UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Zentrum fur Experimentelle Medizin
Institut fir Zellulare und Integrative Physiologie

Direktor Prof. Dr. med. H. Ehmke

Ursachen fur den Blutdruckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-

Diat und die Rolle des Anions

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Jan Aaron Ewald

aus Hamburg

Hamburg 2022



Angenommen von der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg am: 04.05.2023

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prufungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Ulrich Wenzel

Priufungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. Dr. Heimo Ehmke



Inhaltsverzeichnis

S T = 1Ty V- N 1
1.1.  Volkskrankheit HYypertoni@.......coccuuiieiiiiiiiciee ettt e e e e e arae e e e areeas 1
O - T (=T P U1 £ A= o PR 1
1.3.  Physiologische Blutdruckregulation ..........ccceeeeciiiiiiiiiii e 2
1.3.1. Regulation durch das HErZ.....o.ueii ittt 3
1.3.2. Regulation durch das GefalsyStem ......ccocuiiiiiiiiiiiiie e 4
1.3.2.1. Einfluss von Chlorid auf den Gefafmuskeltonus.........ccccooeeiiiiiinininiieeee 5
1.3.2.2. Einfluss von Protonen (H*) auf den GefaBmuskeltonus ..........ccceevecvieeiecieeecccieeeeene 7
1.3.3. Regulation durch die NIEre..... it ee e s aaeeas 7
1.4.  Primdre und sekundare Hypertonie ........cecccuiiiiiiiiie ettt e e e 9
1.4.1. HyperaldoStEIrONISIMUS ........eiiiiiiieeciiieee et erre et e et e e e are e e e e abe e e e eabeeesenraeeeenrenas 9
1.4.2. ATJOSEEION ...ttt st sttt et b e bt e sbe e st e e beenbeesaeesane e 10
1.4.3. Epithelialer Natriumkanal (ENQC)........cooociiii ittt e 11
1.5.  Therapeutische MOgIIChKEILEN .......cccoiiiiii i 12
1.5.1. ErNBRIUNG oo e e e e e st e e e et e e e e s sabee e e snabee e e senreeas 12
1.5.1.1. Typisch westliche ErNANIUNEG.........cccuvviiieiee et e 12
1.5.1.2. Einfluss von hohem Kochsalzgehalt ............ooooiieiiiiiii e 13
1.5.1.3. Die Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH) Didt ..........cccccveeeeviieeeccnnennnn. 14
1.5.1.4. Einfluss von Kalium auf den arteriellen Blutdruck ..........cccccoveriniiniiinnncncnee 15
O ST o =YY = |11 o =PRSS 17

1.6.1. Worin liegen die Ursachen flr den Blutdruckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-Didt
bei Mdusen und welchen Einfluss hat das Anion des Kaliumsalzes auf die Blutdruckregulation?17

2.  Material und Methoden...........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiererereeerere e 18
N N |V = 1=y - | TP USSP PRSP 18
2.1.1. VerbrauchsSmaterialien ........coouei i 18
2.1.2. (01T 011 11T o [T USSP OTSTI 19
2.1.3. MEAIKAMENTE ...ttt st st r e e sre e s sane e 19
2.1.4. Gerdte UNd GEZENSTANGE ....uuvie ettt e et e e e e seae e e s rntae e e esaaaeeeens 20
2.15. FUTTEI 1ottt 20
2.1.6. LIS (ORI 21
2.1.7. SOTEWAIE ettt b e st st et e e bt e e bt e she e s at e eate et e beenes 21
2.2. MEEROAEN . e s s 21
2.2.1. Haltungsbedingungen und VersuchStiere .......cccceeeuveeieciiee e 21
2.2.2. Basis- UNA DIGtfUTEEr...ccueiiieeeee e e s 22

2.2.3. B 180 ) A (=] T DI | TR 23



2.2.4. Implantation des telemetrischen Blutdrucksenders ..........cccoecveieecciieecccciee e, 23

2.2.5. (0] 2 (V- 1ol o [T o] - PSR 24
2.2.6. Blutdruckmessung mit dem Telemetriesender.......ccccevecieiiiiciee e, 24
2.2.7. Durchfiihrung der Echokardiografie........cccceeicuieeicciee e 25
2.2.8. BIUt-Gas-ANalYSe (BGA) .....oeei ittt ettt et e e e e are e e e erae e e s abae e e earaeas 26
2.2.9. AUSWETTUNE . s nnnen 27
2.2.9.1. Auswertung der Amilorid-Telemetrie Daten.....cccocoveevivciieiicciiee e 27
2.2.9.2. Auswertung der TMEM16A Telemetrie Daten......ccceeeevciiieeieciiee e 28
2.2.9.3. Auswertung der Herz-Ultraschall Daten........c..ceeeecuiiieicciiiei e 28
2.2.94. Auswertung der BGA-Daten .......ccccuiiiieiiiie ettt e et e e e ttee e s etae e e e e beaeeeeanes 28
T 1 -1 o 1 1T 28
3.1.  Auswirkungen von Amilorid auf den BIutdruck.........ccoecveeeieiiiiiiciiiiecieee e 28
3.1.1. Gl g ol e Ll Gl Y] o) oY= ST RR 29
3.1.2. KaliumMCRIONiT-GrUDPE......ccoeeeeeeeceee ettt ettt e ettt e et e e e stae e e e abae e e s enbaeeeeensaaeaean 32
I A Yol o Vo1 - T o o7 ={ - £ DU PURURRRN 35
3.2.1. Gl g ol e Ll Gl Y] o) o L= PR 36
3.2.2. KaliUMCRIONIO-GrUDPE ......ocoeeeeeeieieee ettt ettt e sttt e e e e st e e e s sabae e e s sabseeesnnsaaeeean 37
3.2.3. Normalkalium/HOCASQIZ-GIUDPE ..........ccuueeeeeeecreeeeeeeeee e et eeteeeeae e ereeeetaeesrea s 38
3.2.4.  Alle Gruppen im UDBErBICK ......coivieiieieiieiieecceceeeeeeee ettt seenea 39
3.3, TMEMI6A — KNOCKOUL TIEI@....ciuiiiiieeieeieeeite sttt ettt sttt ettt st s 40
3.3.1. Blutdruck- und HerzfreqQuenz MESSUNG.......ccocuiieiiciiie ettt eriree e evee e s vee e e 40
3.3.1.1. Die KQliUMCIErat-DiGt .........cooouerouiiiiieieeeieenie sttt 41
3.3.1.2. Die Kaliumchlorid-Didt fir den TMEM16A KNOCkoUT......cccccereiiiiniiiniiiiiienecniceee 46
3.3.2. [0 ¥ T T = LAY (= G L TR SRS 47
3.3.2.1. Die KQliuMCIErat-DiGt .........coooueroueeiiieiieieenieee ettt 47
3.3.2.2. Die Kaliumchlorid-Diéit fir den TMEM16A KNOCKOUT......cccvereiriiniiniieieeniecrecnee 48
4, DiSKUSSION ..cuuuieiiiiiiiii s 49
4.1. Auswirkungen von Amilorid auf den arteriellen BlutdrucK.........cccocoveeeeciieeeeciieee e, 49
4.2, EChOKardiografiE......cuuee ittt e e et e e e ar e e e e nraeaean 51
4.3, TMEMIOA-KNOCKOUL TIBIE ..ceouiieiieiieriierie ettt sttt et 53
4.3.1. Blutdruck- und HerzfreqQuenz MESSUNG.......ccoccuveeiiiiiee et ccitee e eeiree e see e e evee e e 53
4.3.2. BIULZaSANAIYSE e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e ennrraes 55
5. ZUSAMMENTASSUNG....cceeeiiiiieeieiieieieeteianieetttaneeeennseeeennssessensssesesnsssssesnssnssesnsssesennssnssennn 58
o0 B T 2 1 o - |V 2Tt 59
6.  AbKUrzungsverzeiChnis........cccueeuciiieeeiiiiciccrreecerreeeesrrenessreeassessenasssssenessssrennsssssennnes 60

8 W1 =Y = 1 0] V=] r =] (o] ] 4N 63



8.
9.

10.

Danksagung
Lebenslauf..

Eidesstatt

liche VersiCh@rung........ccccoiieeiiiiiieiiiiiiniiiiieiininenneeesnnesessssnesesssssessnss



1. Einleitung

1.1. Volkskrankheit Hypertonie
Die Hypertonie ist definiert als eine anhaltende Erhéhung des systolischen Blutdrucks
von mindestens 140 Millimeter Quecksilbersaule (mmHg) und/ oder eines
diastolischen Drucks von mindestens 90mmHg (Williams et al. 2018). Laut Website
der World Health Organisation (WHO) leiden weltweit etwa 1,13 Milliarden Menschen
an Bluthochdruck (WHO 2015). In Deutschland sind es etwa 20 - 30 Millionen, was in
etwa 30% der Gesamtbevdlkerung entspricht. Im Alter zwischen 70 und 79 Jahren
leiden sogar drei von vier Deutschen unter erhéhtem arteriellen Blutdruck (RKI 2015).
Somit ist es eine der am weitesten verbreiteten Krankheiten weltweit und gilt als einer
der wichtigsten Risikofaktoren fur Herzkreislauferkrankungen. Haufig ist die arterielle
Hypertonie symptomlos und fuhrt Gber Jahre und Jahrzehnte zu irreversiblen Schaden
an Herz, Gefal3system, Gehirn, Niere und Augen, weshalb sie auch als ,silent killer*
bezeichnet wird (Doroszko et al. 2016; Elliott 2007). Die Hypertonie und damit
assoziierte Erkrankungen wie Schlaganfall oder Herzinfarkt verursachen enorm hohe
Kosten im Gesundheitswesen (Gheorghe et al. 2018), die z.B. in den USA in den
Jahren 2003 - 2006 jahrlich 113 Milliarden US-Dollar betrugen (Wang et al. 2014). Da
etwa 10 - 15% der Betroffenen trotz Therapie mit mindestens drei verschiedenen
antihypertensiven Medikamenten keinen adaquaten Blutdruckwert erreichen (Oliveras
und La Sierra 2014), liegt die Notwendigkeit der weiteren Erforschung guter
Therapiemoglichkeiten auf der Hand. Dies erfordert ein gutes und umfangreiches
Verstandnis der Physiologie des Blutdrucks, der Pathogenese und mdglicher
Risikofaktoren fur die Hypertonie, um ein Risikoverhalten vermeiden zu kénnen und

neue Wege fir die Behandlung zu finden.

1.2. Das Kreislaufsystem
Die wichtigste Aufgabe des Kreislaufsystems ist der Transport von Substanzen, die fur
das Uberleben des Organismus unabdingbar sind, wie z.B. Sauerstoff (O2), Zucker,
Fette, Proteine oder Salze. All diese Stoffe werden durch den Kreislauf Gber das Blut
zu den Zellen transportiert. Auch der Abtransport von Stoffwechselendprodukten wie
Kohlenstoffdioxid (COz2), Lactat oder harnpflichtigen Substanzen ist lebensnotwendig

und nur durch einen funktionierenden Kreislauf maglich. Auf3erdem tragt der Kreislauf
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entscheidend zur Warmeregulation des Koérpers bei, er ist ein essentieller Teil des
Kommunikationssystems des Organismus und auch das Immunsystem ist auf einen

funktionierenden Blutstrom angewiesen.

Ein Zusammenbruch des Kreislaufsystems ware aus vielen Grinden tddlich. Daher

erfordert es eine gut funktionierende Regulation.

1.3. Physiologische Blutdruckregulation
Der Kreislauf wird in ein Hoch- und ein Niederdrucksystem aufgeteilt. Der
Druckgradient zwischen diesen beiden Systemen lasst das Blut in eine Richtung
flieBen und zwar vom Hoch- zum Niederdrucksystem. Zwischen Niederdruck- und
Hochdrucksystem sitzt das Herz, das den Blutdruck im Hochdrucksystem aufbaut.
Wenn vom Blutdruck gesprochen wird, spricht man vom Systolischen Arteriellen Druck
(SAP) und dem Diastolischen Arteriellen Druck (DAP). Der systolische bzw. der obere
der beiden Werte entspricht dem Druck, der entsteht, wenn das Herz kontrahiert und
das Blut in das Hochdrucksystem pumpt. Der diastolische bzw. der untere der beiden
Werte entsteht wahrend der Fillungsphase des Herzens, wenn das Blut passiv unter
langsamen Druckabfall aus der Aorta in die dahinter geschalteten Gefal3e abfliel3t
(Belz 1995). Der physiologische Wert entspricht, sowohl beim Menschen als auch bei
der Maus 120/80mmHg. Der mittlere Wert dazwischen ist der Mittlere Arterielle Druck
(MAP) und wird ndherungsweise fur herzferne Arterien errechnet aus 1/3 des SAP und
2/3 des DAP. Je hoher das Herzzeitvolumen (HZV), welches dem ausgeworfenen Blut
des Herzens pro Zeit entspricht, und der Totale Periphere Widerstand (TPR), der durch
die Widerstandsgefal3e gebildet wird, sind, desto hoéher ist der MAP bzw. die
Druckdifferenz zwischen MAP und dem Zentral venésen Druck (ZVD), der

definitionsgemal’ vor dem rechten Vorhof gemessen wird. Es gilt also:
MAP - ZVD = HZV x TPR

Das HZV errechnet sich aus Herzfrequenz (HF) und Schlagvolumen (SV) und da der

ZVD beim Gesunden gegen null geht, lasst sich vereinfacht sagen:
MAP = HF x SV x TPR

Die vorerst wichtigsten StellgréRen fur die Blutdruckregulation und das

Aufrechterhalten eines gesunden MAPs sind also das Herz und das Gefal3system. Auf
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diese beiden Komponenten soll im Folgenden eingegangen werden, bevor die Niere
als drittes wichtiges Organ fur die Druckregulation, vor allem der langfristigen (Ivy und

Bailey 2014), besprochen werden soll.

1.3.1. Regulation durch das Herz

Das Herz ist die Pumpe, die den Kreislauf antreibt und es ist eine wichtige Stellgrof3e
fur die Anpassung des Blutdrucks an verénderte Kreislaufanforderungen. Um die
Leistung des Herzens an den Bedarf des Korpers anzupassen, wird Frequenz und
Schlagvolumen (SV) verandert. Dabei kann dies zum einen Uber das vegetative
Nervensystem reguliert werden. Zum anderen erfolgt eine Regulation des
Schlagvolumens auch Uber die Vor- und Nachlast bzw. den Frank-Starling-
Mechanismus (Jacob et al. 1992).

Das vegetative Nervensystem besteht aus Sympathikus und Parasympathikus. Diese
beiden Spieler regulieren das Herz in gegenteiliger Weise. Der Sympathikus tut dies
hauptséchlich Uber die sympathischen Nervenfasern des Grenzstranges und der
Parasympathikus tber den Nervus Vagus (X. Hirnnerv). So konnte gezeigt werden,
dass bei vagaler Denervierung des Herzens die Ruhefrequenz ansteigt (Jose 1966).
Das parasympathische Nervensystem (bt also eine permanente inhibitorische
Wirkung auf den Sinusknoten aus, dem primaren Schrittmacherzentrum des Herzens.
Ein erhohter Sympathikotonus hingegen erhéht die HF und die Herzkraft (Inotropie).
Eine Zunahme der Herzkraft lasst sich durch Messung des Endsystolisches Volumens
(ESV), des Schlagvolumens (SV) und der Ejektionsfraktion (EF) feststellen. Die
Messung und Interpretation dieser Parameter ist eine valide Methode (Gao et al.
2011), um auf eine hohere bzw. niedrigere Inotropie schlie3en zu kénnen (Schrader
2014). Ein niedrigeres ESV, ein erhdohtes SV und eine erhdhte EF sprechen fir eine
Zunahme der Inotropie.

Der Frank-Starling-Mechanismus beschreibt den Zusammenhang zwischen SV und
Enddiastolischem Volumen (EDV). Es konnte gezeigt werden, dass eine Zunahme der
Vordehnung des Herzens zu einer héheren Spannungsentwicklung im Herzmuskel
fuhrt. Fast ein Jahrhundert nach der Entdeckung des Gesetzes haben Fortschritte in
der Physiologie erfolgreich die molekularen Mechanismen der hoheren
Spannungsentwicklung aufgedeckt. Das Myofilament Titin spielt dabei eine

entscheidende Rolle, indem es bei Spannungsveranderungen im Herzmuskel den
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Abstand der beiden anderen Myofilamente Aktin und Myosin optimiert (Kobirumaki-
Shimozawa et al. 2014). Die starkere Vordehnung wird durch eine vermehrte Fillung
(Vorlast) erreicht. Da die Fullung des Herzens in der Diastole vor allem durch den ZVD
bestimmt wird, fuhrt ein erhéhtes Blutvolumen im Normalfall zu einem héherem EDV.
Auch kann eine erhthte Nachlast indirekt die Vordehnung erhdhen. Eine erhdhte
Nachlast kommt durch einen erhéhten Druck im arteriellen System zustande, was
durch einen erhdohten TPR verursacht sein kann. Eine erhohte Vorlast ist im

Herzultraschall als erhéhtes Enddiastolisches Volumen (EDV) zu erkennen.

1.3.2. Regulation durch das Gefal3system
Der GefaRwiderstand spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Blutdrucks. Die
wichtigste Stellgrof3e fur die Anpassung des TPRs ist der Gefalldurchmesser. Dies

veranschaulicht die Formel von Hagen Poiseuille:
Vit=AP * (r4d x T x) /(8 x n x 1)

Demzufolge wird bei einer Verdopplung des Gefalldurchmessers bzw. des
GefaRradius (r) das Blutvolumen pro Zeit (V/t) um den Faktor 16 (24) gesteigert.

Wenn man annimmt, dass V/t der elektrischen Stromstarke | entspricht, AP der
elektrischen Spannung U und der TPR dem elektrischen Widerstand R, dann gilt
gemal dem Ohmschen Gesetz AP/TPR=V/t:

TPR = (8 x n x )/(r* x 1)

Je langer das Gefal} (I) und je dickflissiger das Blut (n) ist, desto héher ist der TPR
und je groRer der Durchmesser bzw. der Radius ist, desto kleiner ist der TPR. Diese
physikalischen Formeln gelten natirlich nur unter idealisierten Bedingungen, aber sie
stellen anschaulich dar, welche Faktoren bei der Regulation des TPRs eine Rolle
spielen. Fur die Anpassung des TPR an veranderte physiologische Bedingungen spielt

die Anderung des Radius bzw. Durchmessers die entscheidende Rolle (Pitkow 1997).

Es gibt viele Faktoren, die auf den GefalRdurchmesser und somit auf den TPR Einfluss
nehmen. Die Verdnderung des Durchmessers gehen physiologischer Weise meist mit
einer Kontraktion oder Relaxation der glatten Muskelzellen, die die Gefal3e umgeben,
einher.

Einen wichtigen Einfluss nimmt der Sympathikus, der mit Hilfe seiner efferenten
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Nerven und der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin Gber die Aktivierung des
a1-Rezeptors vor allem die kleinen Arterien und Arteriolen zur Vasokonstriktion anregt.
Dagegen spielt der Parasympathikus bei der Regulation des TPRs in den meisten
Gefallen eine untergeordnete Rolle (Ehmke 2014). In einigen Gefal3en kann die
sogenannte myogene Antwort beobachtet werden. Dabei kommt es durch Dehnung
der GefaBwand (Uber dehnungssensitive Kationenkandle der glatten
GefalBmuskelzellen zu einer Zelldepolarisation, welche Uber die Aktivierung von
spannungsgesteuerten Kalzium(Ca?*)-Kanalen zu einer reflektorischen Kontraktion
fuhrt (Hill et al. 2001). Dieser als Bayliss-Effekt bezeichnete Vorgang ist vor allem in
den vorgeschalteten Blutgefal3en des Gehirns, der Niere, des Herzens und der Leber
zu beobachten und dient zur Aufrechterhaltung einer konstanten Durchblutung bei
schwankendem arteriellem Blutdruck (Jacob et al. 2016). AulRerdem spielen
endotheliale Mediatoren, wie Stickstoffmonoxid (NO) und Endotheline oder lokal
gebildete Metabolite wie Adenosin, Kalium (K*) oder der pH-Wert eine wichtige Rolle
in der Regulation des Gefalddurchmessers.

In den glatten Muskelzellen fihrt ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration,
der durch Zelldepolarisation oder durch eine Freisetzung aus intrazellularen Speichern
verursacht werden kann, zur Kontraktion. Der Anstieg des Ca?* aktiviert iber den Ca?*-
Calmodulin-Komplex die Myosinleichtkettenkinase (MLC-Kinase), die wiederum die
Myosinleichtkette  phosphoryliert.  Eine  vermehrte  Phosphorylierung  der
Myosinleichtkette verursacht eine vermehrte Konstriktion und somit einen Anstieg des
TPRs. Somit kdnnen nicht nur Hormone, wie z.B. Noradrenalin tber G-Protein
gekoppelte ai-Rezeptoren, eine Anderung des TPRs verursachen, sondern auch alle
Mechanismen, die zu einer Zelldepolarisation fihren. Eine Hyperpolarisation, z.B.
durch EDHF (Endothelium-derived hyperpolarizing factor), hingegen bewirkt eine
Relaxation der glatten Muskelzelle und folglich einen Abfall des TPRs (Garland et al.
2011).

1.3.2.1. Einfluss von Chlorid auf den Gefallmuskeltonus

Die Wirkung von Chlorid (CI) auf das Membranpotential der glatten GefalBmuskelzelle
und somit auf den TPR steht seit einiger Zeit im vermehrten Interesse der Forschung,
wahrend der Einfluss von Kationen wie Kalium (K*), Natrium (Na*) und Kalzium (Ca?*)
schon besser und seit langerer Zeit erforscht ist (Kesteloot und Geboers 1982;
Meneely und Ball 1958). Hibner et al fassen die Rolle des Cl-Transports in der
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GefalBmuskelzelle und seinen Einfluss auf den Gefalimuskeltonus in ihrem Review
zusammen (Hubner et al. 2015). Inzwischen weil man, dass CI- bei der
Zelldepolarisation in der GefalBmuskelzelle eine sehr wichtige Rolle spielt. Die CI-
Konzentration in der Gefal3muskelzelle liegt mit etwa 30 - 50 mmol/l weit héher als die
in anderen Zellen des Kdorpers (Chipperfield und Harper 2000). Verantwortlich dafur
sind nach heutigem Stand der Wissenschaft vor allem drei Transporter, die Cl-lonen
nach intrazellular transportieren. Der Na*-K*-2Cl-Transporter (NKCC1), der CI/HCO3"
Antiporter (AE2) und ein dritter Kanal, der als ,Pump III* bezeichnet wird. Fur diesen
gibt es bisher nur Hinweise. Seine genaue Struktur und Funktionsweise sind aber noch
nicht bekannt (Chipperfield und Harper 2000; Aickin und Vermué 1983; Owen 1984).
Aufgrund der Anreicherung von Cl-lonen in der Zelle liegt das Gleichgewichtspotential
von Chlorid (Eci) etwa bei -30mV bis -20mV (Kitamura und Yamazaki 2001) und somit
weit Uber dem Membranpotential von etwa -40 mV bis -60mV (Neild und Keef 1985;
Nelson et al. 1990). Ein Offnen von Cl-Kanalen fuhrt folglich zu einem CI-
Auswartsstrom und damit zu einer Membrandepolarisation. Verandert sich im Kérper
die intra- oder extrazellulare Cl-Konzentrationen, hat dies einen Einfluss auf das CI-
Gleichgewichtspotenzial (Eci). Aus diesem Grund bewirkt z.B. eine Blockade des
NKCC1 durch das Schleifendiuretikum Furosemid Uber das Absinken der
intrazellularen Cl-Konzentration eine Senkung des Eci. Die Folge ist ein verminderter
depolarisierender Cl--Ausstrom aus den glatten Muskelzellen.

Am Cl-Auswartsstrom wesentlich beteiligt ist der Ca?*- aktivierte Cl-Kanal (CaCC)
TMEM16A (transmembrane protein 16A oder anoctamin 1 (ANO1)). Der TMEM16A
wird vor allem durch Ca?", aber auch durch andere G-Protein gekoppelte
Mechanismen aktiviert (Large und Wang 1996). Die Rolle des TMEM16A fur die
Regulation des TPRs konnte bei Mausen mit einem Knockout fir TMEM16A gezeigt
werden. Die TMEM16A KO-Tiere zeigten bei Gabe der Vasokonstriktoren
Noradrenalin oder Vasopressin eine stark eingeschréankte Reaktion (Dam et al. 2014).
Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass Tieren, denen nur in den glatten Muskelzellen
der TMEM16A fehlt (Gefal3-spezifischer TMEM16A Knockout-Tiere), unter
Normalbedingungen einen signifikant erniedrigten Blutdruck aufwiesen (Heinze et al.
2014). Zusatzlich zu dem Ca?* aktivierten Cl--Kanal TMEM16A gibt es noch weitere CI-
-Kanale in den glatten GefalBmuskelzellen: den cGMP-abhéngigen Cl-Kanal
(Bestrophin modifiziert), den Volumen-sensitiven Cl-Kanal (CIC-3) und den cAMP-

aktivierten CFTR Kanal (cycstic fibrosis transmembrane conductance regulator)
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(Bulley und Jaggar 2014). Allesamt nehmen sie eine mehr oder minder wichtige Rolle
in der TPR-Regulation im Organismus ein. In dieser Arbeit soll unter anderem die Rolle
des TMEM16A fir die Blutdruckregulation unter verschiedenen Kaliumsalzdiaten

naher untersucht werden.

1.3.2.2. Einfluss von Protonen (H*) auf den GefalRmuskeltonus

Dass die K*-Leitfahigkeit der Gefalimuskelzellen durch eine Erhdéhung der
extrazellularen H*-Konzentration und damit einer Absenkung des pH-Wertes ansteigt,
ist schon langer bekannt (Scribner et al. 1955). Da das K*-Gleichgewichtspotenzial Ex
mit etwa -90mV niedriger ist als das Ruhemembranpotenzial der glatten
GefalBmuskelzelle, fuhrt eine Erhéhung der K*-Leitfahigkeit zur Hyperpolarisation der
Zellmembran (Korbmacher 2014). Im Gegensatz dazu steht der Einfluss
extrazellularer Protonen auf den TMEM16A. Dieser wird durch eine hohe extrazellulare
H*-Konzentration maximal aktiviert. Dies wirde durch einen Cl-Ausstrom zu einer
Membrandepolarisation fiihren (Cruz-Rangel et al. 2017). Allerdings konnte
exemplarisch fir GefalRe des Gehirns und auch der quergestreiften Muskulatur
nachgewiesen werden, dass eine pH-Wert Erniedrigung im Allgemeinen zu einer
Vasodilatation fuhrt. Somit wirde der Einfluss der extrazellularen H*-Konzentration auf
den TMEM16A in diesem Fall eine untergeordnete Rolle einnehmen (Kontos et al.
1971; Peng et al. 1998).

1.3.3. Regulation durch die Niere

Die Niere ist vor allem fur die langfristige Blutdruckregulation verantwortlich. Dies
bewerkstelligt sie tiber die Kontrolle des Salz- und Wasser-Haushaltes und damit tiber
die Einstellung des Blutvolumens. Die drei wichtigsten Hormone bzw.
Hormonsysteme, die die Niere befahigen, addquat auf die Volumenbedurfnisse des
Korpers zu reagieren, sind das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System RAAS, das
Antidiuretische Hormon ADH (Adiuretin bzw. Vasopressin) und das Atriale
Natriuretische Peptid ANP (Atriopeptin).

Das RAAS wird vor allem durch einen Blutdruckabfall, zum Beispiel bei
Volumenmangel, stimuliert. Durch den Blutdruckabfall kommt es zur Aktivierung des
Sympathikus, welcher Uber die Aktivierung von [1-Rezeptoren an den

juxtaglomerularen Zellen die Sekretion von Renin steigert. Au3erdem befinden sich
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Barorezeptoren in der Wand der afferenten Arteriole der Nierenkdrperchen, die einen
verminderten Perfusionsdruck direkt wahrnehmen und zur Synthese und Sekretion
von Renin fihren. Renin ist eine Endopeptidase und fihrt zur Spaltung von
Angiotensinogen zu Angiotensin |. Angiotensin | wird durch das hauptsachlich in der
Lunge gebildeten Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) zu Angiotensin |l
umgewandelt. Das Hormon Angiotensin 1l wirkt Uber den ATia-Rezeptor
vasokonstriktorisch. AuRerdem stimuliert es die Sezernierung von ADH und fuhrt zu
vermehrtem Durstgefihl. In der Niere stimuliert Angiotensin Il die Na*-Ruckresorption
und fdhrt dadurch zur Zunahme des Plasmavolumens. Schlussendlich stimuliert
Angiotensin Il die Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde. Das
Mineralokortikoid Aldosteron bewirkt Giber den Einbau des epithelialen-Natrium-Kanals
(ENaC) im distalen Nierentubulus und im Sammelrohr eine Steigerung der Na*-

Ruckresorption und somit auch einen Volumenanstieg.

Das Hormon ADH wird bei Volumenmangel aus den Zellen der Neurohypophyse
vermehrt ausgeschuttet. Die vermehrte ADH-Freisetzung wird bewirkt durch eine
verminderte Dehnung der Vorhofe, durch Anstieg von Angiotensin Il und durch eine
geringere Stimulation der Barorezeptoren im Aortenbogen. Der Anstieg des ADHs
bewirkt, dass in den Sammelrohren der Niere Uber die Aktivierung der V2-Rezeptoren
vermehrt Aquaporin 2 (AQP-2) eingebaut wird (Schafer 2004). Dies fuhrt Gber eine
gesteigerte Ruckresorption von Wasser zur Erhéhung des Plasmavolumens. Des
Weiteren kann ADH die Vi-Rezeptoren der glatten GefaBmuskelzellen aktiveren und

bewirkt dadurch eine Erhéhung des TPRs.

Die Freisetzung des Peptidhormons ANP hingegen erfolgt bei der vermehrten
Dehnung der Herzvorhofe. Somit wird bei erhdhtem Blutvolumen ANP aus den
Myozyten, in besonderem Mal3e aus den Myozyten des rechten und linken Herzohrs,
freigesetzt. In der Niere wirkt ANP unter anderem einer Na*-und Wasser-Resorption
entgegen. Die dadurch induzierte Natriurese fuhrt zur Senkung des Blutvolumens und
damit einhergehend zum Abfall des Blutdrucks. Zusatzlich entfaltet ANP eine
blutdrucksenkende Wirkung auch tber die Hemmung der Renin-Freisetzung und tber

die Hemmung der Aldosteron-Synthese.



1.4. Primare und sekundare Hypertonie

Die Hypertonie wird in die primare und die sekundére Hypertonieform eingeteilt.
Wahrend bei den sekundaren Formen der Hypertonie die Ursache klar auszumachen
ist, ist die Genese der primaren oder essentiellen Hypertonie multifaktoriell bedingt. 60
- 70% der Ursachen werden auf Umweltfaktoren und Lebensstil zurtickgefiihrt. Hier
spielen beispielsweise Bewegungsmangel, Ubergewicht, Rauchen und Salzzufuhr
eine wichtige Rolle. Die anderen schatzungsweise 30 - 40% sind durch genetische
Disposition bedingt (RKI 2008). Jedoch miissen auch Menschen mit einer genetischen
Vorbelastung keinesfalls an Bluthochdruck erkranken. Durch einen gesunden
Lebensstil mit viel Bewegung und einer ausgewogenen Erndhrung kann dieser
Krankheit vorgebeugt werden (Calhoun et al. 2008). Trotz allem sind auch heute noch
viele Ursachen und Hintergriinde der primaren Hypertonie, die auf etwa 90% der
Menschen mit Hypertonie zutrifft, noch nicht ausreichend erforscht.

Auf zwei Krankheitsbilder der sekundaren Hypertonie und dem damit im
Zusammenhang stehenden Aldosteron und ENaC soll im Folgenden weiter

eingegangen werden.

1.4.1. Hyperaldosteronismus

Der priméare Hyperaldosteronismus, auch Conn-Syndrom genannt, ist eine Form der
sekundaren Hypertonie. Durch ein Aldosteron-produzierendes Nebennierenrinden-
Adenom oder eine idiopathische Hyperplasie wird unkontrolliert Aldosteron in einer
Menge sezerniert, die zu einem pathologisch erhéhten Einbau von ENaC fuhrt, was zu
einer vermehrten renalen Na* Ruckresorption fuhrt. Patienten mit dieser Erkrankung
leiden an einer medikamentds schwer einstellbaren Hypertonie, zumeist an einer
Hypokaliamie mit dazugehdrigem Symptomkomplex und einer metabolischen

Alkalose.

Im Gegensatz zu primaren Hyperaldosteronismus ist beim Liddle-Syndrom der
Aldosteronspiegel im Blut nicht erhéht. Beim Liddle-Syndrom handelt es sich um eine
sehr seltene genetisch bedingte Erkrankung, die durch eine autosomal-dominant
vererbte gain-of-function Mutation des ENaC verursacht wird. Diese Mutation fuhrt zu
einem ahnlichen Erkrankungsbild wie das des primaren Hyperaldosteronismus mit
Hypertonie, Hypokalidmie und metabolischer Alkalose. Man spricht daher auch vom

Pseudohyperaldosteronismus.



Diese beiden Krankheitsbilder veranschaulichen die wichtige Rolle von Aldosteron und

ENaC fur den Blutdruck und die Na*- und K*- Homdostase

1.4.2. Aldosteron

Aldosteron ist ein Mineralokortikoid, welches in der Zona Glomerulosa der
Nebennierenrinde gebildet wird. Seine Freisetzung und Synthese wird nicht nur durch
Angiotensin Il induziert, sondern auch durch erhéhte extrazellulare K*-Spiegel. K*
bewirkt in den Zellen der Zona Glomerulosa eine Membrandepolarisation, wodurch es
zu einer Aktivierung von spannungs-abhangigen Ca?*-Kanalen kommt. Durch einen in
der Folge erhohten Ca?*-Strom wird die Calmodulin-abhangige Kinase (CAM) aktiviert,
die wiederum durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die Genexpression von
CYP11B2 fordern, welches eines der beiden Steroid-11[3-Hydroxylasen ist. Dies fuhrt
zur erhohten Biosynthese und Sezernierung von Aldosteron (Cannavo et al. 2018;
McKenna et al. 1978; Quinn und Williams 1988; Nogueira und Rainey 2010). Auch das
Adrenokortikotrope Hormon (ACTH) und ADH stimulieren die Sezernierung von
Aldosteron (Quinn und Williams 1988; Woodcock et al. 1986). Dopamin und ANP
hemmen diese (Pivonello et al. 2007; Johnston et al. 1989).

Die Wirkung von Aldosteron auf den Organismus geht Uber die oben bereits
beschriebene Steigerung der renalen Na* Ruckresorption hinaus. Es fuhrt auch zu
einer starkeren Aktivierung und zum vermehrten Einbau des Renal Outer Medullary
Potassium (K) channel (ROMK) was Uber eine vermehrte renale K*-Sekretion die
Plasma-K*-Konzentration absenkt (Penton et al. 2015). Des Weiteren hat es eine
Reihe direkter vaskularer Effekte, die im Wesentlichen tber zwei Rezeptoren vermittelt
werden. Zum einen Uber den Mineralokortikoidrezeptor (MR) und zum anderen Uber
den G-Protein-Ostrogen-Rezeptor (GPER) (Feldman und Gros 2013). Der MR,
welcher durch das Medikament Spironolacton blockiert werden kann, ist ein
Transkriptionsfaktor. Nach Bindung der lipophilen Hormone Aldosteron oder Cortisol
an den MR im Zytoplasma erfolgt eine Translokation des MR in den Nukleus. Dies
fuhrt dann zu einer Veranderung der Genexpressionen in den entsprechenden
Geweben (Shafig und Miller 2009; Rogerson und Fuller 2000). In vielen Geweben wird
Cortisol von der 11beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Typ Il (HSD2) in die inaktive
Form 11-Dehydrocorticosteron umgewandelt, sodass es eine schwéachere Wirkung am
MR entfaltet (Odermatt und Kratschmar 2012). In Endothel- und glatten
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Gefallmuskelzellen fehlt dieses Enzym jedoch, sodass Cortisol und Aldosteron eine
ahnlich starke Wirkung in Gefal3en besitzen (Young et al. 2003). Neben dem nuklear
wirkenden MR gibt es Vermutungen auf die Existenz eines membranstandigen
zytosolischen MR (Grossmann et al. 2005), durch den die unmittelbaren Effekte des
Aldosterons im Gefal3 zum Teil erklart werden kdnnen. Als zweiter Rezeptor wird der
GPER nun seit einiger Zeit in Verbindung mit der Wirkung von Aldosteron gebracht.
So konnten Feldman und Gros in Aorten von Ratten zeigen, dass Aldosteron einen
entscheidenden Effekt auf die glatten GefalBmuskelzellen tber den GPER ausubte
(Feldman und Gros 2013). Hauptséachlich wird dem GPER ein endothel-abhangiger
vasodilatatorischer Effekt zugeschrieben (Gros et al. 2013) und dem MR hauptsachlich
ein vasokonstriktorischer Effekt Gber die glatte GefaBmuskulatur (Wehling et al. 1998).
Der Gesamteffekt im Gefald unterliegt vermutlich dem Verhéaltnis dieser beiden
Rezeptoren (Feldman und Gros 2013). Weitere Studien konnten allerdings zeigen,
dass der Nettoeffekt zu Gunsten einer Vasokonstriktion ausfallt und damit Aldosteron
eher einen vasokonstriktorischen Effekt auf die Geféal3e hat (Romagni et al. 2003;
Arima et al. 2003).

1.4.3. Epithelialer Natriumkanal (ENaC)

ENaC ist ein membranstandiger lonenkanal und primér durchlassig fur Na*-lonen. Er
besteht aus drei Untereinheiten und befindet sich vor allem auf den Epithelien der
Niere, der Lunge und dem Colon. Wie schon beschrieben werden die Synthese und
der Einbau von ENaC durch Aldosteron aktiviert. Zu seinen wichtigsten Aufgaben zahlt
die Regulation der Na*- und indirekt der K*- Homdostase (Hanukoglu und Hanukoglu
2016).

Uber den ENaC  werden Na*-lonen aufgrund  des  vorliegenden
Konzentrationsunterschieds, welcher durch die Na*-K*-ATPase aufgebaut wird, vom
Tubuluslumen in die Zelle aufgenommen. Basolateral werden die Na*-lonen Uber die
ebenso durch Aldosteron verstarkt aktivierte Na*-K*-ATPase ins Blut abgegeben
(Hayhurst und O'Neil 1988). Durch den osmotischen Effekt des Na* wird Wasser
ruckresorbiert, was letztlich zur Steigerung des Plasmavolumens fiihrt. Da durch die
vermehrte Na*-Ruckresorption tber den ENaC ein lumennegatives Potenzial entsteht,
wird nun zusatzlich vermehrt K* tiber den ROMK ausgeschieden.

Auch ENaC lasst sich, wie der MR-Rezeptor, direkt inhibieren. In diesem Fall heil3t der
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bekannteste Vertreter Amilorid. Dieses hemmt vor allem die Natriumresorption im

distalen Tubulus und im Sammelrohr.

1.5. Therapeutische Moéglichkeiten

Die Therapie des arteriellen Bluthochdrucks unterteilt sich vor allem in zwei Bereiche.
Zum einen die sogenannten Lebensstilveranderungen und zum anderen die
pharmakologische Therapie. Unter den Lebensstilveranderungen versteht man vor
allem Stressreduktion, Sport und die Veranderung des Essverhaltens.

So konnte gezeigt werden, dass Stressreduktion den Blutdruck signifikant senkt und
andererseits einige Jahre andauernder chronischer Stress, das Risiko, innerhalb der
nachsten 3 - 7 Jahre eine Hypertonie zu entwickeln, signifikant anhebt (Rainforth et al.
2007; Ghadieh und Saab 2015; Steptoe et al. 2005). Auch Sport kann einen sehr
positiven Einfluss auf einen erhohten Blutdruck haben (Ghadieh und Saab 2015). So
konnte bei Probanden, die dreimal in der Woche tber 16 Wochen hinweg fur jeweils
40 Minuten an einem Aerobic-Kurs teilnahmen, der SAP um 6,9mmHg und der DAP
um 4,9mmHg gesenkt werden (Fagard und Cornelissen 2007). Des Weiteren spielt die
Ernahrung eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Hypertonie.

1.5.1. Ernéhrung

Adipositas, hoher Alkohol- und Koffeinkonsum, Dyslipidamie, hohe Kochsalzzufuhr
und Insulinresistenz haben zweierlei gemeinsam. Sie stehen in direkter Verbindung
mit unserer Erndhrung und sind allesamt wichtige Risikofaktoren bei der Genese der

arteriellen Hypertonie.

1.5.1.1. Typisch westliche Erndhrung

Es ist bekannt, dass sich unter anderem die US-Amerikaner gegenltber anderen
Kohorten vermehrt von Fastfood und Fertigprodukten ernahren. Laut dem National
Center for Health Statistics (NCHS) nimmt gut 85% der Bevdlkerung zu viel Kochsalz
zu sich, was auf einen hohen Konsum von Fertigprodukten zurtckzufihren ist und
etwa 70% zu viel gesattigte Fettsauren und Monosaccharide (Einfachzucker), was fur
einen hohen Fastfood Verzehr spricht. Aul3erdem liegt bei etwa 80% der Amerikaner

der tagliche Obst- und Gemuseverzehr unter den Empfehlungen. Da Uberrascht es
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wenig, dass mehr als die Halfte der Bevolkerung an Adipositas oder zumindest
Ubergewicht leidet. Zwischen 2009 und 2012 betraf dies 65% der Frauen und 73% der
Manner (Moore et al. 2016). Da die amerikanische Erndhrung bzw. der amerikanische
Lifestyle zunehmend Einfluss auf die Ernahrung der gesamten westlichen Welt und
auch der Entwicklungslander nehmen, ist dies ein grol3es Problem, welches tber kurz
oder lang die gesamte Weltbevdlkerung betreffen kdnnte. Exemplarisch hierzu fassen
Pan et al. den Einfluss von westlichen, hauptsachlich amerikanischen Fast-Food-
Ketten wie McDonald’s, KFC oder Pizza Hut auf das Ubergewichts-, kardiovaskulare
Erkrankungs- und Diabetesrisiko vorrangig in asiatischen Landern zusammen (Pan et
al. 2012). Beispielsweise berichten sie von einer groRangelegten Studie mit Uber
43.000 Chinesen. Die Teilnehmer der Studie, die mehr als zweimal pro Woche in
westlichen Fast-Food-Restaurants af3en, hatten ein 56% hoheres Risiko an der
Koronare Herzkrankheit (KHK) zu versterben als die, die wenig bis gar kein Fast-Food
alRen (Odegaard et al. 2012).

1.5.1.2. Einfluss von hohem Kochsalzgehalt

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die erhohte Aufnahme von Kochsalz
bzw. Natriumchlorid (NaCl) maRgeblich zum Anstieg des Blutdrucks beitragt (He und
MacGregor 2002; Intersalt Cooperative Research Group 1988). Der Europaer
konsumiert pro Tag durchschnittlich etwa 8 - 11g NaCl, was weit Uber der von der
WHO empfohlenen Menge von maximal 5g liegt. Welche Mechanismen hinter dem
Blutdruckanstieg unter einer Hochsalz-Diat stehen, wird noch immer diskutiert.
Trotzdem bestehen einige Erklarungsansatze (Grillo et al. 2019).

Die erste Erklarung ist die Salzsensitivitat, die von Individuum zu Individuum
unterschiedlich ausfallt und die Mehrheit der Menschen mit Hypertonie betrifft
(Weinberger 1996). Derzeit bestehen zwei unterschiedliche Theorien zur Physiologie
der Salzsensitivitat. Die erste Theorie besagt, dass eine erhéhte NaCl-Zufuhr zu einem
héheren Blutvolumen fihrt. Dies fuhrt zu einem hoheren Herzzeitvolumen und somit
zu einem hoéheren Blutdruck. In nicht salzsensitiven Lebewesen kann die Niere durch
eine erhohte Nierendurchblutung die Natriurese und die damit verbundene
Wasserausscheidung erhéhen und das Blutvolumen in kurzer Zeit normalisieren.
Diese Fahigkeit ist in den salzsensitiven Individuen weniger ausgepragt und bendtigt
mehr Zeit (Guyton 1991). Die zweite Theorie ist die aktuellere und besagt, dass
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Individuen, die salzresistent sind, auf eine erhohte Kochsalzzufuhr mit einer
Vasodilatation reagieren, wahrend diese Reaktion bei den Salzsensitiven ausbleibt
bzw. sogar gegenteilig verlauft und es zu einer Vasokonstriktion kommt (Kurtz et al.
2017). Ahnliches zeigten Abullarrage et al. fiir salzsensitive Menschen. Sie konnten
nachweisen, dass es bei manchen Individuen zu einer eingeschrénkten Vasodilatation
durch hohe Salzaufnahme kommt (Abularrage et al. 2005) und damit durch einen
erhohten TPR zu einem hdheren Blutdruck. Auch die Elastizitat der grof3en Arterien
nimmt scheinbar ab (D'Elia et al. 2018), was zu einer hoheren mechanischen
Belastung der Arterien und folglich zum GefalRumbau mit einhergehender TPR-
Erh6hung flhrt.

Des Weiteren fuhrt ein erhdhter Salzkonsum bei Salzsensitivitdt zu einem erhohten
Sympathikotonus (Campese et al. 1982). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass
bei Individuen mit einer niedrigeren Salzsensitivitat eine starkere parasympathische
Modulation auf das Herz ausgeibt wird (Di Rienzo et al. 2001).

Ein taglicher NaCl-Konsum von 8 - 11g taglich scheint damit sehr ungtnstig flr den
Menschen zu sein und sollte unbedingt ein wichtiges Thema in gesundheitspolitischen
Uberlegungen sein, um der Volkskrankheit Hypertonie entgegenzuwirken.

1.5.1.3. Die Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH) Diat

Die DASH-Diat basiert auf einer von 1993 -1997 durchgefiihrten grof3 angelegten
Studie, der DASH-Studie, deren Ziel es war, den blutdrucksenkenden Effekt einer
Obst-Gemuse-Diat und einer Kombinationsdidt aus Obst, Gemdise, fettarmen
Milchprodukten und weniger Gesamtfett und gesattigten Fettsauren zu quantifizieren.
Eine der Hypothesen der Studie lautete: ,Falls die Frucht- und Gemiusediat eine
blutsenkende Wirkung hat, die zwischen dem blutdrucksenkenden Effekt der Kontroll-
und der idealen Erndhrung (Kombinationsdiat) liegt, werden wir zu dem Schluss
kommen, dass die gesamte mineralische und néahrstoffreiche Zusammensetzung der
idealen Ernahrung fur den vollen blutdrucksenkenden Effekt verantwortlich ist”. (Sacks
1995). Genau das war der Fall. 459 Erwachsene mit einem durchschnittlichen SAP
von 131,3mmHg und einem DAP von 84,7mmHg erlebten eine mittlere Senkung des
Drucks um 5,5 und 3,3mmHg unter der Kombinationsdiat. Unter der Obst-Gemise-
Diat fiel der SAP um 2,8mmHg und der DAP um 1,1mmHg. Bei Probanden mit einem

SAP von tber 140mmHg und einem DAP von tber 90mmHg war der Effekt sogar noch
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eindrucklicher. Unter Kombinationsdiat fiel der Druck durchschnittlich um 11,4 und
5,5mmHg (Appel et al. 1997).

Der NaCl-Gehalt lag in der Kontrolldiat wie bei den beiden anderen Diaten bei 3g
taglich. Um herauszufinden, welchen Stellenwert der Salzgehalt bei der Genese des
Bluthochdrucks einnimmt, wurde ein Folgeversuch unternommen, die DASH-Sodium
Study. In dieser wurden insgesamt 412 Probanden unter Kontroll- und
Kombinationsdiat unterschiedlichen Salzaufnahmen ausgesetzt. 2,99, 5,89 und 8,79
wobei 8,79 in etwa dem durchschnittlichen Salzkonsum eines Amerikaners im Jahr
1997 entsprach. Die Probanden in der Niedrigsalzgruppe hatten unter
Kombinationsdiat einen SAP Abfall von 8,9mmHg, in der Zwischensalzgruppe einen
Abfall von 7,2mmHg und der Hochsalzgruppe einen Abfall von 5,9mmHg (Sacks et al.
2001). Der oben beschriebene Effekt einer salzreichen Erndhrung auf den Blutdruck
konnte also auch in dieser Studie bestatigt werden.

Aufgrund der DASH-Studie und anderen vorangegangenen Studien wurde anderen
Salzen als Natriumsalz, namlich Kaliumsalzen, eine wichtige Rolle bei der Senkung

des Blutdrucks zugeschrieben.

1.5.1.4. Einfluss von Kalium auf den arteriellen Blutdruck

Schon im Jahr 1928 wurde das erste Mal verdffentlicht, dass Kalium bei Patienten mit
resistenter Hypertonie eine blutdrucksenkende Wirkung habe (Addison 1928). Im
vergangenen Jahr fassen Gritter et al. die Auswirkungen von Kalium auf das
Kreislaufsystem nach heutigem Kenntnisstand zusammen (Gritter et al. 2019).

Man nimmt an, dass der Mensch in der Altsteinzeit bzw. im Pal&olithikum noch ganzlich
andere Essgewohnheiten als heute gehabt habe. Es gab noch keine Viehzucht und
Landwirtschaft und der Mensch lebte als Jager und Sammler von den Friichten der
Pflanzen und dem Fleisch wilder Tiere. Die Natriumaufnahme war mit etwa 0,8g pro
Tag sehr viel geringer als eine durchschnittliche Aufnahme von 5,5g pro Tag heute
(das entspricht etwa 11g NaCl). Die Kaliumaufnahme hingegen lag bei etwa 10,59
taglich und damit um ein Vielfaches Uber der heute durchschnittlich konsumierten
Menge von 2,89, da Kalium vor allem in Gemise und Obst enthalten ist (Gritter et al.
2019). Diese damals sehr natlrliche Erndhrung lasst vermuten, dass unser Korper
darauf ausgelegt ist, vor allem hohe Mengen an Kalium zu prozessieren und eher

geringe Mengen an Natrium. Studien, nicht zuletzt der DASH-trial, konnten zeigen,
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dass Kalium eine wichtige Rolle bei der Senkung des Blutdrucks spielt. Sogar die
Salzsensitivitat wird durch eine kaliumreiche Ernahrung abgeschwacht bzw. durch
eine kaliumarme Erndhrung verstarkt (Dahl et al. 1972; Ewald 2020). Hier werden zwei
Mechanismen diskutiert. Zum einen bewirkt eine kaliumarme Erndhrung die vermehrte
Aktivierung des NaCl-Cotransporters (NCC) in der Niere (Vallon et al. 2009; Argaiz
und Gamba 2016; Frindt und Palmer 2010), was zu einer erhdhten Rickresorption von
Na*- und Cl-lonen und folglich zu einer Erhéhung des Blutvolumens fihrt. Zum
anderen konnte in Mausmodellen eine erh6hte Kalzifizierung von Segmenten der
Aorta bei Niedrigkalium-Diat nachgewiesen werden (Sun et al. 2017), was als
chronische Konsequenz einen Blutdruckanstieg zur Folge hat. AuRerdem ist bekannt,
dass eine erniedrigte extrazellulare Kaliumkonzentration die Na*/K*-ATPase hemmen
kann. Dies fuihrt zu einer Depolarisation der Gefal3muskelmembran und somit zu einer
Vasokonstriktion. Auch eine veranderte Stickstoffmonoxid-Freisetzung im Gefald
konnte beobachtet werden, was ebenfalls zu einer Vasokonstriktion fuhrt (Zhou et al.
2000).

Des Weiteren fihrt erhohte Kaliumzufuhr einigen Studien zufolge zu einer
kaliuminduzierten Natriurese (van der Lubbe et al. 2013). Durch die erhodhte
Kaliumkonzentration im Plasma kommt es zu einer Dephosphorylierung des NCC
(Nomura et al. 2019). Dies fihrt zu einem erhéhten Angebot von Natrium im distalen
Tubulus und den darauffolgenden Abschnitten, was zu einer erhdéhten Natrium
Ruckresorption durch ENaC fiihrt und einer damit einhergehenden Kaliumexkretion
durch den ROMK. Es kommt also zu einer Kaliurese. Warum es auf3erdem, zumindest
kurzweilig, trotz der erhéhten Aktivitdt von ENaC zu einer Natriurese kommt, ist noch
nicht vollstandig verstanden.

Kalium kann auf3erdem den sympathischen Einfluss auf die Niere einschranken, was
auch zu einem Abfall des Blutdrucks fuhrt (Fujita et al. 1983).

Kontrovers zu den beschriebenen Befunden wiesen Vitzthum et al. und spater auch
andere einen signifikanten Blutdruckanstieg bei Mausen nach, die eine kombinierte
Hochkalium/Hochsalz-Diat erhielten (Vitzthum et al. 2014; Boyd-Shiwarski et al. 2020).
Damit lag die Vermutung nahe, dass Kalium in sehr hohen Mengen einen
blutdrucksteigernden Effekt hat. Das konnte in Versuchen von P.S. Boéttcher bestatigt
werden, die zusatzlich zeigen konnte, dass eine Hochkalium/Hochsalz-Diat den
Aldosteronspiegel im Blut ansteigen lasst (Bottcher 2016). Dies liel3 annehmen, dass

die Kaliumdiat induzierte Aldosteron-Freisetzung verantwortlich fir den
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Blutdruckanstieg war. Diese Annahme wurde durch die nachgewiesene gesteigerte
Genexpression unterstitzt. So konnten Vitzthum et al. zeigen, dass sowohl die
Expression des ENaCs als auch der Kinase Sgkl unter Hochkalium/Hochsalz-Diat
anstieg. Uberraschenderweise konnte  jedoch  der  Blutdruck  unter
Hochkalium/Hochsalz-Diat weder durch eine Blockade des Aldosteronrezeptors (MR)
mittels Spironolacton noch durch die Hemmung des ENaCs mittels Amilorid
normalisiert werden. Somit stand der Anstieg des Aldosterons als Ursache fiir den
Blutdruckanstieg in Frage. Jedoch wurden beide Medikamente mit Beginn der Diat
verabreicht, im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit durchgefihrten Amilorid-Versuch.
Auch Losartan (AT1R - Antagonist) und Hydrochlortiazid (NCC-Blocker) zeigten
keinen blutdrucksenkenden Effekt (Vitzthum et al. 2014).

AuRerdem konnte in ersten Versuchen gezeigt werden, dass eine 5% KCitrat-Diat
kombiniert mit einer Hochsalz-Diat (3% NaCl) zu einem Herzfrequenzanstieg fuhrt,
was fur eine Steigerung der Symphatikusaktivitait bzw. Abnahme der
Parasympathikusaktivitdt sprechen konnte (Bottcher 2016). Des Weiteren konnten
Hinweise fur einen Volumenanstieg unter 5% KCitrat mit 3% NaCl-Diat entdeckt

werden (Marx 2019), die in dieser Arbeit weiter untersucht werden sollen.

1.6. Fragestellung

1.6.1. Worin liegen die Ursachen fir den Blutdruckanstieg unter
Hochkalium/Hochsalz-Diat bei Mausen und welchen Einfluss hat das
Anion des Kaliumsalzes auf die Blutdruckregulation?

Wie schon beschrieben, konnten mehrere Arbeiten zeigen, dass der arterielle

Blutdruck nicht nur unter einer Niedrigkalium/Hochsalz-Diat (Western Diet) ansteigt,

sondern auch unter einer Hochkalium/Hochsalz-Diat (Bottcher 2016; Vitzthum et al.

2014; Boyd-Shiwarski et al. 2020). Jedoch konnten die zugrundeliegenden Ursachen

bis jetzt nicht aufgeklart werden. Es bedarf somit weiterer Versuche, um die

dahinterliegenden Mechanismen zu verstehen. Erste Ergebnisse deuten auf

Veranderungen in der Sympathikus-Aktivitat und/oder im Blutplasmavolumen hin,

worauf in dieser Arbeit mittels Echokardiographie weiter eingegangen werden soll.

AulRerdem soll mit Hilfe eines gefal3spezifischen TMEM16A-Knockout-Mausmodels in

der TPR-Regulation nach weiteren Ursachen gesucht werden. Es wurde bereits
17



gezeigt, dass TMEM16A Knockout-Tiere aufgrund einer eingeschrankten TPR-
Modulation einen erniedrigten Blutdruck aufweisen, der sich unter Hochsalz-Diat aber
nicht unter Angiotensin Il Behandlung wieder normalisiert (Heinze et al. 2014). Aus
diesem Grund soll der Einfluss einer Hochkalium/Hochsalz-Diat auf den Blutdruck
dieser Tiere untersucht werden, um dadurch die Rolle der Chlorid-Kanéle der glatten
Muskelzellen der GefalRe zu beleuchten und maoglicherweise in der TPR-Regulation
eine Ursache flr den Blutdruckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-Diat zu erkennen.
Des Weiteren wird die Auswirkung des ENaC-Blockers Amilorid auf den Blutdruck
unter einer kombinierten Hochkalium/Hochsalz-Didt noch einmal getestet. Das
Medikament wird im Gegensatz zum Versuch von Vitzthum et al. erst 10 Tage nach
begonnener Hochkalium/Hochsalz-Diat verabreicht. Der Effekt einer akuten Hemmung

des ENaC unter beschriebener Diét soll damit untersucht werden.

Da die Wirkung des Anions des Kaliumsalzes bisher in nur wenigen Arbeiten
untersucht wurde, soll der Effekt der verschiedenen Kaliumsalze hier mit betrachtet
werden. Wie bereits beschrieben, spielt die extra- und intrazellulare Cl-Konzentration
eine wichtige Rolle in der Regulation des TPR. Aber auch der pH-Wert des Blutes, der
durch die Wahl des Anions beeinflusst wird, hat Auswirkungen auf den Gefafdtonus.
Die Vorarbeiten von P. Béttcher oder C. Marx konnten zeigen, dass KCI und KCitrat
z.B. zur unterschiedlichen Genexpression von verschiedenen renalen Na*-
Transportern fihren. Somit ist eine unterschiedliche renale Natriumretention bei KCI-
oder KCitrat-Diat denkbar. In dieser Arbeit nun sollen die Auswirkungen von KCI und
KCitrat in direktem Vergleich auf Blutdruck-, HF-, Herzvolumina-, TPR- und

Blutgasveranderungen untersucht werden.

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verbrauchsmaterialien
Leukosilk Klebestreifen (BSN medical GmbH)

Eppendorf tubes
Li-Heparin R6hrchen LH/1.3 Micro tubes (Sarstedt AG&Co0.KQ)

Einmal-Injektions-Kanule Sterican® (30G '2* 0,3 x13 mm) (B.Braun Melsungen AG)
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Einmal-Injektions-Kantle Sterican® (27G 3/4“ 0,4 x 20 mm) (B.Braun Melsungen AG)
Spritze Omnifix®-F (B.Braun Melsungen AG)

Spritze Injekt® 10 ml / Luer Solo (B.Braun Melsungen AG)
Merseline™ Faden (45cm / 17mm 1/2c) (Ethicon)
Pflasterstreifen Durapore™

Ultraschall-Kontakt-Gel Caelo (Ceasar & Loretz GmbH)
Wattestabchen 15cm (Meditrade)

Bepanthen Augen- und Nasensalbe (Bayer)
Elektrodengel sigma (PARKER LABORATORIES, INC.)
Kosmetiktticher (tapira PLUS)

Multikompressen 5 x 5cm (Fink & Walter GmbH)

Pipettenspitzen gelb 1 - 200ul

2.1.2. Chemikalien

VEET-sensitive Enthaarungscreme (Reckitt Benckiser)

VEET-Haarentfernungs-creme (Silk&Fresh Technology)

2.1.3. Medikamente

Isotone Natriumchloridldsung 0,9% (B.Braun Melsungen AG)
Glucose 5% (B.Braun Melsungen AG)

Natriumcyclamat (siissli®) StRstofftabletten (Nutrisun GmbH&Co0.KG)
Novaminsulfon-ratiopharm® (ratiopharm GmbH)

Carprofen (Rimadyl®) Injektionslésung (Pfizer GmbH)

Enrofloxacin (Baytril®) Injektionslosung (Bayer Vital GmbH)

Isofluran (Forene®) (AbbVie Deutschland GmbH&Co. KG)

19



Xylazin (Rompun® 2%) Injektionslosung (Bayer Vital GmbH)

Ketamin (Albrecht GmbH)

2.1.4. Geréate und Gegenstande
Typ Il Mauskafig (Makrolon)

Ultraschallgerat VEVO 2100 (Visiualsonics)

Halteapparatur fir den Schallkopf und die Warmeplatte (Visiualsonics)
Isofluran-Narkosegeréat (Visiualsonics)

Warmeplatte prone/supine (Visiualsonics)

Rasierer Exacta Typ HS61 GT415 (AESCULAP®)

Tierwaage EK-4000H (AND)

Isofluran Vet.-Med. Vapor (Dragerwerk Liibeck AG)

Warmeplatte Exatherm U3 electronic (julabo)

Elektrischer Rasierapparat Model 2000AD (Thrive®)
Schwanenhalsleuchte KL 1500 LCD (Leica)

Centrifuge 5417R (eppendorf AG)

Messwaage Toledo Excellence Plus XP1202s (Mettler)
Prazisionswaage (Kern KB)

Telemetriesender Chronic Use TA11PA-C10 Implant (Firma DSI™)
Telemetrie-Empféangerplatten PhysioTel™ Receiver (Firma DSI™)
BGA-Gerat Radiometer ABL90 FLEX SERIE (Radiometer Medical ApS)

Einkanal Pipette P20 - 200L (Gilson Pipetman®)

2.1.5. Futter
Basisfutter LASQCdiet Rod16, Rad (Altromin international)
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Spezialfutter 3% Na, 0,93% Kalium als K-Chlorid (KCI) (ssniff Spezialdiaten GmbH)
Spezialfutter 3% Na, 0,93% Kalium als K-Citrat (ssniff Spezialdiaten GmbH)
Spezialfutter 3% Na, 5% Kalium als K-Chlorid (KCI) (ssniff Spezialdidten GmbH)

Spezialfutter 3% Na, 5% Kalium als K-Citrat (ssniff Spezialdiaten GmbH)

2.1.6. Tiere

Mannliche Mause C57bl6j zwischen 19 bis 23 Gramm (Charles River Laboratories
International, Inc.)

MannlicheTMEM16A (B6;129Sv-Ano1Myh11-cre/ERT2tm1.1hgiSoff/yke
und B6;129SvAno1t™mhgi/Uke) Knockout Mause zwischen 25 und 35 Gramm

2.1.7. Software

GraphPad Prism® (Version 6.07)

Microsoft® Word 2013 (Version 15.0.4420.1017) (Microsoft® Corporation)
Microsoft® Excel 2013 (Version 15.0.4420.1017) (Microsoft® Corporation)
Microsoft® PowerPoint 2013 (Version 15.0.4420.1017) (Microsoft® Corporation)
Programm Intelligent Plaster Version 1.0RC3

Dataquest A.R.T. ™ Gold Acquisition (V 4.31, Data Sciences International)
Dataquest A.R.T. ™ Gold Analysis (V 4.31, Data Sciences International)

Visual Sonics, Vevo Lab (Version 3.2.0 (Build 14554)) (FUJIFILM)

2.2. Methoden

2.2.1. Haltungsbedingungen und Versuchstiere

Spatestens zwei Wochen vor Versuchsbeginn wurden die Mause aus der
Forschungstierhaltung des UKEs in das Institut fur Zellulare und Integrative
Physiologie (IZIP) geholt. Dort wurden sie in klimatisierten Versuchstierrdumen, bei
einer Raumtemperatur zwischen 20°C und 24°C und einer Luftfeuchtigkeit zwischen
45% und 65%, untergebracht. Uber die automatische Zeitschaltuhr, die mit der
Beleuchtung des Raumes verbunden ist, wurde ein 12 Stunden Tag- und 12 Stunden

Nacht Rhythmus simuliert. Solange es im Rahmen des Versuchs moglich war, wurden
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bis zu 5 Mause in einem Typ-2-long Kafig zusammengehalten, in dem sie mit
Holzgranulat-Einstreu, einem Hauschen, Zellstoff fir Nistmaterial und Holzspateln flr
die Zahnpflege ausgestattet waren. Sie erhielten unbegrenzt Futter und Wasser, das
taglich auf ausreichendes Vorhandensein geprift wurde. Aufl3erdem wurde der
Allgemeinzustand jeder Maus mindestens einmal taglich durch eine Blickdiagnose
Uberpruft und das Gewicht einmal pro Woche kontrolliert, bei Bedarf auch o6fter. Der

Kafig wurde mindestens einmal die Woche gewechselt.

Aus Grunden des Versuchsaufbaus wurden die M&use vor Beginn einiger Versuche

voneinander getrennt und bis zum Ende der Versuche einzeln im Kafig gehalten.

Es wurden ausschlief3lich mannliche Tiere verwendet. Fiur die Echokardiographie- und
die Amilorid-Versuche wurden C57bl6j Mause von Charles River und fir alle weiteren
Versuche TMEM16A (B6;129Sv-Anol1Myh11-cre/ERT2!m1 1hgiSoff/ ke und
B6;129SvAno1™hgi/Uke) Knockout Mause verwendet.

2.2.2. Basis- und Diatfutter

In den Versuchen wurden die Mause neben der Basisdiat bis zu vier verschiedenen
Diaten in Form von Pellets ausgesetzt. Zur Basismessung bekamen die Tiere das
normale Futter (Basisfutter LASQCdiet Rod16, Rad), das 0,93% K* und 0,24% Na*
enthielt. Die erste Diat bestand aus Pellets mit 0,93% KCitrat und 3% NaCl, die
zweite aus Pellets mit 5% KCitrat und 3% NaCl, die dritte aus Pellets mit 0,93% KCI
und 3% NaCl und die vierte aus Pellets mit 5% KCI und 3% NaCl. Die Mause wurden
den Diaten per Zufall zugeteilt.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Diaten und die

Zusammensetzung des Futters.

Basisfutter Normalkalium/Hochsalz-Gruppe Hochkalium/Hochsalz-Gruppe
Normaldiat Normalkalium/Hochsalz-Diat | Hochkalium/Hochsalz-Diat
Basisfutter Normal (0,93%) | Normal (0,93%) | Hoch (5%) Hoch (5%)
KCitrat-Gruppe KCI-Gruppe KCitrat-Gruppe KCI-Gruppe
0,93% K* 0,93% KCitrat 0,93% KClI 5% KCitrat 5% KClI
(Kalium), (Kaliumcitrat), (Kaliumchlorid), | (Kaliumcitrat), (Kaliumchlorid),
0,24% Na* 3% NaCl 3%NaCl 3%NacCl 3%NacCl
(Natrium) (Natriumchlorid) | (Natriumchlorid) | (Natriumchlorid) (Natriumchlorid)

Tabelle 1: Die verwendeten Diaten
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2.2.3. Tamoxifen-Diat

Um den Knockout des TMEM16A (Transmembrane member 16A) in den glatten
Muskelzellen der Mause zu aktivieren, bekamen die Mause ab einem Alter von 6
Wochen fir 4 Wochen Tamoxifen-Futter in Form von Pellets. Dann erhielten sie fur
mindestens 2 weitere Wochen das Basisfutter, bevor die OP zur Implantation der
Telemetriesender durchgefihrt wurde oder die Gabe von Diatfutter startete.
Fur den Knock out der TMEM16A Mause wurde der DNA-Abschnitt, der fir den
TMEM16A-lonenkanal kodiert, mit zwei LoxP-Sequenzen markiert, um dann von der
Cre-Rekombinase ,heraus geschnitten* zu werden (Heinze et al. 2014). Die
Rekombinase wurde durch die vierwdchige Gabe von Tamoxifen aktiviert. Als
Kontrolltiere dienten Cre positive Tiere, die kein Tamoxifen erhielten.

2.2.4. Implantation des telemetrischen Blutdrucksenders

Alle operativen Eingriffe wurden von Dr. Anika Seniuk, UKE durchgefuhrt. Fir die
Telemetrie-OP bekamen die Méause als Vorbereitung eine Schmerzprophylaxe mit
Metamizol. Dieses wurde Uber mindestens 5 Tage in einer Konzentration von 40
Tropfen in 500ml Wasser, das mit 5 SuRstofftabletten gesuf3t wurde, tUber das
Trinkwasser appliziert. Am 3. Tag wurden die Mause unter Narkose operiert. Die
Anasthesie erfolgte durch intraperitoneale Gabe von 120 mg Ketamin pro kg
Kdrpergewicht und 16 mg Xylacin pro kg Kdrpergewicht. Aul3erdem bekamen die Tiere
mit 5 mg/kg Enrofloxacin subkutan eine Antibiotikaprophylaxe. Vor Beginn und
wahrend des Eingriffs wurde die Tiefe der Sedierung Uber das regelméfiige Kneifen
zwischen die Zehen und ein darauffolgendes Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes
und des Schmerzreizes Uberpriuft. Die selbststandige Atmung blieb wéahrend der
gesamten Narkose erhalten. Nach dem Uberpriifen der ausreichenden Sedierung
wurde die Maus auf eine Warmeplatte umgelagert, da die perioperative Unterkihlung
eine mogliche Nebenwirkung ist. Nun wurde die Maus im Brust- und Halsbereich
rasiert und desinfiziert und anschlie3end mit einer OP-Schere von submandibulér bis
zum oberen Sternum aufgeschnitten und der Weg zur linken Arteria carotis
freiprapariert. Die Arterie wurde von der Gefal3-Nerven-Stral3e getrennt, abgebunden
und dann der Katheter des Telemetriesenders eingefihrt. Die Lage des Katheters
wurde durch Analyse der Blutdruckkurve Uberprift und bei erfolgreicher Implantation
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Uber Haltefaden fixiert. Fir den Sender wurde im Flankenbereich subkutan eine
Tasche freiprapariert und die OP mit einer Hautnaht abgeschlossen. Die Naht wurde
noch einmal desinfiziert und der Maus subkutan 1 ml Glucose/NaCl und 0,02mg / 10g

Korpergewicht Carprofen appliziert. Der Eingriff dauerte etwa eine Stunde.

2.2.5. OP — Nachsorge

Nach der OP kamen die Tiere zurlick in ihren Kafig. Da nach der OP aufgrund von
fehlgesteuerter Warmeregulation die Mdglichkeit einer Unterkiihlung besteht, wurden
die Kafige zur Halfte auf eine Warmeplatte gestellt. Da die Nahrungsaufnahme
aufgrund des Eingriffs beeintrachtigt war, bekamen die Tiere fur mindestens 72
Stunden neben dem Futter und Wasser in der Raufe zusétzlich in Wasser
eingeweichte Pellets, in Wasser eingeweichte und mit Metamizol und SufRstoff
angereicherte Pellets und Hipp-Babynahrung. Auch standen ihnen zwei Schalchen mit
Wasser zur Verfigung, eine davon zusatzlich mit Suf3stoff und Metamizol. Die Tiere
wurden die ersten Tage jeden bzw. alle zwei Tage gewogen und auf weitere
Auffalligkeiten in Bewegung, Erscheinungsbild und Haltung dberpruft. Bei
Auffalligkeiten bekamen sie Carprofen, Enroflaxacin oder Glucose/NaCl subkutan

appliziert.

2.2.6. Blutdruckmessung mit dem Telemetriesender

Der implantierte Sender erfasste wahrend der Versuche Blutdruck, Herzfrequenz,
Aktivitat und Temperatur. In der vorliegenden Arbeit wurden der mittlere arterielle
Druck (MAP), der systolische arterielle Druck (SAP), der diastolische arterielle Druck
(DAP) und die Herzfrequenz (HF) ausgewertet. Jedes Tier erhielt mehrere Diaten, die
von einer dazwischen liegenden 3-wdchigen wash-out-Phase unterbrochen wurden,
in der das Basisfutter angeboten wurde. Wahrend der Messung schickte der Sender
alle 5 Minuten die aktuellen Daten zur Senderplatte, die die Daten Uber Lan-Kabel
weiter an den Computer sendete. Mit Hilfe des Softwareprogramms Dataquest ART

Data Acquisition wurden die Werte gespeichert und ausgewertet.

Die Amilorid-Telemetrie-Messungen dauerten bis zu 17 Tage. Etwa 2,5 Tage,
spatestens ab 19 Uhr des ersten Messtages bis mindestens 7 Uhr morgens des dritten

Messtages, erhielten die Mause die Basisdiat fur die Basismessung. Anschlie3end
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folgte eine 10 + 4 Tage lange kombinierte Hochkalium/Hochsalz-Diat (5% K* und 3%

NaCl), in der die Mause die letzten 4 Tage 5mg/kgKg/Tag Amilorid Uber ihr

Trinkwasser erhielten.

Amilorid tbers Trinkwasser
4 Tage vor Didtende

|

14 Tage

min. 3 —4 Wochen Basisfutter Diat (Hochkalium/Hochsalz)

N

1r

Start der telemetrische Blutdruckmessung
3 Tage vor Diatstart

1

> Zeit

Ende der telemetrischen Blutdruckmessung

Schema 1: Schematische Darstellung des Diatschemas mit Blutdruckmessung im Versuch zur Ermittlung moglicher

Auswirkungen von Amilorid auf den Blutdruck

Die TMEM 16A-Telemetrie-Messungen dauerten bis zu 13 Tage, an denen die Mause

drei verschiedenen Didten ausgesetzt waren. Die ersten 3 Tage bekamen die Mause

fur die Basismessung die oben beschriebene Basisdiat. An Tag 3 bis 7 bekamen sie

die Normalkalium/Hochsalz-Diat mit 0,93% KCitrat bzw. KCI und anschlieRend von

Tag 7 bis 13 die kombinierte Hochkalium/Hochsalz-Diat mit dem jeweiligen Anion.

4 Tage Diat
min. 3 —4 Wochen Basisfutter (Normalkalium/Hochsalz)

6 Tage Diat
(Hochkalium/Hochsalz)

1r

Start der telemetrische Blutdruckmessung
3 Tage vor Diatstart

> Zeit

=

Ende der telemetrischen Blutdruckmessung

Schema 2: Schematische Darstellung des Didtschemas mit Blutdruckmessung der TMEM16A Knockout - Tiere

2.2.7. Durchfuhrung der Echokardiografie

Fur die Echokardiografie wurden 18 Méause in drei 6er- Gruppen eingeteilt und auf drei

verschiedene Diaten verteilt. In der ersten Gruppe erhielten drei Mause Pellets mit
0,93% KCI und 3% NaCl und die drei anderen Mause 0,93% KCitrat und 3% NaCl. In
der zweiten Gruppe erhielten die Mause 5% KCI und 3% NaCl und in der dritten 5%
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KCitrat und 3% NacCl. Die Diaten wurden jeweils 10 Tage lange appliziert. Die Mause
wurden 3 bis 5 Tage vor der Didt und jeweils am letzten Tag der Diat sonografiert. Ziel
der Messungen war, die Unterschiede in Schlagvolumen (SV), Ejektionsfraktion (EF),
Enddiastolisches- und Endsystolisches Volumen (EDV und ESV) zu ermitteln, die
durch die verschiedenen Diaten womadglich verursacht wurden. Hierfir wurden die
Mause mit dem Ultraschallgeréat der Firma Visual Sonics mit der VEVO 2100 Software
untersucht. Dieses Gerat eignet sich besonders gut fir den Herz-Ultraschall an
Méausen. Die Untersuchungen wurden hauptverantwortlich von dem technisch
versierten und erfahrenen Ingenieur Peter Bassaley durchgefuihrt, der sich auf diesem
Gebiet regelméaRig fortbildet. Fir die Messungen wurden die Mause in Isofluran —
Narkose gelegt und auf dem Rucken liegend mit vier Klebestreifen an den Extremitéaten
befestigt. Die Narkose wurde mit 4% Isofluran eingeleitet und mit 1 - 1,5% Isofluran
aufrechterhalten. Die Brustbehaarung wurde fir eine ungestoérte Sicht auf das Herz
abrasiert und mit Enthaarungscreme entfernt. Das Herz wurde nun in links
parasternaler Position in Langs- und Kurzachse dargestellt. Fur die spatere
Auswertung wurden Screenshots gemacht und gespeichert. Wahrend des etwa 20-
minutigen Eingriffs, wurde die Narkosetiefe Uber die Atemfrequenz und vor allem Uber
die Herzfrequenz, die zwischen 400 - 500 Schlagen pro Minute betragen sollte,
kontrolliert. Nach dem Eingriff und des behutsamen Zurticklegens der Maus in ihren
Kafig erwachte diese schnell, ohne bleibenden kdrperlichen Schaden davon getragen

zu haben.

2.2.8. Blut-Gas-Analyse (BGA)

Fur die BGA-Blutentnahme erhielten die Mause eine entweder 4 oder 10 tagige Diat.
Bekam die Maus nur 4 Tage lang Diét, erhielt sie die normal (0,93%) KCI bzw. KCitrat
Diat kombiniert mit 3%NacCl. Die 10 tagige Diat verlief nach dem gleichen Schema wie
die Diat wahrend der Telemetrie-Messungen (Abb.1): erst 3 Tage die Basisdiat, dann
4 Tage die normal (0,93%) KCI bzw. KCitrat-Diat kombiniert mit Hochsalz (3%NacCl)
und dann 6 Tage die kombinierte Hochkalium/Hochsalz-Diat (5% K*/3%NacCl). Die
Blutentnahme erfolgte retrobulbar unter tiefer Isofluran-Narkose. Danach wurden die
Méause durch zervikale Dislokation getttet und der Urin mittels Blasenpunktion
gewonnen. Auch wurden die Organe (Herz und Niere), sowie die Aorta fur spatere

Analysen entnommen. Die Blutproben wurden zentrifugiert, um das Blutplasma zu
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gewinnen, welches dann bei -20°C eingefroren wurde. Auch der der Urin wurde bei -
20°C eingefroren. Die Organe wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und im

Gefrierschrank bei -80°C gelagert.

2.2.9. Auswertung
Fur die Auswertung der Daten wurden Excel 2013 und GraphPad-Prism 6.07
verwendet. Die Daten wurden in Excel in Tabellen geordnet, um sie anschliel3end in

GraphPad-Prism einzufligen und zu analysieren.

Wenn uber 2 Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde je nachdem eine 1 oder
2way ANOVA angewendet und der Bonferroni multiple comparisons test als Post-hoc
test verwendet. Wenn nur 2 Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde je nach
zugrundeliegender Versuchsdurchfiihrung ein gepaarter oder ungepaarter t-Test
durchgefuhrt.

Alle Auswertungen wurden bei einem p-Wert von unter 0,05 als signifikant eingestuft.

2.2.9.1. Auswertung der Amilorid-Telemetrie Daten

Die Messungen wurden in drei Phasen unterteilt: die Basismessung, die Messung
wahrend der kombinierten Hochkalium/Hochsalz-Diat und die Messung wahrend der
Amiloridgabe. FlUr die Auswertung wurden in jeder Phase die letzten 3 Tage und
Nachte herangezogen. Hierzu wurden die Stundenwerte fir die Parameter MAP, HF,
SAP und DAP tagsuber zwischen 11 Uhr und 15 Uhr und nachts zwischen 23 und 3
Uhr gemittelt und anschliel3end in GraphPad-Prism Ubertragen. Des Weiteren wurden
jeweils die letzten 60 Stunden der drei Diat Phasen in GraphPad-Prism Ubertragen und
der circadiane Verlauf des Blutdrucks (MAP, DAP, SAP) und der Herzfrequenz (HF)
bei unterschiedlichen Diaten auf diese Weise miteinander verglichen. Als letztes
wurden ein weiteres Mal jeweils die letzten 60 Stunden einer Phase fir die Parameter
MAP und HF in GraphPad-Prism tbertragen und in direkter Korrelation zueinander
dargestellt, um einen Zusammenhang zwischen Blutdruckerhohung und Herzfrequenz
darstellen zu kdnnen. Aul3erdem wurde der Gesamtverlauf des MAP Uber 17 Nachte

dargestellt.
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2.2.9.2. Auswertung der TMEM16A Telemetrie Daten

Fur die Auswertung der TMEM16A Telemetrie Daten wurde dem Beispiel der Amilorid

Daten Auswertung gefolgt. Die einzigen Unterschiede lagen in der Dauer der Diat, die
statt 14 Tagen nur 10 Tage andauerte und in den Diaten selbst. Nach der
Basismessung erhielten die Mause vier Tage lang eine der beiden
Normalkalium/Hochsalz-Diaten und anschlieBend fur 6 Tage eine der beiden
Hochkalium/Hochsalz-Diaten. Es wurden die Verlaufe der unterschiedlichen Gruppen
fur HF, MAP, SAP und DAP erstellt und miteinander verglichen.

2.2.9.3. Auswertung der Herz-Ultraschall Daten

Die Ultraschallbilder wurden mit Vevo LAB Software von Visual Sonics ausgewertet
und anschlieRend mit Excel und GraphPad Prism dargestellt und auf statistische

Signifikanzen getestet.

2.2.9.4. Auswertung der BGA-Daten
Die Auswertung der BGA-Daten erfolgte mit Hilfe von Excel und GraphPad Prism. Die

Werte der BGAs wurden in Excel Ubertragen und dort in die jeweilige Diatgruppe
eingeordnet. Im Anschluss wurden die Werte in GraphPad Prism Ubertragen und die
Resultate der unterschiedlichen Diaten fur pH, Kohlenstoffdioxid Partialdruck (pCO2)
in mmHg, Sauerstoffpartialdruck (pO2) in mmHg, Kalium (K*) in mmol/l, Natrium (Na*)
in mmol/l, Kalzium (Ca?*) in mmol/l, Chlorid (CI) in mmol/l, Lactat (Lac) in mmol/l,
Standardbikarbonat (SBC) in mmol/l, Hamatokrit (Hct) in Prozent und Standard Base
Excess (SBE) in mmol/l miteinander verglichen.

3. Ergebnisse

3.1. Auswirkungen von Amilorid auf den Blutdruck
Um die Wirksamkeit von Amilorid zu untersuchen, wurden der Blutdruck und die
Herzfrequenz bei den Tieren in drei verschiedenen Versuchsphasen untersucht. In der
ersten Phase bekamen die Mause eine Basisdiat (siehe Tabelle 1 unter 2.2.2.), dann
fur zehn Tage eine kombinierte Hochkalium/Hochsalz-Diat (zweite Versuchsphase)

und im Anschluss fir weitere vier Tage zusatzlich zur kombinierten
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Hochkalium/Hochsalz-Diat den ENaC-Blocker Amilorid Uber das Trinkwasser (dritte
Versuchsphase). Vitzthum et al. (2014) zeigten, dass eine kombinierte
Hochkalium/Hochsalz-Diat (5% KCitrat/ 3% NaCl) einen Blutdruckanstieg in Mausen
verursacht, wahrend bei einer Hochsalz-Diat mit physiologischer Kaliummenge (0,93%
K*/ 3% NaCl) der Blutdruck nicht signifikant ansteigt. Da eine hohe Kaliumaufnahme
die Aldosteron-Freisetzung stimuliert, die den vermehrten Einbau von ENaC (Gritter
et al. 2019) zur Folge hat, lag die Vermutung nahe, dass der Blutdruckanstieg durch

eine vermehrte ENaC Aktivitat verursacht wurde.

In diesem Versuch wurde deshalb getestet, ob eine Amiloridgabe den durch die
kombinierte  Hochkalium/Hochsalz-Diat  induzierten  Blutdruckanstieg  wieder
normalisieren kann. Zuséatzlich sollte der Effekt des Anions des Kaliumsalzes
untersucht werden. Aus diesem Grund wurden zwei Versuchsreihen durchgefihrt,

eine mit Kaliumcitrat und eine mit Kaliumchlorid.

3.1.1. Kaliumcitrat-Gruppe

Im Verlauf des durchschnittlichen nachtlichen MAP (Abb.1 A) sieht man, dass die
kombinierte Hochkalium/Hochsalz-Diat den Blutdruck innerhalb eines Tages um
16mmHg von 107mmHg auf 123mmHg ansteigen lasst. Ein Blutdruckabfall durch
Amilorid lasst sich in der Verlaufsdarstellung nicht erkennen.

Im direkten MAP-Vergleich wahrend der drei Diatphasen (Abb.1 B) lassen sich
signifikante  Unterschiede zwischen Basis und Hochkalium/Hochsalz-Diat
herausstellen, die jeweils in der Nacht auftraten. Zwischen Hochkalium/Hochsalz-Diat
und Hochkalium/Hochsalz-Diat mit Amilorid gibt es keine signifikanten Unterschiede.
AulRerdem gut zu beobachten ist die zirkadiane Rhythmik im Blutdruck, der wahrend

der Aktivitdtsphase der Tiere in der Nacht gegenliber dem Tag erhéht ist.
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Abbildung 1: Der MAP im Verlauf des Versuches und im direkten Vergleich der drei Versuchsphasen

A: Der durchschnittliche MAP bei Nacht wdhrend der gesamten Versuchszeit von 17 Ndchten. Die drei Versuchsphasen
waren Basisdidt (grau, 0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Hochkalium/Hochsalz Diét (griin, 3% NaCl und 5% KCitrat) und
Hochkalium/Hochsalz Didt + Amilorid (rot, 3% NaCl, 5% KCitrat und 5mg/kgKG/Tag Amilorid). n = 4, mean + SEM.

B: Der circadiane Verlauf des MAP in den letzten 60 Stunden der jeweiligen Versuchsphase. n =4, mean + SEM, * =
Signifikanz zwischen Basisdidt und Hochkalium/Hochsalz Didt, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, statistische
Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test.

Abbildung 2 zeigt die gemittelten Werte des in der Nacht gemessenen MAP, SAP und

DAP wahrend der drei Versuchsphasen.

Der gemittelte MAP ist in der Nacht zwischen der Basisdiat und der
Hochkalium/Hochsalz-Diat mit einem durchschnittlichen Blutdruckanstieg von
15,1mmHg von 108,3 auf 123,4mmHg signifikant erhéht. Aber auch zwischen
Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid ist der MAP mit einem Anstieg von
17,9mmHg auf 126,2mmHg signifikant erhdht. Die Amiloridgabe hat keinen sichtbaren
Einfluss auf den MAP. Der MAP der Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid ist nicht
signifikant verandert gegentber der Hochkalium/Hochsalz-Diat (Abb. 2 A). Da
verstarkte Anderungen im SAP ein Hinweis auf eine Veranderung des
Schlagvolumens des Herzens sein kdnnen, wurde auch der SAP analysiert. Ein
signifikanter Anstieg des SAP um 14,6mmHg von 119,2 auf 133,8mmHg zwischen
Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat war messbar. Es zeigte sich auch ein
signifikanter Anstieg des SAP um 17,9mmHg von 119,2 auf 137,1mmHg zwischen
Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid. Zwischen Hochkalium/Hochsalz-
Diat und Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.

Im DAP stieg der Wert von 96,8mmHg unter Basisdiat um 15,8mmHg auf 112,5mmHg
unter Hochkalium/Hochsalz-Diat ebenfalls signifikant an. Auch zwischen Basisdiat und

Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid stieg der Druck um 17,3mmHg auf 114,1mmHg.
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Amilorid fuhrte wiederholt zu keiner Drucksenkung im DAP. Eine verstarkte Anderung

im DAP koénnte auf eine Veranderung im TPR hindeuten.
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Abbildung 2: Die Mittelwerte von MAP, SAP und DAP in den letzten 3 Nachten der jeweiligen Versuchsphase
A-C: Vergleich des MAP, SAP und DAP unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Hochkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl
und 5% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz Diéit + Amilorid (3% NaCl, 5% KCitrat und 5mg/kgKG/Tag Amilorid)
n =4, mean * SEM, * = Signifikanz, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, statistische Testung mit einer one-way ANOVA und der
Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test.
Tagsuber waren keine signifikanten Unterschiede im MAP und SAP zwischen den drei
Versuchsphasen zu beobachten (Abb.3). Nur im DAP stieg der Druck zwischen der
Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid von 86,7mmHg auf 90,5mmHg

signifikant um 3,8mmHg an.
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Abbildung 3: Die Mittelwerte von MAP, SAP und DAP in den letzten 3 Tagen der jeweiligen Versuchsphase
A-C: Vergleich von MAP, SAP und DAP unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Hochkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl
und 5% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz Dicit + Amilorid (3% NaCl, 5% KCitrat und 5mg/kgKG/Tag Amilorid)

n =4, mean * SEM, * = Signifikanz, **p<0,01, statistische Testung mit einer one-way ANOVA und der Bonferroni multiple

comparisons test als Post hoc test.

Bei der Analyse der HF zeigte sich ein signifikanter Anstieg von Basis zu
Hochkalium/Hochsalz-Diat und Basis zu Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid. Die HF
stieg von durchschnittlich 496,2bpm (Schlage pro Minute) auf 571,5bpm bzw.

611,9bpm an (Abb.4 A).
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Um zu untersuchen, ob die gesteigerte HF die alleinige Ursache fur den
Blutdruckanstieg war, wurden die Blutdruckwerte der letzten 60 Stunden jeder
Diatphase extrahiert und gegeneinander verglichen (Abb.4 B). Diesmal wurden zuvor
die MAP-Werte in direkte Korrelation zu den HF-Werten gebracht, indem die HF-Werte
im Bereich zwischen 500bpm und 620bpm in 20er Intervalle eingeteilt wurden
(Beispiel: 580bpm - 600bpm = 590bpm) und der mittlere MAP pro HF-Intervall ermittelt
wurde. Die Abb.4 B zeigt deutlich signifikant erhéhte Blutdruckwerte innerhalb der
gleichen HF-Intervalle bei den drei unterschiedlichen Diatphasen. Das bedeutet, dass
in den drei Diatgruppen auch beim Vorliegen einer vergleichbaren HF ein
Blutdruckanstieg vorliegt. Somit war der Anstieg der HF (Abb. 5a) nicht alleinige
Ursache fir den beobachteten Blutdruckanstieg in der Hochkalium/Hochsalz-Gruppe

und Hochkalium/Hochsalz + Amilorid-Gruppe.
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Abbildung 4: Die Mittelwerte der HF in den letzten 3 Nachten der jeweiligen Versuchsphase und die HF in
direkter Korrelation zum MAP

A,B: Vergleich der HF bzw. die HF - MAP Korrelation wéhrend Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), der
Hochkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl und 5% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz Didt + Amilorid (3% NaCl, 5% KCitrat und
5mg/kgKG/Tag Amilorid)

A: n =4, mean + SEM, * = Signifikanz, *p<0,05, statistische Testung mit einer one-way ANOVA und der Bonferroni multiple
comparisons test als Post hoc test.

B: n =4, mean + SEM, * = Signifikanz zwischen Basisdidt und Hochkalium/Hochsalz Didt, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001,
statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test

3.1.2. Kaliumchlorid-Gruppe
Auch in dieser Gruppe lasst sich im Verlauf des MAP erkennen (Abb.5 A), dass der
Blutdruck unter der Hochkalium/Hochsalz-Diat anstieg. Im Unterschied zu der

Kaliumcitrat-Gruppe passierte dies nicht innerhalb eines Tages, sondern innerhalb von
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knapp 3 Tagen. Die erste Nachtmessung zeigt einen MAP-Anstieg von 108,9mmHg
auf 114,8mmHg (5,9mmHg), die zweite einen Anstieg um 5,3mmHg auf 120,1mmHg
und die dritte einen Anstieg um 1,8mmHg auf 121,9mmHg. Jedoch konnte auch in der
Kaliumchlorid-Gruppe kein MAP-Abfall unter Amilorid beobachtet werden.
Beim direkten Vergleich der drei Diatphasen (Abb. 5B) lassen sich 4 signifikante
Unterschiede wahrend der Aktivitatsphase der Tiere (Nacht) nachweisen. Wieder
lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Hochkalium/Hochsalz und

Hochkalium/Hochsalz + Amilorid zeigen.
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Abbildung 5: Der MAP im Verlauf des Versuches und im direkten Vergleich der drei Versuchsphasen

A: Der durchschnittliche MAP bei Nacht wdhrend der gesamten Versuchszeit von 17 Néchten. Die drei Versuchsphasen
waren Basisdidt (grau, 0,24% NaCl und 0,93% KCl), Hochkalium/Hochsalz Diét (griin, 3% NaCl und 5% KCl) und
Hochkalium/Hochsalz Diét + Amilorid (rot, 3% NaCl, 5% KCl und 5mg/kgKG/Tag Amilorid). n = 4, mean * SEM. B: Der
circadiane Verlauf des MAP in den letzten 60 Stunden der jeweiligen Versuchsphase. n = 4, mean + SEM, * = Signifikanz
zwischen Basisdidt und Hochkalium/Hochsalz Diéit, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001, statistische Testung mit einer two-
way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test.

Ebenso waren die mittlere MAP, SAP und DAP wahrend der Aktivitatsphase (nachts)
zwischen Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat signifikant erhéht (Abb. 6). Der
MAP stieg signifikant um 9,3mmHg von 109,6mmHg auf 118,9mmHg. Unter Amilorid
stieg der Blutdruck nicht weiter signifikant an. Der signifikante Anstieg des SAP
zwischen Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat betrug 9,9mmHg. Zwischen
Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid stieg der Druck von 120mmHg auf
132mmHg um 12mmHg. Zwischen Hochkalium/Hochsalz-Diat und
Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid gab es keinen signifikanten Unterschied. Der
DAP zwischen Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat war von 98,7mmHg auf
107,4mmHg um 8,7mmHg signifikant angestiegen. Unter Amilorid gab es keinen
signifikanten Blutdruckunterschied zZu verzeichnen. Auch zwischen
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Hochkalium/Hochsalz-Diat und Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid gab es keinen

signifikanten Unterschied zu beobachten.
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Abbildung 6: Die Mittelwerte von MAP, SAP und DAP in den letzten 3 Nachten der jeweiligen Versuchsphase
A-C: Vergleich des MAP, SAP und DAP unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCl), Hochkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl und

5% KCl) und Hochkalium/Hochsalz Didt + Amilorid (3% NaCl, 5% KCitrat und 5mg/kgKG/Tag Amilorid)
n =4, mean * SEM, * = Signifikanz, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, statistische Testung mit einer one-way ANOVA und der

Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test.

Im Gegensatz zu der Kaliumcitrat-Gruppe war in der Kaliumchlorid-Gruppe der MAP
am Tag in der Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid gegeniiber Basisdiat signifikant
erniedrigt. Der Druck sank im Durchschnitt um 4,7mmHg von 99mmHg auf 94,3mmHg,
was fur einen geringfigig drucksenkenden Effekt des Amilorids sprechen koénnte.
Zwischen Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-Diat gab es keinen signifikanten
Unterschied, sowie auch nicht zwischen der Hochkalium/Hochsalz-Diat und der
Hochkalium/Hochsalz-Diat + Amilorid. In SAP und DAP waren keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Diaten und der Diat mit Amilorid zu beobachten.
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Abbildung 7: Die Mittelwerte von MAP, SAP und DAP in den letzten 3 Tagen der jeweiligen Versuchsphase

A-C: Vergleich von MAP, SAP und DAP unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCl), Hochkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl und
5% KCl) und Hochkalium/Hochsalz Didt + Amilorid (3% NaCl, 5% KCl und 5mg/kgKG/Tag Amilorid)

n =4, mean * SEM, * = Signifikanz, *p<0,05, statistische Testung mit einer one-way ANOVA und der Bonferroni multiple

comparisons test als Post hoc test.
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Im Gegensatz zur Kaliumcitrat-Gruppe war in der Kaliumchlorid-Gruppe kein
signifikanter Anstieg der HF zu sehen (Abb.8 A). Dennoch wurde auch hier die HF mit
dem MAP in Korrelation gesetzt (Abb.8 B). Auch in der Kaliumchlorid Gruppe zeigte
sich bei vergleichbarer HF (gleiches HF-Intervall) ein signifikanter MAP Anstieg. Somit

war wiederum ein Anstieg der HF als alleinige Ursache fir den Blutdruckanstieg nicht

anzunehmen.
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Abbildung 83: Die Mittelwerte der HF in den letzten 3 Nachten der jeweiligen Versuchsphase und die HF in
direkter Korrelation zum MAP

A,B: Vergleich der HF bzw. die HF - MAP Korrelation wéhrend Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCl), der
Hochkalium/Hochsalz Dicét (3% NaCl und 5% KCl) und Hochkalium/Hochsalz Didt + Amilorid (3% NaCl, 5% KCl und
5mg/kgKG/Tag Amilorid)

A: n =4, mean + SEM, * = Signifikanz, *p<0,05, statistische Testung mit einer one-way ANOVA und der Bonferroni multiple
comparisons test als Post hoc test.

B: n =4, mean + SEM, * = Signifikanz zwischen Basisdidt und Hochkalium/Hochsalz Diét, **p<0,01, ***p<0,001,
statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test

3.2. Echokardiografie
Da bereits in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Untersuchungen zur Gen- und
Proteinexpression (Bottcher 2016) als auch zur renalen NaCl-Ausscheidung (Marx
2019) keinen direkten Hinweis auf einen renal bedingten Blutdruckanstieg zeigten,
wurde ein Echokardiografie Versuch durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht werden, ob
eine der beiden Hochkalium/Hochsalz-Diaten einen Einfluss auf das Enddiastolischen
Volumen (EDV), das Endsystolischen Volumen (ESV), das Schlagvolumen (SV) oder
die Ejektionsfraktion (EF) hat. Ein Anstieg des EDV kann als indirektes Mal3 fur das

Blutvolumen herangezogen werden. So geht die Erh6hung des Blutvolumens in den
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meisten Fallen mit einem Anstieg des EDV einher. Die Erhdhung der EF (bei gleicher
EDV) kann als Mal} fur die Inotropie des Herzens und somit als ein Indiz fur einen
veranderten Sympathikotonus herangezogen werden. Die folgenden Darstellungen
wurden fur den M-Mode, long axis erstellt. Von jedem Tier wurde vor dem Start und
am Ende der Diat jeweils eine Herzechokardiografie Untersuchung durchgefuhrt.

3.2.1. Kaliumcitrat-Gruppe

In der Kaliumcitrat-Gruppe liel3 sich in keinem der vier Parameter eine signifikante
Veranderung nachweisen (Abb. 9). Im Mittel sank das EDV (Abb.9 A) von Basisdiat zu
Hochkalium/Hochsalz-Diat um 7,5ul von 79,7ul auf 72,2ul und das ESV (Abb.9 B) sank
um 8,9ul von 41ul auf 32,1ul. Gegenlber der Basisdiat zeigte sich in der
Hochkalium/Hochsalz-Diat kaum ein Anstieg des SV (Abb.9 C), das sich von 38,7ul
auf 40ul verénderte. Ein leichter, nicht signifikanter Anstieg von Basisdiat zu
Hochkalium/Hochsalz-Diat war bei der EF (Abb. 9 D) zu erkennen, die sich von 50%
auf 57,2% erhdhte.
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Abbildung 9: EDV, ESV, SV und EF unter Basisdiat (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat) und unter
Hochkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 5% KCitrat)

A-D: Untersucht wurden jeweils 6 Tiere vor und nach 10-tdgiger Didt. Die Hochkalium/Hochsalz-Diét rief keine signifikanten
Verdnderungen gegeniiber der Basisdidit hervor. n = 6, gepaarter t-Test

3.2.2. Kaliumchlorid-Gruppe

Ebenso wie in der Kaliumcitrat-Gruppe zeigte sich auch in der Kaliumchlorid-Gruppe
kein signifikanter Unterschied im EDV zwischen Basisdiat und Hochkalium/Hochsalz-
Diat. Das EDV (Abb.10 A) fiel im Durchschnitt um 12,1pl von 85,8ul auf 73,7ul. Trotz
unverandertem EDV sank das ESV in der Kaliumchlorid-Gruppe um 18,5ul von 44pl
auf 25,5ul signifikant ab (Abb. 10 B). Dies ging mit einem signifikanten Anstieg der EF
von 48,7% auf 65,3% (Abb.10 D) einher. Das SV (Abb.10 C) nahm nicht signifikant um
6,2l von 41,9ul auf 48,1l zu.
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Abbildung 10: EDV, ESV, SV und EF unter Basisdiat (0,24% NaCl und 0,93% KCI) und unter
Hochkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 5% KCI)

A-D: Untersucht wurden jeweils 5 Tiere vor und nach 10-tdgiger Didt. Die Hochkalium/Hochsalz-Diét verursachte eine
signifikante Zunahme der EF und eine Abnahme des ESV. n =5, gepaarter t-Test*p<0,05, **p<0,01

3.2.3. Normalkalium/Hochsalz-Gruppe

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die erhdhte Natriumchlorid (3% NaCl) Zufuhr bei
der Hochkalium/Hochsalz-Diat hatte, wurden auf3erdem Echokardiografie Versuche
mit Tieren durchgefihrt, die eine Normalkalium/Hochsalz-Diat (0,93% K* und 3%
NaCl) erhielten. Es wurden wiederum die Verdnderungen im EDV, ESV, SV, und der
EF gegentber Basisdiat untersucht. Es waren in allen vier Parametern signifikante

Unterschiede nachzuweisen.

Im Gegensatz zu den beiden Hochkalium/Hochsalz-Gruppen stieg das EDV bei
Normalkalium/Hochsalz-Diat um 10,6l von 74,6ul auf 85,2ul an (Abb.11 A). Ebenso
stieg das ESV um 14,8ul von 28,6ul auf 43,4l signifikant an (Abb.11 B). Trotz
erhohtem EDV erniedrigte sich das SV um 4,2ul von 46ul auf 41,8ul (Abb.11 C). Die
EF wurde dadurch von 61,6% auf 48,9% signifikant reduziert (Abb.11 D).
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Abbildung 11: EDV, ESV, SV und EF unter Basisdiat (0,24% NaCl und 0,93% KCI) und unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 0,93% KCI oder KCitrat)

A-D: Untersucht wurden jeweils 6 Tiere vor und nach 10-tdgiger Diét. Die Normalkalium/Hochsalz-Didt verursachte eine
signifikante Zunahme der EDV und ESV, jedoch eine Abnahme des SV und der EF. n = 6, gepaarter t-Test *p<0,05, **p<0,01

3.2.4. Alle Gruppen im Uberblick
Die oben dargestellten Ergebnisse sind in der Tabelle 1 nochmals zum direkten
Vergleich nebeneinandergestellt. Erganzt sind hier die Gewichte der Tiere und die

Herzfrequenz unter Narkose zum Zeitpunkt der Bildaufnahme im Ultraschall.

Diat Basis 5% KCitrat Basis 5% KCI Basis Hochsalz
Gewicht (g) 25,0 25,1 24,7 24,2 25,1 25,8
Herzfrequenz (bpm) 406,9 434,2 411,8 459,5 418,9 448,5
Enddiastolisches Volumen (ul) [79,7 72,2 85,8 73,7 74,6 **85,2
Endsystolisches Volumen (ul) (41,0 32,1 44,0 **25,5 28,6 *43,4
Schlagvolumen (pl) 38,7 40,0 41,9 48,1 46,0 *41,8
Ejektionsfraktion (%) 50,0 57,2 48,7 *65,3 61,6 **48,9

n =17, * = Signifikanz, *P<0,05, **P<0,01, gepaarten t-Test, M-Mode, long axis

Tabelle 1: Gewicht, HF, EDV, ESV, SV und EF unter Hochkalium/Hochsalz-Di&t (3% NaCl und 5% KCitrat bzw. 5%
KCI) und unter Normalkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 0,93% KCitrat/KCl)

39



AuRerdem wurden die Ultraschall-Daten auch im B-Mode fir die Lange Achse (Tabelle
2) und im M-Mode fur die kurze Achse ausgewertet (Tabelle 3).

Diat Basis 5% KCitrat Basis 5% KCI Basis Hochsalz
Enddiastolisches Volumen (ul) |64,1 59,9 67,5 65,4 64,8 70,8
Endsystolisches Volumen (ul) |38,4 34,1 41,5 **27,4 29,0 40,5
Schlagvolumen (pl) 25,7 25,8 26,0 38,0 35,8 30,2
Ejektionsfraktion (%) 41,9 44,7 38,5 *56,8 54,2 43,4

Tabelle 2: EDV, ESV, SV und EF unter Hochkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 5% KCitrat bzw. 5% KCI) und unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 0,93% KCitrat/KCl)
n =17, * = Signifikanz, *P<0,05, **P<0,01, statistische Testung durch einen gepaarten t-Test, B-Mode, long axis

Diat Basis 5% KCitrat Basis 5% KCI Basis Hochsalz
Enddiastolisches Volumen (ul) (80,5 77,3 82,3 81,1 73,5 83,2
Endsystolisches Volumen (ul) (37,7 36,1 37,8 32,2 31,2 39,2
Schlagvolumen () 42,9 41,2 44,4 48,9 42,3 44
Ejektionsfraktion (%) 53,5 54,3 53,9 60,6 59,9 52,5

Tabelle 3: EDV, ESV, SV und EF unter Hochkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 5% KCitrat bzw. 5% KCI) und unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat (3% NacCl und 0,93% KCitrat/KClI)
n =17, * = Signifikanz, *P<0,05, **P<0,01, statistische Testung durch einen gepaarten t-Test, M-Mode, short axis

3.3. TMEM16A - Knockout Tiere

3.3.1. Blutdruck- und Herzfrequenz Messung

Um aulRerdem festzustellen, ob eine Hochkalium/Hochsalz-Diat einen Einfluss auf den
TPR als dritte wichtige Stellgrof3e der Blutdruckregulation haben kénnte, wurde fir den
dritten Versuch ein Mausmodell mit einer eingeschrankten TPR-Regulation gewahlt.
AulRerdem wurde das Diatschema angepasst, um die unterschiedlichen Auswirkungen
einer Normalkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 0,93% KCitrat) und einer
Hochkalium/Hochsalz-Diat (3% NaCl und 5% KCitrat) unterscheiden zu kdénnen. Die
Tiere erhielten zuerst die Basisdiat (1. bis 3. Tag), dann die Normalkalium/Hochsalz-
Diat (4. bis 7.Tag) und zum Abschluss die Hochkalium/Hochsalz-Diat (8. Bis 13. Tag).
Dies war notwendig, da die TMEM16A Tiere einen Sv126 Hintergrund aufweisen.

Sv126 Mause reagieren im Gegensatz zu C57bl6j Mausen, die fur die bisherigen
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Versuche verwendet wurden, bereits bei der Gabe einer Hochsalz-Diat mit einem
Anstieg des Blutdrucks.

Am Anfang des Versuchs wurde sich fur einen Vergleich des TMEM16A Wildtyp (ohne
Tamoxifen-Induktion) und des TMEM16A Knockout (mit Tamoxifen Induktion) unter

Kaliumcitrat-Diat entschieden und die Kaliumchlorid-Gruppe vernachlassigt.

Es wurden jeweils die Effekte der Diat bei TMEM16A Wildtyp (ohne Tamoxifen-
Induktion) und des TMEM16A Knockout (mit Tamoxifen Induktion) verglichen.

3.3.1.1. Die Kaliumcitrat-Diat

Der Vergleich der HF (Abb. 12A) bei Nacht ergab zu keiner Zeit der Diat einen
signifikanten Unterschied zwischen dem Wildtyp und dem Knockout. Unter Basisdiat
(Abb.12 B) lag die HF in der Nacht beim Wildtyp bei durchschnittlich 505bpm und beim
Knockout bei 543bpm. Bei Normalkalium/Hochsalz-Diat (Abb.12 C) lag die HF nachts
beim Wildtyp bei 551bpm und beim Knockout bei 528 bpm. Unter
Hochkalium/Hochsalz-Diét (Abb.12 D) war die HF nachts ebenso nicht unterschiedlich.
Zu Beginn der Diat betrug die HF der Wildtyptiere im Mittel 568bpm und der Knockout
Tiere 549bpm. Am Ende der Hochkalium/Hochsalz-Diat (Abb.12 E) zeigte der Wildtyp

eine HF von 571bpm und der Knockout eine HF von 579bpm.
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Abbildung 12: Die HF bei Nacht im Verlauf und im direkten Vergleich in Nacht 3,7,8 und 13.
A: Die HF von Nacht 1 bis 13 unter Basisdict (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Normalkalium/Hochsalz-Diét (3% NaCl und 0,93%
KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz-Diét (3% NaCl und 5% KCitrat), Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * = Signifikanz,
statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test
B-E: Die gemittelte ~HF der Tiere zu beschriebenen  Zeitpunkten  (siehe  Uberschrift von  B-E)
Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * = Signifikanz, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

Der Vergleich des MAP (Abb.13 A) ergab ebenfalls zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den Wildtyp- und dem Knockout-Tieren. Aufféllig
war jedoch der starke Abfall des MAP in den Knockout-Tieren unmittelbar nach
Wechsel der Diat von Normalkalium/Hochsalz auf Hochkalium/Hochsalz (8. Nacht).
Unter Basisdiat (3. Nacht, Abb.13 B) lag der MAP bei den Wildtypen bei
durchschnittich 109mmHg und bei den Knockouts bei 102mmHg. Unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat (7. Nacht, Abb.13 C) stieg der Blutdruck bei den Wildtyp-
Tieren auf 117mmHg und bei den Knockout-Tieren auf 110mmHg. Zu Beginn der
Hochkalium/Hochsalz-Diét (8. Nacht, Abb.13 D) zeigten die Wildtypen einen MAP von
115mmHg, wahrend er bei den Knockout-Tieren auf 100mmHg abfiel. Am Ende der
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Hochkalium/Hochsalz-Diat (13. Nacht, Abb.13 E) hatten die Wildtyp-Tiere einen MAP

von 119mmHg und die Knockout-Tiere einen von bei 114mmHg.
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Abbildung 13: Der MAP bei Nacht im Verlauf und im direkten Vergleich in Nacht 3,7,8 und 13.
A: Der MAP von Nacht 1 bis 13 unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Normalkalium/Hochsalz-Didt (3% NaCl und
0,93% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz-Didt (3% NaCl und 5% KCitrat), Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean * SEM, * =
Signifikanz, statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test
B-E: Der gemittelte MAP der Tiere zu beschriebenen Zeitpunkten (siehe  Uberschrift von  B-E)
Wildtyp n = 3, Knockout n =5, mean + SEM, * = Signifikanz, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

Auch der SAP (Abb.14 A) zeigte einen deutlichen Abfall in den Knockout-Mausen
unmittelbar nach dem Wechsel auf die Hochkalium/Hochsalz-Diat (8.Nacht), jedoch
war hier ebenfalls kein signifikanter Unterschied nachzuweisen. Unter Basisdiat (3.
Nacht, Abb.14 B) lag der SAP bei den Wildtypen bei durchschnittlich 119mmHg und
bei den Knockouts bei 114mmHg. Am Ende der Normalkalium/Hochsalz-Diat (7.

Nacht, Abb.14 C) betrug der SAP bei den Wildtypen bei 128mmHg und bei den
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Knockouts 123mmHg. Unmittelbar nach Beginn der Hochkalium/Hochsalz-Diat (8.
Nacht, Abb.14 D) betrug in den Wildtyp-Tieren der SAP 126mmHg und bei den
Knockout-Tieren nur 113mmHg. Am Ende der Hochkalium/Hochsalz-Diat (13. Nacht,
Abb.14 E) war der SAP in den Wildtyp- und Knockout-Tieren wieder vergleichbar hoch
und lag bei 129mmHg bzw. 126mmHg.
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Abbildung 14: Der SAP bei Nacht im Verlauf und im direkten Vergleich in Nacht 3,7,8 und 13.
A: Der SAP von Nacht 1 bis 13 unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Normalkalium/Hochsalz-Didt (3% NaCl und
0,93% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz-Didt (3% NaCl und 5% KCitrat), Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * =
Signifikanz, statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test
B-E: Der gemittelte SAP der Tiere zu  beschriebenen  Zeitpunkten (siehe  Uberschrift von  B-E)
Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * = Signifikanz, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

Beim DAP (Abb.15 A) zeigte sich unmittelbar nach Beginn der Hochkalium/Hochsalz-
Diat (8. Nacht) ein signifikanter Druckabfall in den Knockout-Tieren, der bei den
Wildtyp-Tieren nicht zu beobachten war. Unter allen anderen Diaten und zum Ende

der Hochkalium/Hochsalz-Diat war der DAP nicht unterschiedlich zwischen Wildtyp-
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und Knockout-Tieren.

Unter Basisdiat (3. Nacht, Abb.15 B) lag der DAP beim Wildtyp bei durchschnittlich
98mmHg und beim Knockout bei 92mmHg. Unter Normalkalium/Hochsalz-Diat (7.
Nacht, Abb.15 C) betrug der DAP bei den Wildtypen 106mmHg und bei den Knockouts
98mmHg. Zu Beginn der Hochkalium/Hochsalz-Diat (8. Nacht, Abb.15 D) war der DAP
der Wildtyp-Tiere 102mmHg und der DAP der Knockout-Tiere 87mmHg. Am Ende der
Hochkalium/Hochsalz-Diat (13. Nacht, Abb.15 E) hatten die Wildtyp- und Knockout-
Tiere einen DAP von 109mmHg und 101mmHg.
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Abbildung 15: Der DAP bei Nacht im Verlauf und im direkten Vergleich in Nacht 3,7,8 und 13.
A: Der DAP von Nacht 1 bis 13 unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Normalkalium/Hochsalz-Didt (3% NaCl und
0,93% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz -Didt (3% NaCl und 5% KCitrat), Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * =
Signifikanz, statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test
B-E: Der gemittelte DAP der Tiere zu beschriebenen  Zeitpunkten (siehe  Uberschrift von  B-E)
Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * = Signifikanz, **p<0,01, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test
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3.3.1.2. Die Kaliumchlorid-Diat fir den TMEM16A Knockout
Um zu untersuchen, ob der Abfall des MAP, SAP und insbesondere des DAP zu

Beginn der Hochkalium-Diat unabhangig vom Anion des Kaliumsalzes ist, wurden

TMEM16A Knockout-Tiere auch mit einer hoch Kaliumchlorid-Diat (in Kombination mit
3% NaCl) behandelt. Die Knockout-Kaliumchlorid-Gruppe wurde mit der Knockout-
Kaliumcitrat-Gruppe verglichen. Interessanterweise zeigte sich in der Kaliumchlorid-
Gruppe (Abb.16 A) kein Abfall des DAP unmittelbar nach dem Diatwechsel (8. Nacht).
Der Verlauf des DAP &hnelte mehr dem Verlauf des DAP der Wildtyp-Tiere unter
Kaliumcitrat-Diat. Unter Basisdiat (3. Nacht, Abb.16 B) lag der DAP in den Knockout
KCI-Tieren bei durchschnittlich 94 mmHg und unter Normalkalium/Hochsalz-Diat (7.
Nacht, Abb.16 C) bei 100 mmHg. Zu Beginn (8. Nacht, Abb.16 D) und am Ende (13.
Nacht, Abb.16 E) der Hochkalium/Hochsalz-Diat war der DAP 101 mmHg bzw. 103

mmHg.
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Abbildung 16: Der DAP bei Nacht im Verlauf und im direkten Vergleich in Nacht 3,7,8 und 13.
A: Der DAP von Nacht 1 bis 13 unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat/KCl), Normalkalium/Hochsalz-Didt (3% NaCl und
0,93% KCitrat/KCl) und Hochkalium/Hochsalz-Dicdt (3% NaCl und 5% KCitrat/KCl), KCl-Knockout n =5, Kcitrat-Knockout n =5,
mean * SEM, * = Signifikanz, statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als
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Post hoc test
B-E: Der gemittelte DAP der Tiere zu beschriebenen  Zeitpunkten (siehe  Uberschrift von  B-E)
Wildtyp n = 3, Knockout n = 5, mean + SEM, * = Signifikanz, *P<0,05, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

3.3.2. Blutgasanalyse (BGA)

Um herauszufinden, ob sich die Blutgase der Mause unter Normalkalium/Hochsalz-
und Hochkalium/Hochsalz-Diat unterscheiden, wurde den Mausen am Ende der
Normalkalium/Hochsalz-Diat (7. Tag) und am Ende der Hochkalium/Hochsalz-Diaten

(13. Tag) Blut entnommen.

3.3.2.1. Die Kaliumcitrat-Diat
Im Folgenden werden zuerst die Werte der Wildtyp- und Knockout-Tiere der

Kaliumcitrat-Gruppe miteinander verglichen. Bis auf den Hamatokritwert (Hct) gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und Knockout-Tieren. Die
Knockout-Tiere wiesen unabhéngig von der Diat stets einen signifikant niedrigeren
Hct-Wert auf als die Wildtyp-Tiere (Tabelle 4 und 5). Zuséatzlich zeigte sich, dass die
Hochkalium/Hochsalz-Diat sowohl im Wildtyp- als auch in den Knockout-Tieren einen
Abfall der Plasma-Chlorid-Konzentration [CI] (vom 7. zum 13 Tag) und einen Anstieg

des Standartbikarbonat (SBC) und des Standart-Base-Excess (SBE) hervorrief.
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Abbildung 17: Der DAP bei Nacht im Verlauf

Der DAP von Nacht 1 bis 13 unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat), Normalkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl und
0,93% KCitrat) und Hochkalium/Hochsalz Didt (3% NaCl und 5% KCitrat), Wildtyp n = 3, Knockout n =5, mean + SEM, * =
Signifikanz, statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test als Post hoc test
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7.Tag pH pCO2 (mmHg) K+ (mmol/L) Na+(mmol/L) Ca++ (mmol/L)Cl- (mmol/L) Lac(mmol/L) SBC(mmol/L) Hct (%) SBE (mmol/L)

Wildtyp (n=3) 74 42,9 5,0 147,0 1.2 112,0 49 22,5 50,1 -1,6
Knockout (n=3) 13 454 43 149,7 12 115,0 56 20,3 **42,0 4,3
13.Tag pH pCo2 (mmHg) K+ (mmol/L)  Na+(mmol/L) Ca++(mmol/L)Cl- (mmol/L) Lac(mmal/L) SBC(mmol/L) Hct (%) SBE (mmol/L)

Wildtyp (n=8) 74 48,7 48 148,0 1.2 107,0 59 258 48,6 3,1
Knockout (n=6) 14 46,4 5,1 148,2 1.2 106,5 55 27,1 43,1 4.4

Tabelle 4 und 5: Die BGA unter Normalkalium/Hochsalz Diat (3% NaCl und 0,93% KCitrat) und
Hochkalium/Hochsalz Diat (3% NaCl und 5% KCitrat)

4: Wildtyp n = 3, Knockout n = 3, * = Signifikanz, **P<0,01, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test
5: Wildtyp n = 8, Knockout n = 6, * = Signifikanz, **P<0,01, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

3.3.2.2. Die Kaliumchlorid-Diat fir den TMEM16A Knockout

Zusatzlich wurden die Knockout-Tiere der Kaliumcitrat-Gruppe mit den Knockout-

Tieren der Kaliumchlorid-Gruppe miteinander verglichen. Die beiden Knockout-
Gruppen zeigten - wie zu erwarten - unter Normalkalium/Hochsalz-Diat (7.Tag) noch
keine Unterschiede. Am Ende der Hochkalium/Hochsalz-Diaten (13.Tag) war ein
signifikanter Unterschied in der Plasma-Chlorid-Konzentration [CI] zwischen
Knockout-Mausen der Kaliumcitrat-Gruppe und Kaliumchlorid-Gruppe festzustellen.
Ebenso war die Bicarbonat-Konzentration (SBC) und der Base-Excess (SBE) in der
Kaliumcitrat-Gruppe sogar signifikant erhoht. Im Hct zeigte sich kein Unterschied

zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 18: : Der DAP bei Nacht im Verlauf

Der DAP von Nacht 1 bis 13 unter Basisdidt (0,24% NaCl und 0,93% KCitrat/KCl), Normalkalium/Hochsalz - Didt (3% NaCl und
0,93% KCitrat/KCl) und Hochkalium/Hochsalz Diét (3% NaCl und 5% KCitrat/KCl), KCI - Knockout n =5, Kcitrat - Knockout n =
5, mean + SEM, * = Signifikanz, statistische Testung mit einer two-way ANOVA und der Bonferroni multiple comparisons test
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7.Tag pH pCO2 (mmHg) K+ (mmol/L) Na+(mmol/L) Ca++(mmol/L)Cl- (mmol/L) Lac(mmol/L) SBC(mmol/L) Hct (%) SBE (mmol/L)

Knockout KCl (n=3) 73 41,6 4,7 149,0 1.2 17,7 55 18,4 43,7 -13
Knockout KCitrat (n=3) 73 45,4 43 149,7 1.2 115,0 56 20,3 42,0 -4,3
13.Tag pH pC02 (mmHg) K+ (mmol/L) Na+(mmol/L) Ca++(mmol/L)Cl- (mmol/L) Lac(mmol/L) SBC(mmol/L) Hct (%) SBE (mmol/L)

Knockout KCl (n=5) 13 46,8 4,4 150,4 12 1156 37 21,7 44,3 2,5
Knockout KCitrat (n=6) 74 46,4 51 148,2 1,2 ****106,5 55 27,1 43,1 *1,4

Tabelle 6 und 7: Die BGA unter Normalkalium/Hochsalz Diét (3% NaCl und 0,93% KCitrat/KCI) und
Hochkalium/Hochsalz Diat (3% NaCl und 5% KCitrat/KClI)

6: KO KCI n =3, KO KCitrat n =3, * = Signifikanz, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

7: KO KCl n =5, KO KCitrat n = 6, * = Signifikanz, *P<0,05, ****P<0,0001, statistische Testung mit einem ungepaarten t-Test

4. Diskussion

4.1. Auswirkungen von Amilorid auf den arteriellen Blutdruck

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Gabe des
Diuretikums Amilorid kein Absenken des durch die Hochkalium/Hochsalz-Diat
erhohten Blutdrucks zu beobachten war. Dies entspricht den Beobachtungen von
Vitzthum et al. (Vitzthum et al. 2014) . Bei Nacht kam es in der KCitrat-Gruppe unter
Hochkalium/Hochsalz-Diat zu einem Anstieg des MAP, SAP und DAP, jedoch zu
keinem Blutdruckabfall durch zuséatzliche Gabe von Amilorid (Abb. 1 und 2 in 3.1.1.).
Am Tag konnte man keinen signifikanten Anstieg unter Diat feststellen, jedoch kam es
hier bei zusatzlicher Amiloridgabe zum leichten Anstieg des DAP (Abb. 3 in 3.1.1.).
Die fehlende Wirkung des ENaC-Blockers Amilorid spricht daftir, dass der vermehrte
Einbau oder eine erhdhte Aktivitat des epithelialen Natriumkanals ENaC nicht die
Ursache fir den Blutdruckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-Diat ist. Auch ein
Anstieg der HF bei Nacht konnte als alleinige Ursache fur den Blutdruckanstieg unter
Diat mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden (Abb. 4B in 3.1.1.). Ein
signifikanter Anstieg der HF unter Hochkalium/Hochsalz-Diat war dennoch zu
beobachten (Abb. 4A in 3.1.1.). Zum Teil kdnnte also ein Anstieg der HF den
beobachteten Blutdruckanstieg verursachen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
Bottcher (2016), die auch eine erhohte HF unter Hochkalium/Hochsalz-Diat
beobachten konnte. Vor allem in der KCitrat-Gruppe war nachts die HF in Béttchers
Versuchen signifikant erhoht (Bottcher 2016). Trotz allem zeigen die Ergebnisse in
dieser Arbeit bei direkter Gegentberstellung des MAP mit der HF, dass die HF nicht
die alleinige Ursache fur den Druckanstieg sein kann.

In der KCI-Gruppe liel3en sich &hnliche Beobachtungen machen. Auch hier stieg der
Druck unter Hochkalium/Hochsalz-Diat bei Nacht signifikant an, fiel aber unter der
Amiloridtherapie nicht signifikant ab (Abb. 5 und 6 in 3.1.2.). Lediglich am Tag zeigte

sich eine signifikante Senkung des MAP (4,7mmHg) unter Amiloridgabe, (Abb. 7 in
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3.1.2.). Dies konnte auf eine untergeordnete Rolle des ENaCs beim Druckanstieg
unter der Hochkalium/Hochsalz-Diat hinweisen. Da sich jedoch keinerlei Druckabfall
in der Nacht zeigte und auch am Tag nur beim MAP und nicht beim SAP und DAP, ist
vermutlich nicht von einer ausschlaggebenden Rolle des ENaCs bei dem
Blutdruckanstieg unter Diat auszugehen. Diese Annahme wird auch durch die Befunde
von Bottcher (2016) unterstitzt (Bottcher 2016)., die in ihren Versuchen mit Mausen
unter Hochkalium/Hochsalz-Diat in der KCI-Gruppe keine erhdhte Genexpression von
ENaC in der Niere beobachten konnte. Die unveranderte Genexpression und die
fehlende Wirkung des ENaC-Blockers Amilorid auf den Blutdruck macht eine
ausschlaggebende Rolle einer Aldosteron-induzierten Aktivierung des ENaCs als
Ursache fur den Blutdruckanstieg wiederum unwahrscheinlicher.

Im Gegensatz zur KCitrat-Gruppe wurde in der KCI-Gruppe kein signifikanter Anstieg
der HF beobachtet. Dies lasst eine andere Ursache fur den Druckanstieg in den beiden
Hochkalium/Hochsalz-Diatgruppen vermuten. Somit kdnnten die Anionen des
Kaliums, Citrat oder Chlorid, einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Kreislaufregulation haben, womdglich auf die Aktivitat des Sympathikus bzw.
Parasympathikus. Die KCitrat-Gruppe hatte im Gegensatz zur KCI-Gruppe eine
signifikant erhohte HF unter Diat. Dies kénnte fUr einen erhéhten Sympathikotonus
bzw. erniedrigten Parasympathikotonus sprechen, die Uber unterschiedliche
Mechanismen zu einer Erhéhung im Blutdruck fihren.

Dass ein erhohter Sympathikotonus den Blutdruck anheben wirde bzw. ein
erniedrigter den Druck senken wirde, konnte in mehreren Publikationen gezeigt
werden. So konnten Ukena et al. zeigen, dass eine Katheter-basierte Denervation
renaler sympathischer Nervenfasern zu einem Abfall im Blutdruck bei Menschen mit
Hypertonie fuhrte (Ukena et al. 2013). Dies konnte in anderen Publikationen bestatigt
werden (Bakris und Nathan 2014; Krum et al. 2009).

Aufgrund der Tatsache, dass eine Hochkalium-Diat den Aldosteronspiegel signifikant
anhebt, ware es moglicherweise sinnvoll, noch einmal die Rolle des Aldosterons fur
den Blutdruckanstieg genauer zu untersuchen. Dies wurde in einer anderen Arbeit mit
ahnlichem Versuchsaufbau mit dem MR-Blocker Spironolacton schon gemacht,
ebenfalls mit dem Ergebnis, dass der Blutdruck nicht signifikant gesenkt werden
konnte (Marx 2019). Jedoch kénnte man in einem weiteren Versuch die Wirkung des

Aldosterons mit dem GPER Antagonisten G15 noch umfassender inhibieren, zumal
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die MR-unabhangigen Effekte bei Erhéhung der Aldosteronkonzentration durch die

Spironolactongabe sogar zunehmen kénnen (Briet und Schiffrin 2013).

4.2. Echokardiografie
Die Echokardiografie sollte Aufschluss dartber geben, ob die Blutdruckzunahme unter
Hochkalium/Hochsalz-Diat auf einen positiv inotropen Effekt oder womaoglich auf eine
Volumenzunahme zuriickgehen konnte. Die Ergebnisse in der KCitrat-Gruppe waren
relativ unauffallig. Es konnten im Vergleich der Herzvolumina unter Basisdiat und der
Herzvolumina unter Hochkalium/Hochsalz-Diat keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden, was gegen eine Zu- oder Abnahme der Herzkraft oder des
Blutvolumens in dieser Gruppe sprach (Abb. 9 und Tab. 1 in 3.2.1. und 3.2.4.). Dies
deckt sich nicht mit den Vermutungen von Marx und Vitzthum et al., die unter der
gleichen Hochkalium/Hochsalz-Diat eine erhohte Natriumretention nachweisen
konnten und daraus auf ein mdoglicherweise erhéhtes Blutvolumen schlossen
(Vitzthum et al. 2014; Marx 2019). Das EDV sank sogar unter Diat, jedoch nicht
signifikant. Auch das SV oder die EF stiegen nicht signifikant an bzw. auch das ESV
fiel nicht ab, was nicht fur einen erhéhten Sympathikotonus sprach. Aufgrund des
gefundenen HF-Anstiegs unter Hochkalium/Hochsalz-Diat in der KCitrat-Gruppe
erschien jedoch eine Sympathikusaktivierung eine mdogliche Erklarung fir den

Blutdruckanstieg in dieser Gruppe zu sein (4.1.).

Anders sahen die Ergebnisse in der KCI-Gruppe aus. Im EDV und SV war ebenfalls
keine signifikante Anderung zu beobachten, dafiir aber im ESV und der EF. Das ESV
fiel signifikant und die EF stieg signifikant (Abb. 10 und Tab. 1 in 3.2.2 und 3.2.4.).
Diese Beobachtung spricht deutlich fir eine Zunahme der Herzkraft, eine positive
Inotropie. Dies legt eine Zunahme in der Aktivitat des Sympathikus nahe. Jedoch
konnte in dieser Diatgruppe (4.1.) kein signifikanter Anstieg der HF nachgewiesen

werden.

Somit haben die beiden Hockkalium/Hochsalz-Diaten unterschiedliche Effekte auf HF
und Inotropie. Wahrend in der KCitrat-Gruppe eine HF-Zunahme ohne EF-Zunahme
beobachtet wurde, zeigte sich in der KCI-Gruppe eine EF-Zunahme ohne HF-

Zunahme.
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An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass neben einem positiven Sympathikotonus
moglicherweise und vielleicht sogar noch starker auch ein negativer
Parasympathikotonus einen positiv chronotropen Einfluss auf das Herz nimmt. Hierzu
konnten Brack et al zeigen, dass die vagale Nervenstimulation einen starkeren Einfluss
auf die Herzfrequenz hatte als die sympathische Stimulation (Brack et al. 2004,
Johannessen et al. 1991). AufRerdem konnte gezeigt werden, dass unter
Epinephringabe als Sympathomimetikum vor allem das SV und die EF erhdht werden
(Stratton et al. 1985) und unter Atropingabe als Parasympatholytikum vor allem die HF
erhoht wird, wéhrend das SV und die EF sogar verringert sein kénnen (Kelbaek et al.
1991). Mdglicherweise kénnte hier also auf einen unterschiedlichen Einfluss der
Anionen auf das autonome Nervensystem spekuliert werden. Eine durch Kaliumcitrat-
Gabe induzierte Bikarbonaterhéhung im Blut kénnte auf direktem oder indirektem
Wege den Parasympathikus vermehrt inhibieren, wohingegen die Chlorid-Gabe Uber

bislang unbekannte Wege den Sympathikus vermehrt stimulieren konnte.

Interessant waren aullerdem die beobachteten Veranderungen der Herzvolumina
unter Normalkalium/Hochsalz-Diat (Abb. 11 und Tab 1 in 3.2.3. und 3.2.4.). Das EDV
wie auch das ESV nahmen signifikant zu, was zu einer Volumenzunahme unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat passte. Nach Frank-Starling sollte nun das Herz durch
die hohere Vordehnung (EDV) ein erhohtes SV aufweisen. Dies war jedoch nicht der
Fall. Im Gegenteil, das Herz pumpte ein signifikant geringeres Volumen pro Schlag
(SV) und die EF sank damit ab. Dies ist womoglich mit einer verminderten Inotropie zu
erklaren. Das wirde heiBen, dass eine Normalkalium/Hochsalz-Diat zur
Volumenexpansion fuhrt, jedoch gleichzeitig den Sympathikus hemmt bzw. eine
negative Inotropie bewirkt. Eine alleinige Volumenzunahme wirde zur Steigerung des
Blutdrucks fuhren und eine alleinige Inhibition des Sympathikus zu einem Druckabfall.
Vitzthum et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass sich der Blutdruck unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat in C57bl6 Mausen nicht signifikant verandert (Vitzthum et
al. 2014). Dies ist mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit in Einklang zu bringen, da
sich die beiden Verdnderungen, ein geringerer Sympathikotonus und eine
Volumenzunahme, in Bezug auf den Blutdruck gegenseitig aufheben kénnten und der

Druck damit konstant gehalten werden wirde.

Allerdings widerspricht der geringere Symphatikotonus in Verbindung mit der hohen
Salzaufnahme eventuell anderen Studien. Unter anderem Zheng et al. konnten zeigen,
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dass eine gesteigerte Salzaufnahme zu niedrigeren Renalase-Spiegeln, ein Enzym
zum Abbau der Katecholamine im Blut, fuhrt und damit den Katecholamin-Spiegel
erhoht. Dies fiihrt in der Folge zu einem héheren Sympathikotonus (Zheng et al. 2016).
Fur ihren Versuch verwendeten sie jedoch salzsensitive Ratten, was einen wichtigen
Unterschied zu dem in diesem Versuch verwendeten nicht salzsensitiven Mausmodell
ausmacht und so méglicherweise nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser

Versuche steht.

4.3. TMEM16A-Knockout Tiere

4.3.1. Blutdruck- und Herzfrequenz Messung

Mit Hilfe dieses Versuchs sollte eine moglicherweise veranderte Regulation des TPR
als Ursache fiur den Blutdruckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-Diat untersucht
werden. Hierfur wurde ein Mausmodell gewahlt, dass durch den KO des Ca?*-
aktivierten Cl-Kanals (CaCC) TMEM16A eine eingeschréankte TPR-Regulation
aufwies. Durch den direkten Vergleich mit den WT-Tieren sollte untersucht werden, ob
sich Hinweise auf einen Blutdruckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-Diat (5%

KCitrat/3% NaCl-Diat) durch eine veranderte Vasokonstriktion ergaben.

Die eingeschrankte TPR-Regulation des Knockouts zeigte sich in den Versuchen
durch einen permanent niedrigeren Blutdruck verglichen mit den Wildtyp-Tieren (Abb.
13 in 3.3.1.1.). Der Unterschied lag durchschnittlich bei etwa 7mmHg, welcher jedoch
nicht signifikant war, was vermutlich mit der niedrigen Anzahl der hier untersuchten
Tiere zusammenhing. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Heinze et al., wo die
KO-Gruppe nach Tamoxifen Induktion ebenfalls einen niedrigeren Blutdruck zeigte als
die WT-Gruppe. Hier betrug der Unterschied allerdings etwa 14mmHg und war
signifikant nachweisbar (Heinze et al. 2014). Im Verlauf zeigte sich, dass der Blutdruck
unter der Normalkalium/Hochsalz-Diat beim WT sowie auch beim KO anstieg. Die
Druckdifferenz zwischen den beiden Gruppen blieb erhalten, jedoch war auch dieser
Unterschied nicht signifikant. Im Gegensatz dazu stehen die Befunde von Heinze et
al., die unter Normalkalium/Hochsalz-Diat einen Ausgleich des Blutdruck-
unterschiedes zwischen WT- und KO-Gruppe beobachten konnten (Heinze et al.
2014). Die Ursache fur die unterschiedlichen Beobachtungen ist derzeit unklar. Jedoch
wurde auch hier, wie fur die Untersuchungen von Heinze et al., eine 3% NaCl Diat

verwendet.
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Der Blutdruckanstieg unter einer Hochsalz-Diat in den TMEM16A WT- und KO-Tieren
ist wohl auf den genetischen Hintergrund der Tiere zuriickzufiihren. Die TMEM16A
Tiere weisen einen Sv126 Hintergrund auf, eine Mauslinie, die bekanntermalRen einen
Blutdruckanstieg unter Hochsalz-Diat aufweist (Boyd-Shiwarski et al. 2020). Die fur
alle anderen hier beschriebenen Versuche (Blutdruck unter Amilorid-Behandlung und
Echokardiografie) verwendete Mauslinie C57bl6j zeigt jedoch keinen Blutdruckanstieg
unter Hochsalz-Diat (Vitzthum et al. 2014).

Der salzsensitive Blutdruckanstieg der TMEM16A WT- und KO-Tiere kdnnte auch die
Erklarung fur das Ausbleiben einer weiteren Erhdhung des Blutdrucks unter
Hochkalium/Hochsalz-Diét sein. In keiner der beiden Gruppen war eine signifikante
Erhohung des Blutdrucks zu beobachten, was eine Aussage Uber die Rolle des
TMEM16A, bzw. Veranderungen in der TPR-Regulation bei dem in C57bl6j Tieren
beobachteten Druckanstieg unter Hochkalium/Hochsalz-Diat schwierig machte. Da
Boyd-Shiwarski et al. (Boyd-Shiwarski et al. 2020) jedoch bereits zeigen konnten, dass
Méause mit einem Sv126 Hintergrund schon auf eine alleinige Hochkalium-Diat mit
einem Blutdruckanstieg reagieren, kénnte man die Versuche ohne Hochsalz-Diat in
den TMEM16A WT- und KO-Tieren wiederholen oder TMEM16A WT- und KO-Tiere
mit einem C57bl6j Hintergrund verwenden, um die Rolle des TMEM16A weiter zu
untersuchen.

Interessanterweise zeigte sich jedoch unmittelbar nach Umstellung auf die
Hochkalium/Hochsalz-Diét ein deutlicher Einbruch des Blutdrucks in den KO-Tieren,
der in den WT-Tieren nicht zu beobachten war (Abb. 13 in 3.3.1.1.). Der DAP der KO-
Tiere wies einen signifikanten Unterschied von etwa 15mmHg zu den Wildtyp-Tieren
auf (Abb. 15in 3.3.1.1.). Dieser Einbruch des Blutdrucks wurde im Laufe der nachsten
5 Tage kompensiert, sodass die KO- und WT-Tiere am Ende der Diatphase wieder
einen &hnlicheren Druckunterschied von etwa 8mmHg aufwiesen.

Beim Vergleich der verschiedenen Hochkalium/Hochsalz-Diaten auf den Blutdruck der
KO-Tiere, zeigte sich, dass der kurzzeitige Druckabfall nur in der KCitrat-Gruppe
jedoch nicht in der KCI-Gruppe beobachtet werden konnte (Abb. 16 in 3.3.1.2.). Der
Unterschied im DAP war in der ersten Nacht der Hochkalium/Hochsalz-Diatphase in
der KCitrat-Gruppe um 14mmHg signifikant niedriger als in der KCI-Gruppe.
Entscheidend fur den Druckabfall unter Hochkalium/Hochsalz-Diat im KO-Tier war also

vermutlich das Anion des Kaliumsalzes, Citrat.
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4.3.2. Blutgasanalyse

Der zweite Teil des Versuchs war die Blutgasanalyse. Sie sollte Klarheit Gber den
Einfluss der verschiedenen Diaten auf den Saure-Base-Haushalt und die
Elektrolytkonzentrationen im Plasma geben.

Aus diesem Grund wurde die Blutgasanalyse am Ende der Normalkalium/Hochsalz-
Diat und am Ende der beiden Hochkalium/Hochsalz-Diat durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich ein signifikant unterschiedlicher Hct zwischen KO- und WT-Tieren sowohl am
Ende der Normalkalium/Hochsalz-Diat als auch am Ende der Hochkalium/Hochsalz-
Diat (Tab. 4 und 5 in 3.3.2.1.). Der Hct der KO-Tiere war signifikant erniedrigt
gegenuber den Werten der WT-Tiere, was fur eine Volumenexpansion in den KO-
Tieren sprechen kdnnte. Dies kénnte in Anbetracht eines verminderten TPRs aufgrund
des fehlenden TMEM16A-Kanals einen mdglichen Kompensationsmechanismus zur
Aufrechterhaltung des Blutdrucks darstellen. Andererseits sprechen die Ergebnisse
von M. von der Forst nicht fur eine Volumenexpansion der TMEM16A KO-Tiere unter
Normalkalium/Hochsalz-Diat. Er konnte unter Anwendung der Evans-Blue-Methode
keinen Volumenunterschied zwischen WT und KO nachweisen (Von-der-Forst 2017).
Allerdings konnte dies eventuell auch auf die niedrige Sensitivitat dieser Methode
zurlickzufiihren sein. Neben einer Plasmavolumenexpansion kénnte dem niedrigeren
Hct. der KO-Tiere auch noch andere Ursachen zugrunde liegen, z.B. eine erniedrigte
Erythropoese. Jedoch gibt es darauf bisher keine bekannten Hinweise.

AuBerdem lie3 sich am Ende der Hochkalium/Hochsalz-Diat (Tab. 5) in der KCitrat-
Gruppe ein Abfall der Cl-Plasmakonzentration gegenuber der
Normalkalium/Hochsalz-Diat (Tab. 4) beobachten. Dies konnte einen
Erklarungsansatz fur den plotzlichen Druckabfall in den KO-Tieren bzw. fur die
Unfahigkeit den Druck adaquat aufrecht zu erhalten, liefern. Ein Abfall in der
extrazellularen Cl-Plasmakonzentration wirde die Wahrscheinlichkeit fur einen CI-
Ausstrom und somit flr eine Depolarisation der Zelle erhéhen. Da dieser Cl-Strom
durch den fehlenden TMEM16A im KO-Tier eingeschrankt wéare, wirde eine
Depolarisation weniger wahrscheinlich. Im WT-Tier kdnnte es allerdings eher zu einer

Zelldepolarisation und damit zu einer Erhohung des TPRs kommen.

Unklar ist jedoch, warum diese TPR-Erh6hung nicht zu einem Blutdruckanstieg im WT,

sondern nur zu einem Blutdruckabfall im KO fiihrt. Dies konnte moglicherweise auf den
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KCitrat-Diat bedingten Anstieg der Bikarbonat-Konzentration im Blut zuriickzufuhren
sein. Es ist bekannt, dass eine Steigerung der Bikarbonat-Konzentration im Blut zur
Hemmung des NHE3 und auch NHEL1 fuhrt (Alpern et al. 1995; Laghmani et al. 1997;
Good et al. 2011). Diese beiden renalen Na*/H*-Austauscher spielen nicht nur eine
wichtige Rolle im Saure/Base-Haushalt, sondern sind auch wesentlich an der renalen
Na*-Resorption beteiligt. Somit konnte eine durch die KCitrat-Diat bedingte Hemmung
des NHE3 und NHE1l zu einer vermehrten Natriurese und folglich zu einer
Blutvolumen-Reduktion und einem Blutdruck-Abfall fuhren. Da im KO-Tier die
Erhbhung des TPR als mdglicher Mechanismus zur Kompensation des

Volumenverlusts erschwert ist, konnte dies den Blutdruckabfall erklaren.

Des Weiteren flhrt eine Alkalose physiologischer Weise zu einer Zelldepolarisation
der GefalBmuskelzelle, sprich zu einer Vasokonstriktion. Es wére zu hinterfragen, ob
diese durch den KO eingeschrankt ist und somit nicht bzw. nicht ausschlaggebend zur

Geltung kommt.

Die Veranderung des Saure-Base-Status, der Elektrolytkonzentration und des
Hamatokrits, die Aktivitat der renalen Transporter, des RAAS und des autonomen
Nervensystems unmittelbar nach dem Wechsel von Normalkalium/Hochsalz-Diat auf
Hochkalium/Hochsalz-Diat zu untersuchen, wéren wichtige nachste Schritte, um die

vermuteten Mechanismen zu prifen und moglicherweise weiter zu verfolgen.

Des Weiteren wurden die KO-Tiere der KCitrat-Gruppe mit den KO-Tieren der KCI-
Gruppe verglichen (Tab. 6 und 7 in 3.3.2.2.). In der KCI-Gruppe hatte sich bei
Diatwechsel auf die Hochkalium/Hochsalz-Diat, wie oben beschrieben, kein initialer
Blutdruckabfall gezeigt (Abb.18). Im Gegensatz zu den KO-Tieren der KCitrat-Gruppe
fiel hier die CI-Plasmakonzentration nicht stark ab und unterschied sich damit
signifikant von der Cl-Plasmakonzentration der KCitrat-Gruppe. Dies bestarkt den
Verdacht, dass der Einbruch des DAP in der KCitrat-Gruppe mit dem Absinken der CI-
-Plasmakonzentration zusammenhangt, da das Absinken in der KCI-Gruppe nicht zu

beobachten ist.

Neben der hierdurch moglicherweise eingeschrankten TPR-Regulation kdnnte auch
bzw. zusatzlich eine erhohte Cl-Exkretion in der KCitrat-Gruppe fur den schnellen
Druckabfall verantwortlich sein. Shiwarski et al. konnten in einem ahnlichen Versuch
wie diesem fur die KCitrat-Gruppe bzw. fur die ,high K* basic* Gruppe eine signifikant

héhere Na*-Ausscheidung nachweisen als fir die KCI-Gruppe (Boyd-Shiwarski et al.
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2020). Da die CI- und Na*-Ausscheidung haufig miteinander korrelieren, kénnte dies
auf eine weitere Ursache fur den Blutdruckabfall hinweisen. Allerdings sollte an dieser
Stelle noch einmal betont werden, dass es der DAP war, der signifikant abfiel. Dies
spricht vor allem fur einen Blutdruckabfall aufgrund eines Regulationsunterschiedes
im TPR.
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5. Zusammenfassunqg

In fruheren Arbeiten wurde gezeigt, dass eine sehr hohe K*-Zufuhr zum Anstieg des
arteriellen Blutdrucks fuhren kann. (Vitzthum et al. 2014; Bottcher 2016; Marx 2019).
Ursachen dafir blieben jedoch unklar. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Rolle
des epithelialen Natriumkanals ENaC weiter untersucht, die Auswirkungen spezieller
Kalium Diaten auf die Herzfunktion mit Hilfe der Echokardiographie untersucht und
auBerdem der Frage nach einer mdglichen Beteiligung der Gefal3e mit Hilfe eines

gefalRspezifischen TMEM16A-KO-Mausmodels nachgegangen.

In allen Versuchen erhielten die Mause eine spezielle KCI-Diat oder eine KCitrat-Diat
in Kombination mit einer Hochsalz-Diat. Es wurden entweder C57bl6-Wildtyp-Mause
oder Sv126- Mause, die einen induzierbaren, gefal3spezifischen TMEM16A knockout
aufwiesen, verwendet (TMEM16A WT- und KO).

Ubereinstimmend mit friilheren Befunden, zeigten die C57bl6 Tiere in der KCI- und der
KCitrat-Gruppe einen Anstieg des Blutdrucks unter Hochkalium/Hochsalz-Diat. In der
KCitrat-Gruppe war auch die Herzfrequenz (HF) unter Diat signifikant erhdht. Durch
die Gabe des ENaC Blockers Amilorid konnte in keiner Gruppe der Blutdruck
normalisiert werden. Die Echokardiografie zeigte fir die KCI-Gruppe eine signifikante
Zunahme der Ejektionsfraktion (EF) und eine signifikante Abnahme des
endsystolischen Volumens (ESV). In der KCitrat-Gruppe konnten mittels
Echokardiografie keine signifikanten Effekte gezeigt werden. Die TMEM16A WT- und
KO-Tiere zeigten zwar einen Anstieg des Blutdrucks unter Normalkalium/Hochsalz-
Diat, jedoch keine weitere Erhéhung des Druckes unter Hochkalium/Hochsalz-Diat.
Bei Wechsel auf die Hochkalium/Hochsalz-Diat wurde nur bei den TMEM16A KO-
Tieren der KCitrat-Gruppe ein signifikanter initialer Einbruch des diastolischen
Blutdrucks (DAP) beobachtet. Die TMEM16A KO-Tiere der KCI-Gruppe zeigten diesen
Abfall nicht.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass eine vermehrte Aktivierung des ENaC
nicht die Ursache fur den beobachteten Blutdruckanstieg zu sein scheint. Die
Veranderung der HF und der EF deuten auf eine vermehrte Sympathikus- oder
verminderte Parasympathikus Aktivitdt unter Hochkalium/Hochsalz-Diat hin und
kénnten ein Hinweis auf die Ursache fur den Blutdruckanstieg sein. Auch scheinen die
verwendeten Anionen - Chlorid und Citrat - einen unterschiedlichen Einfluss auf die

Blutdruckregulation zu nehmen.
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5.1. Summary
Earlier research has shown, that a very high intake of potassium can lead to an
increase in arterial blood pressure (Vitzthum et al. 2014; Boéttcher 2016; Marx 2019).
However, the reasons for this remained unclear. In the present work, the role of the
epithelial sodium channel ENaC was further investigated, the effects of special
potassium diets on cardiac function were investigated using echocardiography, and
the question of a possible involvement of the vessels was investigated using a vessel-

specific TMEM16A-knockout mouse model.

In all experiments, the mice received a special potassium chloride diet (KCl-diet) or a
potassium citrate diet (Kcitrate-diet) in combination with a high-salt-diet. Either C57bl6
wild-type mice or Sv126 mice were used, the latter having an inducible, vessel-specific
TMEM16A knockout (TMEM16A WT and KO).

Consistent with previous findings, the C57bl6 animals in the KCl-and Kcitrate-groups
showed an increase in blood pressure on the high-potassium/high-salt diet. The heart
rate also significantly increased under diet in the Kcitrate-group. The administration of
the ENaC blocker amiloride did not normalize the blood pressure in any group.
Echocardiography showed a significant increase in ejection fraction and a significant
decrease in end-systolic volume for the KCI-group. No significant effects could be
shown in the Kcitrate-group by means of echocardiography. The TMEM16A WT and
KO animals showed an increase in blood pressure on a normal-potassium/high-salt
diet but no further increase in pressure on a high-potassium/high-salt diet. When
switching to the high-potassium/high-salt diet, a significant initial drop in diastolic blood
pressure was only observed in the TMEM16A KO animals of the Kcitrate-group. The
TMEM16A KO animals of the KCI-group did not show this decrease.

From these results it can be concluded that increased activation of the ENaC does not
appear to be the cause of the observed rise in blood pressure. The changes in heart
rate and ejection fraction indicate increased sympathetic or reduced parasympathetic
activity under a high-potassium/high-salt diet and could be an indication of the cause
of the rise in blood pressure. Also the anions used - chloride and citrate - seem to have

a different influence on blood pressure regulation.
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6. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
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