroDat (PC-kompatibles Messdaten Akquisitions-, Speicherungs- und
Auswertungssystem far Analogspannungs-Kanale) kontinuierlich
Verdnderungen der isometrischen Spannung der Geféal3segmente registriert

und aufzeichnet.

2.1.3 Herstellung der Pufferlésungen

Zusammensetzung der modifizierten Krebs-Henseleit-Bikarbonat-
Nahrlosung**4119):

Natriumchlorid (NaCl) 118,5 mmol/l

Kaliumchlorid (KCI) 4,7 mmol/l

Calciumchlorid (CaCl2) 2,5 mmol/l

Magnesiumsulfat (MgS04) 1,2 mmol/l
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 1,2 mmol/l
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 25,1 mmol/l

Tetranatrium EDTA 0,026 mmol/I

Glucose 10,1 mmol/l

NaCl 9%, KCI 1,15%, CaCl; 1,2%, MgSO4 1,9%, KH,PO,4 2,11% und NaHCO3;
6,5% wurden in den angegebenen Konzentrationen einzeln mit aqua bidest als
Stammldsungen angesetzt und bei 4T gelagert.

Einmal wochentlich wurden daraus 251 der Krebs-Henseleit-Bikarbonat-

Nahrlésung wie folgt hergestellt:

NaCl 9% 1925 ml
KCI 1.15% 75 ml
CaCl2 1.2% 575 ml
KH2PO4 2.11% 192 ml
MgSO4 1.9% 192 ml
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NaHCO3 6.5% 807 ml
Glucose 509
Tetranatrium EDTA 250 mg
H20 ad 25|

Die Substanzen wurden vermischt, mit einem Magnetrihrer mit Heizung auf
37T erwarmt und geruhrt bis sich alle Inhalthaltst offe komplett aufgeltst hatten.

Danach wurde die Lésung fur 30 min. mit Carbogen begast.

2.1.4 Gefal3praparation

Die Tiere wurden mit einer intraperitonealen Injektion von Nembutal® 40mg/kg
KG (Phenobarbital) narkotisiert**® und anschlieRend auf einer
Operationsunterlage fixiert. Thorax und Abdomen wurden mit einer Schere
getffnet. Die Seitenaufhdngung des Diaphragmas wurde durchtrennt und bis
zum Hiatus aorticus inzidiert. Darmschlingen und Magen wurden vorsichtig zur
Seite geschoben und die Vena cava inferior wurde freigelegt.

Uber diese wurde die Blutentnahme in eine mit Heparin gespllte Spritze
vorgenommen. Das Blut wurde zur weiteren Verarbeitung unverziglich bei 4C
mit 4000 U/min zehn Minuten zentrifugiert. Das Herz wurde aus dem
freigelegten Thorax herausgeldst, von Vena cava und PulmonalgefalRen
abgetrennt und mitsamt der Aorta und dem Lungenpaket aus dem Situs mit

Schere und Pinzette enthnommen.

Alle weiteren Praparationen wurden in einer mit 4C kalten Krebs-Losung
geflllten Petrischale, welche zusatzlich auf Eis gelagert wurde, vorgenommen.
Zuerst wurde der Arcus aortae an seinem Ursprung mit einem Skalpell
abgetrennt. Zur intraluminalen S&auberung und Vermeidung von Koagulation

t11%  Nun wurden die

wurde die Aorta uber eine Kanule mit Heparin gespul
Nieren aus dem Situs entnommen und die linke Niere zusammen mit
Herzspitze und dem durch Zentrifugation gewonnenen Blutplasma

kryokonserviert %) AnschlieRend wurde die Sauberung und Zerteilung der
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Aorta vorgenommen. Dazu wurden das Bindegewebe und die Adventitia mit
Mikroschere und Pinzette entfernt. Danach wurde mit einem Skalpell die Aorta
desc. von der Aorta asc. abgetrennt und in 3-4 mm lange Sticke zerteilt.
Samtliche Gefal3praparationen fanden unter strikter Vermeidung von Langszug,
Kompression oder unnodtigem Bewegen des Gefél3es statt. In einem weiteren
Schritt wurden die Gefal3segmente vorsichtig mit mobilen Haken aufgenommen
und in die Organbader eingespannt. Es konnte mit den unten beschriebenen

Versuchen zur Messung der isometrischen Kontraktionskraft begonnen werden.

2.1.5 Organkammer-Experimente, Versuchsablauf

Die Aortenringe wurden auf feine Wolfram-Dréahte gehéngt, in ein Organbad mit
10 ml Krebs-Lésung gegeben und mit einem Spannungsmesser verbunden
(Fohr Medical Instruments, Seeheim, Deutschland) um isometrische
Spannungen zu dokumentieren; dieser Versuchsaufbau wurde bereits frither
beschrieben®. Es ist allgemein anerkannt, daR die vaskulare Funktion der
Aorta desc. bei Mausen der vaskularen Funktion der arteriellen
WiderstandsgefaRe entspricht**®),

Nach einer Einstellungs- und Feinjustierungsphase von 60 min. wurden die
Aortenringe zunehmend gespannt bis sie ihre optimale, passive Vorspannung
(2.0 £ 0.2q) erreicht hatten.

Nachdem die Gefal3segmente sukzessiv auf 2g vorgespannt wurden, erfolgte
eine 15-minltige Phase der Aquilibration. Danach wurde mit der Dehnung der
Gefalie begonnen, indem die Ringe wiederholt mit KCI (100 mmol/l) kontrahiert
wurden®?. Dies wurde so haufig wiederholt, bis reproduzierbare Ergebnisse
erzielt werden konnten®***61"  Dje maximale KCl-Kontraktion diente als
Bezugswert fur die nachfolgend beschriebenen Gefalireaktionen.

Die Ringe wurden anschlieRend mit Noradrenalin (ann&herungsweise 70% der
100 mmol/l KCL-Spannung) vorgespannt und Relaxationen auf die Gabe von
Ach (10™*° bis 10™° mol/l) oder SNP (10! bis 107°) abgerufen.

Die Relaxationen auf Ach wurden mit und ohne Préinkubation mit dem NO-
Synthase-Inhibitor L-Name (Prainkubation fur 30 min., 3x 10° mol/)®!®

15



Methodik und Material

durchgefihrt und mit bzw. ohne 30-minutiger Prainkubation mit Indomethazin
(10" mol/l) untersucht, um die Prostaglandinsynthese wéhrend des Versuchs zu
unterbinden®*?.,

In weiteren Experimenten wurden diese Gefal3reaktionen auf kumulative ET-1-
Konzentration (10™° bis 107 mol/l) sowohl nativ als auch nach Prainkubation mit
dem selektiven ETg-Rezeptor-Antagonisten BQ-788 (10° mol/l) oder dem
selektiven ETa-Rezeptor-Antagonisten BQ-123 (10 mol/l) untersucht.

2.1.6 Erfassen von systolischem Blutdruck und Herzf  requenz

Die Erfassung der Herzfrequenz und des systolischen Blutdrucks erfolgte an
den Tagen 0, 5, 10 und 15 der Versuche mittels Tail-cuff-Methode*®
(Blutdruck-Monitor BMN-1756, Fohr Medical Instruments, Seeheim,
Deutschland). An diesen Tagen wurde auch jeweils das Gewicht der Tiere
ermittelt. Die Mause wurden in der Warmekammer fir 10 min. vorgewéarmt und
waren unanasthesiert. Vor dem Beginn der Versuchsreihen wurden die Tiere
einem intensiven Vier-Tages-Training unterzogen, um sie an diese Prozedur

der Blutdruckmessung zu gewdhnen*?%,

Die Pulswellen der Schwanzarterie wurden durch einen Transducer detektiert
und oszilloskopisch aufgezeichnet. Sobald die Herzfrequenz einen konstanten
Wert angenommen hatte, wurde dieser dokumentiert. Die hinter dem
Transducer angebrachte, speziell fir Mauseschwénze konzipierte
Staumanschette wurde manuell bis ca. 15-20 mmHg tber den Wert aufgepumpt,
bei dem die Oszillometersignale nicht mehr nachweisbar waren. Mit ca. 5
mmHg/sec. wurde die Staumanschette anschlieRend entlastet. Als systolischer
Blutdruckwert nach Riva Rocci wurde der Wert genommen, bei dem die
Pulswellen wieder einen regelmaligen und definierten Ausschlag am
Oszillometer zeigten. Jeder Datenpunkt stellt den Durchschnittswert von funf
aufeinander folgenden Messungen dar.
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2.1.7 Organentnahme

Nach funfwéochiger Blutdruckmessung und 15 Tagen der Futterung mit Salz-
angereichertem oder Standardfutter wurden die Mause mit Nembutal®
(40 mg/kg KG Phenobarbital, intraperitoneal) narkotisiert. Die Aorta wurde in
einer No-Touch-Technik, wie bereits erwahnt™®®, entnommen und sofort in 4C
kalte Krebs-Ringer-Bikarbonat-Lésung gegeben. Daraufhin wurden Blut, Herz,
Lunge, Leber, Nieren und Aorta entnommen. Lungen, Restherz, rechte Niere
und die Leber wurden fur eventuelle Anschlussuntersuchungen in Formalin
eingelegt; Herzspitze, Aorta abd., EDTA-Blut und linke Niere wurden in
Stickstoff bei -80C schockgefroren *17) Die Aorta desc. wurde, wie oben
beschrieben, fur die Organkammerversuche vorbereitet. Alle Organe und

Organteile wurden vor der Konservierung gewogen.

2.2 Material

Futter

Nagetier-Zuchtfutter (Salzgehalt 0,2%) und Salz-angereichertes Futter

(4%NacCl) von der Firma Altromin, Lage, Deutschland.
Anéasthesie

Heparin-Natrium, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland.

Nembutal, Sigma Aldrich Chemical Co., Miinchen, Deutschland.
Substanzen fur Krebs-Henseleit-Puffer
Die Substanzen wurden von folgenden Herstellern bezogen:

NaCl, KCI, CaCl, KH,PO4, EDTA und Glucose von Merck Eurolab GmbH,
Nurnberg.

MgSO,4und NaHCO3; von Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Taufkirchen.
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Organkammersubstanzen

KCL wurde von Merck Eurolab GmbH, Niurnberg, bezogen. NA, Ach, SNP,
Indomethazin, Ca,CO3; und L-NAME lieferte Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland und ET-1 wurde von der Calbiochem AG, La Jolla,
Kalifornien, USA bezogen. BQ-123 und BQ-788 kamen von der Firma A.G.
Scientific, San Diego, Kalifornien, USA.

Indomethazin wurde einmal wéchentlich mit Ca,CO3; angesetzt und unter
Vermeidung von Lichteinfluss bei 4C aufbewahrt. L- NAME und SNP wurden
taglich frisch angesetzt. NA, Ach und ET-1 wurden vor der Versuchsreihe

einmalig angesetzt, aliquotiert und bei -20C tiefg efroren. Zu Beginn eines

jeden Versuchstages wurde eine Verdinnungsreihe jeder Substanz angelegt

und wahrend des Versuchstages bei 4C gekuhlt aufbe wahrt. Alle Substanzen

wurden in aqua bidest gelost.

Gerate

Organkammer

Warmebad

Blutdruckmessgerat

4-Kanal Oszilloskop

Waagen

Zentrifuge

FMI, Fohr Medical

Deutschland.

Instruments GmbH, Seeheim,

HAAKE B3, FMI Fohr Medical
Seeheim, Deutschland.

Instruments GmbH,

FMI, F6hr

Deutschland.

Medical Instruments GmbH, Seeheim,

ZUA-82, FMI, Fohr Medical

Seeheim, Deutschland.

Instruments GmbH,

Sauter Feinwaage Typ 404/13, Kern & Sohn GmbH,

Albstadt, Deutschland.

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland.
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Verbrauchsmaterialien

Zentrifugenréhrchen  100/16; Rundboden, Polystyrol glasklar RE 04,
Bottger oHG, Bodenmais, Deutschland.

Pipettenspitzen PSG 1000 Pipettenspitzen gelb, Typ Eppendorf 1-100 pl,
Bottger oHG, Bodenmais, Deutschland PSB 1000
Pipettenspitzen blau, Typ Eppendorf 100-1000 pl,
Bottger oHG, Bodenmais, Deutschland.

Petrischalen PP90, 94x16 mm, Boéttger oHG, Bodenmais,

Deutschland

Eppendorfcups RSL1 Reaktionsgefal3e Eppendorf 1,5 ml, save lock,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland.

Kryoréhrchen KT20, Laborversand A. Hartenstein, Wdirzburg,

Deutschland.

Skalpellklingen SJ21 100 Skalpellklingen steril, Megro GmbH Wesel,

Deutschland

Spritzen Omicam U-40 Insulin, 1 ml, B Braun Petzold GmbH,

Melsungen, Deutschland.

Omnifix-F Plus 1 ml, B Braun Petzold GmbH, Melsungen, Deutschland
Injekt 2 ml, luer, solo, B Braun AG, Melsungen,

Melsungen, Deutschland.

Aqua bidest Ampuwa fir Spullzwecke 10 |, Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg v.d.H, Deutschland.
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2.3 Statistik

Die Auswertung der Versuche erfolgte durch eine computergestitzte Ermittlung
der erzielten GefalRantworten bei entsprechenden Substratkonzentrationen.
Gefalireaktionen auf Vasokonstriktoren wurden in Prozent der jeweiligen
individuellen Referenzkonzentration auf KCI (100 mmol/l) angegeben, die zu
Beginn eines jeden Versuchstages fur jede Organkammer ermittelt wurde.
Gefalreaktionen auf Vasodilatatoren wurden in Prozent der Vorkontraktion auf
NE (107 mol/l) angegeben. Es wurden nur GefaRsegmente in die Auswertung
miteinbezogen, deren Endothel-abhangige Relaxation auf Ach mehr als 50%

der Vorkontraktion auf NE betrug.

Die Datenerfassung erfolgte mittels VitroDatWin (FMI F6hr Medical Instruments
GmbH, Seeheim, Deutschland). Alle Daten wurden als Mittelwert =+
Standardabweichung (SEM) angegeben. Zur statistischen Analyse wurde die
Sensitivitat (pD2) der GefalRe auf die vasoaktiven Substanzen als negativer
Logarithmus der Konzentration, die eine halbmaximale Kontraktion bzw.
Relaxation ausgelost hat, ausgedruckt. Die maximale Relaxation (ausgedrickt
in Prozent der NE-Kontraktion) bzw. die maximale Kontraktion wurden unter
Zuhilfenahme von MatLab Software (MatWorks, Natick, MA, USA) fir jede

Dosis-Wirkungskurve durch nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelt.

FUr den Vergleich zwischen zwei Werten kam der ungepaarte Student's t-Test
zur Anwendung. Die graphische Darstellung der Gefalireaktion und der
Vitaldaten der Mause erfolgte in Form von Linien-Diagrammen mit zusatzlich
dargestellter Standardabweichung unter Verwendung von SigmaPlot (Jandel
Scientific Software 2001, San Rafael, CA, USA). Ein p-Wert von < 0,05 wurde

als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vitaldaten

Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz unterschieden sich bei
Futterung mit Standard-Futter zwischen den ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen
und den Wildtyp-M&ausen nicht (129 £ 12 mmHg versus 122 + 10 mmHg; n.s.).
Nach 15 Tagen unter Fltterung mit Salz-angereichertem Futter hatte sich der
systolische Blutdruck bei den Wildtyp-Mausen nicht geédndert (128 + 11 mmHg),
wohingegen der Blutdruck bei den Knockout-Mausen signifikant angestiegen
war (166 + 12 mmHg; p < 0,05 versus Wildtyp-Tiere)(Abb. 1a).

Abb. 1)
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Abbildung 1:

(a) Systolischer Blutdruck und (b) Herzfrequenz der Endothelin-B-Rezeptor-Knockout-Mause
(ETg ko) und ihren Wildtyp-Wurfgeschwister (wt) unter Fitterung mit Standard- (0,2% NacCl)
bzw. Salz-angereichertem (4% NaCl) Futter fir 15 Tage. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert
+ SEM (n = 6 Tiere pro Gruppe) angegeben. * p < 0,05 versus wt

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-Grolie.

Die Herzfrequenz war bei allen Mausen vergleichbar (580 + 39 bpm versus 573
+ 38 bpm; n.s.) und wurde von der salzhaltigen Diéat nicht signifikant beeinflusst
(589 £ 43 bpm bei ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen versus 588 + 42 bpm bei
Wildtyp-Mausen; n.s.)(Abb. 1b).
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3.2 Endothel-abhangige Relaxation

Bei den ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen war die maximale Endothel-
abhangige Relaxation vorgespannter Aortenringe auf Ach im Vergleich zu ihren
Wildtyp-Geschwistern (74 + 3% versus 96 + 5%; p < 0,05)(Abb. 2a) signifikant
reduziert. Die entsprechende Empfindlichkeit pD, war 3,6 + 0,1 x 10 mol/l
versus 8,4 + 0,1 x 10 mol/l fiir die Wildtyp-Kontrollen (p < 0,05).

Die maximale Endothel-abhéngige Relaxation nahm bei den ETg-Rezeptor-
Knockout-Mausen und den Wildtyp-Mausen unter der Salz-angereicherten Diat
ab und die maximale Relaxation auf Ach war bei den ETg-Rezeptor-Knockout-
Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren signifikant reduziert (64 +
3% versus 86 + 4%:; p < 0,05); pP, war 4,8 + 0,1 x 10®mol/l versus 9,6 + 0,1 x
10 mol/l fur die Kontrollen (p < 0,05).
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Abbildung 2:

Endothel-abhangige Relaxation auf Acetylcholin bei Aortensegmenten der Endothelin-B-
Rezeptor-Knockout-Mause (ETg ko) und ihren Wildtyp-Geschwistern (wt) unter Fitterung mit
Standard- (0,2% NaCl) bzw. Salz-angereichertem (4% NaCl) Futter fir 15 Tage. Die
Experimente wurden durchgefithrt mit (@) und ohne (b) Prainkubation mit 10> mol/l
Indomethazin. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM (n = 6 Tiere pro Gruppe)
angegeben; *p < 0,05 versus WT.

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-Grolie.

Nach der Prainkubation mit Indomethazin (10° mol/l) um die Bildung von
Arachidonsaure-Derivaten zu verhindern, war die maximale Endothel-
abhangige Relaxation bei den ETg-Rezeptor-Knockout-Méausen unter Standard-
Futter signifikant vermindert (85 = 4% versus 99 *= 3% fir die Wildtyp-
Kontrollen; p < 0,05)(Abb. 2b). Die entsprechende pD- betrug 3,0 + 0,1 x 10
mol/l versus 7,2 + 0,1 x 10 mol/l bei den Wildtyp-Kontrollen (p < 0,05).
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Die Reduktion der Relaxation war besonders aufféllig unter Salz-angereicherter
Futterung: die maximale Endothel-abh&ngige Relaxation betrug 79 + 4% versus
95 + 2% fur die Wildtyp-Kontrollen; p < 0,05 (Abb. 2b); die entsprechende pD.
betrug 2,1 + 0,1 x 10 mol/l versus 8,6 + 0,1 x 10° mol/l fiir die Wildtyp-Mause
(p < 0,05).

Die Prainkubation im Reagenzglas mit L-NAME (10> mol/l) unterdriickte
nahezu die komplette Endothel-abhangige Relaxation der Aortenringe in allen

Gruppen — unabhangig vom Salzgehalt des Futters.
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3.3 Endothel-unabhéngige Relaxation

Im Gegensatz zu der Endothel-abhangigen Relaxation war die maximale
Endothel-unabhangige Relaxation auf den Stickstoffmonoxid-(NO-)Donator
SNP in allen Gruppen vergleichbar (Abb. 3). Dies bedeutet, dal die NO-
abhangige, intrazelluldre Signaltransduktion in diesem Versuchsmodell nicht

beeintrachtigt war.
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Abbildung 3:

Endothel-unabhangige Relaxation auf Natrium-Nitroprussid bei Aortensegmenten von
Endothelin-B-Rezeptor-Knockout-Mausen (ETg ko) und ihren Wildtyp-Geschwistern (wt) unter
Futterung mit Standard- (0,2% NaCl) bzw. Salz-angereichertem (4% NaCl) Futter fuir 15 Tage.
Die Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert + SEM (n = 6 Tiere pro Gruppe).

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-Grolie.
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3.4 Konzentrations-abhangige Kontraktion auf Noradr  enalin

Kontraktile Reaktionen auf steigende Dosen von NA waren bei ETg-Rezeptor-
Knockout -und Kontroll-M&ausen vergleichbar und wurden von der salzhaltigen

Diat nicht beeinflusst (Abb. 4).
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Abbildung 4:

Dosis-abhéangige Kontraktion auf Noradrenalin bei Aortensegmenten von Endothelin-B-
Rezeptor-Knockout-Mausen (ETg ko) und ihren Wildtyp-Geschwistern (wt) unter Futterung mit
Standard- (0,2% NaCl) bzw. Salz-angereichertem (4% NaCl) Futter fir 15 Tage.

Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + SEM (n = 6 Tiere pro Gruppe).

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-Grolie.
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3.5 Konzentrations-abhangige Kontraktion auf ET-1

Die maximale Kontraktion auf ET-1 war bei den ETg-Rezeptor-Knockout-
Mausen unter Standard-Futter reduziert (28 + 4% versus 64 = 6% der
Kontraktion auf 100 mmol KCI bei den Wildtyp-Kontroll-Mausen; p < 0,05)
(Abb. 5a).

Die maximale kontraktile Antwort auf ET-1 wurde durch die salzhaltige Diat
nicht beeinflusst (24 + 5% versus 62 *+ 4% fir die Wildtyp-Kontrollen; p < 0,05)
(Abb. 5a).
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Abbildung 5:

Dosis-abhangige Kontraktion auf Endothelin-1 bei Aortensegmenten von Endothelin-B-
Rezeptor-Knockout-Mausen (ETg ko) und ihren Wildtyp-Geschwistern (wt) unter Futterung mit
Standard- (0,2% NaCl) bzw. Salz-angereichertem (4% NaCl) Futter fur 15 Tage. Die
Experimente wurden durchgefihrt (a) ohne Préainkubation, (b) mit Prainkubation mit dem
selektiven ETg-Rezeptor-Antagonisten BQ-788 (10'5 mol/l) und (c) mit Prainkubation mit dem
selektiven ET-Rezeptor-Antagonisten BQ-123 (10'5 mol/l). Die Ergebnisse wurden angegeben
als Mittelwert £ SEM (n = 6 Tiere pro Gruppe).

Fur Symbole ohne die Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-Grof3e.

Die in vitro-Prainkubation der Gefaldringe mit dem selektiven ETg-Rezeptor-
Antagonisten BQ-788 (10° mol/l) hatte keinen signifikanten Effekt auf die
Kontraktionen mit ET-1 bei den ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen auf Standard-
Futter (maximale Kontraktion 28 + 3% versus 56 = 4% der Kontraktion auf 100
mmol KCI bei den Wildtyp-Mausen; p < 0,05)(Abb. 5b).

Im Gegensatz dazu unterdriickt eine in vitro-Prainkubation der Gefal3ringe mit
dem selektiven ETa-Rezeptor-Antagonisten BQ-123 (10 mol/l) die komplette
Kontraktion auf ET-1 in allen Gruppen (Abb. 5c).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dal3 ETg-Rezeptor-Knockout-Mause eine salz-
induzierte Hypertonie entwickeln. Zudem konnte gezeigt werden, dald die
Endothel-abhéangige vaskulare Funktion bei Vorliegen eines ETg-Rezeptor-
Mangels — unabhéngig von einer Salz-angereicherten Diat oder des
Vorhandenseins eines Bluthochdrucks — beeintrachtigt ist.

Bei ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen ist die Endothel-abh&ngige Relaxation
— mit und ohne Salz-angereichertem Futter — beeintrachtigt. Es ist
bemerkenswert, da3 die endotheliale Dysfunktion nicht durch die arterielle
Hypertonie bedingt ist. Solange Standard-Futter gegeben wird, bleiben ETg-
Rezeptor-Knockout-Mause normotensiv, zeigen aber eine endotheliale
Dysfunktion - &hnlich wie unter Salz-angereichertem Futter.

Die vorliegende Arbeit bestatigt vorherige Studien, die zeigen, dal3 das Fehlen
von ETg-Rezeptoren bei Nagetieren eine arterielle Hypertonie verursacht®%*%.
Giardana et al. zeigten 2001, dal3 das funktionelle Ausschalten von ETg-
Rezeptoren durch chronischen Behandlung von Sprague-Dawley-Ratten mit
ETs-Rezeptor-Antagonisten eine salz-sensitive Hypertonie verursacht, die mit
einer endothelialen Dysfunktion verbunden ist*?Y. AuBerdem gibt es mehrere
Studien, die darlegen, dal3 ein modifiziertes Endothel-System den vaskularen
Tonus durch eine veranderte Aktivitat des sympathischen Nervensystems
moduliert*??. Obwohl dies nicht das Ziel dieser Forschungsarbeit war, konnte
gezeigt werden, daf3 sich die Herzfrequenz der ETg-Rezeptor-Knockout-Mause
mit und ohne Salz-Diat verglichen mit den Wildtyp-Mausen nicht unterschied.
Es gibt jedoch Anzeichen, dal’ das renal-tubulare Salz-Handling eine wichtige
Rolle im Hinblick auf die Blutdruckkontrolle bei Nagetieren spielt™**. Eine
2004 von Ahn et al. publizierte Studie deutet darauf hin, da3 Sammelkanal-
zugehdriges ET-1 ein wichtiger physiologische Regulator der renalen Salz-
Extraktion und des systemischen Blutdrucks ist*?®. Ein definitiver Beweis
dieser Hypothese fehlt bisher, die Plasma-Konzentration von ET-1 ist jedoch bei
ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen deutlich erhoht**. Die erhohte Plasma-

Konzentration von ET-1 kdnnte die endotheliale Funktion der Arterien bei ETg-
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Rezeptor-Knockout-Mausen bzw. die renale Gewebe-Konzentration von ET-1
modulieren. Dadurch konnte in indirekter Weise die Nierenfunktion beziglich
der Wasser- und Salz-Extraktion moduliert werden 2429,

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns auf die Endothelfunktion bei ETg-
Rezeptor-Knockout-Mausen konzentriert, da die endothelialen ETg-Rezeptoren
die endotheliale NO-Synthase aktivieren. Zuséatzlich ist der ETg-Rezeptor in die
Kontrolle der endothelialen Prostacyclin-Synthese involviert®°?. Sowohl NO,
produziert von der endothelialen NO-Synthase, als auch endotheliales
Prostacyclin beeinflussen die vaskulare Regulation, und deren Abwesenheit
konnte dementsprechend zur Anhebung des Blutdruckes bei ETg-Rezeptor-
Knockout-Mausen fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dal’ die endotheliale Funktion bei ETg-
Rezeptor-Knockout-Mausen tatsachlich modifiziert ist, was sich aus dem Fehlen
der ETg-Rezeptor-vermittelten endothelialen NO-Produktion ergibt(85). Bei ETg-
Rezeptor-Mangel konnte eine signifikant  beeintrachtigte  vaskulare
Ruckmeldung auf ET-1 nachgewiesen werden. Es kann spekuliert werden, dal3
dies auf eine Down-Regulation der ET-Rezeptoren bei erhéhten ET-1-Spiegeln
zuruckzufihren ist. Anders als bei Versuchen mit anderen Spezies wie
Hasen®®, Ratten®®” und Menschen® konnte gezeigt werden, daR die
selektive Blockade der ETg-Rezeptoren mit BQ-788 bei Mausen die kontraktile
Antwort auf ET-1 nicht potenziert. Ein &hnliches Phanomen wurde bereits von

Berthiaume et al. beschrieben?®,

Ob die veranderte endotheliale Funktion bei ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen
ein vaskulares Remodelling im spateren Leben (alte Mause) verursacht, bleibt
zu klaren. Bei jungen Mausen, wie wir sie in unserer vorliegenden Arbeit
verwendet haben, gibt es keine Hinweise auf ein bereits bestehendes
Remodelling der GefaBwand. Die Veranderungen der endothelialen Funktion

bei ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen sind weder Blutdruck- noch Salz-abhangig.

Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dal3 die salzinduzierte

Hypertonie bei ETg-Rezeptor-Mangel nicht Uber eine endotheliale Dysfunktion
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Zusammenfassung

vermittelt wird. Daher wird man die Auswirkung anderer Mechanismen, wie das
veranderte renale Salz-Handling, untersuchen mussen, um die Entwicklung der

salzinduzierten Hypertonie bei ETg-Rezeptor-Knockout-Mausen zu erklaren.

S Zusammenfassung

Die Inzidenz kardiovaskuléarer Erkrankungen korreliert mit der Pravalenz der
arteriellen Hypertonie. Untersucht man die Gefal3funktion von hypertensiven
Patienten, beobachtet man eine Funktionsverschlechterung des Endothels, die
in direktem Zusammenhang mit der Entwicklung kardiovaskularer
Erkrankungen steht.

ETgs-Rezeptoren nehmen innerhalb der endothelialen Regulationsprozesse eine
zentrale Rolle ein. ETg-Rezeptoren der GefaBwand aktivieren die endotheliale
NO-Synthase und sind in die Kontrolle der endothelialen Prostacyclin-Synthese
involviert. Da NO als auch Prostacyclin mafigeblich zur Geféalirelaxation
beitragen, kann der Mangel dieser Mediatoren die Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie  beglnstigen.  Mdglicherweise ist dies ein  Teil des
pathophysiologischen Geschehens, welches bei Mausen mit fehlendem
endothelialen ETg-Rezeptor zu einer Blutdruckerhéhung flhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, welchen Einfluss
eine Salzbelastung auf den Blutdruck und die vaskulare Funktion von ETg-
Rezeptor-Knockout-Mausen hat.

In diesem Zusammenhang wurden vier bis fiunf Monate alte mannliche ETg-
Rezeptor-Knockout-Mause parallel mit Wildtyp-Kontroll-Mausen 15 Tage lang
mit Standard- (0,2% NaCl) bzw. salzreichem Futter (4% NaCl) gehalten.

Der systolische Blutdruck wurde nicht-invasiv mittels der sogenannten
"Tailcuff'-Methode an den Tagen 0, 5, 10 und 15 dokumentiert. Nach 15 Tagen
wurde den narkotisierten Tieren die Aorta descendens entnommen, aus
welcher 3-4 mm lange Gefaldringe prapariert wurden. An diesen isolierten
Aortenringen wurden in der Organkammer unter isometrischen Bedingungen

die Endothel-abhéangige und -unabhangige vaskulare Funktion untersucht.



Zusammenfassung

Die ETg-Rezeptor defizienten Mause bleiben — unter einer Haltung mit
Standardfutter — normotensiv. Eine Hypertonie entwickeln die Tiere erst bei
Verabreichung von salzreichem Futter.

Die Endothel-abhangige Gefal3funktion ist jedoch nicht nur bei den
hypertensiven Tieren verandert, sondern bei allen ETg-Rezeptor defizienten
Mausen - unabh&ngig von Salzgehalt der Nahrung und Blutdruck. Die
Beeintrachtigung der Endothel-abhangigen Relaxation steht demnach nicht in
Beziehung zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie, die bei ETg-Rezeptor-
Defizienz offenbar durch den Salzgehalt der Nahrung determiniert ist.
Augenscheinlich ist durch das Fehlen des endothelialen ETg-Rezeptors die
endotheliale Balance grundsatzlich gestért — ohne dal’ dies zwangslaufig zur
Entwicklung einer Hypertonie fihren wirde. So ist bei ETg-defizienten Mausen
unter Standard-Futterung keine arterielle Hypertonie, wohl aber eine
endotheliale Dysfunktion nachweisbar.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dal3 die ETg-Rezeptor-Defizienz auch
eine signifikante Beeintrachtigung der vaskuldren Reaktion auf ET-1 zur Folge
hat: die Kontraktion auf ET-1 war bei ETg-Rezeptor-Knockout-Méusen
— unabhangig von der Hohe des Blutdrucks — deutlich reduziert. Eine selektive
Blockade der ETg-Rezeptoren mit BQ-788 hat die kontraktile Antwort bei den
ETs-Rezeptor-Knockout-Mausen nicht signifikant beeinflusst und somit das

Fehlen der endothelialen ETg-Rezeptoren funktionell bestéatigt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dalR eine Salz-induzierte
Hypertonie bei ETg-Rezeptor-Defizienz nicht durch eine endotheliale
Dysfunktion bedingt ist. Da ETg-Rezeptor defiziente Mause mit reduzierter
Endothel-abhéangiger Relaxation normotensiv sind, mussen Faktoren postuliert
werden, die in diesem Modell trotz bestehender endothelialer Dysfunktion der
Auspragung einer arteriellen Hypertonie entgegenwirken.

Es bleibt letztendlich unklar, welche pathophysiologischen Mechanismen bei
ETs-Rezeptor-Mangel zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie unter
Salzbelastung beitragen. Die Untersuchung dieses Phanomens, welches

maoglicherweise eine Veranderung der renalen Natrium-Elimination bei ETg-
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Rezeptor-Defizienz einschliel3t, bleibt weiteren experimentellen Arbeiten
vorbehalten.
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6 Anhang

6.1 Abbildungsverzeichnis

Abb.1: (a) Systolischer Blutdruck und (b) Herzfrequenz der Endothelin-B-
Rezeptor-Knockout-Mause und deren Wildtyp-Geschwister auf Standard —bzw.
Salz-angereichertem (4%) Futter fur 15 Tage. Die Ergebnisse werden als

Mittelwert £ SEM (n=6 Tiere pro Gruppe) angegeben. *p < 0.05 versus wt

Abb.2: Endothel-abhangige Relaxation auf Acetylcholin bei Aortensegmenten
der Endothelin-B-Rezeptor-knockout-Méause und ihren Wildtyp-Geschwistern
auf Standard- bzw. Salz-angereicherter (4%) Nahrung fir 15 Tage. Die
Experimente wurden durchgefthrt mit (a) und ohne (b) Prainkubation mit
10 mol/l Indomethazin. Die Ergebnisse werden angegeben als Mittelwert +
SEM (n = 6 Tiere pro Gruppe) *p < 0.05 versus wt.

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-
Grolie.

Abb. 3: Endothel-unabhdngige Relaxation auf Natrium-Nitroprussid bei
Aortensegmenten von Endothelin-B-Rezeptor-Knockout-Mausen und deren
Wildtyp-Geschwistern auf Standard- bzw. Salz-angereichertem (4%) Futter fur
15 Tage. Die Ergebnisse sind angegeben als der Mittelwert + SEM (n = 6 Tiere
pro Gruppe).

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-
Grolie.

Abb. 4: Dosis-abhéngige Kontraktion auf Noradrenalin bei Aortensegmenten
von Endothelin-B-Rezeptor-Knockout-Mausen und deren Wildtyp-Geschwistern
auf Standard- bzw. Salz-angereichertem (4%) Futter fir 15 Tage.

Die Ergebnisse sind angegeben als der Mittelwert + SEM (n = 6 Tiere pro
Gruppe).



Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM Kkleiner als die Symbol-
Grole.

Abb. 5: Dosis-abhangige Kontraktion auf Endothelin-1 bei Aortensegmenten
von Endothelin-B-Rezeptor-Knockout-Mausen und deren Wildtyp-Geschwistern
auf Standard- bzw. Salz-angereichertem (4%) Futter fir 15 Tage. Die
Experimente wurden durchgefuhrt ohne Prainkubation (a), mit Prainkubation mit
dem selektiven ETg-Rezeptor-Antagonisten BQ-788 (10° mol/l) (b) oder mit
Prainkubation mit dem selektiven ETa-Rezeptor-Antagonisten BQ-123
(10 mol/l) (c). Die Ergebnisse sind angegeben als der Mittelwert + SEM (n = 6
Tiere pro Gruppe).

Fur Symbole ohne Standardabweichung war der SEM kleiner als die Symbol-
Grolie.

Tab. 1: Einteilung der Versuchstiere
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