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Fragestellung

I Fragestellung

Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass der ubiquitér exprimierte Natrium-Kalium-2 Chlo-
rid-Cotransporter Typ 1 (NKCCI) einen entscheidenden Einfluss auf den Blutdruck hat. In
der glatten GefédBmuskulatur scheint er maf3igeblich den Muskeltonus durch die Aufrechterhal-
tung einer hohen intrazelluldren Chloridkonzentration zu regulieren und konnte somit an der
Entstehung einer arteriellen Hypertonie beteiligt sein.

Bislang wurden lediglich globale Knockoutmiuse untersucht oder pharmakologische Inter-
ventionen durchgefiihrt, um den genauen Einfluss des NKCC1 auf den Blutdruck zu untersu-
chen. Dabei konnten insbesondere renal bedingte Effekte des NKCC1 und seine Wirkung im
Gefidllsystem nicht differenziert betrachtet werden (Orlov et al. 2010). Anhand eines durch
Tamoxifen-induzierten, spezifischen Knockouts des NKCC1 in der glatten GefdBmuskulatur
gilt es nun herauszufinden, welche blutdruckrelevanten Folgen ein dortiges Fehlen des Trans-
porters mit sich fiihrt und ob der NKCC1 in der glatten GefdBmuskulatur ein potenzielles
Target fiir pharmakologische Interventionen zur Behandlung der Hypertonie darstellen konn-

te. Insbesondere sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Kommt es durch den spezifisch in der glatten GefaBmuskulatur induzierten Knockout
des NKCCI1 zu einem langfristigen Blutdruckabfall?

2. Ist ein festgestellter Blutdruckabfall primédr vaskuldr bedingt oder tragen kardiale,
hormonelle oder renale Effekte durch einen direkten Knockouteinfluss oder kompen-
satorisch aufgrund einer Hypotonie zu einer Blutdruckverdnderung bei?

3. Spielt der NKCCI1 eine Rolle bei der Angiotensin II oder DOCA + Salz-vermittelten
Hypertonie?

4. Kann in diesem Modell eine Einflussnahme der Substanz Tamoxifen auf die beobach-

teten Ergebnisse ausgeschlossen werden?

Fiir die Beantwortung dieser Fragen wurden zwei Mauslinien jeweils mit und ohne Gabe von
Tamoxifen untersucht. In der einen Mauslinie (Cre") fiihrte die Tamoxifen-Gabe zum Knock-
out des NKCCI1 in der glatten GefiaBmuskulatur, wihrend in der anderen Linie (Cre’) der
NKCCI1 trotz Tamoxifen-Gabe im Genom erhalten blieb. Zur Analyse des Blutdrucks wurden
invasive telemetrische Blutdruckmessungen im Aortenbogen angewandt. Die Uberpriifung
blutdruckregulierender Effekte wurde durch die Bestimmung des Hormonstatus, der Elektro-
lyte und Blutgase, Messungen der glomeruldren Filtrationsrate und des Plasmavolumens so-
wie durch Echokardiographien durchgefiihrt. AuBerdem erfolgten Gewichtsbestimmungen
und Tibialdngenmessungen zur Normierung und histologische Analysen zur Erkennung von

Endorganschaden.
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II Einleitung

2.1. Hypertonie in der Bevolkerung

Laut der Weltgesundheitsbehorde (WHO) sind kardiovaskuldre Erkrankungen weltweit die
fiihrende Todesursache. Es ist davon auszugehen, dass im Jahr 2008 geschitzt 17,3 Millionen
Menschen daran verstarben, was einen Anteil von 30 % an allen Verstorbenen in dem Jahr
ausmacht (WHO 2011). Fiir das Jahr 2030 wird gar ein Anstieg auf 23,3 Millionen erwartet
(Mathers und Loncar 2006). Neben den ischdmischen Herzerkrankungen und den zerebro-
vaskuldren Erkrankungen werden auch periphere arterielle Erkrankungen als eine weitere
Untergruppe der Herz-Kreislauf-Erkrankungen mafgeblich negativ durch eine Hypertonie
beeinflusst. Somit war Bluthochdruck im Jahr 2010 der weltweit folgenreichste Risikofaktor
fiir Krankheitsbelastungen - noch schwerwiegender als Rauchen und Alkohol (Lim et al.
2012). Auch in Deutschland liegt die Pravalenz der Hypertonie unter den 18- bis 79-jéhrigen
bei ungefdhr 30 %, im Bereich der 70- bis 79-jdhrigen sogar bei 75 % (Neuhauser et al. 2013).
Als Bluthochdruck werden systolische Blutdruckwerte von tliber 140 mmHg oder diastolische
Blutdruckwerte von iiber 90 mmHg klassifiziert (Mancia et al. 2013).

Die Zahlen veranschaulichen die Relevanz dieser Thematik und die Notwendigkeit der Ein-
stellung der Blutdruckwerte auf risikodrmere Bereiche. Allein die Senkung des systolischen
Blutdrucks um 10 mmHg senkt das Risiko fiir Schlaganfille um 50-60 % und fiir einen Tod
durch die koronare Herzkrankheit oder anderer Geféllerkrankungen um 40-50 % (Rosendorff
et al. 2007). Da jedoch nur in seltenen Fillen die Ursachen in einer sogenannten sekundéren
Hypertonie wie zum Beispiel einer Nierenarterienstenose oder einem Phdochromozytom lie-
gen, handelt es sich bei circa 95 % aller Hochdruckpatienten um eine essentielle Hypertonie
(Carretero und Oparil 2000), welche nur symptomatisch behandelbar ist. Das wiederum ver-
deutlicht das Forschungspotenzial und die Forschungsrelevanz auf diesem Gebiet.

Zwar gibt es bereits eine Reihe von unterschiedlichen gut wirksamen Antihypertensiva, den-
noch ist die fortwdhrende Grundlagenforschung im Bereich des Herz-Kreislauf-Systems von
grofler Bedeutung, um weitere Ursachen des Hypertonus und neue Angriffspunkte fiir eine
gezieltere, kausale und moglicherweise nebenwirkungsérmere medikamentdse Therapie zu

finden.
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2.2. Regulation des Blutdrucks

Als Blutdruck versteht man den Druck, welcher in einem bestimmten Bereich eines GefaBsy-
stems des Korpers herrscht und somit fiir die Aufrechterhaltung der Blutzirkulation sorgt. Als
klinisch besonders relevanter Blutdruck gilt der arterielle Mitteldruck, welcher durch ver-
schiedene invasive und nicht-invasive Methoden bestimmt werden kann (Dieterle 2012). Ab-
geleitet vom Ohmschen Gesetz bildet sich der mittlere arterielle Druck (MAD) aus dem Herz-
zeitvolumen (HZV) und dem totalen peripheren Widerstand (TPR) (Prasso et al. 2005).

| MAD = (HZV x TPR) |

Wihrend das Herzzeitvolumen von Schlagvolumen und Herzfrequenz abhéngig ist, wird der
totale periphere Widerstand durch Verdnderungen der Gefaf3elastizitit oder vom Gefédlltonus
im arteriellen System maligeblich beeinflusst.

Zur Gewihrleistung einer individuellen und angepassten Blutdruckregulation kdnnen die
oben genannten Stellglieder zielgerichtet verdndert werden und somit auch einzelne Gefaf3ab-
schnitte separat reguliert werden. Grundsétzlich kann die Blutdruckregulation iiber nervale
und hormonelle Faktoren, sowie iiber morphologische Verdnderungen des Herzens und des
Gefédlisystems erfolgen.

Zeitlich kann man kurzfristige, mittelfristige und langfristige Regulationssysteme differenzie-
ren, deren Ubergang allerdings flieBend ist. Innerhalb von Sekunden stellt der Barorezeptorre-
flex die wichtigste Steuereinheit dar. Die am Karotissinus und am Aortenbogen gelegenen
Barorezeptoren leiten Informationen iiber den Dehnungszustand der Gefdae durch Alternation
der Impulsfrequenz an die Medulla oblongata weiter. Bei einem Blutdruckabfall beispielswei-
se, kommt es somit zu einer Barorezeptor getriggerten sympathischen und parasympathischen
Beeinflussung des Gefdatonus und der Herzaktivitit, sodass der Blutdruck normalisiert wer-
den kann (Wehrwein und Joyner 2013).

Die mittelfristige Einstellung des Blutdrucks basiert neben den beschriebenen nervalen Me-
chanismen insbesondere auf einer hormonellen Regulation durch das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System, Hormone aus der Familie der natriuretischen Peptide (Ruskoaho et al.
1997), Endotheline (Kohan et al. 2011) und Stickstoffmonoxid (NO) (Forstermann und Sessa
2012). Dartiiber hinaus tragen die passive GefdBausdehnung im Falle einer intravasalen Volu-
menzunahme, sowie Fliissigkeitsverschiebungen in den interstitiellen Raum zur mittelfristi-

gen Blutdruckregulation bei (Cowley 1992).
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Die langfristige Blutdruckregulation stellt sich in der Wissenschaft als noch nicht vollstindig
geklart heraus. Zwar geht man aufgrund von Experimenten, welche die Denervierung von
Pressorezeptoren bewirken, eher davon aus, dass diese im Gegensatz zur kurzfristigen Blut-
druckregulation einen geringeren Einfluss auf die langfristige Einstellung haben (Persson et
al. 1987), dennoch sind die experimentellen Daten hier umstritten (Cowley 1992, Thrasher
2004, Thrasher 2006). Vielmehr scheint die Niere durch die Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushalts die wesentliche Rolle in der langfristigen Blutdruckregulation zu spielen
(Guyton 1991, Ivy und Bailey 2014). Mit Hilfe der auf die Nieren wirkenden Systeme und
Hormone, wie das renale Volumenregulationssystem, das Antidiuretischen-Hormon-System
(ADH-System), das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, die natriuretischen Peptide und
die Nierensympathikusaktivitit (Kopp 2011, Kurtz 2011) kann beispielsweise ein Uberschuss

an extrazellulirem Volumen langfristig reguliert werden (Birbaumer und Schmidt 2003).

2.2.1. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

In der mittelfristigen und vermutlich auch langfristigen Blutdruckregulation stellt das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) die vermeintlich wichtigste Steuereinheit in der Re-
gulation des Blutdrucks dar. Im Falle eines Blutdruckabfalls werden iiber einen mehrschritti-
gen Prozess die Hormone Angiotensin II und Aldosteron gebildet, was zu einer Normalisie-
rung des Blutdrucks fiithren soll. Das in der Leber gebildete Angiotensinogen wird durch das
in der Niere gebildete Renin in das Dekapeptid Angiotensin I umgewandelt. Dieses wiederum
wird durch das aus Lunge und Niere stammende Angiotensin-converting enzyme (ACE) zum
Oktapeptid Angiotensin II (Ang II) gespalten, welches tiber verschiedene Mechanismen, unter
anderem auch durch die Freisetzung von Aldosteron, fiir eine Blutdruckelevation sorgt (Moon

2013).

2.2.1.1. Renin

Das proteolytische Enzym Renin stellt die unterste Stufe des Systems dar und ist verantwort-
lich fiir die Abspaltung von Angiotensin I aus Angiotensinogen. Seine Ausschiittung aus dem
juxtaglomeruldren Apparat der Niere wird durch eine Vielzahl von Prozessen getriggert.

Die bedeutendste Rolle scheint die Detektion einer Hypotonie sowie eine erhdhte Natrium-
Chlorid-Konzentration im Urin/Primdrharn zu spielen. Man geht davon aus, dass Barorezep-
toren der afferenten Arteriolen iiber die Feststellung des Blutdrucks und die Macula densa der
Niere iiber die Kontrolle der Natrium-Chlorid-Konzentration die Reninausschiittung steuern
und somit einer Hypertonie entgegenwirken konnen (Kurtz 2011).

Auferdem sind eine Reihe weiterer duflerer Faktoren bekannt, welche die Reninfreisetzung

beeinflussen kdnnten. Hierzu zdhlen insbesondere die Sympathikusaktivierung, sowie die bei
4
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Sympathikusaktivierung ausgeschiitteten Katecholamine (Kurtz 2012), Dopamin (Hackenthal
et al. 1990), Renin-stimulierenden Neuropeptide (Porter et al. 1983), Prostaglandine (Jensen
et al. 1996), Angiotensin II (Edwards und Stack 1993), atriales natriuretisches Peptid (ANP)
(Kurtz et al. 1986) und NO (Kurtz und Wagner 1998).

Die vesikuldre Freisetzung iiber die oben genannten Mechanismen wird intrazelluldr durch
zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), die Kalziumkonzentration und durch cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) reguliert (Kurtz 2012). (Kurtz 2011). (Kurtz et al. 1986,
Kurtz et al. 1998). Des Weiteren wird auch dem Membranpotenzial eine entscheidende Rolle
zugerechnet, da Experimente gezeigt haben, dass eine Hyperpolarisation der Zelle zu einer

erhohten Reninausschiittung fiihrt (Castrop et al. 2005).

2.2.1.2. Angiotensin

Das aufgrund von Renin systemisch gebildete Angiotensin II wird als potentester Teil des
RAAS zur Regulation des Blutdrucks und der intravasalen Volumina gezdhlt. Zu seinen An-
griffspunkten zihlen Herz, GefaBBsystem, Nervensystem, Verdauungsorgane, Haut, Reproduk-
tionstrakt, Nebennieren, Fettgewebe und insbesondere die Nieren (Paul et al. 2006, Yim und
Yoo 2008). Neben seinem oben beschriebenen Syntheseprozess aus Angiotensin I iiber das
ACE werden zusitzlich einige andere Produktionswege angenommen, von denen eine Chy-
mase-vermittelte Bildung aufgrund seiner hohen Substratspezifitit als besonders relevant an-
gesehen wird (Urata et al. 1996, Arakawa und Urata 2000). Neben dem am Besten untersuch-
ten Ang II ist auBerdem das Angiotensin 1-7 bekannt, das der Wirkung von Ang II entgegen
zu wirken scheint (Santos et al. 2000).

Die Wirkungsentfaltung von Ang II beruht auf der Bindung an Guaninnucleotid-bindendes
Protein (G-Protein)-gekoppelten Rezeptoren. Hier sind vor allem zwei Rezeptoren, der An-
giotensin-Rezeptor-Typ 1 (AT;) und der Angiotensin-Rezeptor-Typ 2 (AT,), von Relevanz
(de Gasparo et al. 2000). Die meisten bekannten Wirkungen entfaltet Ang II iiber den AT)-
Rezeptor, der in zwei Subtypen unterteilt wird, den AT;s- und AT;g-Rezeptor (Iwai und
Inagami 1992). Die genaue Funktion des AT,-Rezeptors ist unsicherer (Unger 1999).
Abbildung 1 veranschaulicht die besondere Relevanz des AT;-Rezeptors, liber den Angioten-
sin II beispielsweise renale Effekte wie eine Inhibierung der Reninfreisetzung oder eine iiber
die Aldosteronfreisetzung aus der Nebennierenrinde vermittelte Natrium- und Wasserretenti-
on hervorruft. Daneben kdnnen auch extrarenale Effekte wie insbesondere eine Vasokonstrik-
tion der Widerstandsgefa3e oder Inotropiesteigerung des Herzens vermittelt werden und zu

einem Blutdruckanstieg fiihren (Santos et al. 2005).
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Abb. 1: Wirkungen von Angiotensin im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Modifiziert nach: (Santos et al. 2005)
2.2.1.3. Aldosteron

Das Mineralokortikoid Aldosteron wird durch Ang II-Stimulus von den Nebennieren produ-
ziert und sorgt fiir die Homoostase von Fliissigkeit und Elektrolyten.

In der duBersten Schicht der Nebenniere, der Zona glomerulosa, erfolgt die Biosynthese aus-
gehend vom Cholesterin durch mehrere enzymatische Stufen. Vermittelt durch das Steroido-
genic acute regulatory protein (StAR-Protein) sowie durch das Cytochrom-P450-Enzym
CYPI1A1 wird Cholesterin in Pregnenolon umgewandelt und schlieBlich durch die 3f3-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD3B2) in das gemeinsame Ausgangsprodukt fiir die Al-
dosteron- beziehungsweise die Cortisolproduktion, das Progesteron, umgewandelt. Durch vier
weitere Cytochrom-P450-Enzymschritte, unter anderem durch CYP11B2, wird das Progeste-
ron schlieBlich in Aldosteron umgewandelt (Hattangady et al. 2012).

Bei der Sekretion unterscheidet man zwischen einer akuten (Minuten) und einer chronischen
(Stunden bis Tage) Sekretion. Wihrend die akute Sekretion (,,early regulatory step*) durch
schnelle Signalkaskaden gesteuert wird und von einer vermehrten Expression und Phosphory-
lierung des StAR-Proteins abhédngig ist, wird die chronische Produktion (,late regulatory
step) von der Expression des P450-Enzyms CYP11B2 reguliert, welches die Expression der
an der Aldosteronsynsthese beteiligten Enzymen kontrolliert (Hattangady et al. 2012).

Die Steuerung der fiir die Aldosteronsekretion verantwortlichen Einheiten erfolgt hauptsich-

lich durch Ang II, Plasmakalium und das Adrenokortikotrope Hormon (ACTH) (Hattangady
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et al. 2012). Ang II sorgt {iber die Bindung an den AT1-Rezeptor mittels einer Signalkaskade
iiber die Phospholipase C und Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphonat (PIP2) fiir die Generie-
rung von Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG). Uber eine IP;-
vermittelte Erhdhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration sorgt Ang II somit fiir eine
Aktivierung der Kalzium/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinasen I und IV (CaMK I/IV)
(Hattangady et al. 2012). Diese flihren {iber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu
einer Aktivierung von Promotorregionen des CYP11B2-Gens und zur vermehrten Transkrip-
tion der Aldosteronsynthase, was schlieBlich zu einer erhohten Aldosteronkonzentration fiihrt
(Beuschlein 2013). Auch DAG soll iiber die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fiir eine
Stimulation der Aldosteronproduktion sorgen (Kapas et al. 1995).

2.2.2. Rolle der Niere bei der Regulation des Blutdrucks

Das zuvor beschriebene RAAS als Teil der mittel- und langfristigen Blutdruckregulation hat
neben seinem Ursprung in der Niere also auch einen mafigeblichen Einfluss auf die Nieren-
funktion.

Die Relevanz der Niere bei der Blutdruckregulation erkannte auch der Physiologe Arthur C.
Guyton. Laut seiner Theorie wird der Blutdruck langfristig durch die Volumenregulations-
funktion der Niere gesteuert. Im Normalzustand herrscht ein gesundes Gleichgewicht zwi-
schen Volumen- und Salzaufnahme und deren Ausscheidung. Die Fahigkeit der Niere auf
jegliche Blutdruckverdnderungen durch eine Regulation des Volumen- und Salzhaushaltes zu
reagieren und somit den Blutdruck wieder auf den Ausgangswert zu bringen bezeichnet Guy-
ton als ,,infinite gain* (Guyton 1989). Demnach kann eine langfristige Blutdruckerh6hung nur
durch eine Storung dieses Gleichgewichtes entstehen (Ivy und Bailey 2014). Es werden zwei
Moglichkeiten fiir eine derartige Storung in Betracht gezogen: eine pathophysiologische Ver-
dnderung der Nierenfunktion oder eine erhdhte Volumen- und Salzaufnahme. Beispielsweise
wiirde bei einer geringeren Nierenmasse und demnach einer geringeren Filtrationsfunktion ein
hoherer Blutdruck von Néten sein, um die Volumenregulation zu gewéhrleisten. Insgesamt
schlieBt Guyton eine primére Erhohung des totalen peripheren Gefa3tonus fiir die Entstehung
einer chronischen Hypertonie ohne das gleichzeitige Auftreten einer der beiden oben genann-
ten Storungen aus, da bei intakter Nierenfunktion nach dem Prinzip des ,,infinite gain“ der
Blutdruck wieder auf Normallevel gebracht werden miisste (Guyton 1989).

Auch Experimente anderer Gruppen untermauerten die von Guyton beschriebene Relevanz
der Niere. Die Gruppe um Hall verdeutlichte insbesondere die entstehende Problematik bei
einer fehlenden Detektion der Niere von Volumen-/ Salziiberschiissen im zentralen Kreislauf

durch Experimente an Hunden. Dort wurde ein System verwendet, welches es ermoglichte,
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jegliche Abweichungen des systemischen Blutdrucks von der Norm direkt und ausschlieBlich
vor der Nierenarterie auszugleichen, sodass trotz einer systemischen Blutdruckerhhung ein
normaler Blutdruck in den Nierenarterien herrschte. Bei systemischer Aldosterongabe kam es
somit zu einer sukzessiven volumenbedingten Zunahme des Blutdrucks, da durch die aus-
schlieBliche Abpufferung vor der Nierenarterie keine Gegenregulation durch die Nieren er-
folgte, sodass die Versuche schlieBlich aufgrund zu hoher systemischer Blutdruckwerte abge-
brochen werden mussten (Hall et al. 1984). Und auch in Transplantationsstudien konnte ein
genetische Einfluss der Nieren auf die Entstehung von Bluthochdruck nachgewiesen werden
(Rettig und Grisk 2005). Diese Ergebnisse verdeutlichen also die bis heute unstrittige Rele-
vanz der Niere bei der Einstellung des Blutdrucks.

Die renale Volumenregulation erfolgt durch eine Vielzahl an Prozessen. Neben dem Renin-
Angiotensin-System spielt die renale Sympathikusaktivitidt eine besondere Rolle bei der
Drucknatriurese (Kubota et al. 1993). Als wichtiger Teil der renalen Volumenregulation zihlt
auch die renale Regulation von Natriumkandlen und -transportern, welche durch parakrine
oder biophysikalische Prozesse gesteuert wird.

Einer dieser Transporter ist der Natrium-Kalium-2 Chlorid-Cotransporter Typ 2 (NKCC2) im
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife. Dieser wird durch Adenosintriphosphat (ATP) und NO
reguliert (Ivy und Bailey 2014) und trigt entscheidend zur Natriumresorption bei.

Eine Inhibition des NKCC2, beispielsweise durch endogenes NO, fiihrt zu einer gestorten
Natriumriickresorption, sodass es zu einer Natriurese und dadurch folgenden Blutdruckab-
nahme kommt. Die entscheidenden Funktionen des Transporters werden auch bei einer loss-
of-function Mutation des fiir den NKCC2 codierenden SLC12A1-Gens, dem sogenannten
Bartter-Syndrom Typ I, deutlich. Patienten mit Bartter-Syndrom leiden an einer Reduktion
des Plasmavolumens und einer damit einhergehenden Hypotension, Polyurie, Hyponatridmie,
Hypochloriddmie, Hypokalidmie, Magnesiurie, einer metabolischen Alkalose und einer Hy-
perkalziurie (Markadieu und Delpire 2014). Eine gleiche Symptomatik wurde in globalen
NKCC2-Knockoutméusen beschrieben (Takahashi et al. 2000). Neben seiner Lokalisation im
dicken, aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL) tragt der NKCC2 auch einen entschei-
denden Anteil an dem tubuloglomeruléren Feedback durch seine Expression in der Macula

densa und seiner Rolle der dortigen Natriumchloriddetektion (Peti-Peterdi und Harris 2010).

2.2.3. Rolle der Gefiifle bei der Regulation des Blutdrucks

Unabhéngig von der von Guyton beschriebenen Relevanz der Niere spielt aber auch das Ge-
falsystem iiber die Regulation des totalen peripheren Widerstands durch die Widerstandsge-

féaBe eine grofe Rolle in der Blutdruckregulation.



Einleitung

Die arterielle GefaBwand ist durch ihren dreischichtigen Aufbau gekennzeichnet. Die Tunica
intima enthilt neben dem Bindegewebe das dem Lumen zugewandte einschichtige Endothel.
Die Tunica media enthdlt mehrere Schichten glatter GefaBmuskulatur und steuert dadurch den
Gefdfldurchmesser. Daran angrenzend liegt die Tunica adventitia, welche Bindegewebe, Ge-
faBe und Nervenfasern enthilt (Welsch und Deller 2010).

Die Steuerung des GefdBdurchmessers durch die glatte Muskulatur ist eng mit Anderungen
der intrazelluldren freien Kalziumkonzentration gekoppelt (Somlyo und Somlyo 1994). In der
glatten Muskulatur bindet Kalzium an Calmodulin und formt so den Kalzium-Calmodulin-
Komplex, welcher das Enzym Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) aktiviert. Dieses sorgt
fiir die Phosphorylierung der leichten Kette von Myosin und verursacht dadurch die Muskel-
kontraktion durch den Querbriickenzyklus (Somlyo und Somlyo 1994).

Eine hohere intrazelluldre Kalziumkonzentration und eine daraus resultierende Gefa3kontrak-
tion kann neben einem Einstrom aus dem Extrazellularraum ebenfalls aus einem intrazelluli-
ren Speicher, dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) erreicht werden. Die Steuerung der
Freisetzung aus dem SR erfolgt durch zwei Typen von Kalziumkanélen: den Ryanodin-
Rezeptoren und den IPs;-Rezeptoren. Der Einstrom von extrazelluldr erfolgt hauptséchlich
durch spannungsabhingige L-Typ-Ca”'-Kanile, aber auch durch spannungsabhingige T-Typ-
Ca’"-Kanile, Ca*"-permeable Kationenkanile aus der Familie der TRP-Kanile und Liganden-
gesteuerte, kalziumpermeable Kationenkanéle (Amberg und Navedo 2013).

Die intrazelluldre Kalziumerh6hung tiber ligandengesteuerte, kalziumpermeable Kationenka-
nile ist ein moglicher Kontraktionsstimulus, welcher zu dem iibergeordneten Begriff der
pharmakomechanischen Kopplung gezéhlt wird und ohne eine Membranpotenzialverdande-
rung ablduft (Somlyo et al. 1999). Als einer der wichtigsten Mechanismen der pharmakome-
chanischen Kopplung zéhlt die Kalziumfreisetzung vermittelt durch die G-Protein eingeleitete
IP;-Signaltransduktion und die Regulierung der Kalziumsensitivitdt durch Myosin-Leichtkette
20 (MLC20)-Phosphorylierung (Somlyo und Somlyo 1994).

Daneben gilt die elektromechanische Kopplung als ein sehr relevanter Kontraktionsstimulus.
Hier sort die Aktivierung spannungsabhingiger Kalziumkanile bedingt durch eine Depolari-
sation des Membranpotenzials fiir einen Einstrom von Ca*" und dadurch fiir einen Anstieg des
GefdBmuskeltonus.

Neben den spannungsabhingigen und ligandengesteuerten Kalziumkanélen kann aber auch
Ca’" selbst, zum Beispiel nach Freisetzung aus dem SR als second messenger, fiir die Aktivie-
rung von kalziumgesteuerten Kalium- oder Chloridkanilen sorgen. So kann die Offnung von
kalziumgesteuerten Ionenkanilen entweder im Falle eines kalziumgesteuerten K'-Kanals zu

einer Hyperpolarisation oder im Falle eines kalziumgesteuerten Cl'-Kanals zu einer Depolari-
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sation fiihren (Somlyo und Somlyo 1994). Dies verdeutlicht, dass eine Verdnderung des
Membranpotenzials beispielweise durch Kalium- oder Chloridkanéle verursacht werden kann

und somit in einer Verdnderung des GefaBBmuskeltonus resultieren kann.

2.2.3.1. Chloridkanile und Chloridtransporter in Gefilmuskulatur

Wie zuvor beschrieben scheinen also auch Chloridkanéle und -transporter iiber eine Verdnde-
rung des Membranpotenzials den GefaBBmuskeltonus steuern zu kénnen. Mit Ausnahme der
GABA-/Glycin-Rezeptorfamilie wurden alle bekannten Chloridkanalfamilien auch in der
glatten GefaBmuskulatur identifiziert. Im Gegensatz zu anderen Zellen wie zum Beispiel Neu-
ronen oder Skelettmuskulatur wird Chlorid in der glatten GefdBmuskulatur durch mindestens
zwei sekunddr-aktive Transportmechanismen intrazelluldr akkumuliert. Daher liegt die intra-
zelluldre Konzentration von Chlorid in der glatten GefdBmuskulatur {iber der normalen Kon-
zentration nach dem Donnan-Gleichgewicht, welches dann erreicht wére, wenn Chlorid sich
passiv iiber die Plasmamembran verteilte. Die zwei entscheidenden Transporter fiir den se-
kundir-aktiven Transport von CI in den Intrazellularraum sind der CI7HCO>-Austauscher
Typ 2 (AE), sowie der Na'-K"-2CI'-Cotransporter Typ 1 (NKCC1), welcher eine Isoform des
bereits vorgestellten NKCC?2 ist und den in dieser Arbeit zu untersuchenden Transporter dar-

stellt (Matchkov et al. 2013).

~30-50 mM

2CI
K+

cr 3Na*
Abb. 2: Chloridhoméostase in der glatten GefiBmuskelzelle. (Hubner et al. 2015)
Da die intrazelluldre Cl'-Konzentration durch die Chloridtransporter iiber dem Donnan-
Gleichgewicht liegt, wiirde die Offnung von Chloridkanilen in einem Ausstrom von CI resul-
tieren. Prinzipiell fiihrt dies dazu, dass es im Falle einer Offnung von Chloridkanilen und
einem daraus folgenden Ausstrom von Cl zu einer Membrandepolarisation kommt und somit,
wie oben beschrieben, zu einem Anstieg des GefaBmuskeltonus fiihrt.

Die Chloridkanédle werden basierend auf ihren Aktivierungsmechanismen in verschiedene

Gruppen unterteilt. So unterscheidet man ionotrope-, spannungsgesteuerte- (VDCC), cAMP-
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regulierte, volumensensitive- (VRAC) und Ca*"-aktivierte (CaCC) Chloridkanile. Molekular
betrachtet werden die Chloridkanile in drei Familien unterteilt: Chloridkanile (CIC), cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) und die ionotrope GABA-/Glycin-
Rezeptor-Chloridkanalfamilie (Jentsch et al. 2002).

Als einer der entscheidenden CaCCs in Mausexperimenten wird der TMEM16A-Kanal ange-
sehen. Induzierte Knockoutexperimente des TMEMI16A in der glatten GefaBmuskulatur zeig-
ten einen Blutdruckabfall, welcher auf einen geringeren Chloridausstrom aus der Zelle und
somit eine Membranhyperpolarisation zuriickzufiihren ist (Heinze et al. 2014, Hubner et al.
2015). Wihrend die aktivierten CaCCs also die GefaBkontraktilitit durch den Chloridaus-
strom und die resultierende Depolarisation zu verstirken scheinen, so ist die Wirkweise der
CFTR- und CIC-Kanile hingegen offenbar vielseitiger. Nach Aktivierung des CFTR-Kanals
durch die cAMP-PKA-Phosphorylierungskaskade fiihrte die Anwendung jener CFTR-
Aktivatoren zu einer konzentrationsabhéngigen GefdfBmuskelrelaxation. Auch die Funktion
der CIC-Kandile, hauptsichlich repréasentiert durch den CIC-3-Kanal, ist aufgrund seiner dop-
pelten Funktionsmoglichkeit entweder als reiner Chloridkanal oder als Cl/H'-Antiporter
komplexer als die Funktion der CaCCs, denn je nach extrazellulirer H -Konzentration dndert
sich die Funktion dieses Kanals (Matchkov et al. 2013).

Die Steuerung des GefaBBmuskeltonus ist daher stark von der Expression und der Aktivitét der
einzelnen Transporter und lonenkanile und der jeweiligen intra- und extrazelluldren Ionen-
konzentration abhidngig. Demnach ist anzunehmen, dass ein fehlerhafter, sekundir aktiver
Einwiértstransport, beispielsweise durch ein Fehlen des NKCC1, zu einer verringerten intra-
zelluldren Chloridakkumulation fiihren konnte und der Transporter somit, moglicherweise
auch tiber die Beeinflussung anderer Chloridkanéle aufgrund der dann geringeren intrazellulé-
ren Chloridkonzentration, mutmaBlich einen entscheidenden Einfluss auf das Membranpoten-

zial und somit auf den Gefilmuskeltonus und den Blutdruck haben konnte.

2.3. Der Natrium-Kalium-2 Chlorid-Cotransporter Typ 1 (NKCC1)

Der NKCC1 ist, wie auch der NKCC2, als NKCC-Isoform Teil der Kation-Chlorid-
Cotransporter Familie (CCC). Neben den NKCC-Transportern zdhlen der Na-Cl-
Cotransporter (NCC), vier K-Cl-Cotransporter (KCC) und ein CCC-interagierendes Protein
(CIP) ebenfalls zu der Familie der CCCs (Isenring und Forbush 2001). Alle Kation-Chlorid-
Cotransporter dhneln sich in ihrer Struktur im Hinblick auf eine 12-Transmembrandomine,
sowie grof3e hydrophile, intrazelluldre amino- und carboxyterminale Domédnen. Der hochste

Grad an Homologie zwischen den verschiedenen Cotransportern wird in den Transmembran-
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dominen, sowie in den die Transmembrandoméinen-verbindenden intrazelluldren Schleifen
vermutet (Haas und Forbush 2000).

Die Kation-Chlorid-Cotransporter machen sich die Aktivitit der Na'-K'-ATPase zu Nutze.
Durch die Aktivitit der Na™-K'-ATPase werden durch primér-aktiven Ionentransport elektro-
chemische Potentiale generiert. Dies ermoglicht den Kation-Chlorid-Cotransportern einen
sekundir-aktiven Transport von Chloridionen mittels der Kationentriebkraft iiber die Mem-
bran. Die Na'-K'-ATPase sorgt fiir den stindigen Ausgleich der durch die Chloridtransporter
verursachten Ionenverschiebungen, sodass Netto eine Chloridverschiebung nach extra- bezie-

hungsweise intrazelluldr erfolgen kann (Gamba 2005).

2.3.1. Expression von NKCC1 und NKCC2

Erstmalig in Erscheinung traten die NKCC-Kotransporter in den frithen 1970er Jahren, wo
Wiley und Cooper in Erythrozyten einen Cotransport von Natrium und Kalium beschrieben
(Wiley und Cooper 1974). Spiter fanden Burg und seine Mitarbeiter heraus, dass sich die
NaCl-Aufnahme im dicken, aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL) durch Furosemid
blockieren ldsst. Nachdem in den 1970er Jahren der Natrium-gekoppelte Chloridtransport
anerkannt wurde, identifizierte die Arbeitsgruppe Geck 1980 einen elektroneutralen Transport
von Natrium, Kalium und Chlorid in Ehrlich-Aszites-Tumorzellen (Geck et al. 1980, Haas
1994). Darauthin folgte der Nachweis an einer Reihe von weiteren Zellen und Geweben.
Hierzu zdhlen die Epithelzellen des TAL, sowie weitere renale Epithelzellen, Driisen des Ma-
gen-Darm-Trakts, der Luftwege oder des Speichels, sowie anderer sekretorischer Epithelien.
AuBerdem erfolgte eine Identifizierung in Axonen des Tintenfisches, glatter Muskulatur, re-
nalen Mesangiumzellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten, kultivierten T-
Lymphozyten und Erythrozyten (Haas 1994). Der erste Nachweis eines Natrium-Kalium-
Chlorid-Cotransports in der glatten GefaBmuskulatur erfolgte 1984 durch die Erkenntnis, dass
ein Ouabain-unsensitiver Kaliumeinstrom von Schleifendiuretika gehemmt werden kann und
von dem Vorhandensein von Natrium und Chlorid im Extrazellularraum abhingig ist (Owen
1984).

Der molekulare Beweis fiir die Existenz zweier unterschiedlicher Na-K-2Cl-Cotransporter
wurde im Jahr 1994 gefunden. Somit wurde erstmals zwischen dem NKCC1 (BSC2) und dem
NKCC2 (BSC1) unterschieden (Delpire et al. 1994, Gamba et al. 1994). Kurz darauf wurden
ebenfalls teilweise die Gene und Exonstrukturen charakterisiert (Markadieu und Delpire
2014). Der NKCC1 wird durch das SLC12A2-Gen kodiert, welches sich auf Chromosom
5923 befindet. Der NKCC2 wird durch das SLC12A1-Gen auf Chromosom 15q15-q21 ko-
diert.
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Wihrend man den NKCC?2 lediglich im TAL und in der Macula densa der Niere lokalisieren
konnte (Castrop und Schiessl 2014), wurde die Expression des NKCC1 in allen bisher be-
kannten Zellen nachgewiesen (Orlov et al. 2010). Von dem NKCC?2 sind drei verschiedene
Isoformen (Isoform A, B und F) bekannt, welche unterschiedliche Lokalisationen entlang des
TAL und der Macula densa besitzen. Von allen drei Formen ist der NKCC2A die vorherr-
schende Form (Carota et al. 2010). Im Gegensatz zu dem NKCC2, welcher sich ausschlieB3-
lich in der apikalen Membran von Epithelzellen befindet, wird der NKCC1 in der basolatera-
len Membran exprimiert, in einer dhnlichen Verteilung wie die Na™-K'-ATPase. Als einzige
Ausnahme wird seine Existenz im Epithel des Plexus choroideus an der apikalen Membran

beschrieben (Plotkin et al. 1997, Haas und Forbush 2000).

2.3.2. Molekularer Aufbau des NKCC1

Der NKCC1 wird aus 1212 Aminoséuren gebildet, welche zusammen eine Molekiilmasse von
131,4 kDa ergeben (Markadieu und Delpire 2014). Wie auch die anderen CCCs verfiigt der
NKCCI1 in seiner hydrophoben Region iiber 12 Transmembrandoménen und liegt in der Ho-
modimerform vor. Zwischen Segment 7 und 8 enthélt der NKCCI1 eine groBle extrazelluldre
Schleife. AuBlerdem kennzeichnen den NKCC1 grof3e amino- (N-) und carboxyterminale (C-
terminale) zytoplasmatische Doménen, welche regulatorische Regionen enthalten. Diese wer-
den aus einigen Threonin-Aminosduren gebildet, welche durch Phosphorylierung die Aktivi-

tat des Transporters steuern (Monette und Forbush 2012).
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Abb. 3: Molekularer Aufbau des NKCCI1. (Xu et al. 1994)

Das aminoterminale Ende weist zwischen unterschiedlichen Spezies die geringsten Amino-
sdureiibereinstimmungen aller drei Regionen des NKCC1 auf, wihrend das C-terminale Ende
die meisten Gemeinsamkeiten aufweist. Aullerdem konnte es einige hydrophobe Regionen
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innerhalb des carboxyterminalen Endes geben, welche in die Zellmembran integriert werden
(Russell 2000).

Eine Glykolysierung der Schleife zwischen Segment 7 und 8 scheint funktionell fiir die
Membranexpression, die Transportaktivitdt und die Affinitdt fiir Schleifendiuretika relevant
zu sein. Funktionell scheinen auBerdem die Segmente 2 und 7 eine Rolle bei der Kationen-
bindung zu besitzen und die Segmente 2, 11, 12 und 3 bei der Bindung an das Schleifendiure-

tikum Bumetanid (Markadieu und Delpire 2014).

2.3.3. Regulation der NKCC1-Aktivitit

Es werden mindestens vier Regulationsmechanismen angenommen, welche die NKCCI-
Aktivitdt kurz- und langfristig steuern. Hierzu zdhlt man die verdnderte Genexpression, eine
verdnderte Expression auf Zellebene, posttranslationale Aktivierungen und Proteinphosphory-
lierungen.

Auf der Ebene der Genexpression zeigen sich unter unterschiedlichen physiologischen Bedin-
gungen Verdnderungen der NKCC1-messenger Ribonukleinsdure (mRNA) oder des NKCCl1-
Proteins. Ratten mit einer induzierten Azidose zeigten eine erhdhte Expression des NKCCI in
duBeren und inneren medulldren Sammelrohren. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass eine
Hypoxie, vermittelt iiber den Transkriptionsfaktor HIF-1alpha, zu einer Herabregulation der
NKCCI1-Transkription fiihrt. Da HIF-1lalpha Knockouttiere eine 10-fach erhdhte Expression
des NKCC1 in colonalen Mukosazellen hatten, scheint der Transkriptionsfaktor eine ent-
scheidende Rolle bei der Steuerung der NKCCI1-Expression zu besitzen (Markadieu und
Delpire 2014).

Auf Transkriptionsebene spielt die Methylierung der Promotorregion eine Rolle. Spontan
hypertensive Ratten (SHR) zeigten eine Hypomethylierung des Promotors bei abgeschwéch-
ter Aktivitit der DNA-Methyltransferase. In normotensiven Tieren zeigte sich hingegen eine
Methylierung der Promotorregion bei hochregulierter DNA-Methyltransferase. Eine geringere
Methylierung hat somit eine hohere Expression des NKCC1 zur Folge und kann dadurch den
GefafBmuskeltonus beeinflussen (Cho et al. 2011).

Neben der Expressionsverdnderung auf genetischer Ebene wird auch eine Moglichkeit der
Regulation durch eine verdnderte Expression des Transporters an der Zelloberfliche in Be-
tracht gezogen. So wird iiber eine cAMP-abhingige Rekrutierung von Membranproteinen
spekuliert, welche einen regulatorischen Komplex mit dem NKCCI1 bilden kdnnten
(D'Andrea et al. 1996). Auch fiir die Aktivitit der Proteinkinase C (PKC) zeigten sich Regula-
tionsmoglichkeiten im Sinne einer vermehrten oder verminderten Internalisierung von

NKCCI. Jedoch ist noch ungewiss, ob diese verminderte Expression durch Phosphorylierun-
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gen des NKCC1 oder anderen Proteinen durch die PKC zustande kommt oder ob der PKC
eine andere Rolle bei dem Aus- und Einbau von Proteinen zugeschrieben werden kann
(Matthews 2002).

Auf Proteinebene konnen eine extrazelluldr erh6hte Osmolaritét und eine verringerte intrazel-
luldre Chloridkonzentration jeweils fiir eine gesteigerte Funktion des NKCC1 verantwortlich
sein. Die Kombination beider Einflussfaktoren kann aber auch eine komplexere Wirkung zur
Folge haben: Im Falle einer erhdhten extrazelluldiren Osmolaritit kommt es iiber vermehrten
Wasserausstrom zu einer Zellschrumpfung und damit einhergehend einer Zunahme der intra-
zelluldren Chloridkonzentration. Wéhrend also die erhdhte Osmolaritit fiir eine Erhohung der
NKCCI1-Aktivitdt sorgt, fiihrt eine hohere intrazellulire Chloridkonzentration zu dem gegen-
teiligen Effekt. Das Nettoergebnis beider Faktoren ist strittig (Markadieu und Delpire 2014).
Neben physikalischen Faktoren, Hormonen, Zytokinen und Signalkaskaden, welche die Akti-
vitdt des NKCCI1 direkt steuern, werden auch indirekte Regulationsmechanismen angenom-
men, wie zum Beispiel durch Adenylylzyklaseaktivatoren, Phosphodiesteraseinhibitoren und
cAMP (Markadieu und Delpire 2014). Auch der CFTR konnte durch seine Wirkung auf die
intrazelluldre Chloridkonzentration den NKCCI1 indirekt steuern (Shumaker und Soleimani
1999).

AuBerdem zeigte sich erstmals in Experimenten an Riesenaxonen aus Tintenfischen und Rek-
taldriisen aus Haien, dass die Aktivitit des NKCCI1 durch Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsprozesse gesteuert wird (Altamirano et al. 1988, Lytle und Forbush
1992). Die Phosphorylierungen werden durch die STE20/SPS1-related proline/alanine-rich
Kinase (SPAK-Kinase) oder with-no-K(Lys) Kinase (WNK-Kinase) als Antwort auf geringe-
re intrazelluldre Chloridkonzentrationen gesteuert, wohingegen die Dephosphorylierung iiber
Protein-phosphatase 1 (PP1-Phosphatasen) ablduft (Monette und Forbush 2012). In der am
besten charakterisierten Aktivierungskaskade, der WNK4-SPAK-Kaskade, wird SPAK von
WNK4 an seiner katalytischen und seiner regulatorischen Doméne phosphoryliert. Dadurch
kann SPAK den NKCC1 phosphorylieren und somit aktivieren. Das Calcium-binding-protein
39 (Cab39), auch Protein-25 (MO25) genannt, kann in die SPAK-abhéngige Phosphorylie-
rung unabhéngig von der WNK-Kinase eingreifen und trigt somit vermutlich ebenfalls eine

wichtige regulatorische Eigenschaft (Markadieu und Delpire 2014).

2.3.4. Eigenschaften des NKCC1

Wie bereits oben beschrieben macht sich der NKCC1 die Aktivitit der Na'-K'-ATPase zu
Nutze, um Chlorid iiber einen sekundér-aktiven Transport in das Zellinnere zu beférdern. Das

Na'" wird von der Na'-K'-ATPase primir-aktiv aus der Zelle gebracht, der konsekutive Na'-
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Einstrom iiber den NKCC1 ist entsprechend der Triebkraft fiir Na'. Der Transport im NKCC1
erfolgt elektroneutral in einem Verhiltnis von 1 Na®, 1 K" und 2 CI". Das durch den Transpor-
ter mit einstromende Kalium (K") verldsst die Zelle in der Regel wieder durch apikale oder
basolaterale Kaliumkanile (Markadieu und Delpire 2014). Chlorid kann aufgrund der elektro-

chemischen Triebkraft sekundér-aktiv nach intrazellulér transportiert werden.
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Abb. 4: Eigenschaften des NKCC1. (Modifiziert nach Markadieu und Delpire 2014)

Der NKCC1 wird im Gegensatz zum NKCC2 ubiquitédr exprimiert, was weitreichende Folgen
fiir globale NKCC1-Knockouttiere hat. Eine besondere Beeintrachtigung dieser Tiere erfolgt
insbesondere durch die resultierende Taubheit und Gleichgewichtsstdorungen aufgrund der
fehlenden Expression des NKCC1 in der Cochlea und in dem Vestibularorgan. Die hohe Ka-
liumkonzentration in der Endolymphe kann bei fehlender NKCC1-Aktivitit nicht mehr ge-
wiihrleistet werden und somit kann der depolarisierende Einstrom von K' in die Haarzellen
nicht mehr erfolgen (Delpire et al. 1999).

AuBerdem reguliert der NKCC1 ganz allgemein zusammen mit den anderen CCCs den Vo-
lumenhaushalt der Zellen (Kahle et al. 2015). Des Weiteren kommt dem NKCCI1 eine wichti-
ge Rolle in der Regulation der Chloridkonzentration im Nervensystem zu. Im peripheren Ner-
vensystem ist er unter anderem in primiren afferenten Ganglien der Hinterwurzel vertreten.
AuBerdem spielt er eine Rolle im Geruchssystem (Haering et al. 2015) und in der Freisetzung
des Gonadoliberins (GNRH) (DeFazio et al. 2002, Markadieu und Delpire 2014). Auch im
ZNS konnte er eine wichtige Rolle im Hinblick auf die Behandlung einer Epilepsie spielen.
Zwar sind die Ergebnisse beziiglich seiner Aktivitit in unreifen Neuronen widerspriichlich,
dennoch zeigte die Blockade des NKCC1 durch Bumetanid Erfolge bei der Behandlung von
Epileptikern. Es bleibt jedoch unklar, ob diese Erfolge lediglich durch die verursachte Volu-
menverringerung oder wirklich durch neuronale Effekte zustande kamen (Eftekhari et al.

2013, Markadieu und Delpire 2014).
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Dariiber hinaus trigt der NKCC1 zur Fliissigkeitssekretion in den Azinuszellen der Speichel-
driise und im Magen-Darm-Trakt bei, sodass NKCC1-Knockouttiere eine geringere Speichel-
bzw. Fliissigkeitsproduktion aufweisen. Es konnten ebenfalls Wachstumsretardierungen ge-
zeigt werden (Flagella et al. 1999, Evans et al. 2000, Jakab et al. 2011). Daneben scheint der
NKCCI1 einen Einfluss auf die Darmmotilitit durch seine Aktivitdt in den Schrittmacherzellen
des Magen-Darm-Traktes, den Cajal-Zellen, zu besitzen. Dies konnte in Zusammenhang mit
den hohen Letalitétsraten in der Zeit um das Abstillen stehen. Zusétzlich besteht eine Infertili-
tat der minnlichen Tiere, vermutlich aufgrund einer fehlerhaften Funktion der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Axe (Markadieu und Delpire 2014).

Zuletzt besteht eine fragliche Korrelation der NKCC1-Aktivitdt und der Entstehung von chro-

nischem Nierenversagen (Orlov et al. 2010).

2.3.5. Blutdruckspezifische Eigenschaften des NKCC1

Wie schon zuvor im Zusammenhang mit den Chloridkanédlen erwéhnt, scheint der NKCCl1
aber insbesondere auch bei der Regulation des Blutdrucks eine Rolle zu spielen. Experimente
zeigten schon friih, dass die Aktivitdt des NKCC1 beim Vorliegen einer arteriellen Hyperto-
nie erhoht ist (Owen und Ridge 1989, Davis et al. 1993, Jiang et al. 2004). Mitte der 1980er
Jahre konnte gar ein genetisch bedingter Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und der
NKCC-Aktivitét in Erythrozyten anhand von Experimenten an einer hypertensiven und einer
normotensiven Mauslinie gezeigt werden (Bianchi et al. 1985). Erst kiirzlich zeigte sich zu-
dem ein epigenetischer Einfluss auf die NKCC1-Aktivitdt bei Hypertonie (Cho et al. 2011).
Dariiber hinaus konnte in vitro gezeigt werden, dass Vasokonstriktoren wie Angiotensin II die
NKCCI1-Aktivitdt steigern und Vasodilatatoren wie NO das Gegenteil verursachen. Aufler-
dem konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Schleifendiuretika, welche die NKCC-
Transporter hemmen, die Kontraktionskraft der Aorta nach Gabe von Phenylephrin verringert
(Akar et al. 1999). Spiter konnte auch ein geringerer GefdBmuskeltonus in Widerstandsgefa-
Ben nach Bumetanidgabe nachgewiesen werden (Pickkers et al. 2003).

Die Ursache fiir die Tonusverringerung nach Blockade des NKCCI1 liegt vermutlich an einer
Hyperpolarisation der Zelle. In glatten GefaBBmuskelzellen herrscht eine dhnlichen Leitfahig-
keit fiir Chlorid- und Kaliumionen (Chipperfield und Harper 2000, Orlov et al. 2010). Das
Gleichgewichtspotenzial fiir Chlorid ist allerdings positiver als das Ruhemembranpotenzial in
der glatten GefaBmuskulatur. Dies fiihrt dazu, dass eine Erhohung der intrazelluldren Chlo-
ridkonzentration durch NKCC1-vermittelten Einstrom in einer Depolarisation des Ruhemem-
branpotenzials resultiert, da das Ruhemembranpotenzial sich in Richtung des Gleichge-

wichtspotenzials fiir Chlorid verschiebt. Dementsprechend sinkt die intrazelluldre Chlorid-
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konzentration im Falle einer Blockade des NKCC1 und der depolarisierende Einfluss eines
Chlorideinstroms ist somit abgeschwiécht. Die Blockade des NKCC1 resultiert also in einer
Negativierung des Ruhemembranpotenzials — einer Hyperpolarisation und somit einer Gefaf3-
tonusabnahme (Davis et al. 1993, Chipperfield und Harper 2000, Orlov et al. 2010).

Passend dazu konnten auch Meyer und Kollegen 2002 eine geringere maximale Kontraktions-
fahigkeit der Portalvenenmuskulatur in NKCCI1-Knockouttieren im Vergleich zum Wildtyp
nach Phenylephrinapplikation feststellen. Dieser Unterschied bestitigte sich jedoch in der
Aortenmuskulatur nicht. Dafiir konnte die Arbeitsgruppe mit Hilfe der Tail-Cuff Methode
aber auch einen signifikant geringeren Blutdruck (15-20 mmHg) bei globalen NKCCl1-
Knockoutméusen verglichen mit Wildtypen nachweisen (Meyer et al. 2002).

Diesen Blutdruckabfall fanden Garg und Kollegen 2007 ebenfalls durch intravasale Blut-
druckmessung in der Arteria carotis. Dariiber hinaus stellten sie fest, dass die Gabe von Bu-
metanid den Blutdruck bei NKCC1-Knockoutmdusen nicht verdndert, jedoch den Blutdruck
der Wildtypen absinken lie3. Dies bewies, dass der Blutdruckabfall durch das Schleifendiure-
tikum hauptsédchlich iiber den NKCC1 vermittelt wird und offenbar weniger iiber andere po-
tenzielle Angriffspunkte. Garg et al. zeigten auBlerdem, dass sich ein durch Bumetanid indu-
zierter Blutdruckabfall im Wildtyp auch nach Abklemmen der Nierenarterien manifestiert,
was eine renale Genese des gefundenen Blutdruckabfalls eher unwahrscheinlich erscheinen
lieB. Weitere Experimente an Mesenterialarterien dritter Ordnung zeigten, dass unter Bumeta-
nid die kontraktilen Effekte des Vasokonstriktors Phenylephrin reduziert sind, was vermuten
lasst, dass Bumetanid seine Wirkung eher liber die Widerstandsgefdle entfaltet und weniger
iiber andere GefdBabschnitte (Garg et al. 2007). Alle diese Ergebnisse lieBen vermuten, dass
eine Abnahme des GefdBtonus fiir den gezeigten Blutdruckabfall im Knockout bzw. unter
Bumetanid verantwortlich war.

Im Gegensatz zu den oben genannten Forschungsgruppen konnten Kim et al. bei der teleme-
trischen Messung des Blutdrucks keine Unterschiede zwischen globalen NKCC1-Knockouts
und Wildtypen nachweisen. Weitere Experimente dieser Arbeitsgruppe zeigten sogar, dass
NKCC1-Knockoutméuse einen Blutdruckanstieg als Antwort auf eine Hochsalzdiét zeigten,
wohingegen die Wildtypen keine Salzsensitivitit aufwiesen. Unter Niedrigsalzdidt hatten die
NKCC1-Knockoutméuse aullerdem eine geringere Plasmareninaktivitidt und Aldosteronkon-
zentration als die Wildtypen. Zwar konnten Kim et al. keinen Blutdruckunterschied unter
Normaldidt nachweisen, dennoch lassen ihre Daten einen nicht irrelevanten Einfluss des
NKCCI1 auch auf die Blutdruckregulation durch das juxtaglomeruldre Feedback beziehungs-
weise auf die Reninsekretion vermuten, welcher vorher in dieser Form nicht bekannt war

(Kim et al. 2008).
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Um herauszufinden, in wie weit der NKCC1 am juxtaglomeruldren Feedback (JGF) beteiligt
ist, wurde unter anderem von Castrop et al. die Plasmareninaktivitit an globalen NKCC1-
Knockoutméusen im Vergleich zu Wildtypen bestimmt. Hierbei zeigte sich eine 3-fach hohe-
re Plasmareninaktivitit der Knockouttiere im Vergleich zu den Wildtypen. AuBlerdem konnte
gezeigt werden, dass in isolierten granulierten juxtaglomeruldren Zellen der Wildtypen nach
Applikation von Furosemid eine erhdhte Membrankapazitit und vermehrte Reninsekretion
vorlag, es hingegen bei NKCC1-Knockoutmiusen zu keiner Verdnderung kam (Castrop et al.
2005). Dies verdeutlicht den moglichen direkten Einfluss des NKCC1 auch auf die Regulati-
on der Reninsekretion im juxtaglomeruldren Apparat (JGA) (Orlov et al. 2010).

Alle diese Studien haben jedoch gemeinsam, dass sie an globalen NKCC1-Knockouttieren
durchgefiihrt wurden, welcher, wie zuvor beschrieben, ubiquitdr im Organismus vorhanden ist
und die Tiere daher eine Multimorbiditét aufweisen. Die dargestellten, widerspriichlichen
Blutdruckeffekte sind also vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass der NKCC1 komplexe und
vielseitige Funktionen im Organismus ausfiihrt. Es ist aber unklar, welcher Teil des Organis-
mus die grofite Relevanz fiir die Regulation des Blutdrucks durch den NKCCI1 besitzt oder ob
der Blutdruck moglicherweise auch situationsabhiingig beispielsweise abhingig von der Salz-
zufuhr von verschiedenen Teilen des Organismus gesteuert wird.

Aus diesem Grund galt es in dieser Arbeit anhand eines durch Tamoxifen-induzierten, spezi-
fischen NKCC1-Knockouts in der glatten GefdBmuskulatur herauszufinden, in wie weit der
NKCCI1 im Gefillsystem zur Regulation des Blutdrucks beitragt. Genauer stellte sich die Fra-
ge, ob der teilweise gezeigte langfristige Blutdruckabfall primér auf eine Verdnderung des
Gefidlisystems zurlickzufiihren ist, oder ob moglicherweise auch direkte oder indirekte kardia-
le, hormonelle oder renale NKCC1-Wirkungen die vorgestellten Effekte des NKCC1 auf den
Blutdruck verursacht haben kdnnten. Da auch beschrieben wurde, dass Angiotensin II die
NKCCI1-Aktivitit steigert, war dariiber hinaus fraglich, welche Relevanz der NKCCl1 fiir den
blutdrucksteigernden Effekt von Angiotensin II hat. Zur Aufkldrung dieser Fragestellung
wurde auch ein zweites Hypertoniemodell mit DOCA + Salz verwendet, um eine Angiotensin
IT unabhingige Hypertonie zu erzeugen und zudem weitere Informationen iiber die Funkti-
onsweise des DOCA-Salz-Modells zu erlangen.

Insgesamt konnten die Erkenntnisse dieser Promotionsarbeit mdglicherweise eine Aussage
dariiber erlauben, ob sich der NKCC1 in der glatten GefaBmuskulatur als potenzielles Target

fiir pharmakologische Interventionen zur Therapie der Hypertonie eignet.
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IT1 Materialien und Methoden

3.1. Substanzen und Losungen

Tabelle 1: Verwendete Substanzen und Lésungen

Beschreibung

Firma

Angiotensin II human

Augen- und Nasensalbe (Bepanthen®)
Carprofen (Rimadyl®)-Injektionslosung
D(+)-Glucose

Deoxycorticosterone Acetate (DOCA) Pellet
Druckluft
Enrofloxacin (Baytril®)-Injektionslosung

Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA)

Evans Blue
FITC-Sinistrin

Gasflasche CLI OXICARB (O; med. 95 %,
CO; med. 5 %)
Gasgemisch (O, 20 %, CO; 80 %)

Glukose 5 %-Losung

Haarentfernungscreme Sensitive (Veet®)

Histoacryl® Gewebekleber

Hochsalzfutter (30.000 mg Natrium/kg Didt)
Pellets

Indomethacin

Isofluran (Forene®)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland
Pfizer, New York City, New York, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Innovative Research of America, Sarasota,
Florida, USA

TMG GmbH, Krefeld, Deutschland

Bayer HealthCare AG, Leverkusen, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz-

Puntigam, Osterreich
SOL SpA, Monza, Italien

TMG GmbH, Krefeld, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Reckitt Benckiser, Slough, Vereinigtes Ko-
nigreich

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,
Wiesbaden, Deutschland

20



Materialien und Methoden

Isotone Natriumchloridlésung 0,9 %

Kaliumchlorid
Ketamin-Injektionslosung (Ketamin Graub®)

Kontrollsalzfutter (3.000 mg Natrium/kg Di-
at) Pellets

Losartan-Potassium

Natriumchlorid Z.A.

Niedrigsalzfutter (200 mg Natrium/kg Diét)
Pellets

Normalfutter (LAS QCdiet Rod16)
Normalfutter, gemahlen (LAS QCdiet
Rod16)

Octenisept® Wunddesinfektion

Pentobarbital (Narcoren®) Injektionslosung

Povidon-Iod (Betaisodona®)
Roti ®-Histofix 4 %

Tamoxifen-Futter (LASCRdiet CreActive
TAM 400) Pellets

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
aniMedica GmbH, Senden, Deutschland
Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, Deutschland

MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar,
Deutschland

J. T. Baker, Avantor Performance Materials,
Center Valley, PA, USA

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, Deutschland

LASvendi, Soest, Deutschland

LASvendi, Soest, Deutschland

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland
Mundipharma GmbH, Limburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

LASvendi, Soest, Deutschland

3.2. Geriite

Tabelle 2: Verwendete Geriite

Beschreibung

Firma

Anisthesiegas-Entsorgungssystem Fluovac
Blood Gas Analyzer ABL90 FLEX
Druckminderer Hercules CK M 70
Elektrolytanalysator Spotchem EL SE-1520

Handrefraktometer (Modell 7-0112)

FMI GmbH, Seeheim, Deutschland
Radiometer GmbH, Willich, Deutschland
Kayser Werk GmbH, Fulda, Deutschland
Arkray USA, Edina, USA

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land
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Héamatokrit-Zentrifuge (201424)
Inhalationsanisthesie-System

Mikroskop (Leica DM IRB) fiir Histologie
Mikroskopkamera (Leica DFC295)
Mikrozentrifuge (5417R)

Multiskan FC Mikrotiterplatten-Photometer

PhysioTel® Receiver

Schermaschine Thrive® (Model 2000AD)

Schiittlergerdt (MS2 Minishaker)
Stereomikroskop Leica MZ7.5 fiir Operation
Umwdélzthermostat F3 mit Wasserbad
Vevo® 2100 System (Ultraschall)

Waage (AZ612)

Waage (fein) (MC1 LC6200S)

Waage (XP1202S)

Hettich AG, Béch, Schweiz

FMI GmbH, Seeheim, Deutschland

Meyer Instruments, Houston, Texas, USA
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Data Scienes International, Saint Paul, MN,
USA

Ebimex Schermaschinen, Wilsum, Deutsch-
land

IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland
Meyer Instruments, Houston, Texas, USA
Haake Technik GmbH, Vreden, Deutschland
Visual Sonics Inc., Toronto, Kanada
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Mettler-Toledo International Inc., Columbus,

Ohio, USA

3.3. Instrumente und Materialien

Tabelle 3: Verwendete Instrumente und Materialien

Beschreibung

Firma

Clot catcher

Einmal-Injektion-Kaniile

Einmalspritze
Elektrolytmessplatte (Spotchem E-Plate)

ES-Kompressen

Mikro-Hadmatokrit-Kapillaren

Radiometer GmbH, Willich, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Arkray USA, Edina, USA

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutsch-
land

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland
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Micro-Osmotic Pump Alzet® Model 1002

Mikro-Probengefal3 Li.-Heparin
Mikro-Probengefa3 Tri-Kalium-EDTA
Nahtmaterial (Mersilene 5-0)
SafeClinitubes

Schieblehre

Schmelzpunktbestimmungsrohrchen
(9201075)
Skalpellklinge

Transmitter (PhysioTel PA-C10)

Versiegelungswachsplatte fiir Himatokritka-

pillaren

Wirmeunterlage ThermoLux®

Zellkulturplatten (Cellstar®)

Zentrifugenrohrchen (Cellstar®)
OP-Besteck:

Federschere (15000-00)

Nadelhalter (12502-12)

Pinzetten (00608-11, 11050-10, 11152-10)

Scheren (14001-12, 14075-11, 14569-12)

Durect Corporation, Cupertino, Kalifornien,
USA

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland
Ethicon, Inc., Somerville, New Jersey, USA
Radiometer GmbH, Willich, Deutschland
Briidder Mannesmann GmbH, Remscheid,
Deutschland

Hirschmann Laborgerdate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Bayha GmbH, Markgroningen, Deutschland
Data Scienes International, Saint Paul, MN,
USA

Hirschmann Laborgerdate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Witte und Sutor GmbH, Murrhardt, Deutsch-
land

Greiner Bio One International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland
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3.4. Verwendete Miuse und Prinzip des induzierten Knockouts

Die verwendeten Méuse wurden freundlicherweise aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med.
Christian A. Hiibner aus dem Institut fiir Humangenetik des Universititsklinikums Jena zur
Verfiigung gestellt, welche nach dem 2001 von Metzger und Chambon verdffentlichten Prin-
zip geziichtet wurden (Metzger und Chambon 2001). Thr Prinzip basiert auf einem zuvor be-
schriebenen System, in dem eine Cre (causes recombination)-Rekombinase ein bestimmtes
DNA Segment ausschneiden kann, welches von zwei ,,loxP sites* (locus of crossover in pha-
ge P1), den Schnittstellen fiir die Rekombinase, flankiert wird (Sauer und Henderson 1989).
Die Besonderheit ihres Prinzips liegt darin, dass ein Knockout spezifisch in einem bestimm-
ten Gen, zu einer bestimmten Zeit und in einem bestimmten Zelltyp erzielt werden kann
(Metzger und Chambon 2001). Hierfiir wird das Gen der Cre-Rekombinase mit einer modifi-
zierten Ligandenbindungsdomine (LBD) des humanen Ostrogenrezeptors (ER) fusioniert.
Die Modifizierung der LBD im Cre-ER"-Fusionsprotein fiihrt dazu, dass endogenes Ostrogen
nicht mehr binden kann (Feil et al. 1996). Dafiir kann aber Tamoxifen binden und fiir die
Translokation des Cre-ER"-Fusionsproteins aus dem Zytoplasma in den Zellkern sorgen. Dort
wird erst durch Bindung an eine zellspezifische Promotorregion die Transkription der geneti-
schen Information und somit der Cre-Rekombinase ermdglicht.

Fiir diese Arbeit wurde eine Maus kreiert, welche an einem spezifischen Promotor fiir die
glatte GefiaBmuskulatur (SMMHC) eine Bindungsstelle fiir das Fusionsprotein hat, sodass die
Cre nur in der glatten GefdBmuskulatur exprimiert wird. Diese Maus wurde mit einer weiteren
Maus verpaart, welche die notwendigen LoxP-Schnittstellen an einem Exon enthilt, welches
essentiell fiir den NKCC1 kodiert. Durch die Paarung erhielt man eine Maus (Cre"), welche
nun sowohl tiber die fiir die Cre-Rekombinase notwendigen Schnittstellen als auch iiber eine
nach Tamoxifen-Gabe spezifisch in der glatten GefdBmuskulatur exprimierte Cre-
Rekombinase verfiigt, sodass der NKCC1 spezifisch in der glatten GefdBmuskulatur nach
Tamoxifen-Gabe (z. B. iiber das Futter) nicht mehr gebildet werden kann. Das Gen fiir das
Cre-ER"-Fusionsprotein wurde iiber eine Y-chromosomale Vererbung an nachfolgende Gene-
rationen weitergegeben, sodass lediglich an ménnlichen Tieren ein Knockout erzielt werden
konnte.

Dariiber hinaus wurde eine zweite Mauslinie (Cre’) verwendet, welche lediglich iiber die
Schnittstellen an der NKCC1-Sequenz verfiigte, jedoch kein Cre-ER'-Fusionsprotein besitzt.
Dadurch konnte in dieser Linie trotz Tamoxifen-Applikation keine Cre-Rekombinase expri-
miert werden und somit der Einfluss der Substanz Tamoxifen auf die Experimente untersucht

werden.
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Jeweils eine Mausgruppe der jeweiligen Linie erhielt tamoxifenhaltiges Futter (LASCRdiet
CreActive TAM400, LASvendi), wéahrend die jeweils andere Gruppe jeder Linie Normalfutter
(LASQCdiet Rod16, LASvendi) bekam.

Die untersuchten Gruppen bildeten sich daher wie folgt:

Cre*

NKCC1? x

Abb. 5: Darstellung des genetischen Materials der untersuchten Mausgruppen im Hinblick auf den spezifisch indu-
zierten Knockout des NKCC1 in der glatten GefiBmuskulatur. Modifiziert nach: (Metzger und Chambon 2001)

Cre" Tamoxifen
Die Miuse dieser Gruppe besitzen sowohl Schnittstellen am NKCC1 als auch ein Cre-
ER"-Fusionsprotein. Sie exprimieren nach einer 4-wochigen Verabreichung tamoxi-
fenhaltigen Futters eine Cre-Rekombinase, welche den NKCC1 spezifisch in der glat-
ten GefdBmuskulatur ausschneidet, was zu einem spezifischen glattmuskuldren

NKCCI1-Knockout fiihrt.

Cre" kein Tamoxifen
Die Méuse dieser Gruppe besitzen sowohl Schnittstellen am NKCC1 als auch ein Cre-
ER"-Fusionsprotein. Sie erhalten aber lediglich das Standardfutter und kein Tamoxi-

fen. Somit wird keine Cre-Rekombinase exprimiert und der NKCC1 bleibt erhalten.

Cre Tamoxifen
Die Méuse dieser Gruppe besitzen lediglich Schnittstellen am NKCC1, jedoch kein
Cre-ER" Fusionsprotein fiir die Cre-Rekombinase. Trotz 4-wdchiger Verabreichung
tamoxifenhaltigen Futters kann keine Cre-Rekombinase exprimiert werden und der

NKCCI1 bleibt erhalten.
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Cre kein Tamoxifen
Die Miuse dieser Gruppe besitzen Schnittstellen am NKCC1, jedoch kein Cre-ER-
Fusionsprotein fiir die Cre-Rekombinase. Sie erhalten aber lediglich Standardfutter
und kein Tamoxifen. Somit wird keine Cre-Rekombinase exprimiert und der NKCC1

bleibt erhalten.

3.5. Auswahl, Behandlung und Haltung der Versuchstiere

Sémtliche Untersuchungen wurden an insgesamt 316 minnlichen Tieren (209 Cre”, 107 Cre’)
ab einem Alter von circa 12 Wochen durchgefiihrt. Die Einteilung der Gruppen erfolgte nach
dem Zufallsprinzip innerhalb der jeweiligen Mauslinie.

Jedes Tier wurde in einem Einzelkéfig mit Trinkwasser und Futter ad libitum in einem zwdlf-
stiindigen Tag-/ Nacht-Rhythmus bei Temperaturen zwischen 20 °C und 24 °C und einer rela-
tiven Luftfeuchtigkeit zwischen 45 % und 65 % gehalten. Jeder Kéfig enthielt Einstreu, ein
rot transparentes Plastikhaus und Zellstoff als Nestbaumaterial. Das Gewicht jedes Tieres
wurde mindestens wochentlich protokolliert.

Die Genehmigung der durchgefiihrten Tierversuche wurde am 12.07.2011 unter der Nummer
29/11 und am 17.01.2014 unter der Nummer 138/13 von der Abteilung Lebensmittelsicher-
heit und Veterindrwesen der Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucher-

schutz in Hamburg erteilt.
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3.6. Versuchsprotokolle und Verwendung von Substanzen

3.6.1. Versuchprotokoll himodynamische Messungen

Organentnahme

Ang II N

<-> 2Wochen <«->

Dauermessung
. Organentnahme
OP Telemetriesender .
Tamoxifen-Futter Normalfutter . DOCA
10 Tage <«----> 4Wochen «----> le->2Wochen <->+" «---==-5 > 3 Wochen «------ >
I I 1 I I I ° Dauermessung
& N N & N &
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éo $° O éo QO so éo
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& %é‘% = S S S 5 . Organentnahme
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Losartan  |Kontrolldidt Niedrigsalz | Hochsalz
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>
&
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&
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Dauermessung

Abb. 6: Versuchsprotokoll der telemetrischen Messung von Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz: Versuchsbeginn
mit operativer Implantation der Telemetriesender. Am Ende der 10-tdgigen post-OP Erholungsphase 3-tdgige Basismessung
(Zeitpunkt 0 Wochen). AnschlieBend Start mit 4-wochiger Gabe Tamoxifen-haltigen Futters fiir beide Tamoxifengruppen
bzw. mit Gabe von Normalfutter fiir Kontrollgruppen mit wochentlichen telemetrischen Messungen iiber 48 Stunden. Danach
Umstellung auf Normalfutter fiir alle Gruppen und weiterhin wochentlichen telemetrischen Messungen iiber 48 Stunden.
Nach insgesamt 6 Wochen entweder Gabe von Ang II iiber 2 Wochen bei dauerhafter Messung, oder 3-wochige dauerhafte
Messung unter Gabe von DOCA + Salz (dauerhafte Messung), oder Gabe von Losartan fiir 1 Woche (dauerhafte Messung),
anschlieBender Umstellung auf Kontrolldidt fiir 1 Woche (3-tdgige Telemetriemessung) und dann jeweils 10 Tage Niedrig-
gefolgt von Hochsalzdidt (dauerhafte Messung).

3.6.2. Versuchsprotokoll Hormonbestimmungen

Versuchsbeginn Blutentnahme
Tamoxifen- / Normalfutter Normalfutter
R > 4 Wochen D > <«=-=-=> 2 Wochen «<---
10 Tage
—_——_———
Begasung

Abb. 7: Versuchsablauf der Hormonbestimmung: Versuchsbeginn mit 4-wdchiger Gabe Tamoxifen-haltigen Futters fiir
beide Tamoxifen-Testgruppen bzw. Gabe von Normalfutter fiir Kontrollgruppen. Danach bis einschlieBlich 6. Woche nach
Versuchsbeginn zwei Wochen lange Gabe von Normalfutter fiir alle Gruppen sowie Beginn der Druckluftbegasung in den
letzten 10 Tagen vor Blutentnahme.
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3.6.3. Versuchsprotokoll zur Bestimmung des Wasser- und Elektrolytstatus

Versuchsbeginn Blutentnahme
Tamoxifen- / Normalfutter Normalfutter
D > 4 Wochen D > <«=-=-= 2 Wochen <---
4 Tage |
—_——_——
Metabolischer Kéfig

Abb. 8: Versuchsprotokoll zur Bestimmung des Wasser- und Elektrolytstatus: Versuchsbeginn mit 4-wochiger Gabe
Tamoxifen-haltigen Futters fiir beide Tamoxifen-Testgruppen bzw. Gabe von Normalfutter fiir Kontrollgruppen. Danach bis
einschlieBlich 6. Woche nach Versuchsbeginn zwei Wochen lange Gabe von Normalfutter fiir alle Gruppen. Beginn der
Messungen im metabolischen Kifig in den letzten 4 Tagen vor Blutentnahme.

3.6.4. Versuchsprotokoll zur Bestimmung der Herz- und Nierenfunktion

Versuchsbeginn Blutentnahme
Tamoxifen- / Normalfutter Normalfutter
- —————— > 4 Wochen c—————————— > <«—-=-=> 2 Wochen <---

r l
Zeitpunkt 0 Wochen Zeitpunkt 6 Wochen
GFR Messung GFR M.essung .
Echokardiographie Echokardiographie

Abb. 9: Versuchsprotokoll zur Bestimmung der Herz- und Nierenfunktion: Vor Versuchsbeginn, zum Zeitpunkt 0 Wo-
chen, Messung der glomerulédren Filtrationsrate mit FITC-Sinistrin sowie Durchfiihrung der Echokardiographie. Anschlie-
Bend 4-wochige Gabe Tamoxifen-haltigen Futters fiir beide Tamoxifen-Testgruppen bzw. Gabe von Normalfutter fiir Kon-
trollgruppen. Danach bis einschlieBlich 6. Woche nach Versuchsbeginn zwei Wochen lange Gabe von Normalfutter fiir alle
Gruppen. Genau 6 Wochen nach Versuchsbeginn Durchfiihrung der zweiten GFR Messung und Echokardiographie (Zeit-
punkt 6 Wochen) mit anschlieBender Organentnahme.

3.6.5. Verwendung von Substanzen

Im Anschluss an die 6-wochige Induktionsphase des genetischen KO wurde der Einfluss fol-
gender Substanzen in verschiedenen Versuchsreihen, wie in den Versuchsprotokollen ange-

geben, untersucht:

Angiotensin II:
2-wochige Applikation iiber osmotische Minipumpen s.c.

Dosierung: 1,5 ng/g KG/min

DOCA + Salz:
3-wochige Applikation durch DOCA-Pellets s.c.
Dosierung: 50 mg/21d release pellet

Zusitzliche Gabe von 1 % NaCl-haltigem Trinkwasser
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Losartan:
7-tdgige Applikation liber das Trinkwasser
Dosierung: 30 mg/kg KG/Tag (kalkulierte Trinkmenge: 4 ml/Tag)

Kontrolldiit:
Spezialfutter von Altromin, 7-tdgige Applikation
Dosierung: 3.000 mg Natrium/kg Diat

Niedrigsalzdiat:
Spezialfutter von Altromin, 10-tdgige Applikation
Dosierung: 200 mg Natrium/kg Diit

Hochsalzdiit:
Spezialfutter von Altromin, 10-tdgige Applikation
Dosierung: 30.000 mg Natrium/kg Diét

3.7. Himodynamische Messung mittels Telemetrie

3.7.1. Implantation der Telemetriesender

Die telemetrische Messung des Blutdrucks und der Herzfrequenz erfolgte invasiv in der Aorta
durch Implantation der Katheter von Blutdrucksendern (DSI PhysioTel® PA-C10) iiber die
Arteria carotis communis. Zusétzlich wurde die Aktivitit der Maus durch Detektion der Be-
wegung des in der Maus implantierten Senders liber der Empfangsplatte gemessen. Der ei-
gentliche Sender besitzt ein Gewicht von 1,4 Gramm und wurde subkutan in der rechten
Flanke der Maus platziert.

Die Anisthesie der Miduse erfolgte durch eine gewichtsadaptierte intraperitoneale Gabe von
einem Gemisch aus Ketamin und Xylazin (in 0,9 % NaCl-Losung 120 mg Ketamin/16 mg
Xylazin pro kg KG). Auflerdem erfolgte perioperativ eine Schmerzprophylaxe mit Carprofen
und eine Antibiotikaprophylaxe mit Enrofloxacin (beides 5 mg/kg in 0,9 % NaCl-Losung)
jeweils subkutan.

Vor Beginn und auch regelmdfig wéihrend der Operation wurde die Narkosetiefe durch Re-
flexpriifungen fortwihrend iiberwacht und gegebenenfalls nachdosiert. Zur Prophylaxe einer
Austrocknung wurden die Augen mit Augen- und Nasensalbe (Bepanthen®) benetzt. Zur
Temperaturerhaltung erfolgte die Operation auf einer Wéarmeplatte.

Nach lokaler Rasur, Desinfektion der ventralen Halsregion (Betaisodona/H,O 1:1) und erfolg-
reicher Fixierung der Maus in Riickenlage erfolgte die Schnittinzision von submandibulir bis

zum oberen Sternum. Unter einem Stereomikroskop (LEICA MZ 7.5) wurde die linke A. ca-
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rotis communis freigelegt und der Blutfluss des GefdBes nach apikal durch eine Knotenligatur
auf Hohe der Bifurkation mit einem Bindfaden gestoppt. Durch einen weiteren Faden circa
0,5 cm kaudal des ersten Knotens wurde das Gefal3 geziigelt. Zwischen diesen beiden Knoten
wurde ein weiterer Knoten vorgelegt, der dann, nach Punktion der Arterie mit einer Kaniile
(Sterican 25 G, B. Braun) und sofortiger Einfiihrung der Katheterspitze (ca. 1,2-1,4 cm) bis
zum Aortenbogen, zur Fixierung des Katheters angezogen wurde. Mit den kaudalen und kra-
nialen Ziigelungsfiden wurde ebenfalls jeweils ein Knoten um Gefdll und Katheter fixiert,
sodass insgesamt 3 Fidden den Katheter sicherten. Jegliches Leck in Form von Blutaustritt
wurde ausgeschlossen. Die richtige Position der Katheterspitze wurde noch wéhrend des Ein-
griffs durch eine Druckkurvenkontrolle sichergestellt und darauthin die Knoten mit Gewebe-
kleber (Histoacryl®, B. Braun) gesichert. Nach Priparation einer subkutanen Tasche im rech-

ten Flankenbereich der Maus konnte der Sender dort platziert werden.

Abb. 10: Freipriparierte Arteria carotis communis. Oberer Bildteil basal, unterer Bildteil apikal

Die Wunde wurde mit Einzelknopfndhten (Mersilene 5-0, Ethicon) verschlossen und mit Iod-
Losung desinfiziert. Zur Prophylaxe einer Exsikkose erhielten die Méuse 0,5 ml einer Gluko-
se (5 %)- und NaCl-Losung (0,9 %) (Verhéltnis 1:1).

Unmittelbar nach dem Eingriff wurden die operierten Tiere in ihre Kéfige {iberfiihrt und diese
zur Hilfte auf einer Wérmeplatte (ThermoLux®) platziert, sodass der postoperativen gestor-
ten Warmeregulation der Méuse entgegengewirkt werden konnte. Dariiber hinaus wurden den
Tieren mindestens in den ersten 48 Stunden nach dem Eingriff zusétzlich zu dem iiblichen
Nahrungsangebot eingeweichte Futterpellets sowie mit Glukose-Ldsung (5 %) gefiillte Was-
serschdlchen angeboten. Zudem wurde bis zum circa siebten Tag nach der Operation tdglich
der Zustand der Tiere und der Naht iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert. Bei ldnger an-
dauernder Nahrungsaufnahmeverweigerung, fehlendem Trinkverhalten oder anderen Griinden

fiir einen sichtbar schlechten Allgemeinzustand der Maus, sowie ggf. einer Schlaganfallssym-
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ptomatik wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Uberdosis von Pentobarbital (Narco-

ren, Merial GmbH) getdtet.

3.7.2. Telemetrische Messung von Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz

Unter der Vorraussetzung, dass die Tiere zehn Tage nach der Operation keine sichtbaren Be-
eintrichtigungen aufwiesen, wurde die telemetrische Messung, wie in 3.6.1. ,,Versuchsproto-
koll hamodynamische Messungen* gezeigt, begonnen. In fiinfminiitigen Absténden, fiir je-
weils 60 Sekunden Dauer, wurden systolische, diastolische und mittlere arterielle Blutdruck-
werte (MAD), die Herzfrequenz sowie die Aktivitidt der Méuse detektiert. Da die maximale
Laufzeit der Batterie des Senders bei circa 1,5 Monaten liegt, war es notwendig den Sender
nur zu den erforderlichen Messzeitpunkten durch ein Magnetrelais von Extern einzuschalten.
Die Basismessung (Messung 0 Wochen) erfolgte iiber 72 Stunden, wohingegen die restlichen
Grundmessungen (Messungen Woche 1-6) jeweils iliber einen Zeitraum von 48 Stunden er-
folgten. Die Messdaten gelangten radiotelemetrisch von den implantierten Sendern an die
Empfinger (Receiver), auf denen sich die Kifige befanden. Die gemessenen Daten konnten
anschlieBend durch ein Computerprogramm (Dataquest ART Acquisition, Data Sciences In-
ternational, Minnesota, USA) aufgenommen werden und schlielich mit weiteren Computer-
programmen (Dataquest A.R.T. Data Analysis, Microsoft Excel, GraphPad Prism) ausgewer-

tet werden.

3.8. Implantation osmotischer Minipumpen und DOCA Pellets

Mit Hilfe osmotischer Minipumpen kann eine konstante Verabreichung von Substanzen wie
z. B. Angiotensin II erreicht werden. Die Implantationen erfolgten direkt im Anschluss an die
telemetrische Messung 6 Wochen nach Versuchsbeginn.

Gewichtsadaptiert wurde Ang II in 0,9 % NaCl gel6st und dieses dann in die osmotischen
Pumpen (Alzet, Modell 1002, 0,25 pl/h Forderrate) gefiillt, sodass eine Forderrate von 1,5
ng/g KG/min Angiotensin II erreicht wurde. Die befiillten Pumpen wurden bis zur Implantati-
on fiir wenige Stunden in 0,9 % Kochsalzlosung gelagert.

Die Anisthesie der Tiere erfolgte mit circa 3-5 % Isofluran-Narkose. Nach Uberpriifen der
Narkosetiefe wurde eine Schmerzprophylaxe mit subkutaner Injektion von Carprofen (5
mg/kg) sowie Antibiotikaprophylaxe mit Enrofloxacin subkutan (5 mg/kg) durchgefiihrt.
Nach Rasur im Nacken wurde der Hautbereich mit einer iodhaltigen Losung desinfiziert und
ein circa 0,5 cm langer Querschnitt gesetzt. Anschlieend wurde eine circa 1 cm x 1,5 cm

grofle subkutane Tasche im Flankenbereich des Tieres prépariert. Die befiillte osmotische
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Minipumpe wurde mit der Offnung in Richtung kaudal platziert und die Wunde mit 3-4 Sti-
chen gendht (Mersilene 5-0). Die Angiotensin II-Pumpe verblieb fiir zwei Wochen im Tier.
Wihrenddessen erfolgte eine dauerhafte telemetrische Messung von Blutdruck, Herzfrequenz
und Aktivitét.

Auch zur Implantation der DOCA-Pellets (50 mg/Pellet, 21 days release) war ein circa 0,5 cm
langer Schnitt notwendig und eine kleinere subkutane Tasche (1 cm x 1 cm) wurde prépariert,
um die Pellets aufzunehmen. Die Pellets verblieben bis zur finalen Organentnahme fiir 3 Wo-
chen im Tier. Anstelle normalen Trinkwassers erhielten die Tiere eine 1 %-ige Kochsalzlo-
sung zur freien Verfligung. Auch nach Implantation der DOCA-Pellets wurde fortwahrend

eine telemetrische Messung von Blutdruck, Aktivitit und Frequenz durchgefiihrt.
3.9. Hormonbestimmung

3.9.1. Mauskonditionierung fiir Hormonbestimmung

Aufgrund der starken Sensibilitdt bzgl. Freisetzung von Renin und Aldosteron auf Stressreize
ist fiir die Bestimmung der endogenen Plasmaspiegel der Hormone das vorherige Konditio-
nieren der Tiere an die Narkose erforderlich (Groger et al. 2012). Die Bestimmungen erfolg-
ten gemdfl dem Versuchsprotokoll in 3.6.2.

Hierzu wurden die Gitterdeckel durch IVC-Gitterdeckel ausgetauscht, damit durch einen
selbstentwickelten sogenannten Begasungsdeckel (umgebauter IVC-Deckel) {iber einen Zeit-
raum von neun Tagen tdglich einmal Druckluft in den Kéifig eingeleitet werden konnte. Die
Druckluftapplikation erfolgte nach einem auf 8 Liter/ 30 Sekunden geeichten Luftstrom im-
mer circa 1,5 Stunden vor Beginn der Dunkelphase {iber eine Dauer von 30 Sekunden pro
Kifig.

Am zehnten Begasungstag wurde nach gleichem Prinzip ein Kohlenstoffdioxid (CO,, 80 %)/
Sauerstoft (O, 20 %) Gasgemisch (TMG GmbH) in den Kéfig eingeleitet, bis die Maus nach
ungefihr 30-45 Sekunden tief schlief. Die weitere Narkose erfolgte dann nach ziigiger Uber-
fiihrung der schlafenden Maus {iber eine 3-5 %-ige Isofluran-Luftmischung, sodass die Blut-

entnahme in tiefer Sedierung retrobulbar erfolgen konnte.
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Abb. 11: Fiir Begasung modifizierter I'VC-Kifigdeckel.

Fiir die Bestimmung der Plasmareninaktivitdt (PRA) wurden 5 pl Na-EDTA (Sigma) in Glas-
kapillaren vorgelegt und das frische Blut in die Kapillare aufgenommen. AnschlieBend wurde
die Kapillare einseitig mit Hdmatokrit-Verschlussmasse (Hirschmann) verschlossen und in
einer Himatokrit-Zentrifuge 5 Minuten bei 6.000 U/min zentrifugiert. Das gewonnene Plasma
wurde dann in Eppendorf-Tubes bei -20 °C bis zur weiteren Untersuchung verwahrt. Das wei-
tere Blut wurde zur Aldosteronbestimmung in Lithium-Heparin-beschichteten Mikrogefdf3en
gesammelt, auf Eis gekiihlt und das Plasma nach Zentrifugation (10 min, 2.000 U/min, 4 °C)

ebenfalls bei -20 °C bis zur weiteren Untersuchung verwahrt.

3.9.2. Radioimmunoassay (RIA) zur Bestimmung von Aldosteron- und Reninaktivitit im Plasma

Die Bestimmung der Aldosteronplasmaspiegel und der PRA erfolgte durch Telse Kock aus
dem Institut fiir Zelluldre und Integrative Physiologie des UKE, Hamburg.

Die Plasmaaldosteronbestimmung erfolgte getreu den Angaben der Firma Immunotech mit-
tels Radioimmunoassay (RIA). Hierbei kompetitierte das Aldosteron in den Proben bzw. Ka-
libratoren mit '*’I-markiertem Aldosteron Tracer um die Bindung an monoklonale Antikorper
an der Rohrchenwand. Fiir jede Messung waren 50 pl Kalibrator- oder Probenmaterial nétig,
zu denen jeweils 500 ul der Tracersubstanz zugegeben wurden. Nach 3 Stunden Inkubation
bei 18-25 °C auf dem Schiittler (350 rpm) konnten die Losungen gemessen werden. Nach der
Erstellung einer Standardkurve mittels der Kalibratorproben konnten die Plasmaaldosteron-
konzentrationen der Proben in der Einheit pg/ml bestimmt werden.

Die Bestimmung der Plasmareninaktivitét erfolgte gemdB3 der Anleitung der Firma DiaSorin.
Hierbei wurde das gewonnene Mausplasma einem Reninsubstratpuffer zugegeben, welcher
im Verhéltnis Reninsubstrat zu Pufferlosung 1:2 gemischt wurde. Dabei diente Angiotensino-
gen, welches aus dem Plasma nephrektomierter Ratten gewonnenen wurde, als Reninsubstrat.

Probe und Reninsubstratpuffer wurden dann bei 37 °C und 4 °C inkubiert und anschlieBend in
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Reagenzgldser umgefiihrt, welche mit einem biotinylierten IgG-Antikorper gegen Angioten-
sin I-Konjugat beschichtet waren. Uber den Tracer '*’I-markiertes Ileu-5-Angiotensin I konn-
te die Angiotensin [-Konzentration in den Proben bestimmt werden. Die Angiotensin I-

Konzentration in ng/(ml x h) ist dabei proportional zur Plasmareninaktivitit.

3.9.3. Quantifizierung der Renin-mRNA

Die Quantifizierung der Renin-mRNA aus Nierengewebe erfolgte freundlicherweise durch
Telse Kock aus dem Institut fiir Zelluldre und Integrative Physiologie des UKE (Hamburg)
unter Durchfithrung einer Real-Time-PCR. Folgende Primer wurden verwendet:

1. mRenin/1 CGG GAT CCG TGC AGC CGC CTC TAC CTT GCT TGT

2. mRenin/2 GGA ATT CGC AGC TCG GTG ACC TCT CCA AAG

Fiir die Auswertung wurde die Renin-mRNA Menge ins Verhiltnis zur Menge an L32 mRNA

gesetzt.

3.9.4. Bestimmung der ANP-Spiegel

Die Bestimmung der ANP-Spiegel erfolgte freundlicherweise durch Telse Kock aus dem In-
stitut fiir Zelluldre und Integrative Physiologie des UKE (Hamburg) unter Durchfiihrung eines
enzymatischen Immunadsorptionsverfahrens (EIA) gemiB3 den Vorlagen der Firma Phoenix
Pharmaceuticals Inc. Das Prinzip beruht auf einer Beschichtung einer Platte mit einem sekun-
dédren Antikorper, welcher einen primdren Antikorper binden kann. Um letzteren kompetitie-
ren wiederum die zu bestimmenden Peptide sowie biotinylierte Peptide, welche durch Interak-
tion mit der Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (SA-HRP) eine Farbreaktion auslosen. Je

nach Farbintensitit kann dann auf den Gehalt der ANP-Konzentration geschlossen werden.

3.10. Bestimmung der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) mittels FITC-Sinistrin

Neben der relativ ungenauen Errechnung der GFR mittels der Kreatinin-Clearance-Formel
(sieche 3.11.3.) in 24-h-Sammelurin und im Plasma bietet das NIC-Kidney (Non-invasive-
Clearance)-Verfahren die Moglichkeit, die GFR an dem gleichen Tier mehrfach durchzufiih-
ren. Der mit zwei Leuchtdioden (470 nm) und einer Photodiode (525 nm) ausgestattete Sensor
kann durch die transkutane photometrische Messung des vorher retrobulbér intravends appli-
zierten Farbstoffs fluorescein-isothiocyanate (FITC)-Sinistrin Riickschliisse iiber dessen Aus-

scheidung geben (Schock-Kusch et al. 2011, Schreiber et al. 2012).
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Abb. 12: Sensor fiir transkutane photometrische Messung

Zur Herstellung der FITC-Losung wird FITC-Sinistrin mit 0,9 % NaCl-Losung im Verhéltnis
1 g FITC-Sinistrin : 40 ml Na-ClI gelost und bis zur Versuchdurchfiihrung bei -20 °C ver-
wahrt.

Einen Tag vor Versuchsbeginn war die restlose Enthaarung mittels Rasur und Enthaarungs-
creme auf einer circa 1,5 cm x 2 cm groflen Fliche an einer Flanke der Maus unter leichter
Isofluran-Narkose erforderlich.

Zur Fixierung des Messapparates wurde die Maus in eine leichte Narkose durch Isofluran-
Luftgemisch gebracht. Nach Verbindung der Batterie mit dem Sensor wurde beides auf die
am Tag zuvor enthaarte Stelle geklebt und ausreichend befestigt. Zur Messung der Hinter-
grundfluoreszenz durfte die Maus dann zwei Minuten nicht bewegt werden. Die retrobulbére
Injektion der hergestellten FITC-Sinistrin-Losung erfolgte gewichtsadaptiert (2,5 mg/ 100 pl
fiir 30 g KG) mit einer Kaniile (30 G %2 0,3 x 13 mm) in den retrobulbidren Venenplexus.
Nach erfolgreicher Applikation wurde das Tier in seinen Kéfig zuriick {iberfiihrt. Bei norma-
len Umgebungsbedingungen, jedoch ohne das sogenannte Cage-Enrichment, wurde fiir min-
destens 60 Minuten die Fluoreszenz an der ungestorten, wachen Maus gemessen. Die Entfer-
nung des Sensors erfolgte ebenfalls unter leichter Isofluran-Narkose. Die Maus wurde je nach
Zeitpunkt anschlieBend in ihre gewohnte Umgebung zuriickgesetzt oder eine Organentnahme
durchgefiihrt (siehe auch 3.6.4. ,,Versuchsprotokoll zur Bestimmung der Herz- und Nieren-
funktion®).

Die computergestiitzte Auswertung mit dem Programm Sensor ctrl appV15 diente durch
Errechnung der Bestimmung der GFR (in pl/min/100 g KG), indem man eine Konstante fiir
Mause (14616,8 nl/100 g KG) durch die Halbwertszeit teilt.
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3.11. Metabolischer Kiifig

3.11.1. Durchfiihrung des Protokolls

Metabolische Kifige ermdglichen eine genaue Protokollierung von Ein- und Ausfuhr der
Maus. Hierbei erfolgte die Trennung von Urin und Kot der Mause, wodurch beides im 24-
Stunden-Rhythmus extrahiert und gemessen werden konnte.

Hierzu wurden die Tiere fiir 96 Stunden in den Kifig gesetzt und am Ende der letzten 24
Stunden durch eine finale retrobulbdre Blutentnahme zur Gewinnung des Plasmas euthana-
siert (siche auch 3.6.3. ,,Versuchsprotokoll zur Bestimmung des Wasser- und Elektrolytsta-
tus®).

Zur Gewohnung an das im metabolischen Kéfig verwendete gemahlene Standardfutter wur-
den die Futterbehilter 24 Stunden vor Beginn der Versuche in die Kéfige der Tiere gelegt.
Unmittelbar vor Beginn der ersten 24 Stunden wurde die Luftfeuchtigkeit protokolliert, sowie
das Gewicht der Tiere, der gefiillten Wasserflaschen, der leeren Wasserauffangbehilter, der
gefiillten Futterbehilter und der leeren Urin- sowie Kotsammelbehilter notiert und die Tiere
anschlieBend in die Kéfige gesetzt.

Nach 24 Stunden wurde erneut das Gewicht der Méuse, der Wasserflaschen, der Wasserauf-
fangbehilter, der Futterbehilter, sowie der Urin- und Kotsammelbehilter erfasst. Zusitzlich
wurden die Leergewichte jeweils einer Falconschale und eines Falconschalendeckels be-
stimmt. Der Kot im Sammelbehélter wurde danach mitsamt durchgefallenen Futterkriimeln
vollstdndig in eine Falconschale tiberfiihrt und fiir 24 Stunden bei Raumluft getrocknet. Die
Kotkriimel wurden einzeln von Futterkriimeln befreit und das Trockengewicht von Futter-
kriimeln und Kot wurde bestimmt. Die Kotkriimel wurden schlieBlich bei -20 °C bis zur wei-
teren Analyse eingefroren.

Der Urin aus dem Urinsammelbehélter wurde in ein Falcon-Tube tiberfiihrt und im Kiihl-
schrank zur Sedimentation wenige Stunden verwahrt. AnschlieBend wurde ein Probenvolu-
men von 1 ml bei -20 °C bis zur weiteren Analyse eingefroren. Mit Ende der ersten 24 Stun-
den begannen die ndchsten 24 Stunden des Protokolls, sodass die initialen Gewichte erneut
bestimmt werden mussten. Dieses Protokoll wurde fiir insgesamt vier Tage (4 x 24 Stunden)

durchgefiihrt, am letzten Tag ergéinzt durch die finale retrobulbédre Blutentnahme.
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Abb. 13: Der Metabolische Kifig

3.11.2. Elektrolytmessung in Plasma, Urin und Kot

Nach Kalibrierung des Gerdtes mittels Eichlosung erfolgte die Elektrolytmessung von Kot,
Urin und Plasma durch Auftragung von 22 pl der jeweiligen Probe auf Messplatten (Spot-
chem E-Plate, Arkray) im Messgerit (SpotChem EL SE-1520, Arkray). Wihrend die Plasma-
proben im unverdiinnten Zustand gemessen werden konnten, mussten die Urinproben im Be-
reich zwischen 1:6 und 1:14 mit bidestilliertem Wasser (bidest. HO) verdiinnt werden.

Zur Herstellung einer messbaren Losung aus Kot wurden die Kotproben in bidest. H,O mit-
tels Rithrstab homogenisiert (0,08 g Kot /ml bidest. H,O), mindestens 10 min eingeweicht und
anschlieBend noch einmal durchmischt. Daraufhin erfolgte ein Zentrifugationsschritt (10 min
bei 2.000 U/min), nach dem der Uberstand der Lésung im Urinmodus des Gerits gemessen

werden konnte (Mirvish et al. 2008).

3.11.3. Bestimmung der Glomeruliren Filtrationsrate (GFR) mittels Kreatinin-Clearance in 24-

Stunden-Sammelurin und Plasma

Durch die Bestimmung der Urin- und Plasmakonzentration von Kreatinin und dem Volumen
des letzten 24-Stunden-Sammelurins kann mit Hilfe der renalen Clearanceformel die GFR

anhand der Kreatinin (Krea)-Clearance abgeschitzt werden:

Urinkonzentration(Krea)

GFR = Clearance(Krea) = Harnzeitvolumen x -
Plasmakonzentration(Krea)

Die Kreatininbestimmung im Plasma und im Urin erfolgte durch die Firma Laboklin GmbH

& Co. KG (Labor fiir Klinische Diagnostik, Streubenstral3e 4, 97688 Bad Kissingen).
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3.12. Plasmavolumenbestimmung mit Evans Blue

Durch die intravendse Injektion einer Evans Blue Losung (Sigma) konnte das Plasmavolumen
der Méuse bestimmt werden. Unter einer circa 3-5 %-igen inhalativen Isofluran-Narkose
wurden, nach Uberpriifung des Fehlens von Reflexen, genau 100 pl der Evans Blue Losung
(50 ng/100 pl) durch eine Kaniile (30 G %2* 0,3 x 13 mm) retrobulbér intravends injiziert.

Zur Sicherstellung der gleichméBigen Verteilung des Farbstoffes im Blut wurde erst nach
einer Wartezeit in Narkose von sieben Minuten mit Hilfe einer Glaskapillare am anderen Au-
ge die finale Blutentnahme in ein heparinisiertes Mikrogefdll durchgefiihrt. Die Blutproben
wurden auf Eis gelagert und schlieBlich 10 min bei 2.000 U/min zentrifugiert. Im blau einge-
farbten Plasma (Uberstand) konnte die Extinktion gemessen werden. Dies geschah mit Hilfe
des Mikrotiterplatten-Photometers (Thermo Fisher Scientific Inc.) bei 620 nm nach vorheri-
gem Schiitteln von 5 Sekunden. Anhand von selbst ermittelten Eichgeraden konnten schlief3-

lich die jeweiligen Plasmavolumina errechnet werden.

3.13. Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde einmal direkt vor Beginn der Tamoxifen-Gabe und einmal zum
Zeitpunkt 6 Wochen nach Versuchsbeginn durchgefiihrt (siehe auch 3.6.4. ,,Versuchsproto-
koll zur Bestimmung der Herz- und Nierenfunktion*). Die Durchfiihrung und Auswertung
dieser Versuche iibernahm freundlicherweise Thomas Schulze aus dem Institut fiir Experi-
mentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie des UKE (Hamburg) mit dem Gerét
VEVO 2100 System der Firma Visual Sonics.

3.14. Organentnahme

Die Organentnahme durch rasche Entnahme des Herzens mittels Brustkorboffnung sowie ggf.
die vorab durchgefiihrte Blutentnahme erfolgte in tiefer Sedierung unter einem circa 3-5 %-
igem Isofluran-Luftgemisch (AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG).

Das Herz wurde sofort nach der Préparation zum Auswaschen in eiskalte 0,9 %-ige Kochsalz-
16sung gelegt und schlielich sdmtliches nicht zu den Ventrikeln gehdrendes Gewebe abpri-
pariert. Um das Organ von Fliissigkeit zu befreien wurde es auf Zellstofftiichern abgetupft
und auf einer Feinwaage (MC1 LC6200S, Sartorius AG Germany) konnte das Ventrikelge-
wicht bestimmt werden. Auflerdem wurden die thorakalen Aorten unter Vermeidung von Zug
vorsichtig herauspripariert und fiir folgende histologische Analysen in Formaldehyd-Losung

(Roti-Histofix 4%, Carl Roth GmbH & Co KG) eingelegt.
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Nach Préparation und Entfernung der Nierenkapsel auf Eis wurde auBerdem jeweils eine Nie-
re in einem Eppendorf-Réhrchen in fliissigem Stickstoff schock gefroren und die andere Niere
fiir histologische Analysen in Formaldehyd-Losung fixiert. Zusdtzlich wurde ein Teil des Oh-
res zur molekulargenetischen Kontrolle des Genotyps entfernt.

Da zur Normierung der erhobenen Parameter die Tibialdnge nicht im gleichen Ausmall vom
aktuellen Erndhrungszustand der Maus abhingig ist wie das Korpergewicht (KG), wurde die
Tibia ebenfalls prépariert und ihre Lénge durch eine Schieblehre (Briider Mannesmann

GmbH) gemessen.

3.15. Retrobulbiire Blutentnahme und Blutgasanalyse (BGA)

Zur Vorbereitung der retrobulbdren Blutentnahme wurden Schmelzpunktbestimmungsrohr-
chen (Hirschmann Laborgerite) auf eine Lange von circa 2-3 cm geschnitten.

Als Anésthetikum wurde individuell angepasst ein circa 3-5 %-iges Isofluran-Luftgemisch
verwendet und die Maus auf einer Wirmeplatte gelagert. Zur Blutentnahme wurde dann
durch einen Nackengriff eine Blutstauung erreicht und die vorgefertigten Rohrchen in den
direkt hinter dem Auge liegenden Venenplexus eingestochen. Je nach Verwendung der Blut-
proben wurden unterschiedliche Gefdae/ Kapillaren verwendet. Bei dem Ziel einer Blutgas-
analyse wurde eine spezielle elektrolytbalancierte BGA-Kapillare mit frischem Blut gefiillt
und von dem BGA-Gerit analysiert.

Das nicht fiir die BGA bendtigte Blut wurde fiir eine spétere Plasmaanalyse in Lithium-
Heparin beschichteten Mikrogefden (Sarstedt) gesammelt und anschlieBend sofort auf Eis
gekiihlt. Spater wurden die Blutproben zentrifugiert (4 °C, 2.000 Umdrehungen (U/min) und

das gewonnene Plasma bei -20 °C tief gefroren.

3.16. Histologie

Nach der Organentnahme wurden Herzen und thorakale Aorten in Formaldehyd-Losung (Ro-
ti-Histofix 4 %, Carl Roth GmbH & Co KG) fixiert und von der Mauspathologie Facility des
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf in Paraffin eingebettet, geschnitten, auf Objekttri-
ger aufgebracht und organspezifisch nach Wunsch gefarbt. Die Aorten wurden mit der EvG-
Féarbung (Elastika-van-Gieson), die Herzen mit PSR (Pikro-Sirius-Rot) und die Nieren durch
die PAS-Reaktion (Periodic acid-Schiff reaction) angefdarbt. Die Organschnitte konnten mit
einem hochauflosendem Mikroskop (Leica DM IRB, Meyer Instruments) iiber die Kamera
(Leica DFC295) und das Programm ,,Leica Application Suite” (LAS) auf dem Computer ge-

speichert werden. Als Auswerteprogramm fiir die Schnitte diente das Programm ,,Image J*.
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3.16.1. Auswertung der Aortenschnitte

Zur Analyse der Anpassungsfihigkeit oder Schidigung von Mausaorten wurde die Tunica
Media der jeweiligen Aorta ausgemessen. Einerseits erfolgte die Bestimmung der Schicht-
dicke der Tunica Media an zehn verschiedenen Stellen mit anschlieBender Mittelwertbildung
und andererseits das Ausmessen der gesamten Fliche der Tunica Media (mittels Subtraktion

des Lumendurchmessers vom Auflendurchmesser).

3.16.2. Auswertung der Herzschnitte

Zur Detektion moglicher fibrotischer Umbauprozesse in den Herzen wurde fiir die mikrosko-
pische Analyse ein subjektives Punktesystem angewandt. Insgesamt wurden zehn verschiede-
ne Gesichtsfelder bewertet, von denen vier Gesichtfelder aus dem linken Herzen stammten,
drei aus dem Septumbereich und weitere drei aus dem rechten Herzen. Jedes Gesichtsfeld
wurde vom Untersucher mit Punkten von null bis zwei bewertet, wobei null Punkte keiner
Fibrose gleichzusetzen waren, ein Punkt einer leichten Fibrose und zwei Punkte bei einer
starken Fibrose vergeben wurden. Zur Vermeidung der subjektiven Verfilschung dieser Me-
thode wurde jedes Herz verblindet von jeweils mindestens zwei Personen bewertet. Die Mit-
telwerte von den beiden Untersuchern fiir je das gesamte Préparat wurden schlielich darge-

stellt.

3.17. Programme und Statistik

Zur Darstellung und statistischen Auswertung der Daten wurden, sofern nicht anders genannt,
die Programme Microsoft Excel und GraphPad Prism verwendet.

Je nach Art der Daten wurde eine jeweils passende statistische Analyse durchgefiihrt. Fiir den
direkten Gruppenvergleich wurden t-Tests oder Varianzanalysen (One-way ANOVA mit
Newman-Keuls-Test) verwendet. Fiir die gleichzeitige Analyse mehrerer Faktoren, wie zum
Beispiel bei der Messung des Blutdrucks iiber die Zeit im Gruppenvergleich wurde eine Two-
way ANOVA mit Bonferroni Post-Test durchgefiihrt.

Sédmtliche Ergebnisse werden als Mittelwert unter Verwendung des Standardmessfehlers
(SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf einen p-Wert von p < 0,05 festgelegt.

*P kennzeichnet Signifikanzen von P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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IV Ergebnisse

4.1. Einfluss des Knockouts auf Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz

Fiir die Untersuchung des Einflusses des spezifischen NKCC1-Knockouts in der glatten Ge-
faBmuskulatur auf Blutdruck, Aktivitdt und Herzfrequenz wurden, wie in 3.7. beschrieben,
telemetrische Blutdrucksender implantiert.

Die telemetrischen Messungen erfolgten sowohl in der Cre'- als auch in der Cre’-Mauslinie.
Nach einer initialen Basismessung iiber 72 Stunden erfolgten im wochentlichen Abstand je-
weils 48-stlindige Datenerhebungen. Unmittelbar nach der Basismessung erhielten die Tamo-
xifen-Gruppen zwecks Induktion des genetischen Knockouts tamoxifenhaltiges Futter {iber 4
Wochen, die nicht Tamoxifen-Gruppen erhielten Normalfutter. Nach diesen 4 Wochen erhiel-
ten dann alle Gruppen fiir 2 Wochen Normalfutter bis ausschlieBlich der 6. Woche nach Ba-
sismessung, damit eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch die Substanz Tamoxi-
fen ausgeschlossen werden konnte. Aus den gewonnen Daten wurde fiir jeden Messzeitpunkt,
fiir Tag (07:00-19:00 Uhr) und Nacht (19:00-07:00 Uhr) getrennt, das arithmetische Mittel
gebildet. Die 12-stlindige Trennung von Tag- und Nachtwerten erfolgte zum Ausschluss mog-
licher Auswirkungen unterschiedlicher Aktivitétslevel, herabgesetzter Sympathikusaktivitit in

der Nacht und aufgrund variierender Hormonlevel der Méuse iiber die 24 Stunden.
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4.1.1. Blutdruck

Abbildung 14 zeigt jeweils die absoluten Blutdruckabweichungen von der Basismessung der
Cre'- und Cre’-Mauslinie jeweils fiir Tag (rechts) und Nacht (links).
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Abb. 14: Absolute Blutdruckabweichung von der Basismessung der Cre’- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxi-
fen-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckabweichung in der Nacht
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung am Tag (rechts) von den arithmetischen Mitteln der jeweiligen Basismessung
der Cre'- und der Cre-Mauslinie. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt {iber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der
grau hinterlegte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem
Zeitpunkt 0 Wochen und bis einschlielich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung an jedem Zeitpunkt erfolgte
im wochentlichen Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 iiber 72 h alle fiinf Minuten fiir 1 Minute. Die Nachtwer-
te setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase (19:00-07:00 Uhr) zusammen, wihrend die Tagwerte durch
die jeweilige 12-stiindige Hellphase (07:00-19:00 Uhr) gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=17. Cre” Tamoxifen, n=18.
Cre” ohne Tamoxifen, n=11. Cre” Tamoxifen, n=14. (2-way ANOVA; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; Mittels Bonferroni
Post-test wurde die Gruppe Cre" Tamoxifen gegen alle anderen Gruppen statistisch getestet. Signifikanzen einer Gruppe zu
der Gruppe Cre” Tamoxifen wurden mit der jeweiligen Gruppenfarbe gekennzeichnet)

Bei Betrachtung dieser absoluten Blutdruckabweichungen war ein Blutdruckabfall in der
Cre'-Tamoxifen-Gruppe sowohl am Tag als auch in der Nacht festzustellen. Dieser startete
mit Beginn der Tamoxifen-Gabe und setzte sich unter Tamoxifen sukzessive bis zum Ende
der Tamoxifen-Gabe (4 Wochen) fort. Auch unter Normalfutter ab Woche 4 verblieb der
Blutdruck bei dem in Woche 4 erreichten, deutlich herabgesetzten MAD und stieg nicht wie-
der an. In den anderen untersuchten Gruppen lief sich hingegen keine Blutdruckverinderung
iiber die Zeit feststellen.

Die Cre'-Tamoxifen-Gruppe hatte zum Zeitpunkt 6 Wochen in der Nacht einen Blutdruckun-
terschied von -12,92 mmHg (+ 3,66) im Vergleich zur Basismessung und am Tag einen Blut-
druckunterschied von -11,92 mmHg (+ 4,11) im Vergleich zur Basismessung. Alle drei Kon-
trollgruppen hatten, abgesehen von geringen Schwankungen, keine Blutdruckverdnderungen
iiber die Zeit vorzuweisen. Somit unterschied sich die Blutdruckabweichung von der Basis-

messung der Cre'-Tamoxifen-Gruppe zu den anderen Gruppen sowohl am Tag als auch in der
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Nacht hochsignifikant. Man kann daraus ableiten, dass durch die Induktion des Knockouts des
NKCCI1 in der glatten Muskulatur der Blutdruckabfall hervorgerufen wird.

In der folgenden Abbildung 15 wurden die Tag- und Nachtwerte der Blutdruckveréinderung
und der Blutdruckabweichung nur der beiden Cre’-Gruppen mit und ohne Tamoxifen in ei-

nem Graphen dargestellt, um die Unterschiede zwischen Tag- und Nachtwerten herauszuar-

beiten.
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Abb. 15: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung von der Basismessung der Cre’-Mauslinie mit
und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln der jeweiligen Basismessung (rechts) der
Cre'-Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen.
Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem
Zeitpunkt 0 Wochen und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im
wochentlichen Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 {iber 72 h alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich
dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wéhrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hell-
phase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen, n=18. (2-way ANOVA; *P<0.05, **P<0.01,
**%p<(.001; Statistisch gestestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit
Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Die hier dargestellten mittleren arteriellen Driicke (MAD) der Cre'-Gruppen wiesen im Ver-
gleich der Tag- und Nachtwerte der jeweiligen Gruppen durchgehend Differenzen um circa
13 mmHg auf. Der Mitteldruck lag zum Zeitpunkt 6 Wochen in der Cre'-Tamoxifen-Gruppe
in der Nacht bei 103,43 mmHg (£ 3,97) und am Tag bei 90,55 mmHg (+ 3,62). In der Cre'-
kein Tamoxifen-Gruppe betrug der Mitteldruck zum gleichen Zeitpunkt in der Nacht 125,46
mmHg (+ 4,51) und am Tag 113,88 mmHg (+ 4,89). Dies ist ein Hinweis auf einen erhaltenen
Tag-/ Nacht-Rhythmus in den Tieren.

Der Blutdruckverlauf der jeweiligen Tag- und Nachtwerte verhielt sich in den letzten 2 Wo-
chen nach Tamoxifen konstant, sodass die Blutdruckdifferenz zwischen der Gruppe mit Ta-
moxifen und der Gruppe ohne Tamoxifen sowohl am Tag als auch in der Nacht (4,5 und 6
Wochen) signifikant war. Der Unterschied zwischen der Cre'-Tamoxifen- und der Cre'-kein

Tamoxifen-Gruppe betrug somit circa 22 mmHg in der Nacht und circa 23 mmHg am Tag.
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Zur Spezifizierung des Blutdruckabfalls wurden in den folgenden Darstellungen der systoli-

sche und der diastolische Blutdruck fiir die Cre"-Gruppen getrennt dargestellt:
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Abb. 16: Systolische und diastolische Blutdruckverinderungen der Cre'-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der jeweiligen absoluten systolischen Blutdruckwerte (links)
und der jeweiligen absoluten diastolischen Blutdruckwerte (rechts) der Cre’-Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die telemetri-
sche Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet den Zeit-
raum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0 Wochen und bis einschlieflich zum
Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im wochentlichen Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw.
fiir Zeitpunkt 0 iiber 72 h alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase
zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=17.
Cre' Tamoxifen, n=18. (2-way ANOVA; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-Test
wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Auch im Vergleich der systolischen und der diastolischen Blutdruckverdanderungen iiber die
Zeit zeigten sich signifikante Unterschiede am Tag und in der Nacht nach 3, 4, 5 und 6 Wo-
chen zwischen der Tamoxifen-Gruppe und der Gruppe ohne Tamoxifen der Cre’-Mauslinie
(Abb. 16). Ein Blutdruckabfall war sowohl im systolischen als auch im diastolischen Blut-
druck zu erkennen.

Vergleicht man die Differenz aus systolischen Blutdruckwerten und diastolischen Blutdruck-
werten erhdlt man die sogenannte Pulsamplitude, die einen Hinweis auf die Windkesselfunk-

tion der herznahen Gefif3e liefern kann.
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Die Verinderung der Pulsamplitude der Cre"-Gruppen ist im Folgenden dargestellt:
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Abb. 17: Pulsamplitude der Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel
mit Standardfehlern der jeweiligen Pulsamplitude der Cre’-Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die telemetrische Messung
erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der grau hinterlegte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxi-
fen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0 Wochen und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen
andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im wochentlichen Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 tiber
72 h alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wéhrend
die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen,
n=18. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der
Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Nach Tamoxifen-Gabe wies die Cre'-Tamoxifen-Gruppe graphisch eine um circa 5 mmHg
geringere Pulsamplitude als die Cre’-kein Tamoxifen-Gruppe auf. Diese Differenz blieb auch
nach Absetzen des Tamoxifen-Futters erhalten. Der Unterschied war jedoch zu keinem Zeit-
punkt unter statistischer Testung mittels einer Two-Way ANOVA signifikant. Bei Durchfiih-
rung von t-Tests zu jedem Zeitpunkt waren die Werte fiir die Pulsamplitude allerdings zum

Zeitpunkt 4 Wochen signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen.
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Auch in der Cre™-Linie zeigten sich eindeutige Unterschiede im Blutdruck zwischen Tag und

Nacht, passend zu einem gesunden Tag-/ Nacht-Rhythmus:
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Abb. 18: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung von der Basismessung der Cre-Mauslinie mit
und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln der Basismessung (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der
grau hinterlegte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem
Zeitpunkt 0 Wochen und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im
wochentlichen Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 {iber 72 h alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich
dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wéhrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hell-
phase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=11. Cre’ Tamoxifen, n=14. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels
Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamo-
xifen-Gabe)

Die Blutdruckdifferenz zwischen den Tag- und Nachtwerten innerhalb der einzelnen Cre
Gruppen lagen wie auch bei den Cre -Gruppen bei circa 13 mmHg. Im Vergleich der Tag-
bzw. der Nachtblutdruckwerte zwischen den beiden Cre-Gruppen zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied iiber die Zeit. Der MAD lag zum Zeitpunkt 6 Wochen in der Cre'-
Tamoxifen-Gruppe in der Nacht bei 108,45 mmHg (+ 2,11) und am Tag bei 95,86 mmHg (+
3,57). In der Cre-kein Tamoxifen-Gruppe betrug der Mitteldruck zum gleichen Zeitpunkt in
der Nacht 112,98 mmHg (+ 4,98) und am Tag 102,43 mmHg (+ 3,48). Die Tamoxifen-Gabe

hatte daher keinen Einfluss auf den Verlauf des Blutdrucks in der Cre -Linie.
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4.1.2. Aktivitit

Durch die Bewegung der Méause auf der Messplatte konnten ihnen zu jedem Zeitpunkt Aktivi-
taitswerte zugeordnet werden. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Cre'-Gruppen an Tag oder Nacht im Verlauf:
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Abb. 19: AKktivitit der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittel mit Standardfehlern der Aktivititswerte in der Nacht (links) und der Aktivititswerte am Tag (rechts) der Cre'- und der
Cre’-Mauslinie. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der grau hinterlegte
Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0 Wochen
und bis einschlieflich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im wochentlichen
Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 {iber 72 h alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der
jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet
werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen, n=18. Cre” ohne Tamoxifen, n=11. Cre’ Tamoxifen, n=14. (2-way
ANOVA; *P<0.05, **¥P<0.01, ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurde die Gruppe Cre" Tamoxi-
fen gegen alle anderen Gruppen. Signifikanzen einer Gruppe zu der Gruppe Cre" Tamoxifen wurden mit der jeweiligen
Gruppenfarbe gekennzeichnet)

Hieraus kann man folgern, dass der beobachtete Blutdruckunterschied nicht durch unter-
schiedliche Aktivititsniveaus zwischen den beiden Cre’-Gruppen zustande gekommen sein
konnte.

Beim Vergleich der Cre -Gruppen mit den Cre-Gruppen zeigten sich bereits zum Zeitpunkt 0
Wochen signifikante Unterschiede. Die Cre’-Gruppen starteten in der Nacht mit einer hoheren
Aktivitit (circa 25) als die Cre -Gruppen (circa 14). Auch am Tag lag ihre Aktivitit anfangs
um 6, wihrend die Cre -Gruppen anfangs eine Aktivitit um 4 hatten.

Wihrend der Unterschied zwischen den Cre’- und Cre’-Gruppen tagsiiber fast durchweg si-
gnifikant blieb, glich sich die Aktivitit der Cre-kein Tamoxifen-Gruppe im Verlauf den Cre'-
Gruppen an, sodass der Unterschied zwischen diesen Gruppen nicht signifikant blieb. Die
Unterschiede zwischen den jeweiligen Tag- und Nachtaktivititen sind im Folgenden darge-

stellt:
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Abb. 20: Darstellung der Aktivitit der Cre’- und Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Aktivititswerte fiir Tag und Nacht der Cre'-Mausgruppen (links) und der Cre -
Mausgruppen (rechts). Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der grau hinter-
legte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0
Wochen und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im wochentli-
chen Rhythmus iiber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 {iber 72 h alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der
jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet
werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen, n=18. Cre” ohne Tamoxifen, n=11. Cre’ Tamoxifen, n=14. (2-way
ANOVA; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die
Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Es zeigte sich ein deutlicher Tag- und Nachtunterschied der Aktivitdten in beiden Linien.
Wihrend sich der Aktivititsverlauf zwischen den Cre -Gruppen durchweg gleich verhielt und
es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gab, kam es zwischen den Grup-
pen der Cre’-Linie im Verlauf zu signifikanten Unterschieden. Zwischen Woche 3 und 5 war
die Aktivitdt der Cre-Gruppe ohne Tamoxifen signifikant niedriger. Dieser Unterschied war
jedoch in Woche 6 bereits nicht mehr signifikant.

Um einen Einfluss der Aktivitdt auf die gefundenen Blutdruckunterschiede auszuschliefen,
wurde die Aktivitdt kategorisiert. Somit konnten den Aktivitdtswerten und damit den einzel-
nen Kategorien die zugehdrigen Blutdruckwerte jedes 5-Minutenwertes zum Zeitpunkt 0 und
6 Wochen zugeteilt werden. Aktivitdtswerte von 0-2 wurden der Kategorie 1 zugeordnet und
anschlieBend in 2er Schritten der ndchst hoheren Kategorie zugeteilt. Aktivitdten liber 60 fie-
len in die hochste Kategorie 31.

Abbildung 21 zeigt die Kurvenanpassung fiir die aktivitdtsnormierten Blutdruckwerte durch
einen semi-logarithmischen Fit. Dieser Fit passt am Besten zu den ansteigenden Blutdruck-
werten bei hoherer Aktivitdt. Trotz der Streuung der einzelnen Werte ist der Fit eine sinnvolle
Methode um die Gruppen miteinander zu vergleichen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
werden im Folgenden die einzelne Punkte nicht mehr dargestellt, sondern lediglich die Kur-

venanpassungen (Fits).
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Abb. 21: Kurvenanpassung der aktivititsnormierten Blutdruckwerte der Cre'-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-
Gabe zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Mausaktivitdten wurden in Kategorien eingeteilt. Aktivitdtswerte von 0-2 wurden der
Kategorie 1 zugeordnet, Aktivitdtswerte von 2-4 der Kategorie 2 etc. Aktivitdtswerte von 60 und hoher wurden der Kategorie
31 zugeordnet. Aus den zu der jeweiligen Aktivitdt zugehorigen Blutdruckwerten wurden die arithmetischen Mittel gebildet
und hier anhand eines semi-logarithmischen Fits fiir die beiden Cre'-Gruppen zum Zeitpunkt 6 Wochen exemplarisch darge-
stellt. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach
dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Cre” ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen, n=18.
Der R? Wert betrug fiir die Cre'-kein Tamoxifen-Gruppe 0,52 und fiir die Cre*-Tamoxifen-Gruppe 0,73.

Der Vergleich der aktivititsnormierten Blutdruckwerte zwischen Woche 0 und 6 ist hier dar-

gestellt:
Cre* kein Tamoxifen 0 Wochen === Cre kein Tamoxifen 0 Wochen
Cre* kein Tamoxifen 6 Wochen = Cre” kein Tamoxifen 6 Wochen
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Abb. 22: Aktivititsnormierte Blutdruckwerte der Cre’- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Die
Mausaktivititen wurden in Kategorien eingeteilt. Aktivititswerte von 0-2 wurden der Kategorie 1 zugeordnet, Aktivititswer-
te von 2-4 der Kategorie 2 etc. Aktivititswerte von 60 und hoher wurden der Kategorie 31 zugeordnet. Aus den zu der jewei-
ligen Aktivitdt zugehdrigen Blutdruckwerten wurden die arithmetischen Mittel gebildet und hier anhand eines semi-
logarithmischen Fits dargestellt. Verglichen werden die aktivititsnormierten Blutdruckwerte zum Zeitpunkt 0 und 6 Wochen
der Cre"-Mausgruppe (links) und der Cre-Mausgruppe (rechts). Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen
Zeitraum von 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieflich zum Zeitpunkt 4
Wochen. Cre" ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen, n=18. Cre” ohne Tamoxifen, n=11. Cre’ Tamoxifen, n=14. Zum
Zeitpunkt 0 Wochen betriigt der R%-Wert der Cre'-kein Tam-Gruppe 0,90, der Cre’-Tam-Gruppe 0,93, der Cre-kein Tam-
Gruppe 0,82 und der Cre-Tamoxifen-Gruppe 0,91. Zum Zeitpunkt 6 Wochen betrigt der R-Wert der Cre'-kein Tam-Gruppe
0,52, der Cre'-Tam-Gruppe 0,73, der Cre-kein Tam-Gruppe 0,06 und der Cre’-Tamoxifen-Gruppe 0,86.

Abbildung 22 verdeutlicht, dass der gefundene Blutdruckunterschied in der Cre'-Linie zwi-
schen der Tamoxifen-Gruppe und der Gruppe ohne Tamoxifen auch nach aktivitétskategori-

sierten Blutdruckwerten deutlich nachweisbar ist. Auerdem zeigen die Graphen, dass Aktivi-
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tdt und Blutdruck positiv miteinander korrelierten. Die Cre’-Gruppen zeigten hingegen, wie
schon zuvor, keine signifikanten Unterschiede nach Tamoxifen-Gabe. Wie aber auch in den

Cre -Gruppen korrelierten Blutdruckwerte und Aktivitit positiv miteinander.

Da in den zuvor gezeigten Blutdruckdaten deutliche Unterschiede im Tag-/ Nacht-Rhythmus
der Tiere gefunden wurden, zeigt die folgende Abbildung die aktivititsnormierten Blut-

druckwerte zusétzlich in Tag und Nacht aufgespaltet:

Cre* kein Tam 6 Wochen Nacht

Cre* kein Tam 6 Wochen Tag
= Cre* Tam 6 Wochen Nacht
=== Cre*Tam 6 Wochen Tag
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Abb. 23: Tag und Nacht getrennte, aktivititsnormierte Blutdruckwerte der Cre’- Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-
Gabe. Die Mausaktivititen wurden in Kategorien eingeteilt. Aktivitdtswerte von 0-2 wurden der Kategorie 1 zugeordnet,
Aktivitatswerte von 2-4 der Kategorie 2 etc. Aktivitidtswerte von 60 und héher wurden der Kategorie 31 zugeordnet. Aus den
zu der jeweiligen Aktivitit zugehdrigen Blutdruckwerten wurden die arithmetischen Mittel gebildet und hier anhand eines
semi-logarithmischen Fits dargestellt. Verglichen werden die aktivititsnormierten Blutdruckwerte zum Zeitpunkt 0 und 6
Wochen der Cre'-Mausgruppe fiir Tag und Nacht getrennt. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt {iber einen Zeit-
raum von 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieSlich zum Zeitpunkt 4 Wo-
chen. Cre* ohne Tamoxifen, n=17. Cre" Tamoxifen, n=18. Der R>-Wert der Cre'-kein Tam-Gruppe am Tag betrug 0,27 und
in der Nacht 0,28. In der Cre'-Tam-Gruppe lag der Wert bei 0,59 am Tag und bei 0,54 in der Nacht.

Wie schon bei den Tag und Nacht vereinten, aktivititsnormierten Blutdruckwerten zeigte sich
auch bei der Trennung von Tag und Nacht ein geringerer MAD in den Cre'-Tamoxifen-
Gruppen als in den Cre-kein Tamoxifen-Gruppen zum Zeitpunkt 6 Wochen. Zudem war der
MAD in beiden Gruppen in der Nacht hoher als am Tag. Dies zeigt, dass nicht nur eine hohe-
re Aktivitit zu den hoheren Blutdruckwerten in der Nacht beitragen konnte, sondern auch eine

erhohte Sympathikusaktivitdt in der ndchtlichen, aktiven Phase der Tiere.

4.1.3. Herzfrequenz

Abb. 24 und 25 zeigen den Verlauf der Herzfrequenz der Cre'- und Cre-Gruppen iiber die 6
Wochen der Messung. Die Analyse der Herzfrequenz wurde hinzugezogen, um auszuschlie-
Ben, dass die Blutdruckverdnderungen durch verdanderte Herzfrequenzen und somit iiber eine
Anderung der kardialen Funktion (Schlagvolumen x Herzfrequenz = Cardiac Output) verur-

sacht wurden.
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Abb. 24: Herzfrequenz der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittel mit Standardfehlern der Herzfrequenzen in der Nacht (links) und der Herzfrequenzen am Tag (rechts) der Cre'-
und der Cre’-Mauslinien. Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der grau hinter-
legte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0
Wochen und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im wochentli-
chen Rhythmus {iber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 iiber 72 h. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-
stindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre”
ohne Tamoxifen, n=17. Cre’ Tamoxifen, n=18. Cre’ ohne Tamoxifen, n=11. Cre’ Tamoxifen, n=14. (2-way ANOVA;
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurde die Gruppe Cre" Tamoxifen gegen
alle anderen Gruppen. Signifikanzen einer Gruppe zu der Gruppe Cre” Tamoxifen wurden mit der jeweiligen Gruppenfarbe
gekennzeichnet)

Der hier dargestellte Vergleich der Nacht- bzw. Tagwerte der Herzfrequenzen der jeweiligen
Gruppen miteinander zeigte keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen der
Cre'- oder Cre-Linie. Auch iiber den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe und danach kam es in
keiner Gruppe zu einer Verdnderung der Herzfrequenz.

Allerdings zeigten sich wie zuvor bei der Aktivitdt unterschiedliche Ausgangswerte zwischen
den Cre - und Cre-Gruppen. Die Cre’-Gruppen starteten in der Nacht mit einer Frequenz um
510 Schlige/min, wihrend die Cre'-Gruppen zum Zeitpunkt 0 eine signifikant hohere Fre-
quenz um 575 Schlige/min hatten. Auch am Tag war der Unterschied zwischen der Cre'-
Tamoxifen-Gruppe und der Cre’-Tamoxifen-Gruppe am Zeitpunkt O signifikant. Im Verlauf
der Messungen glichen sich die Werte allerdings an, sodass es keine signifikanten Unter-

schiede mehr gab.
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Die folgende Abbildung verdeutlicht die unterschiedlichen Werte der Herzfrequenz fiir Tag
und Nacht:
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Abb. 25: Herzfrequenz der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittel mit Standardfehlern der Herzfrequenz fiir Tag und Nacht der Cre'-Mausgruppen (links) und der Cre'-
Mausgruppen (rechts). Die telemetrische Messung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Wochen. Der grau hinter-
legte Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0
Wochen und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Die Messung jedes Zeitpunktes erfolgte im wochentli-
chen Rhythmus {iber jeweils 48 h bzw. fiir Zeitpunkt 0 iiber 72 h. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-
stindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre”
ohne Tamoxifen, n=17. Cre’ Tamoxifen, n=18. Cre" ohne Tamoxifen, n=11. Cre’ Tamoxifen, n=14. (2-way ANOVA;
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwer-
te der Gruppen mit Tamoxifen- gegen die Gruppen ohne Tamoxifen-Gabe)

Wie schon zuvor beim Blutdruck und der Aktivitét zeigten sich auch bei der Analyse der
Herzfrequenz deutliche Unterschiede zwischen Tag und Nacht innerhalb der gleichen Grup-
pen. In der Nacht wiesen sowohl die Tiere der Cre'- als auch die Tiere der Cre-Gruppen
deutlich hohere Herzfrequenzen auf, als die zugehorigen Frequenzen am Tag, was einen wei-

teren Hinweis auf einen gesunden Tag-/ Nacht-Rhythmus liefert.

4.2. Einfluss des Knockouts auf Histologie der Aorta

Als weiteres morphologisches Korrelat eines Blutdruckabfalls wurde die Tunica Media der
Aorta analysiert, um Riickschliisse iiber morphologische Umbauprozesse im GefaB3system der
Mauslinien ziehen zu kénnen. Die Aorten wurden zum Zeitpunkt 6 Wochen entnommen. Zu
diesem Zeitpunkt erhielten alle Tiere bereits wieder seit 2 Wochen Normalfutter nach zuvor
ggf. 4-wochiger Tamoxifen-Futtergabe.

Die Auswertung der Tunica Media der Aorta erfolgte auf zwei verschiedene Weisen. Einmal
wurde die Schichtdicke an 10 verschiedenen Stellen pro Aorta bestimmt und einmal die ge-
samte Mediafldche durch Ausmessen eines inneren und dufleren Umfangs bestimmt. Passend

zu dem zuvor beschriebenen Blutdruckabfall in der Cre’-Tamoxifen-Gruppe, der nicht ab-
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hingig von der Herzfrequenz und der Aktivitit ist, zeigten die histologischen Befunde der

Aorta passende Ergebnisse. Diese sind in Abbildung 26 dargestellt:
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Abb. 26: Tunica Media der Aorta der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Tunica Media Dicke (links) und der Tunica Media Fliche (rechts) der Cre'-
und Cre’-Mauslinien zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlief3-
lich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Cre” ohne Tamoxifen, n=9. Cre” Tamoxifen, n=9. Cre” ohne Tamoxifen, n=6. Cre” Tamoxifen,
n=6. (One-Way ANOVA; *P<0.05, ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen mit-
einander.)

Es zeigte sich, dass der zuvor festgestellte signifikante Blutdruckunterschied zwischen den
Cre -Mausgruppen ebenfalls einen Unterschied der Tunica Media Dicke und Fliche nach sich
zog. Die Cre -Tamoxifen-Gruppe hatte eine signifikant geringere Media Dicke und Fliche als
die Cre'-kein Tamoxifen-Gruppe.

In der Cre'-Linie lag bei Dicke und Fldche kein signifikanter Unterschied zwischen den bei-
den Tam- und kein Tam-Gruppen vor. Zwischen den Cre'- und Cre-Mausgruppen zeigten
sich nur beim Messen der Media Dicke signifikante Unterschiede. Hier war die Media Dicke
der Cre’-Tamoxifen-Gruppe signifikant niedriger als die Media Dicke der beiden Cre-
Gruppen. Im Vergleich der Tunica Media Fliche zeigte sich im Vergleich der Linien mitein-

ander kein signifikanter Unterschied.
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4.3. Einfluss des Knockouts auf Blutdruckregulation

Zur Analyse von Gegenregulationsmechanismen als Antwort auf eine Blutdruckveréinderung
oder auch von direkten Einfliissen des spezifischen glattmuskuldren NKCC1-Knockouts auf
die Blutdruckregulation wurden mehrere Versuche durchgefiihrt. Durch Gabe einer Hoch-/
Niedrigsalzdidt sollte die Salzsensitivitdt getestet werden. Durch Anwendung unterschiedli-
cher Salzkonzentrationen konnte das tubuloglomerulidre Feeback und somit das RAAS genau-
er untersucht werden. Wihrend eine Hochsalzdidt in der Regel fiir eine Herabregulation des
RAAS sorgt, fiihrt eine Niedrigsalzdidt normalerweise zu einer Hochregulation. Durch An-
wendung beider Diéten hintereinander konnte herausgefunden werden, wie dieser spezifische
Knockout auf Salzmangel bzw. Salziiberangebot reagiert. Eine pharmakologische ATI-
Rezeptor-Blockade mit Losartan diente der weiteren Untersuchung des RAAS unter Bedin-
gungen, in denen das RAAS aufgrund der Blutdrucksenkung eigentlich hochreguliert sein
sollte, aber durch Blockade des Angiotensin-Rezeptors nur eingeschrinkte Effekte zeigen
kann. Diese Ergebnisse wurden durch Bestimmungen der Plasmareninaktivitit, der Renin-
mRNA in der Niere und des Plasmaaldosteronspiegels untermauert.

Den fiir die Losartan- und Salzversuche verwendeten Tieren wurden zuerst Blutdrucksender
implantiert und anschlieend den Tamoxifen-Gruppen iiber 4 Wochen Tamoxifen-Futter zu-
gefiihrt. Anschlieend erhielten alle Gruppen iiber 2 weitere Wochen Normalfutter. Zum
Zeitpunkt 6 Wochen wurde Losartan wie beschrieben fiir 7 Tage in der Dosis 30 mg/kg
KG/Tag iiber das Trinkwasser gegeben und durch telemetrische Messung Blutdruck, Aktivitéit
und Herzfrequenz aufgezeichnet. Nach der Losartan-Gabe erhielten alle Méuse iiber | Woche
eine der Normaldiét dhnliche Kontrolldidt und anschlieBend iiber jeweils 10 Tage zuerst eine
Niedrigsalzdidt und anschlieBend eine Hochsalzdidt. Die Organentnahme an diesen Tieren
erfolgte am 10. Tag der Hochsalzdiét.

Fiir die Bestimmungen der Hormone wurden Tiere aller Gruppen zum Zeitpunkt 6 Wochen,
also nach 4-wochiger Tamoxifen-Gabe und anschlieend 2-wochiger Normalfuttergabe unter-

sucht.

4.3.1. Folgen einer Hoch-/ Niedrigsalzdi:it

Die telemetrische Messung von Blutdruck, Aktivitdt und Herzfrequenz begann in den letzten
3 Tagen der 1-wochigen Kontrolldidtgabe. Die Daten wurden von nun an durchgéngig erho-

ben. Fiir die letzten 3 Tage Kontrolldidt und jeden Tag der jeweils 10-tdgigen Messung unter
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Hoch- bzw. Niedrigsalz wurde analog zu 4.1. das arithmetische Mittel fiir jeweils 12 Stunden

Tag und Nacht gebildet. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

4.3.1.1. Blutdruck
Abbildung 27 zeigt die Blutdruckverinderung unter Hoch- bzw. Niedrigsalzdidt der Cre'-

Linie.
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Abb. 27: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung von der Kontrolldiit in der Cre’-Mauslinie nach
Hoch- bzw. Niedrigsalzdiét. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln der Kontrolldiit (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die telemetrische Messung beinhaltete eine 3-tdgige Kontrolldidtmessung, gefolgt von
einer 10-tdgigen Niedrigsalzdidt und einer abschlieBenden Hochsalzdidt. Die Kontrolldidt begann nach dem Zeitpunkt 6
Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlielich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Die
Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkel-
phase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen,
n=5. Cre" Tamoxifen, n=8. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die
Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Unter der Kontrolldidt zeigte sich, wie auch schon zuvor beschrieben, ein geringerer Blut-
druck in der Cre'-Tamoxifen-Gruppe als in der Cre -kein Tamoxifen-Gruppe. Diese Diffe-
renz war jedoch wahrscheinlich wegen der geringeren Anzahl an Tieren nicht signifikant. Es
zeigten sich aulerdem deutliche Blutdruckunterschiede im Vergleich der Tag- und Nachtwer-
te innerhalb der jeweiligen Gruppe.

Nach Gabe von Niedrigsalz kam es in keiner der beiden Gruppen zu einer Verdnderung des
Blutdrucks. Die anschlieBende Hochsalzdiit fiihrte hingegen zu einem deutlichen Blutdruck-
anstieg in beiden Gruppen. In der Cre'-Gruppe stieg der Blutdruck um 26,23 mmHg (+ 5,19)
auf ein Maximum von 138,76 mmHg (£ 4,71) in der Nacht und um 22,85 mmHg (+ 4,28) auf
ein Maximum von 118,97 mmHg (+ 4,08) am Tag. In der Nacht stieg der Blutdruck in der
Cre'-kein Tamoxifen-Gruppe um 33,95 mmHg (+ 7,31) auf ein Maximum von 155,02 mmHg
(= 11,23) und am Tag um 31,70 mmHg (+ 6,19) auf ein Maximum von 139,13 mmHg (+
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10,19). Der Blutdruckanstieg verlief in beiden Gruppen in dhnlichem Ausmal und ist somit

zu keinem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Cre -Gruppen.

4.3.1.2. Aktivitit und Herzfrequenz
Abbildung 28 zeigt den Einfluss der Hoch- und Niedrigsalzdidten auf die Aktivitidt und die

. + .
Herzfrequenz in der Cre -Linie.
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Abb. 28: Aktivitit und Herzfrequenz der Cre’-Mauslinie nach Hoch- bzw. Niedrigsalzdiit. Dargestellt sind die arithme-
tischen Mittel mit Standardfehlern der Aktivititswerte und Herzfrequenzen der Cre'-Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die
telemetrische Messung beinhaltete eine 3-tdgige Kontrolldidtmessung, gefolgt von einer 10-tdgigen Niedrigsalzdidt und einer
abschlieBenden Hochsalzdidt. Die Kontrolldidt begann nach dem Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach
dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlielich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten.
Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die
jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre’ ohne Tamoxifen, n=5. Cre' Tamoxifen, n=8. (2-way ANOVA;
*P<0.05; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamo-
xifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Die Cre’-Tamoxifen-Gruppe startete unter der Kontrolldiit bereits mit einer hoheren Aktivitit
in der Nacht, die jedoch nicht signifikant unterschiedlich zur Cre’-kein Tamoxifen-Gruppe
war. Gegen Ende der Hochsalzdiit wurde dieser Unterschied zu der Cre'-Gruppe ohne Ta-
moxifen signifikant. Am Tag waren keine Unterschiede in Aktivitidt und Herzfrequenz zwi-
schen beiden Gruppen zu erkennen. Bei der Umstellung auf die Hochsalzdidt kam es zu ei-
nem kurzzeitigen Anstieg der Aktivitdt am Tag, da die Umstellung zur Tagzeit erfolgte. In der
Nacht zeigten beide Gruppen eine deutlich hohere Aktivitét als am Tag, was einen gesunden
Tag-/ Nacht-Rhythmus verdeutlicht. Unter den verschiedenen Didten kam es im Verlauf je-
doch zu keiner signifikanten Veridnderung der Aktivitit innerhalb der Gruppen.

Die Herzfrequenz zeigte keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Im Vergleich der
Tag- und Nachtwerte derselben Gruppen war die Herzfrequenz in der Nacht hoher als am
Tag, was ebenfalls fiir einen gesunden Tag-/ Nacht-Rhythmus spricht. Zu Beginn der Hoch-

salzdidt kam es kurzzeitig zu einem Anstieg und anschlieBend zu einem tiberschieenden Ab-
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fall der Herzfrequenz am Tag. Die Herzfrequenz glich sich jedoch gegen Ende wieder an die
urspriingliche Herzfrequenz unter der Kontrolldidt an. Ansonsten hatten die Diéten in beiden

Gruppen keinen Einfluss auf die Herzfrequenz.

4.3.2. Folgen einer AT1-Rezeptor-Blockade mittels Losartan

Die telemetrische Messung von Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz unter Losartan-Gabe
begann nach dem Zeitpunkt 6 Wochen, das hei3t 2 Wochen nach erfolgter Induktion mittels
Tamoxifen-Futter. Die Daten wurden durchgédngig mit Beginn einer 2-tidgigen Basismessung
gefolgt von 7 Tagen Losartan kontinuierlich iiber 9 Tage erhoben. Die Basismessung erfolgte
als 48-stiindige Messung zum 6 Wochen Zeitpunkt. Die Daten zeigen das arithmetische Mittel

fiir jeweils 12 Stunden Tag und Nacht iiber die Zeit.

4.3.2.1. Blutdruck
Abbildung 29 zeigt die Blutdruckverinderung der Cre'-Linie unter Losartan.

*— Cre" kein Tamoxifen (Nacht) —<- Cre* kein Tamoxifen (Tag) —s— Cre" Tamoxifen (Nacht) —*=- Cre* Tamoxifen (Tag)
- e
130 Losartan o ;? . Losartan ,
} c £ ' '
120~ g é 0
=) Lo
I
€ 1104 $S -5
E 32
Q 100- 8 £ -10-
g =N
= o0
90+ 2 8 15
< c
80 T T T T T T T T g -20=— T T T T T T T
& N9 % % H 6 A O N9 D  © o A
) N
o2 o
(] ()
& . =
Q;c?@ Zeit (Tage) Q’,be@ Zeit (Tage)

Abb. 29: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung von der Kontrolldiit in der Cre’-Mauslinie nach
chronischer Losartan-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln der Kontrolldiit (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die telemetrische Messung beinhaltete eine 2-tdgige Basismessung, gefolgt von einer 7-
tdgigen Gabe von Losartan (grauer Bereich). Die Basismessung begann nach dem Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe
erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieSlich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Die Messung erfolgte durchgingig alle
fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wéihrend die Tag-
werte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=7. Cre" Tamoxifen, n=9. (2-way
ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamo-
xifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Wie schon zuvor, zeigte sich auch unter Losartan innerhalb aller Gruppen ein Blutdruckunter-
schied zwischen Tag und Nacht. Wihrend der Basismessung hatte die Cre’-Tamoxifen-
Gruppe am Tag und in der Nacht erwartungsgemiB einen niedrigeren Blutdruck als die Cre'-
kein Tamoxifen-Gruppe, welcher aber wegen einer geringen Tierzahl nicht signifikant war.

Nach Gabe von Losartan fiel der Blutdruck in beiden Gruppen ab. Die Dynamik des Blut-
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druckabfalls war dabei in beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich, sodass die an-
fangliche, zwar nicht signifikante Blutdruckdifferenz zwischen Tamoxifen und nicht Tamoxi-
fen auch nach 7 Tagen Losartan erhalten blieb.

In der Cre'-Tamoxifen-Gruppe fiel der Blutdruck wihrend der 7 Tage auf eine Minimum von
102,01 mmHg (£ 3,70) um 11,89 mmHg (£ 2,33) in der Nacht und am Tag um 10,94 mmHg
(£ 1,24) auf ein Minimum von 89,36 mmHg (+ 2,40). In der Cre'-kein Tamoxifen-Gruppe lag
das Minimum in der Nacht bei 108,33 mmHg (+ 3,6) (13,51 mmHg (+ 1,69) Abfall) und am
Tag bei 96,09 mmHg (+ 3,16) (10,81 mmHg (£ 2,19) Abfall).

4.3.2.2. Aktivitit und Herzfrequenz

Abbildung 30 zeigt den Einfluss von Losartan auf die Aktivitit und die Herzfrequenz der

Cre'-Linie.
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Abb. 30: Aktivitit und Herzfrequenz der Cre'-Mauslinie nach chronischer Losartan-Gabe. Dargestellt sind die arith-
metischen Mittel mit Standardfehlern der Aktivititswerte und Herzfrequenzen der Cre -Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Die
telemetrische Messung beinhaltete eine 2-tdgige Basismessung, gefolgt von einer 7-tdgigen Gabe von Losartan (grauer Be-
reich). Die Basismessung begann nach dem Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wo-
chen bis einschlieflich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Die Messung erfolgte durchgingig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte
setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-
stindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Tamoxifen, n=7. Cre" Tamoxifen, n=9. (2-way ANOVA; Statistisch getestet
mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne
Tamoxifen-Gabe)

Wie schon zuvor unterschieden sich die Tag- und Nachtwerte fiir Aktivitdt und Herzfrequenz
innerhalb der einzelnen Gruppen. Weder am Tag noch in der Nacht lagen signifikante Unter-
schiede in der Aktivitit oder der Herzfrequenz zwischen beiden Cre -Gruppen vor. Auch iiber
die Dauer der 7-tdgigen Losartan-Gabe kam es zu keiner signifikanten Verdnderung der Akti-
vitdt. Bei Analyse der Herzfrequenz war ein leichter Frequenzanstieg in beiden Gruppen unter

Losartan zu beobachten.
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4.3.3. Einfluss des Knockouts auf blutdruckrelevante Hormone

Nachdem weder Salzdidten noch Losartan Unterschiede zwischen den Cre’-Gruppen provo-
zieren konnten, wurden die Plasmareninaktivitidt und Plasmaaldosteronkonzentration in bei-
den Gruppen bestimmt, um eine verdnderte RAAS-Regulation final ausschlieBen zu konnen.
Die Plasmareninaktivitdt wurde anhand des Angiotensinogen-Umsatzes zu Angiotensin I mit-
tels RIA bestimmt. Zusitzlich wurde die Renin-mRNA aus Nierengewebe bestimmt. Die Er-

gebnisse sind im Folgenden dargestellt:

Cre’ kein Tamoxifen n Cre" Tamoxifen n P
Plasmareninaktivitit
(ng/ml/h) 31,36 +£8,90 7 39,38 +£8,71 8 ns
Renin-mRNA
(Renin/L32) 2,14 +0,25 6 2,06 =+£0,22 10 ns
Plasmaaldosteron
(pg/ml) 15,30 +5,35 7 51,02 +£17,06 8 ns
Aldosteron-Renin-
Verhiltnis 0,0698 +0,0031 7 0,2043 +0,0755 8 s

(ng/dl in ng/(ml/h))

Tabelle 4: Hormoneller Status der Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Bestimmt wurden die Plasmareni-
naktivitdt, die Renin-mRNA, die Aldosteron-Konzentration und das Aldosteron-Renin-Verhéltnis. Dargestellt sind die arith-
metischen Mittel mit Standardfehlern der Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Die Messungen erfolgten zum
Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieflich zum Zeitpunkt 4 Wo-
chen. (Zweistichproben-t-Test)

Die hier dargestellten arithmetischen Mittel der gemessenen Parameter zeigen keine Unter-
schiede zwischen den Cre'-Gruppen in der Plasmareninaktivitit. Auch die Renin-mRNA, die
Plasmaaldosteronkonzentration, sowie das Aldosteron-Renin-Verhiltnis unterscheiden sich

nicht signifikant.

Daher bleibt zusammenfassend festzuhalten, dass es keinen Unterschied im Hinblick auf den
Wasser- und Elektrolyt-regulierenden Hormonstatus des RAAS zwischen den beiden Cre'-
Gruppen gibt, sowie die Reaktion beider Gruppen auf Hoch-/ bzw. Niedrigsalz und auf Losar-

tan gleich ist. Insgesamt scheint die Cre-Linie salzsensitiv beziiglich des Blutdrucks zu sein.
g g g
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4.4, Einfluss des Knockouts auf Nierenfunktion

Zur Analyse einer veridnderten Nierenfunktion sowie von morphologischen Verdnderungen
der Niere aufgrund des spezifischen glattmuskuldren NKCC1-Knockouts wurden verschiede-
ne Untersuchungen durchgefiihrt. Wie zuvor erhielten die hierfiir verwendeten Tiere in den
entsprechenden Gruppen Tamoxifen-Futter iiber 4 Wochen und anschlieBend iiber 2 Wochen
Normalfutter flir alle Gruppen. Nach diesen insgesamt 6 Wochen erfolgten Untersuchungen
von Blut, Urin und der renalen Clearance sowie der fraktionellen Ausscheidung (FE) im me-
tabolischen Kifig. Die Untersuchung der GFR mittels FITC-Sinistrin erfolgte jeweils im sel-
ben Tier zum Zeitpunkt 0 und 6 Wochen.

4.4.1. Blutgasanalyse

Die Durchfiihrung der im Folgenden dargestellten Blutgasanalyse lieferte unter anderem In-
formationen iiber die Regulation des Elektrolyt- und Séure-Basen-Haushalts durch die Niere.

Es wurden jeweils die beiden Cre -Gruppen miteinander verglichen.

Cre" kein Tam Cre" Tam P
pH 733 +0,01 734 £0,01 ns
pCO; (mmHg) 4323 +123 42,65 +0,93 ns
pO; (mmHg) 5338  +230 54,84  +2,58 ns
BE (mmol/l) 320 +0,80 2,81 +0,80 ns
HCO* (mmol/l) 2244 +0,57 22,68 0,60 ns
Laktat (mg/dl) 229  +032 2,73 £0,30 ns
Na® (mmol/l) 150,70 =+ 0,47 149,00 +0,36 ns
K" (mmol/l) 4,63 +0,09 4,67  £0,06 ns
CI' (mmol/l) 119,30 =+ 0,47 117,60 +0,51 ns
Ca*" (mmol/l) 127  +0,01 125  +0,01 ns
Hkt (%) 4590  +1,15 4535  +£0,93 ns
Glukose (mg/dl) 159,20 =+ 8,83 166,70 +8,70 ns

Tabelle 5: Blutgasanalyse der Cre'-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Bestimmt wurden pH, pCO,, pO,, BE,
HCO¥, Laktat, Na*, K*, CI', Ca®", Hkt und Glukose. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern. Die
Messungen erfolgten zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlief3-
lich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Cre” ohne Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=11. (; ¥*P<0.05, **P<0.01; Statistisch getestet
mittels Zweistichproben t-Test wurde die Tamoxifen-Gruppe gegen die Gruppe ohne Tamoxifen)
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Tabelle 5 verdeutlicht, dass sich die Blutgasanalysen im Vergleich der Cre'-Gruppen unter
Tamoxifen-Gabe und ohne Tamoxifen-Gabe nicht signifikant unterschieden. Es zeigte sich
kein Unterschied im Hinblick auf den pH-Wert und andere Parameter des Siure-Basen-
Haushalts. Auch die Glukosekonzentration, die Elektrolyte und der Hématokritwert unter-

schieden sich innerhalb der Cre’-Gruppen nicht signifikant.

4.4.2. Nierenfunktion

Zur Uberpriifung einer Auswirkung des NKCC1-Knockouts in Bezug auf die Filtrationslei-
stung der Niere wurde die glomeruldre Filtrationsrate bestimmt. Ein im Vergleich zum Vas
efferens dilatierteres Vas afferens wiirde iiber eine Erhohung des Filtrationsdrucks (P(eff)) zu
einer hoheren glomeruldren Filtrationsrate fiihren und umgekehrt. Die Bestimmung der GFR
erfolgte einerseits durch transkutane photometrische Messung nach Injektion von FITC-
Sinistrin und andererseits durch Kreatinin-Clearance-Bestimmung aus Plasma und 24-h-
Sammelurin, gewonnen mit Hilfe des metabolischen Kéfigs. Letzterer ermdglichte aulerdem
die Bestimmung der fraktionellen Ausscheidungen von Na', K" und CI'. Dariiber hinaus wur-
de auch das Plasmavolumen bestimmt, um einerseits die Nierenfunktion beziiglich Wasser-
haushalt/ Volumenretention zu iiberpriifen und konsekutiv den Einfluss eines verénderten
Plasmavolumens auf den Blutdruck ausschlieBen zu kdnnen bzw. ein erhdhtes Plasmavolu-

men als Kompensationsmechanismus einer mdglichen Vasodilatation zu detektieren.
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Cre' kein Tamoxifen n Cre' Tamoxifen n P
GFR vor Tamoxifen-Gabe
%
(m1/24 h/100 g KG) 1027,68 + 61,52 14 1335,82 +98,54 14
GFR nach Tamoxifen-Gabe
k%
(m1/24 1h/100 g KG) 975,44 +56,74 14 1277,01 + 80,30 14
GFR-Verinderung
(m1/24 h/100 g KG) -52,24 +£56,31 14 -58,81 +112,80 14 ns
Kreatininclearance
(rnl/24 h) 805,5 +123,1 8 749,0 +159,9 10 ns
FE (Na")
%) 0,2625 +0,0444 8 0,4180 +0,0851 10 ns
0
FE (K"
o 6,564 +1,131 8 10,800 +1,752 10 ns
(%)
FE (CI)
(%) 0,6375 +£0,0931 8 0,8860 +0,1688 10 ns
0
Plasmavolumen 189  +0,13 15 1,78  +0,11 13 ns
(ml)

Tabelle 6: Relevante Parameter fiir die Nierenfunktion der Cre‘-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Bestimmt
wurden die GFR durch Messung von FITC-Sinistrin, die Kreatinin-Clearance, die FE von Na, K und CI und das Plasmavo-
lumen. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern. Die GFR-Messung vor Tamoxifen-Gabe erfolgte zum
Zeitpunkt 0 Wochen, die sonstigen Messungen erfolgten zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem
Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieSlich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Zwischen Woche 4 und 6 erhielten die Tiere Normalfutter.
(*¥*P<0.05, **P<0.01, Statistisch getestet mittels Zweistichproben t-Test wurden die jeweiligen Tamoxifen-Gruppen gegen die
Gruppen ohne Tamoxifen)

Die GFR-Messung mittels FITC-Sinistrin erfolgte sowohl vor der Gabe von Tamoxifen (0
Wochen) als auch zum Zeitpunkt 6 Wochen, nach zuvor 4-wochiger Tamoxifen-Gabe und
anschlieBend 2-wochiger Normalfuttergabe. Es zeigte sich schon initial vor Tamoxifen-Gabe
eine signifikant hohere GFR in der Cre'-Tamoxifen-Gruppe im Vergleich zur Cre'-Gruppe
ohne Tamoxifen, was wohl auf die zufidllige Auswahl der Tiere zuriickzufiihren ist. Dieser
Unterschied war auch nach Tamoxifen-Gabe zum Zeitpunkt 6 Wochen noch signifikant. Der
Vergleich der GFR zum Zeitpunkt 0 Wochen mit der GFR nach 6 Wochen innerhalb der je-
weiligen Gruppe zeigte einen signifikanten Abfall der GFR in beiden Gruppen iiber die Zeit.
Deshalb wurde die GFR-Verdnderung zwischen beiden Gruppen analysiert. Hierbei zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Auch die Bestimmung der GFR durch die Kreatinin-Clearance im 24-h-Sammelurin zeigte

keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Cre -Gruppen.
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Im Vergleich der fraktionellen Ausscheidungen (FE) fiir die Elektrolyte Natrium, Kalium und
Chlorid und im Plasmavolumen konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen gefunden werden.

Dabher ist festzuhalten, dass die Gruppen sich beziiglich der Nierenfunktion wohl nicht unter-

scheiden. Gleiches gilt fiir den Wasser-, Elektrolyt- und Sdure-Basen-Status.

4.5. Einfluss des Knockouts auf Herzfunktion und Morphologie

Nach Analyse des Einflusses des spezifischen NKCC1-Knockouts auf die Niere als Stellgrofe
der Blutdruckregulation sollte nun auch der Einfluss auf das Herz und damit mdgliche primé-
re kardiale Effekte und Gegenregulationsmechanismen aufgedeckt werden. Hierfiir wurde den
jeweiligen Gruppen wie bereits beschrieben in den ersten 4 Wochen Tamoxifen iiber das Fut-
ter und in den darauthin folgenden 2 Wochen Normalfutter gegeben. Es wurde jeweils vor
Tamoxifen-Gabe und zum Zeitpunkt 6 Wochen eine Echokardiographie durchgefiihrt. AuB3er-
dem wurden zum Zeitpunkt 6 Wochen die ANP-Konzentration im Plasma, die Ventrikelge-

wichte und die Herzmorphologie histologisch bestimmt.

4.5.1. Echokardiographie

Die Normierung der Narkosetiefe erfolgte durch die Atemfrequenz. Daher sind auch die
Herzfrequenzen in der Echokardiographie in beiden Cre’-Gruppen vergleichbar. Untersucht
wurden Fractional Shortening (prozentuale Verkleinerung des linken Ventrikels in der Systole
im Vergleich zur Diastole), Herzminutenvolumen, Ejektionsfraktion (Auswurffraktion des
linken Ventrikels) und die Herzfrequenz jeweils vor (0 Wochen) und nach (6 Wochen) Ta-
moxifen-Gabe. Abbildung 31 zeigt, dass sich keine signifikanten Unterschiede im Zeitverlauf

oder zwischen den beiden Cre'-Gruppen in einer der untersuchten Grofen fanden.
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Abb. 31: Echokardiographie der Cre'-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind von oben links nach
unten rechts: Fractional shortening, Herzminutenvolumen, Ejektionsfraktion und Herzfrequenz. Die Balken stellen die arith-
metischen Mittel mit den Standardfehlern der beiden Cre’-Mauslinien dar. Die Messung vor Tamoxifen-Induktion erfolgte
zum Zeitpunkt 0 Wochen und die Messung nach Tamoxifen-Induktion zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe er-
folgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Cre” ohne Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxi-
fen, n=9. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni post-Test wurden alle Gruppen gegeneinander)

4.5.2. Atriales natriuretisches Peptid

Zur Untersuchung einer weiteren kardial hormonellen Gegenregulation als Antwort auf den
geringeren Blutdruck bzw. als Hinweis auf den Volumenhaushalt in der Knockout-Gruppe

wurde die Konzentration von ANP zum Zeitpunkt 6 Wochen bestimmt:

Cre' kein Tamoxifen n Cre' Tamoxifen n P

ANP 5.994 + 1,606 7 3,028 + 0,489 8 ns
(ng/ml)

Tabelle 7: ANP-Verinderung Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel
mit Standardfehlern. Die Messungen erfolgten zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt
0 Wochen bis einschlieflich zum Zeitpunkt 4 Wochen. (Statistisch getestet mittels Zweistichproben t-Test wurde die Tamo-
xifen-Gruppe gegen die Gruppe ohne Tamoxifen)

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den ANP-Konzentrationen zwischen den bei-

den Cre"-Gruppen.
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4.5.3. Ventrikelgewichte

Die Herzen wurden nach Extraktion durch Spiilung mit kalter NaCl-Losung von Blut befreit
und die Herzohren und Vorhofe abpripariert. Die Organe wurden vor dem Wiegen noch auf

Zellstoff von tiiberschiissiger Fliissigkeit befreit. Die Ergebnisse sind im Folgenden darge-

stellt:
Cre' kein Tamoxifen n Cre' Tamoxifen n P
Ventrikelgewicht
108,2 £2,2 9 103,6 £5,7 11 ns
(mg)

Tabelle 8: Ventrikelgewichte Cre’- und Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittel mit den Standardfehlern der Cre'- und Cre’-Mauslinien zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte
nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Cre" ohne Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen,
n=11. (Statistisch getestet mittels Zweistichproben t-Test wurde die Tamoxifen-Gruppe gegen die Gruppe ohne Tamoxifen)

Die Cre'-Gruppen zeigten im Vergleich keinen signifikanten Unterschied des Ventrikelge-

wichts.

4.5.4. Morphologie des Herzens (Fibrose)

Durch subjektive Punktevergabe fiir das Ausmal} der Herzfibrose wurden pro Organ 10 Blick-
felder der histologischen Schnitte bewertet. Jedem Blickfeld konnte eine Fibrose von 0-2 zu-
geteilt werden, wobei 0 keine Fibrose bedeutet, 1 eine leichte und 2 eine starke Fibrose. Ma-
ximal konnte jedes Organ somit eine Punktzahl von 20 erhalten. Die Blickfelder wurden pro

Organ zweimal von jeweils 2 verschiedenen Personen verblindet bewertet.
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Abb. 32: Bestimmung der Herzfibrose. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Bewertung der
Cre'-Mauslinie zum Zeitpunkt 6 Wochen. Die Bewertung erfolgte anhand einer Skala von 0-2 fiir 10 Gesichtsfelder pro
Maus. Die Tamoxifen-Gabe erfolgte nach dem Zeitpunkt 0 Wochen bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen. Cre" ohne
Tamoxifen, n=3. Cre" Tamoxifen, n=3. (Statistisch getestet mittels Zweistichproben t-Test wurden die Tamoxifen-Gruppe
gegen die Gruppe ohne Tamoxifen))

Wie in Abbildung 32 zu sehen, zeigten beide Gruppen nahezu keine Herzfibrose. Die Tamo-
xifen-Gruppe hatte einen gemittelten Score von 4.0, wihrend fiir die Gruppe ohne Tamoxifen
ein gemittelter Score von 3.8 ermittelt wurde. Beide Cre'-Gruppen unterscheiden sich somit

nicht signifikant im Hinblick auf die Herzfibrose.
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Daher ist festzuhalten, dass es im Bezug auf die Herzfunktion und Morphologie des Herzens
zu keinen Unterschieden zwischen den beiden Cre’-Gruppen kam und somit keine priméiren
kardialen Unterschiede oder kardialen Gegenregulationsmechanismen als Antwort auf den

Blutdruckabfall gefunden wurden.

4.6. Blutdrucksteigerung durch chronische Angiotensin II-Verabreichung

Aufgrund der Hypothese, dass Angiotensin II seine vasokonstriktorische Wirkung direkt iiber
den NKCCI1 entfalten konnte, wurden unter 14-tdgiger Angiotensin II-Gabe telemetrische
Messungen von Blutdruck, Herzfrequenz und Aktivitit durchgefiihrt. AuBerdem erfolgten
morphologische Analysen von Aorta und Herz, sowie Bestimmungen des Ventrikelgewichts,
um die Auswirkung der Hypertonie durch chronische Angiotensin II-Gabe (1,5 ng/g KG/min

Ang II fiir 14 Tage) quantifizieren zu konnen.

4.6.1. Telemetrische Messungen unter Angiotensin I1

Durch die telemetrischen Messungen konnte neben dem Blutdruck auch die Aktivitdt und die
Herzfrequenz gemessen werden. Die Angiotensin II-Gabe erfolgte durch osmotische Mini-
pumpen, welche den Tieren nach 4-wochiger Tamoxifen-Futtergabe und 2-wdchiger Normal-
futtergabe am Zeitpunkt 6 Wochen subkutan implantiert wurden. Eine telemetrische Messung
iiber 48 h zum Zeitpunkt 6 Wochen diente als Ausgangswert vor der Angiotensin II-Gabe.
Unmittelbar anschlieBend wurde Angiotensin II {iber 14 Tage kontinuierlich von den Mini-
pumpen freigesetzt. Die telemetrischen Messungen erfolgten tiber 10 Tage durchgéngig liber
den gesamten Zeitraum alle 5 Minuten fiir 60 Sekunden. Um Interaktionseffekte mit Tamoxi-
fen bzw. direkte Tamoxifen-Effekte auszuschlieBen, wurde neben der Cre’-Mauslinie eben-

falls die Cre’-Mauslinie fiir die Versuche hinzugezogen.
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4.6.1.1. Blutdruck

Die Blutdruckverinderung der Cre -Gruppen sind im Folgenden dargestellt:

«— Cre" kein Tamoxifen (Nacht) —+- Cre* kein Tamoxifen (Tag) —— Cre* Tamoxifen (Nacht) =*- Cre* Tamoxifen (Tag)
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Abb. 33: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung vom Basiswert der Cre’-Mauslinie unter chroni-
scher Angiotensin II-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln des Zeitpunktes 0 Tage (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach
zuvor 4-wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieBenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die teleme-
trische Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige dauerhafte Messung unter Angiotensin II-
Einfluss. Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-
stindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre"
ohne Tamoxifen, n=4. Cre" Tamoxifen, n=6. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden je-
weils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

An Zeitpunkt 0 hatte die Cre -Tamoxifen-Gruppe erwartungsgemilB einen geringeren MAD
als die Cre'-Gruppe ohne Tamoxifen. Dieser Unterschied war jedoch aufgrund der geringen
Tierzahl nicht signifikant. AuBerdem war der MAD zu diesem Zeitpunkt in beiden Gruppen
in der Nacht hoher als am Tag, was fiir einen gesunden Tag-/ Nacht-Rhythmus spricht.

Nach Gabe von Angiotensin II verschwand der Unterschied zwischen den Tag- und Nacht-
werten in beiden Gruppen, was als Stérung des Tag-/ Nacht-Rhythmus zu interpretieren ist.
Uber die dargestellten 10 Tage der Ang II-Gabe stieg der MAD in der Cre'-Tamoxifen-
Gruppe um 42,81 mmHg (+ 6,48) auf ein Maximum von 137,21 mmHg (£ 12,84) in der
Nacht und um 56,97 mmHg (£ 5,70) auf ein Maximum von 137,92 mmHg (+ 11,81) am Tag.
In der Cre"-Gruppe ohne Tamoxifen stieg der Blutdruck um 50,22 mmHg (£ 7,21) auf ein
Maximum von 167,83 mmHg (+ 8,83) in der Nacht und um 63,55 mmHg (+ 7,21) auf ein
Maximum von 168,28 mmHg (+ 7,47) am Tag. Die Dynamik des Blutdruckanstiegs erfolgte
in beiden Cre'-Gruppen sehr dhnlich. Der Unterschied im Blutdruck zwischen den beiden

Cre'-Gruppen, der allerdings nicht signifikant war, blieb somit iiber die gesamte Zeit erhalten.
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Der Einfluss von Angiotensin II auf die Cre -Gruppen ist hier dargestellt:

*— Cre kein Tamoxifen (Nacht) —<- Cre”kein Tamoxifen (Tag) —— Cre” Tamoxifen (Nacht) —<=- Cre” Tamoxifen (Tag)
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Abb. 34: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung zum Basiswert der Cre’-Mauslinie unter chroni-
scher Angiotensin II-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln des Zeitpunktes 0 Tage (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach
zuvor 4-wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieBenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die teleme-
trische Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige dauerhafte Messung unter Angiotensin II-
Einfluss. Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-
stiindigen Dunkelphase zusammen, wéhrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre’
ohne Tamoxifen, n=4. Cre” Tamoxifen, n=5. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils
die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Uber die dargestellten 10 Tage der Ang II-Gabe stieg der MAD in der Cre-Tamoxifen-
Gruppe um 51,06 mmHg (£ 6,70) auf ein Maximum von 163,48 mmHg (£ 5,55) in der Nacht
und um 60,51 mmHg (+ 5,23) auf ein Maximum von 161,58 mmHg (+ 5,14) am Tag. In der
Cre’-Gruppe ohne Tamoxifen stieg der Blutdruck um 44,30 mmHg (+ 5,32) auf ein Maximum
von 162,97 mmHg (+ 5,408) in der Nacht und um 53,00 mmHg (+ 3,00) auf ein Maximum
von 160,17 mmHg (+ 2,97) am Tag. Die Dynamik des Blutdruckanstiegs erfolgte in beiden
Cre-Gruppen dhnlich und es zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede im

MAD zwischen den beiden Gruppen.
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4.6.1.2. Aktivitit

Die Aktivitdtsverdnderung unter Ang II ist im Folgenden dargestellt:

—— Cre* Tamoxifen (Nacht) —— Cre kein Tamoxifen (Nacht)
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Abb. 35: Aktivitit der Cre’- und Cre’-Mauslinie unter chronischer Angiotensin II-Gabe. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittel mit Standardfehlern der Aktivititswerte fir Tag und Nacht der Cre'-Mausgruppen (links) und der Cre'-
Mausgruppen (rechts). Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach zuvor 4-
wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschliefenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die telemetrische
Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige dauerhafte Messung unter Angiotensin II-Einfluss.
Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen
Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Ta-
moxifen, n=5. Cre" Tamoxifen, n=6. Cre” ohne Tamoxifen, n=5. Cre” Tamoxifen, n=5. (2-way ANOVA; Statistisch getestet

mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne
Tamoxifen-Gabe)

Nach Angiotensin II-Gabe kam es sowohl in den Cre'- als auch in den Cre-Gruppen zu ei-
nem Abfall der Aktivitét, der liber die Dauer der Ang II-Gabe anhielt. Es bestand jedoch zu
keinem Zeitpunkt ein Unterschied in der Aktivitit zwischen den einzelnen Gruppen der jewei-

ligen Linien. Der Unterschied zwischen Tag- und Nachtaktivititen war an den meisten Tagen

nicht mehr signifikant.
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4.6.1.3. Herzfrequenz

Die Herzfrequenzverinderung nach Ang II-Gabe ist im Folgenden dargestellt:
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Abb. 36: Herzfrequenz der Cre’- und Cre-Mauslinie unter chronischer Angiotensin II-Gabe. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Herzfrequenzen fiir Tag und Nacht der Cre‘-Mausgruppen (links) und der Cre’
-Mausgruppen (rechts). Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach zuvor 4-
wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die telemetrische
Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige dauerhafte Messung unter Angiotensin II-Einfluss.
Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen
Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Ta-
moxifen, n=4. Cre" Tamoxifen, n=6. Cre” ohne Tamoxifen, n=4. Cre” Tamoxifen, n=5. (2-way ANOVA; Statistisch getestet
mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag- und die Nachtwerte der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne
Tamoxifen-Gabe)

Direkt nach Beginn der Angiotensin II-Gabe kam es in der Nacht zu einem Abfall der Herz-
frequenz, welcher jedoch im Verlauf verschwand und die Herzfrequenz sich der urspriingli-
chen Frequenz anglich. Unter Ang II verschwand der Unterschied zwischen Tag- und Nacht-
werten innerhalb der Gruppen ebenfalls. Es bestand zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen der jeweiligen Linien.

4.6.2. Morphologische Analyse von Gefiien und Herzen unter Angiotensin I1

Es wurde ebenfalls der Einfluss der chronischen Ang II-Gabe auf die Morphologie der Aorten
und der Herzen untersucht. Verglichen wurden unbehandelte Tiere, deren Organentnahme
nach 4-wdchiger Tamoxifen- und anschlieBender Normalfuttergabe zum Zeitpunkt 6 Wochen
erfolgte, mit Tieren, welche zum Zeitpunkt der Organentnahme der unbehandelten Tiere zu-
satzlich noch iiber 14 Tage Angiotensin II bekamen. Die Analyse der Tunica Media ist im

Folgenden dargestellt:
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Abb. 37: Dicke der Tunica Media der Aorta der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach Ang
II-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Tunica Media Dicke der Cre’-Mauslinie (links)
und der Cre’-Mauslinie (rechts). Die Bestimmungen fiir die Ang II-Gruppen erfolgten am Ende der Angiotensin II-Gabe nach
14 Tagen, die der anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der Angiotensin II-Gabe. Zuvor wurden die jeweiligen Maus-
gruppen iiber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Cre” kein
Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=9. Cre" kein Tamoxifen Ang II, n=5. Cre" Tamoxifen Ang II, n=4. Cre” kein Tamoxifen,
n=6. Cre’ Tamoxifen, n=6. Cre” kein Tamoxifen Ang II, n=5. Cre” Tamoxifen Ang II, n=5. (One-Way ANOVA; *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen gegeneinander)
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Abb. 38: Fliche der Tunica Media der Aorta der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach Ang
II-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Tunica Media Dicke der Cre'-Mauslinie (links)
und der Cre’-Mauslinie (rechts). Die Bestimmungen fiir die Ang II-Gruppen erfolgten am Ende der Angiotensin II-Gabe nach
14 Tagen, die der anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der Angiotensin II-Gabe. Zuvor wurden die jeweiligen Maus-
gruppen iiber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Cre" kein
Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=9. Cre" kein Tamoxifen Ang II, n=5. Cre" Tamoxifen Ang II, n=4. Cre” kein Tamoxifen,
n=6. Cre’ Tamoxifen, n=6. Cre” kein Tamoxifen Ang II, n=5. Cre” Tamoxifen Ang II, n=5. (One-Way ANOVA; *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen gegeneinander)
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Der zuvor schon gezeigte Unterschied in der Media Dicke und Fliche zwischen den Cre'-
Gruppen ohne Ang II zeigte sich unter Ang II-Behandlung nicht mehr. Auch in der Cre-Linie
zeigte sich weder in den unbehandelten Tieren noch unter Ang II ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Gruppen. Im Vergleich der Gruppen ohne Ang II mit den jeweiligen
Gruppen unter Ang II war jedoch sowohl innerhalb der Cre'- als auch der Cre’-Gruppen ein
Unterschied in der Media Dicke und Flache vorzufinden. Die Ang II-behandelten Gruppen
zeigten alle eine signifikant grolere Media Dicke als die zugehorigen Gruppen ohne Ang II
Behandlung. Lediglich die Cre -kein Tamoxifen-Gruppe zeigte bei dem Vergleich der Media
Flache keine signifikanten Unterschiede. Da die Gruppen sich jedoch beim Vergleich der
Media Dicke unterschieden, ist die nicht vorhandene Signifikanz in der Flache auf eine zu

starke Streuung zuriickzufiihren.

Auch in der Herzfibrose zeigten sich Unterschiede zwischen den Ang II-Tieren und den un-

behandelten Tieren:

ns

15+ ns

ns

Gesamtfibrosepunktzahl
Gesamtfibrosepunktzahl

Abb. 39: Herzfibrose der Cre'- und der Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach 14 Tagen Ang IL Darge-
stellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Bewertung der Cre'-Linie (links) und der Cre-Mauslinie
(rechts). Die Bestimmungen fiir die Ang II-Gruppen erfolgten am Ende der Angiotensin II Gabe nach 14 Tagen, die der
anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der Angiotensin II-Gabe. Zuvor wurden die jeweiligen Mausgruppen iiber 4 Wo-
chen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Die Bewertung erfolgte anhand
einer Skala von 0-2 fiir 10 Gesichtsfelder pro Maus. Cre” kein Tamoxifen, n=3. Cre" Tamoxifen, n=3. Cre" kein Tamoxifen
Ang II, n=2. Cre" Tamoxifen Ang II, n=4. Cre” kein Tamoxifen, n=3. Cre” Tamoxifen, n=3. Cre” kein Tamoxifen Ang II, n=3.

Cre” Tamoxifen Ang II, n=3. (One-Way ANOVA; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen
gegeneinander)

Die Cre-Ang II-Gruppen hatten eine signifikant hohere Gesamtfibrosepunktzahl als die Ver-
gleichsgruppen ohne Ang II. Dieser Unterschied war auch bei den Cre'-Tieren optisch zu

erkennen, jedoch bestanden hier keine Signifikanzen, was wohl mit einer zu geringen Tierzahl
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zu begriinden ist. Im jeweiligen Vergleich der unbehandelten Gruppen untereinander und der
Gruppen unter Ang II untereinander wurde in beiden Linien kein signifikanter Unterschied

gefunden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass alle untersuchten Gruppen auf die Angiotensin II-
Gabe im Hinblick auf Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz gleich reagierten. Die Blut-
druckdifferenz der Cre -Gruppen blieb auch unter Angiotensin II gleichermaBen erhalten. In
der Cre"-Tamoxifen-Gruppe ohne Angiotensin II zeigte sich, wie schon zuvor beschrieben,
eine signifikant geringere Media Dicke und Media Flidche. Unter Angiotensin II ist dieser
Unterschied nicht mehr vorhanden, jedoch fiithrte Angiotensin II zu einer groBeren Dicke und

Flache der Tunica Media der Aorta, sowie zu einer vermehrten Herzfibrose in allen Gruppen.

Die zusitzlich analysierten Ventrikelgewichte sind im Folgenden dargestellt:
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Abb. 40: Ventrikelgewichte der Cre'- und der Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach 14 Tagen Ang II.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Cre'- und der Cre-Mauslinie. Die Bestimmungen der Ang
II-Gruppen erfolgten am Ende der Angiotensin II-Gabe nach 14 Tagen, die der anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der
Angiotensin II-Gabe. Zuvor wurden die jeweiligen Mausgruppen iiber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und anschliefend
iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Cre" kein Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=11. Cre" kein Tamoxifen Ang II,
n=4. Cre" Tamoxifen Ang II, n=4. Cre” kein Tamoxifen, n=20. Cre” Tamoxifen, n=20. Cre” kein Tamoxifen Ang II, n=7. Cre’
Tamoxifen Ang II, n=7. (One-Way ANOVA; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen gegen-
einander)

Im Vergleich der einzelnen unbehandelten Gruppen der jeweiligen Linien untereinander kam
es zu keinem signifikanten Unterschied der Ventrikelgewichte. Auch im Vergleich der jewei-

ligen Gruppen unter Ang II konnten keine Unterschiede gefunden werden.
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Allerdings kam es im Vergleich der unbehandelten Gruppen mit den zugehdrigen Ang II-
Gruppen zu signifikanten Unterschieden. Alle Ang II-Gruppen hatten ein signifikant hoheres

Ventrikelgewicht als die zugehorigen unbehandelten Gruppen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass alle untersuchten Gruppen auf die Angiotensin II-
Gabe im Hinblick auf Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz gleich reagierten. Die Blut-
druckdifferenz der Cre"-Gruppen blieb auch unter Angiotensin II gleichermaBen erhalten.

Angiotensin II fithrte zu einer groBeren Dicke und Flidche der Tunica Media der Aorta, einer

gesteigerten Herzfibrose, sowie hoheren Ventrikelgewichten in allen Gruppen.

4.7. Blutdrucksteigerung durch chronische DOCA + Salz-Verabreichung

Durch die Untersuchung einer chronischen DOCA + Salz-Verabreichung (Deoxycorticosteron
Acetat ist eine Aldosteron-Vorstufe) sollte die Auswirkung einer volumenbedingten Hyperto-
nie auf den spezifischen Knockout des NKCC1 untersucht werden. Die Ergebnisse sollten
verglichen werden mit denen der durch Angiotensin II verursachten Hypertonie. Uber 3 Wo-
chen gab ein subkutan implantiertes 50mg release-pellet DOCA kontinuierlich ab und den
Tieren wurde zusétzlich 1% NaCl-Losung statt Trinkwasser angeboten. Wie schon fiir Ang I1
wurden telemetrische Messungen durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgten morphologische Ana-

lysen von Aorten und Herzen, sowie Bestimmungen der Ventrikelgewichte.

4.7.1. Telemetrische Messungen

Durch die telemetrischen Messungen konnte neben dem Blutdruck auch die Aktivitdt und die
Herzfrequenz gemessen werden. Die DOCA-Pellets wurden nach dem Zeitpunkt 6 Wochen
subkutan implantiert. Zuvor erhielten die jeweiligen Mausgruppen ggf. iiber 4 Wochen Ta-
moxifen und anschliefend 2 Wochen Normalfutter. Eine telemetrische Messung iiber 48
Stunden zum Zeitpunkt 6 Wochen diente als Ausgangswert vor den DOCA + Salz-

Messungen, welche analog zum Angiotensin II iiber 10 Tage durchgéingig erfolgte.
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4.7.1.1. Blutdruck

Die Blutdruckverinderungen der Cre -Gruppen sind im Folgenden dargestellt:
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Abb. 41: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung zum Basiswert der Cre‘-Mauslinie unter chroni-
scher DOCA + Salz-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln des Zeitpunktes 0 Tage (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach
zuvor 4-wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieBenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die teleme-
trische Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige, dauerhafte Messung unter DOCA + Salz-
Einfluss. Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-
stindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre”
ohne Tamoxifen, n=4. Cre" Tamoxifen, n=7. (2-way ANOVA; *P<0.05; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test
wurden jeweils die Tag (T)- und die Nachtwerte (N) der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

An Zeitpunkt 0 zeigte sich wie zuvor zwar ein Unterschied zwischen den beiden Cre'-
Gruppen an Tag und Nacht, dieser war jedoch aufgrund der geringen Tierzahl nicht signifi-
kant. Dieser Unterschied wurde aber am Tag an den Tagen 1-3 unter DOCA + Salz signifi-
kant und in der Nacht an Tag 4. Auch zu spéteren Zeitpunkten waren die Blutdruckwerte der
beiden Gruppen unterschiedlich, jedoch nicht im signifikanten Bereich. Die Dynamik des
Blutdruckanstiegs nach DOCA + Salz-Gabe war jedoch zwischen beiden Gruppen nicht signi-
fikant unterschiedlich.

Der Unterschied zwischen den einzelnen Tag- und Nachtwerten glich sich unter DOCA +
Salz an. Es kam zu einem Blutdruckanstieg in beiden Gruppen. In der Cre'-Tamoxifen-
Gruppe stieg der Blutdruck um 42,89 mmHg (+ 5,11) auf ein Maximum von 149,18 mmHg (+
5,94) in der Nacht und um 43,46 mmHg (+ 8,18) auf ein Maximum von 136,95 mmHg (+
8,34) am Tag. In der Cre'-Gruppe ohne Tamoxifen stieg der Blutdruck um 42,05 mmHg (+
5,54) auf ein Maximum von 165,01 mmHg (£ 5,81) in der Nacht und um 44,15 mmHg (+
3,75) auf ein Maximum von 156,31 mmHg (+ 5,85) am Tag.
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Die Blutdruckveranderung der Cre -Tiere ist im Folgenden veranschaulicht:

*— Cre kein Tamoxifen (Nacht) —<- Cre”kein Tamoxifen (Tag) —— Cre” Tamoxifen (Nacht) —<=- Cre” Tamoxifen (Tag)
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Abb. 42: Blutdruckverinderung und absolute Blutdruckabweichung zum Startpunkt der Cre’-Mauslinie unter chro-
nischer DOCA + Salz-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der absoluten Blutdruckwerte
(links) und der absoluten Blutdruckabweichung von den arithmetischen Mitteln des Zeitpunktes 0 Tage (rechts) der Cre'-
Mausgruppen fiir Tag und Nacht. Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach
zuvor 4-wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieBenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die teleme-
trische Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tédgige dauerhafte Messung unter DOCA + Salz-
Einfluss. Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-
stiindigen Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre’
ohne Tamoxifen, n=6. Cre” Tamoxifen, n=7. (2-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils
die Tag (T)- und die Nachtwerte (N) der Gruppe mit Tamoxifen- gegen die Gruppe ohne Tamoxifen-Gabe)

Auch in den Cre -Gruppen kam es zu einem Blutdruckanstieg unter DOCA + Salz. In der Cre
-Tamoxifen-Gruppe stieg der Blutdruck um 26,84 mmHg (+ 2,68) auf ein Maximum von
134,46 mmHg (+ 4,24) in der Nacht und um 28,18 mmHg (+ 1,08) auf ein Maximum von
120,82 mmHg (+ 7,50) am Tag. In der Cre-Gruppe ohne Tamoxifen stieg der Blutdruck um
26,02 mmHg (£ 5,20) auf ein Maximum von 139,17 mmHg (£ 4,80) in der Nacht und um
27,89 mmHg (+ 3,88) auf ein Maximum von 130,27 mmHg (+ 3,13) am Tag. Demnach gab
es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Cre’-Gruppen am Tag oder in der Nacht. In
der Dynamik des Blutdruckanstiegs zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede, sodass der
Blutdruckanstieg in beiden Gruppen gleichsinnig erfolgte. Auch der Unterschied zwischen

den Tag- und Nachtwerten innerhalb der beiden Gruppen war nicht signifikant.

4.7.1.2. Aktivitit

Sowohl fiir die Gruppen der Cre'-Linie als auch fiir die Gruppen der Cre-Linie zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der Aktivitidt zwischen den einzelnen Gruppen der jewei-
ligen Linie. Die Aktivitét war in allen Gruppen in der Nacht signifikant hoher als am Tag. Die
Aktivitit veridnderte sich in keiner der Gruppen signifikant {iber die Zeit.

Die Aktivitdtsveranderung unter DOCA + Salz-Gabe ist in Abbildung 43 dargestellt.
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Abb. 43: Aktivitit der Cre’- und Cre-Mauslinie nach chronischer DOCA + Salz-Gabe. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittel mit Standardfehlern der Aktivititswerte fir Tag und Nacht der Cre'-Mausgruppen (links) und der Cre'-
Mausgruppen (rechts). Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach zuvor 4-
wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die telemetrische
Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige dauerhafte Messung unter DOCA + Salz-Einfluss.
Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen
Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Ta-
moxifen, n=4. Cre" Tamoxifen, n=7. Cre” ohne Tamoxifen, n=6. Cre” Tamoxifen, n=7. (2-way ANOVA; Statistisch getestet
mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag (T)- und die Nachtwerte (N) der Gruppen mit Tamoxifen- gegen die
Gruppen ohne Tamoxifen-Gabe)

4.7.1.3. Herzfrequenz
Die Herzfrequenzéinderung unter DOCA + Salz ist im Folgenden dargestellt:
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Abb. 44: Herzfrequenz der Cre'- und Cre’-Mauslinie unter chronischer DOCA + Salz-Gabe. Dargestellt sind die arith-
metischen Mittel mit Standardfehlern der Herzfrequenzen fiir Tag und Nacht der Cre’-Mausgruppen (links) und der Cre-
Mausgruppen (rechts). Als Zeitpunkt 0 Tage diente das arithmetische Mittel einer 48-stiindigen Messung nach zuvor 4-
wochiger Tamoxifen-Gabe fiir die jeweiligen Gruppen und anschlieenden 2 Wochen Normalfuttergabe. Die telemetrische
Messung beinhaltete nach der 48-stiindigen Basismessung eine 10-tdgige dauerhafte Messung unter DOCA + Salz-Einfluss.
Die Messung erfolgte durchgéngig alle fiinf Minuten. Die Nachtwerte setzen sich dabei aus der jeweiligen 12-stiindigen
Dunkelphase zusammen, wihrend die Tagwerte durch die jeweilige 12-stiindige Hellphase gebildet werden. Cre” ohne Ta-
moxifen, n=4. Cre" Tamoxifen, n=7. Cre” ohne Tamoxifen, n=6. Cre” Tamoxifen, n=7. (2-way ANOVA; Statistisch getestet
mittels Bonferroni Post-test wurden jeweils die Tag (T)- und die Nachtwerte (N) der Gruppen mit Tamoxifen- gegen die
Gruppen ohne Tamoxifen-Gabe)
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Auch in der Herzfrequenz zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen der jeweiligen Cre'- und Cre™-Linien basal oder nach Gabe von DOCA + Salz. In der
Nacht zeigten alle Gruppen hohere Herzfrequenzen als am Tag. Unmittelbar nach DOCA +
Salz-Gabe kam es in allen Gruppen zu einem Abfall der Herzfrequenz um 50 /min. Die Herz-

frequenz ndherte sich jedoch im Verlauf der Zeit wieder an den urspriinglichen Wert an.

4.7.2. Morphologische Analyse von Gefillen und Herzen

Es wurde ebenfalls der Einfluss der DOCA + Salz-Gabe auf die Morphologie der Aorten und
der Herzen untersucht. Verglichen wurden unbehandelte Tiere, deren Organentnahme nach 4
Wochen Tamoxifen-Futter und anschlieBend 2 Wochen Normalfutter zum Zeitpunkt 6 Wo-
chen erfolgte, mit Tieren, welche nach den 6 Wochen wie beschrieben noch tliber 3 Wochen
DOCA + Salz bekamen. Die Analyse der Tunica Media ist im Folgenden dargestellt:
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Abb. 45: Dicke der Tunica Media der Aorta der Cre'- und Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach DO-
CA + Salz-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Tunica Media Dicke der Cre'-Mauslinie
(links) und der Cre-Mauslinie (rechts). Die Bestimmungen der DOCA + Salz-Gruppen erfolgten am Ende der DOCA + Salz-
Gabe nach 3 Wochen, die der anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der DOCA + Salz-Gabe. Zuvor wurden die jeweili-
gen Mausgruppen iber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt.
Cre" kein Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=9. Cre" kein Tamoxifen DOCA + Salz, n=2. Cre” Tamoxifen DOCA + Salz,
n=2. Cre” kein Tamoxifen, n=6. Cre’" Tamoxifen, n=6. Cre” kein Tamoxifen DOCA + Salz, n=3. Cre’” Tamoxifen DOCA +
Salz, n=3. (One-Way ANOVA; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden
alle Gruppen gegeneinander)
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Abb. 46: Fliche der Tunica Media der Aorta der Cre'- und Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach DO-
CA + Salz-Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Tunica Media Dicke der Cre'-Mauslinie
(links) und der Cre-Mauslinie (rechts). Die Bestimmungen der DOCA + Salz-Gruppen erfolgten am Ende der DOCA + Salz-
Gabe nach 3 Wochen, die der anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der DOCA + Salz-Gabe. Zuvor wurden die jeweili-
gen Mausgruppen iber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt.
Cre" kein Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=9. Cre" kein Tamoxifen DOCA + Salz, n=2. Cre” Tamoxifen DOCA + Salz,
n=2. Cre” kein Tamoxifen, n=6. Cre’" Tamoxifen, n=6. Cre” kein Tamoxifen DOCA + Salz, n=3. Cre” Tamoxifen DOCA +
Salz, n=3. (One-Way ANOVA; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden
alle Gruppen gegeneinander)

Wie schon frither gezeigt, wies die unbehandelte Cre'-Tamoxifen-Gruppe eine signifikant
geringe Media Dicke und Fliche auf als die unbehandelte Cre'-Gruppe ohne Tamoxifen. Die-
ser Unterschied zwischen den Gruppen war nach DOCA + Salz-Gabe nicht mehr signifikant.
Es fand sich aber eine signifikante Zunahme der Media Dicke und Fliche zwischen den je-
weiligen Cre'-Gruppen ohne DOCA + Salz und den zugehorigen Gruppen unter DOCA +
Salz-Behandlung. Lediglich die Media Fliche der Cre'-Gruppe ohne Tamoxifen war nicht
signifikant unterschiedlich zwischen DOCA + Salz-Behandlung und ohne. Bei Analyse der
Media Dicke war dieser Unterschied aber signifikant, sodass die fehlende Signifikanz im Un-
terschied in der Fldche auf eine zu geringe Tierzahl zurlickgefiihrt werden kann.

In der Cre™-Linie zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen im unbehandelten Zu-
stand oder denen unter DOCA + Salz-Behandlung. Die DOCA + Salz behandelte Cre™-kein
Tamoxifen-Gruppe hatte eine signifikant groBere Media Dicke und Fliche als die Vergleichs-
gruppe ohne DOCA + Salz-Behandlung. Die Cre’-Tamoxifen-Gruppe zeigte allerdings keinen
signifikanten Unterschied in der Media Dicke im Vergleich zur Cre -Tamoxifen-Gruppe unter
DOCA + Salz-Behandlung. Bei Analyse der Media Flache war letzterer Vergleich aber signi-

fikant unterschiedlich.
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Auch in der Analyse der Herzfibrose zeigten sich signifikante Unterschiede:
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Abb. 47: Herzfibrose der Cre’- und der Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach DOCA + Salz-Gabe.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Bewertung der Cre'-Linie (links) und der Cre’-Mauslinie
(rechts). Die Bestimmungen der DOCA + Salz-Gruppen erfolgten am Ende der DOCA + Salz-Gabe nach 3 Wochen, die der
anderen Gruppen bereits vor dem Beginn der DOCA + Salz-Gabe. Zuvor wurden die jeweiligen Mausgruppen iiber 4 Wo-
chen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Die Bewertung erfolgte anhand
einer Skala von 0-2 fiir 10 Gesichtsfelder pro Maus. Cre” kein Tamoxifen, n=3. Cre" Tamoxifen, n=3. Cre" kein Tamoxifen
DOCA + Salz, n=2. Cre" Tamoxifen DOCA + Salz, n=2. Cre kein Tamoxifen, n=3. Cre” Tamoxifen, n=3. Cre” kein Tamoxi-
fen DOCA + Salz, n=3. Cre” Tamoxifen DOCA + Salz, n=3. (One-Way ANOVA; Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-
Test wurden alle Gruppen gegeneinander)

Die Abbildung veranschaulicht, dass es in den unbehandelten Cre -Tieren zu keinem Unter-
schied der Herzfibrose zwischen den Gruppen kam. Die unbehandelten Gruppen der Cre'-
Linie zeigten jedoch signifikant niedrigere Herzfibrosewerte als die zugehorigen Gruppen
unter DOCA + Salz-Gabe. Zudem hatte die Cre -Gruppe ohne Tamoxifen unter DOCA +
Salz-Behandlung eine geringere Gesamtfibrosepunktzahl als die Cre -Gruppe mit Tamoxifen
unter DOCA + Salz-Behandlung.

Zwischen den Gruppen der Cre’-Linie zeigten sich durchweg keine signifikanten Unterschie-

de, weder mit/ ohne Tamoxifen noch mit/ ohne DOCA + Salz.

80



Ergebnisse

Bei der Analyse der Ventrikelgewichte zeigte sich auch ein deutlicher Unterschied zwischen

den wunbehandelten Tieren und den Tieren mit DOCA + Salz-Behandlung:
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Abb. 48: Ventrikelgewichte der Cre'- und der Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe nach DOCA + Salz-
Gabe. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel mit Standardfehlern der Cre'- und der Cre’-Mauslinie. Die Bestimmungen
der DOCA + Salz-Gruppen erfolgten am Ende der DOCA + Salz-Gabe nach 3 Wochen, die der anderen Gruppen bereits vor
dem Beginn der DOCA + Salz-Gabe. Zuvor wurden die jeweiligen Mausgruppen iiber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert
und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Cre” kein Tamoxifen, n=9. Cre" Tamoxifen, n=11. Cre" kein
Tamoxifen DOCA + Salz, n=5. Cre" Tamoxifen DOCA + Salz, n=6. Cre” kein Tamoxifen, n=20. Cre” Tamoxifen, n=20. Cre’
kein Tamoxifen DOCA + Salz, n=6. Cre’ Tamoxifen DOCA + Salz, n=9. (One-Way ANOVA; Statistisch getestet mittels
Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen gegeneinander)

Im Vergleich der unbehandelten Gruppen untereinander und der mit DOCA + Salz behandel-
ten Gruppen untereinander zeigten sich weder zwischen den Cre'-Gruppen noch zwischen
den Cre’-Gruppen signifikante Unterschiede. Allerdings hatten alle behandelten DOCA +
Salz-Gruppen sowohl der Cre'-Linie als auch der Cre’-Linie signifikant hohere Ventrikelge-
wichte als die zugehdrigen Gruppen ohne DOCA + Salz-Einfluss.

Alle Gruppen unter DOCA + Salz-Behandlung zeigten gleiche Reaktionen im Hinblick auf
Blutdruck, Aktivitit und Herzfrequenz. Die DOCA + Salz-Behandlung fiihrte zu einer grofB3e-
ren Dicke und Fliche der Tunica Media der Aorta in allen Gruppen, einer gesteigerten Herz-

fibrose in den Cre'-Gruppen, sowie hoheren Ventrikelgewichten in allen Gruppen.
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4.8. Einfluss von Tamoxifen auf Korpergewicht und Tibialiinge

Im Folgenden sollte insbesondere durch gezielte Betrachtung der Cre™-Linie der Einfluss von
Tamoxifen auf das Korpergewicht und die Tibialdnge bestimmt werden. Das Mausgewicht
wurde zum Zeitpunkt 0 Wochen (vor der Tamoxifen-Gabe) bestimmt, am Zeitpunkt 4 Wo-
chen (direkt nach Ende der Tamoxifen-Gabe) und zum Zeitpunkt 6 Wochen, nachdem alle
Gruppen wieder 2 Wochen Normalfutter bekamen. Die Tibialdnge wurde zum Zeitpunkt 6

Wochen bestimmt. Die Gewichtsverlaufanalyse ergab folgenden Befund:
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Abb. 49: Gewichtsverlauf der Cre'- und der Cre-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arith-
metischen Mittel mit Standardfehlern der Cre'- und der Cre’-Mauslinie zu verschiedenen Zeitpunkten. Der grau hinterlegte
Bereich kennzeichnet den Zeitraum der Tamoxifen-Gabe fiir die jeweilige Gruppe beginnend nach dem Zeitpunkt 0 Wochen
und bis einschlieBlich zum Zeitpunkt 4 Wochen andauernd. Cre” kein Tamoxifen, n=15. Cre" Tamoxifen, n=13. Cre” kein
Tamoxifen, n=10. Cre” Tamoxifen, n=10. (Two-way ANOVA; Statistisch getestet mittels Bonferroni Post-test wurden alle
Gruppen gegeneinander)

Es zeigte sich ein geringer Anstieg des Korpergewichts liber die Zeit, welcher in allen Grup-
pen zu erkennen war. Graphisch ist ein initial verringerter Anstieg des Korpergewichts in den
Tamoxifen-Gruppen im Vergleich zu den Gruppen ohne Tamoxifen zu erkennen, sodass zum
Zeitpunkt 4 Wochen die Gruppen ohne Tamoxifen ein leicht hoheres Kdrpergewicht zu haben
schienen. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant und egalisierte sich bis zum Zeit-
punkt 6 Wochen. Die Tamoxifen-Tiere holten den Riickstand im Korpergewicht demnach

innerhalb von 2 Wochen wieder vollstindig auf.
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Bei der Bestimmung der Tibialdnge zeigten sich jedoch interessante signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen:

2 0_ *k% *kk
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5 1
=
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Abb. 50: Tibialinge der Cre'- und der Cre’-Mauslinie mit und ohne Tamoxifen-Gabe. Dargestellt sind die arithmeti-
schen Mittel mit Standardfehlern der Cre'- und der Cre-Mauslinie zum Zeitpunkt 6 Wochen. Zuvor wurden die jeweiligen
Mausgruppen {iber 4 Wochen mit Tamoxifen induziert und anschlieBend iiber 2 Wochen mit Normalfutter behandelt. Cre"
kein Tamoxifen, n=19. Cre" Tamoxifen, n=20. Cre” kein Tamoxifen, n=10. Cre" Tamoxifen, n=10. (One-way ANOVA;
Statistisch getestet mittels Newman-Keuls-Test wurden alle Gruppen gegeneinander)

Beide Cre'- und Cre” Tamoxifen-Gruppen zeigten eine hochsignifikant gréBere Tibialinge als

die jeweiligen zugehorigen Gruppen ohne Tamoxifen.
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V Diskussion

5.1. Relevanz des NKCC1 in der glatten GefiBmuskulatur fiir den Blutdruck

Das Ziel im ersten Teil dieser Arbeit war es zu zeigen, ob ein spezifischer Knockout des
NKCCI1 in der glatten GefdBmuskulatur zu einem Blutdruckabfall fiihrt, um somit die Rele-
vanz des NKCCl fiir die Blutdruckregulation zu kldren. Aulerdem sollte untersucht werden,
ob es auf kardialer, humoraler oder renaler Ebene ggf. zu Gegenregulationsmechanismen als
Antwort auf eine Blutdruckverinderung kommt. Die Erkenntnisse sollten mit Hilfe einer
durch Tamoxifen-induzierten, spezifischen glattmuskuldren Knockoutmauslinie untersucht
werden. In einer Linie (Cre") wurden die Folgen des Knockouts untersucht, wihrend im Ver-
gleich mit der anderen Linie (Cre’) der Einfluss von Tamoxifen auf die Versuchsergebnisse

untersucht werden konnte.

5.1.1. Zusammenfassung und Bewertung der blutdruckrelevanten Folgen des spezifischen

NKCC1-Knockouts in der glatten GefiBmuskulatur

Die telemetrische Blutdruckmessung zeigte einen sukzessiven Blutdruckabfall unter der Ta-
moxifen-Gabe ausschlieBlich in der NKCCI1-SMMHC-Knockoutgruppe (Cre” Tamoxifen).
Dieser Blutdruckabfall sistierte nach Absetzen des Tamoxifens und festigte sich stabil auf
einem Blutdruckniveau, welches um knapp 13 mmHg in der Nacht und 12 mmHg am Tag
niedriger war, als vor dem durch Tamoxifen-induzierten Knockout des NKCCI. Dies ist ein
Hinweis, dass der Knockout himodynamisch relevant ist und langfristig nicht voll kompen-
siert wird. Da die Kontrollgruppe (Cre" kein Tamoxifen) sowie die Gruppen der Cre’-Linie
keine Blutdruckveridnderungen aufwiesen, ist festzuhalten, dass der spezifische Knockout des
NKCCI in der glatten GefaBmuskulatur zu einem erheblichen Blutdruckabfall fiihrt, welcher
sich unter Tamoxifen-Gabe iiber die Zeit zunehmend manifestiert und auch nach Tamoxifen-
Gabe erhalten bleibt.

Die Tatsache, dass lediglich in der Cre'-Tamoxifen-Gruppe ein Blutdruckabfall gefunden
wurde und der Blutdruckverlauf in beiden Cre-Gruppen unabhédngig von der Tamoxifen-
Gabe gleich ist, belegt, dass der gefundene Blutdruckabfall wohl am ehesten durch den
NKCC1-SMMHC-Knockout verursacht wurde und nicht auf die Substanz Tamoxifen zuriick-
zufiihren ist.

Aufgrund der zeitlichen Latenz des Knockoutprozesses und des Alterungsprozesses der Tiere
und der damit verbundenen moglichen Blutdruckzunahme (Wen et al. 2015) konnte sogar
angenommen werden, dass der oben genannte Blutdruckabfall von 13 bzw. 12 mmHg im Fal-

le eines akut durchgefiihrten totalen NKCC1-SMMHC-Knockouts moglicherweise noch ho-
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her hitte ausfallen kdnnen. Denn ein steigendes Alter kdnnte als Gegenspieler des induzierten
Blutdruckabfalls fungieren und ein langsamer Prozess ermdglicht moglicherweise zudem
leichter die Aktivierung von Kompensationsmechanismen. Unterstiitzt wird diese Hypothese
durch den Vergleich der beiden Cre -Gruppen miteinander. In diesem Vergleich zeigte sich
nach erfolgter Induktion des Knockouts sogar eine Blutdruckdifferenz von 22 mmHg in der
Nacht und 23 mmHg am Tag. Alterungsprozesse kdnnen in diesem Fall als Fehlerquelle aus-
geschlossen werden, da alle Gruppen gleichermallen von dem Faktor Alter beeinflusst wur-
den.

Die Hypothese zum Mechanismus des Blutdruckabfalls besagt, dass dieser primér durch eine
Vasodilatation aufgrund des NKCC1-Knockouts verursacht wird. Der Gefdfltonus wird mali-
geblich durch die Zellladung bestimmt, das sogenannte Ruhemembranpotenzial (Jackson
2000). Hauptverantwortlich fiir die Einstellung des Ruhemembranpotenzials sind die drei
Ionen Kalium, Natrium und Chlorid. Wahrend Kalium ein Gleichgewichtspotenzial von unge-
fahr -93,1 mV in der glatten Muskulatur hat, so liegt dieses bei Natrium bei circa +69,7 mV
und bei Chlorid bei circa -24,6 mV. Abhéngig von der Leitfdhigkeit der einzelnen Ionen und
deren jeweiligem Gleichgewichtspotenzial kann mittels der sogenannten Goldman-Hodgkin-
Katz-Gleichung das Ruhemembranpotenzial errechnet werden. Dieses liegt in der glatten Ge-
faBmuskulatur bei circa -66,2 mV (Chipperfield und Harper 2000). Demnach hat eine Erho-
hung der Leitfdhigkeit fiir Natrium und Chlorid einen depolarisierenden Einfluss auf das Ru-
hemembranpotenzial, da ihr Gleichgewichtspotenzial positiver als das Ruhemembranpotenzi-
al ist.

Interessanterweise sollen die Permeabilititen fiir Kalium und Chlorid in der glatten Gefal3-
muskulatur sogar dhnlich sein, im Gegensatz zu anderen Geweben wie der Skelettmuskulatur
(Orlov et al. 2010). Somit scheint Chlorid in der GefaBmuskulatur eine entscheidende Rolle
fiir das Membranpotenzial zu spielen. Dies konnte bereits in Experimenten gezeigt werden.
So kommt es zum Beispiel im Falle einer Blockade des NKCCI1 zu einer Negativierung des
Gleichgewichtspotenzials fiir Chlorid, da weniger Chlorid in den Intrazellularraum gelangt.
Eine Negativierung des Gleichgewichtspotenzials fiir Chlorid fiihrt aufgrund der zuvor ge-
nannten Relevanz von Chlorid fiir das Ruhemembranpotenzial zu einem stérker negativen
Ruhemembranpotenzial. Davis et al. fanden beispielsweise einen Abfall um 2,4 mV in nor-
motensiven Tieren und um 3,9 mV in hypertensiven Tieren (Davis et al. 1993). Passend zu
dieser Hyperpolarisation konnte nach Blockade des NKCCI1 ebenfalls eine teilweise Inakti-

vierung von spannungsabhingigen L-Typ-Ca®-Kanilen festgestellt werden (Anfinogenova et
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al. 2004). Alle diese Verdnderungen konnten eine Vasodilatation verursachen und somit den
in dieser Arbeit gezeigten Blutdruckabfall erkldren.

In der genaueren Analyse des Blutdrucks wurde zwischen systolischen und diastolischen
Blutdruckwerten weiter differenziert. Sowohl die systolischen als auch die diastolischen Blut-
druckwerte zeigten, wie auch der MAD, eine Abnahme ausschlieBlich in der Cre ' -Tamoxifen-
Gruppe, sodass die Abnahme des MAD in dieser Gruppe daher sowohl durch eine systolische
als auch durch eine diastolische Blutdruckabnahme verursacht wurde. Dies untermauert die
Hypothese eines geringeren GefdaBmuskeltonus in den Widerstandsgefd3en in den Knockout-
tieren. Der Tonus in den Widerstandsgefdfen bildet zusammen mit dem Herzzeitvolumen und
dem zentralvendsen Druck den MAD. Ein geringerer Gefd3tonus und somit ein geringerer
totaler peripherer Widerstand wiirde wie beschreiben sowohl systolische als auch diastolische
Blutdriicke beeinflussen. Dies steht beispielsweise im Kontrast zu einem erhdhten Schlagvo-
lumen, welches hauptsichlich den systolischen Druck erhdht und unter Umstdnden gar zu
einem Absinken der Diastole fiihrt (Rowell et al. 1968, Joyner und Casey 2015).

In der Analyse der Differenz der systolischen und diastolischen Blutdruckwerte, der soge-
nannten Pulsamplitude, zeigte sich graphisch tatsdchlich eine geringere Pulsamplitude in der
Cre'-Tamoxifen-Gruppe als in der Cre'-kein Tamoxifen-Gruppe. Dieser Unterschied war
zum Zeitpunkt 4 Wochen gemessen mit einem Students-t-Test signifikant. Zum Einen passt
eine geringere Pulsamplitude zur Hypothese der Abnahme des totalen peripheren Wider-
stands, zum Anderen lésst eine geringere Pulsamplitude auf eine bessere GefaB3elastizitit der
herznahen Gefdlle und damit auf eine bessere Funktion des sogenannten Windkesselsystems
schlieBen. Die Dicke der Tunica Media der Aorta korreliert aufgrund ihrer Funktion in der
Regulation der Windkesseleigenschaft iiber eine Kontraktion und konsekutive Zunahme der
Steifigkeit positiv mit der Pulsamplitude. Eine hohe Pulsamplitude geht dabei in der Regel
mit einer hoheren GefdaBdicke und einer geringen Elastizitit einher (Berry und Greenwald
1976). In der Tat war die Dicke und Fliache der Tunica Media der Aorta signifikant niedriger
in der Cre -Tamoxifen-Gruppe als in den Kontrollgruppen. Die allgemein geringe Wand-
spannung fiihrte zu einer erhohten Elastizitit, wodurch es zu einer Abnahme der Pulsamplitu-
de kam (Belz 1995).

Dariiber hinaus galt es herauszufinden, ob die Aktivitdt einen Einfluss auf die Blutdruckana-
lysen haben konnte und ob gegebenenfalls unterschiedliche Aktivititen im Vergleich zwi-
schen den Gruppen somit die Blutdruckwerte verfalscht haben kdnnten. Es zeigte sich in allen

Gruppen in den Dunkelphasen (Nacht) eine deutlich hohere Aktivitét als an den Hellphasen
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(Tag). Auch die Herzfrequenz und der MAD zeigten eine positive Korrelation zu der Aktivitat
und somit hohere Werte in der Nacht als am Tag.

Ein moglicher Einfluss von Gruppenunterschieden in den Aktivitidtsniveaus auf die zuvor
gezeigten Blutdruckdifferenzen der Cre'-Gruppen wurde anhand von aktivititsnormierten
Blutdruckanalysen ausgeschlossen. Der jeweilige Blutdruckunterschied blieb an verschiede-
nen Aktivititslevels zwischen den Cre'-Gruppen erhalten. Zusitzlich konnte durch die Auf-
spaltung der aktivititsnormierten Blutdruckdaten in Tag und Nacht gezeigt werden, dass nicht
nur eine hohere Aktivitit zu den hoheren Blutdruckwerten in der Nacht beigetragen haben
konnte, sondern auch eine erhdhte Sympathikusaktivitdt in der nédchtlichen, aktiven Phase der
Tiere, da die néchtlichen aktivititsnormierten Blutdruckwerte bei gleichen Aktivititslevel
hoher waren als die aktivititsnormierten Blutdruckwerte am Tag.

Bei der allgemeinen Betrachtung der Aktivitéts- und Herzfrequenzwerte zwischen den Grup-
pen der jeweiligen Linien zeigten sich keine Unterschiede in der Cre'-Linie. In der Cre-
Tamoxifen-Gruppe kam es in der Nacht jedoch teilweise zu signifikant hoheren Aktivitats-
werten als in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist vermutlich auf eine zufillige Varianz
innerhalb der Gruppe zuriickzufiihren, da der Unterschied sich nicht iiber die gesamte Zeit
fand. Insgesamt haben die Cre’-Tiere jedoch eine hohere Aktivitit und eine geringere Herz-
frequenz als die Cre'-Tiere. Eine Vergleichbarkeit der beiden Cre'- und Cre’-Linien ist wegen
des genetischen Hintergrundes generell schwierig, da beide Linien zwar auf gleichem Hinter-
grund sind, aber iiber viele Generationen inziichtig verpaart wurden und genetische Drifts
nicht ausgeschlossen werden konnen.

Zusammenfassend ist also bisher festzuhalten, dass es bei den NKCC1-Knockouttieren zu
einem Blutdruckabfall gekommen ist, welcher wohl auf den Knockout selbst und nicht auf die
Substanz Tamoxifen zurilickzufiihren ist und auch nicht durch Unterschiede in der Aktivitit
verursacht wurde. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass sowohl der systolische als auch der
diastolische Blutdruck abfallen, was fiir einen geringeren totalen peripheren Widerstand und
somit eine Vasodilatation der Widerstandsgefdfle spricht. AuBBerdem zeigten die Knockouttie-
re eine geringere Media Dicke in der Aorta, was als Folge des geringeren Blutdrucks zu wer-
ten ist. Die bisher diskutierten Daten bestitigen somit die initiale Hypothese, dass der NKCC1
im Gefédllsystem einen entscheidenden Einfluss auf den Blutdruck hat. Allerdings liefern sie
noch keine Hinweise auf durch den Knockout bedingte, andere mogliche blutdruckrelevante

Steuerungsprozesse wie Hormone, die Niere oder das Herz.

Wichtige Regelkreise fiir die Einstellung des Blutdrucks sind das RAAS und die Nierenfunk-

tion. Zur Untersuchung der Salzsensitivitdt der Tiere und der Funktion des RAAS wurden die
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Effekte einer Hoch- bzw. Niedrigsalzdidt auf den Blutdruck untersucht. Eine Hochsalzdidt
fiihrt in der Regel zu einer Herabregulation des RAAS, wihrend eine Niedrigsalzdiit fiir eine
Hochregulation des RAAS sorgt, beides jeweils um den Blutdruck auf Normallevel zu halten.

Unter Niedrigsalzdidt kam es zu keiner Verdnderung des Blutdrucks in den beiden untersuch-
ten Cre -Gruppen. Unter Hochsalz hingegen zeigte sich ein deutlicher Anstieg des MAD in
beiden Gruppen. Dies verdeutlicht, dass die Cre'-Linie sensitiv auf Salz reagiert und ldsst
Riickschliisse auf den Hintergrund der Tiere zu. Denn es konnte bereits gezeigt werden, dass
beispielsweise reine C57BL/6-Miduse nicht mit einem Blutdruckanstieg auf hohe Natrium
Zufuhr reagieren (Vitzthum et al. 2014). Daher ist zu erkennen, dass die in dieser Arbeit ver-
wendeten Tiere keinen reinen C57BL/6-Maushintergrund aufweisen.

Die Ursache fiir einen Blutdruckanstieg unter hoher Salzzufuhr ist bislang noch nicht eindeu-
tig geklart. Es wird aber angenommen, dass es sich um eine Schwéche in den Moglichkeiten
einer Natriumausscheidung in der Niere handelt (Ando und Fujita 2012). Beide Gruppen rea-
gierten mit der gleichen Dynamik auf die Hochsalzdidt, sodass der NKCC1-SMMHC-
Knockout keinen zusétzlichen Einfluss auf die Salzausscheidung zu haben scheint. Dies zeig-
ten auch die Ergebnisse der fraktionellen Ausscheidungen von Natrium, Kalium und Chlorid,
die keine Unterschiede zwischen den Gruppen aufwiesen.

Dariiber hinaus lieB die Salzdiit erste Riickschliisse auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System zu. Da die Cre'-Gruppen eine vergleichbare Dynamik im Blutdruckanstieg nach
Hochsalzdidt zeigten und dementsprechend gleiche korperliche Reaktionen auf die verénder-
ten Salzbedingung vermuten lassen, scheint das RAAS in den Knockouttieren nicht verdndert
Zu sein.

Diese Vermutung wurde ebenfalls bei der Blutdruckmessung unter Anwendung von dem An-
giotensin [-Rezeptorantagonisten Losartan bestdtigt. Losartan verhindert normalerweise die
Funktion des Ang II {iber den ATI1-Rezeptor, sodass das RAAS in seiner blutdrucksteigern-
den Funktion stark beeintrichtigt ist. Auch unter Losartan zeigte sich in beiden Cre -Gruppen
erneut die gleiche Dynamik des Blutdruckabfalls. Diese ganzen Sachverhalte weisen die
Hypothese eines verinderten RAAS zuriick, da unter Losartan die Cre'-Tamoxifen-Gruppe
im Fall einer knockoutbedingten Fehlregulation im Sinne einer gestorten Aktivierbarkeit des
RAAS einen geringeren Blutdruckabfall als die Kontrollgruppe hétte zeigen miissen und im
Falle eines hochregulierten RAAS einen stirkeren Blutdruckabfall als die Kontrollgruppe. Als
Bestitigung hierfiir zeigten sich auch bei direkten Messungen der Plasmareninaktivitét, der
Renin-mRNA aus der Niere, der Plasmaaldosteronkonzentration und dem Aldosteron-Renin-

Verhiltnis im Plasma keine Unterschiede zwischen den beiden Cre -Gruppen.
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Obwohl in den unbehandelten Tieren zuvor ein Blutdruckunterschied zwischen den Cre'-
Gruppen nachgewiesen werden konnte, zeigten die fiir die Salzdiit- und Losartan-Versuche
verwendeten Gruppen zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied im MAD. Trotz
fehlender Signifikanzen war der Blutdruck in der Cre'-Tamoxifen-Gruppe dieser Versuche
graphisch erwartungsgemaf stets niedriger als in der Kontrollgruppe. Die nicht erreichte Si-
gnifikanz im Blutdruckunterschied der beiden Gruppen in diesen Versuchen ist daher am ehe-
sten durch eine zu geringe Tierzahl zu erkldren. Auch in der Aktivitit zeigten beide Gruppen
der Losartan- und Salzversuche Unterschiede, die zu manchen Zeitpunkten sogar signifikant
waren. Da auch die Aktivitdt in den unbehandelten Gruppen bei wesentlich hoherer Tierzahl
keine Unterschiede zeigte, ist der teilweise sogar signifikante Unterschied in der Aktivitéit der
beiden Gruppen der Losartan- und Salzversuche ebenfalls durch zu geringe Tierzahl zu erkli-
ren. Fiir das primére Ziel der Losartan- und Salzversuche, ndmlich der Beurteilung der Kine-
tik des Blutdrucks unter den verschiedenen Einfliissen, reichte die im Vergleich zu den ande-

ren Versuchen geringere Tierzahl wahrscheinlich aus.

Als Antwort auf den geringen Blutdruck wiére auch ein kompensatorischer, beispielsweise
durch ADH-verursachter (Baylis 1987) Anstieg des Plasmavolumens und daraus folgend
durch Wasserdilution ebenso ein geringerer Himatokritwert denkbar gewesen. Es zeigte sich
aber kein signifikanter Unterschied im Plasmavolumen zwischen den beiden Cre -Gruppen.
Und wie alle anderen Parameter in der Blutgasanalyse zeigte auch der Hamatokritwert keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Cre'-Gruppen, sodass ein kompensatorischer
Volumenanstieg ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnte.

Da zwar das Tubulussystem der Niere nicht durch den Knockout beeinflusst war, wohl aber
das Gefillsystem der Niere konnte es hierdurch zu priméren renalen Verdanderungen gekom-
men sein, welche unabhéngig von einer Kompensation als Antwort auf den geringen Blut-
druck stattgefunden haben konnten. So ist beispielsweise bekannt, dass es bei chronischer
Erhohung des Widerstandes in Gefden in der Kortikalis oder Medulla der Niere zu einer
vermehrten Riickresorption von Natrium und somit zu einem Anstieg des Blutdrucks kommt
(Mattson et al. 1994). Denkbar wire also auch gewesen, dass ein Blutdruckabfall durch eine
verdnderte Blutzirkulation in diesem Areal bei einer Verringerung des Widerstandes entstan-
den sein konnte. Gegen diese Hypothese spricht in diesem Fall allerdings, dass es wie zuvor
beschrieben, zu keiner verdnderten fraktionellen Ausscheidung oder einem verdndertem
Plasmavolumen in den Knockouttieren kam.

Daneben miissten auch das Vas afferens und Vas efferens der Glomeruli der Niere vom

Knockout beeinflusst worden sein. Diese Tatsache konnte sogar klinisch besonders relevant
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sein, da der NKCC1 auch in der Entstehung von chronischem Nierenversagen eine Rolle spie-
len konnte (Orlov et al. 2012). Denn Afroamerikaner scheinen in Erythrozyten eine geringere
NKCCI1-Aktivitdt als die franzosisch-kanadische Vergleichsgruppe zu haben (Orlov et al.
2010). Und zusitzlich haben Afroamerikaner eine hohere Privalenz fiir das Entstehen von
chronischem Nierenversagen im Endstadium (Boone 2000). Somit stellt sich die Frage ob es
einen kausalen Zusammenhang zwischen der generellen NKCC1-Aktivitdt und Nierenversa-
gen geben konnte.

In fritheren Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Blockade der NKCC-
Transporter zu einer Vasodilatation im Vas afferens der Niere flihrt. AuBerdem war diese Di-
latation aufgrund der dortigen fehlenden Expression des NKCC2 auf den NKCC1 zuriickzu-
fiihren (Wang et al. 2007). Dementsprechend konnte dem NKCC1 eine Schutzfunktion vor
hypertonen Blutdruckwerten zukommen, da seine Aktivitét fiir eine Vasokonstriktion im Vas
afferens sorgt (Orlov et al. 2012). Die Annahme der Schutzfunktion basiert allerdings auf der
Hypothese, dass der NKCC1 vermehrt im Vas afferens exprimiert ist und weniger im Vas
efferens, sodass eine fehlerhafte Funktion des Transporters zu einer verhéltnisméBig stirkeren
Dilatation im Vas afferens fiihren wiirde und somit zu einer erhohten Druckbelastung fiir die
Niere, welche sich in einer erhohten GFR manifestieren wiirde. In der vorliegenden Promoti-
onsarbeit wurde diese Druckbelastung somit durch die Messung der GFR jeweils vor und
nach Tamoxifen-Gabe iiberpriift.

Bei der Analyse der GFR mittels FITC-Sinistrin hatte die Cre'-Tamoxifen-Gruppe sowohl
vor als auch nach Tamoxifen-Gabe signifikant hohere Werte als die Kontrollgruppe, was auf
die Einteilung der Tiergruppen zuriickzufiihren ist, welche zufillig erfolgte. Auch in der Ana-
lyse zwischen der GFR vor und nach Tamoxifen-Gabe innerhalb der jeweiligen Gruppe zeigte
sich ein GFR-Abfall fiir beide Gruppen, welcher am ehesten durch das Altern der Tiere er-
klarbar ist, sodass schlieflich die GFR-Verdanderung zwischen den Gruppen verglichen wur-
de. Diese zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen und auch die zweite
Methode zur GFR-Bestimmung durch die Kreatinin-Clearance zeigte keine unterschiedlichen
Ergebnisse zwischen den Gruppen. Somit scheint der glattmuskuldre NKCC1-Knockout die
GFR nicht zu beeinflussen, was mit zwei vollkommen unterschiedlichen Methoden gezeigt
werden konnte.

Es gab also in diesem Projekt keine Hinweise auf Unterschiede in der Nierenfunktion. Daher
ist zu vermuten, dass noch andere Mechanismen untersucht werden sollten, um den Zusam-
menhang zwischen der NKCC1-Aktivitit und der erhdhten Inzidenz von chronischem Nie-

renversagen herzustellen. Ein weiterfiihrendes Experiment wire zum Beispiel die beiden
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Cre'-Gruppen einer unilateralen Nephrektomie sowie einem langfristigen Hypertoniemodell
mit simultaner Gabe von Angiotensin II und DOCA + Salz zu unterziehen (Kirchhoff et al.
2008), um eine stirkere Belastung fiir die Niere zu kreieren. Durch anschlieBende histologi-
sche Untersuchungen, Albuminbestimmungen im Urin und Uberpriifung der Nierenfunktion
konnten Nierenschiddigungen identifiziert werden. Ebenso sollten die GefdBe in der Niere
beziiglich des Widerstands direkt untersucht werden.

Insgesamt ist festzuhalten, dass es durch den glattmuskulidren Knockout zu keinen Verdnde-
rungen der Nierenparameter kam - weder primér durch den Knockout, noch sekundir durch

eine Kompensation des Blutdruckabfalls.

Kardial wére zu erwarten, dass es bei kurzfristigen Verdnderungen des Blutdrucks oder der
Pulsamplitude im Regelfall zu einer Reaktion der Pressorezeptoren und einer damit verbun-
denen Herzfrequenzmodulation kommen konnte (La Rovere und Pinna 2014). Bei der aufge-
zeigten Abnahme des systolischen und diastolischen Blutdrucks und der Pulsamplitude in der
Cre'-Tamoxifen-Gruppe wire demnach ein Anstieg der Herzfrequenz zu erwarten gewesen.
Es zeigte sich jedoch keine Verdnderung der Herzfrequenz in den untersuchten Gruppen. Da-
her ist anzunehmen, dass es zu einer Anpassungsreaktion der Pressorezeptoren an den gerin-
geren MAD aufgrund des langsam induzierten Blutdruckabfalls gekommen sein konnte, so-
dass es trotz geringerer Pulsamplitude und geringeren Blutdrucks zu keiner Aktivierung der
Pressorezeptoren und somit keinem Anstieg der Herzfrequenz kam.

Auch in der Echokardiographie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Cre"-Gruppen im Kontraktionsverhalten (Fractional Shortening), in der Ejektionsfraktion und
im Herzminutenvolumen. Demnach kam es auch nicht zu einer Inotropiesteigerung des Her-
zens als Reaktion auf den niedrigeren Blutdruck im Sinne einer versuchten Kompensation.
Passend dazu zeigte sich auch kein Unterschied im Ventrikelgewicht oder in der Histologie
des Herzens zwischen den Gruppen.

Als ein weiterer hormoneller Einfluss auf den Blutdruck dient das in den Herzmuskelzellen
gebildete ANP. Bei erhohter Vorhofdehnung wird seine Ausschiittung gefordert mit dem Ziel
einer Blutdrucksenkung, hauptsédchlich durch eine gesteigerte Natriumausscheidung durch die
Nieren (Lang et al. 1987). In den Cre'- und Cre’-Gruppen kam es jedoch zu keinen signifikan-
ten Unterschieden in der Plasma-ANP-Konzentration, was unterstiitzt durch die ebenfalls feh-
lenden Unterschiede im Plasmavolumen und Hématokritwert auf keine Verdnderungen im

Volumenhaushalt der Cre -Linie hinweist.

91



Diskussion

Insgesamt bleibt daher festzuhalten, dass der spezifische Knockout des NKCCI1 in der glatten
GefaBmuskulatur zu einem deutlichen Abfall des Blutdrucks fiihrte, welcher weder kardial,

noch hormonell, noch renal bedingt ist bzw. durch einen dieser Parameter kompensiert wurde.

5.1.2. Einordnung der Ergebnisse in die aktuelle Diskussion

Nachdem sich die NKCCI1-Blutdruckdaten bislang lediglich auf globale NKCC1-Knockouts
bezogen, war der in dieser Arbeit verwendete spezifische NKCC1-Knockout in der glatten
Gefdmuskulatur der erstmalig beschriebene spezifische NKCCI1-Knockout. Eine besondere
Relevanz hat dieser spezifische Knockout auch deshalb, da die Blutdruckdaten der globalen
NKCC1-Knockouts in der Literatur keine eindeutigen Befunde zulassen. Messungen mit der
Tail-Cuff-Methode (Meyer et al. 2002, Wall et al. 2006) oder invasiv mit dem Femoralarte-
rienkatheter (Flagella et al. 1999) zeigten zwar einen eindeutigen Blutdruckabfall in den
Knockouts, allerdings konnten andere Arbeitsgruppen mit der aussagekriftigeren Methode
der telemetrischen Blutdruckmessung an wachen, ungestressten Méusen keinen Blutdruckun-
terschied finden (Kim et al. 2008). Die Limitationen dieser Arbeiten bestanden in der Unge-
wissheit der Einflussnahme von extravaskuldren blutdruckrelevanten Steuerungsmechanismen
im globalen NKCC1-Knockout. Daher bestand nie eine vollkommene Sicherheit, dass der
NKCCI1 im GefidBlsystem den entscheidenden Beitrag fiir den hiufig gezeigten Blutdruckab-
fall leistet.

Zwar konnten Garg et al. einerseits bereits zeigen, dass ein Blutdruckabfall durch die
NKCC1-Blockade mit Bumetanid auch nach Abklemmen der Nierenarterien vorhanden ist
und somit nicht primér renal bedingt ist. Und andererseits konnten sie in vitro auch zeigen,
dass eine durch Phenylephrin hervorgerufene GefaBBkontraktion in Mesenterialgefden dritter
Ordnung durch das Schleifendiuretikum Bumetanid, einem NKCC1/2-Blocker, abgeschwécht
wird, was verdeutlicht, dass der NKCC1 den Tonus in Widerstandsgefden beeinflusst (Garg
et al. 2007).

Durch den in dieser Arbeit erstmals beschriebenen spezifischen NKCC1-Knockout in der
glatten GefaBmuskulatur konnte nun aber zum ersten Mal spezifisch klargestellt werden, dass
der NKCC1 in der GefaBmuskulatur an der Blutdruckregulation beteiligt ist. Es zeigte sich,
dass ein selektiver glattmuskuldrer NKCC1-Knockout einen reduzierten mittleren arteriellen
Blutdruck aufweist, was sich wohl durch einen geringeren totalen peripheren Widerstand er-
klaren ldsst, da extravaskuldre Mechanismen nicht vom Knockout betroffen und auch nicht

kompensatorisch verdndert waren.
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Dass die Blutdruckverdnderungen in der Literatur teilweise nicht eindeutig waren, mag einer-
seits an den unterschiedlichen Messmethoden und genetischen Hintergriinden liegen. Ande-
rerseits wird es wohl auch damit zusammen héngen, dass der globale NKCC1-Knockout ne-
ben den Effekten auf den GefaBBwiderstand auch die Nierenfunktion maBgeblich beeinflusst,
wodurch es zu unterschiedlich starken Verdnderungen des Blutdrucks kommen konnte
(Hubner et al. 2015). So konnte auch gezeigt werden, dass globale NKCC1-Knockouttiere
eine 3-fach erhohte Plasmareninkonzentration im Vergleich zu den Wildtypen hatten. Dariiber
hinaus fiihrte eine Blockade des NKCC1 mit Furosemid zu einer erhohten Reninfreisetzung in
Primérkulturen von juxtaglomeruldren Zellen, wohingegen in NKCC1-Knockouttieren Furo-
semid keinen Einfluss mehr hatte. Dies zeigt, dass der NKCC1 zumindest teilweise einen di-
rekten Effekt auf die juxtaglomeruldren Zellen und somit auf die basale Reninfreisetzung hat,
welche unabhingig von der in der Macula Densa vermittelten Reninfreisetzung zu sein
scheint, welche unter Einfluss des NKCC2 abléduft. Demnach wiirde eine Herabregulation des
NKCCI1 in den juxtaglomeruldren Zellen zu einer gesteigerten Reninfreisetzung fiithren, da
der NKCCI1 im Regelfall fiir eine Suppression der Reninfreisetzung sorgt, welche vermutlich
iiber eine Verringerung des Ruhemembranpotenzials ablduft (Castrop et al. 2005).

Dass der in dieser Arbeit untersuchte spezifische Knockout des NKCC1 in der glatten Ge-
faBmuskulatur keine verdnderte Reninfreisetzung zeigte, ist somit indirekt in Indiz flir die
Validitét der vorherigen Entdeckungen der Gruppe Castrop, dass der NKCC1 einen direkten
Einfluss auf die Reninfreisetzung durch die juxtaglomeruldren Zellen und somit auf die Blut-
druckregulation hat, da letztere Zellen von dem hier durchgefiihrten Knockout wahrscheinlich
nicht direkt beeinflusst waren. Denn wire die von der Gruppe beschriebene 3-fache Erh6hung
der Plasmareninkonzentration eine Folge des geringeren Blutdrucks gewesen, hitte sich auch
in den Ergebnissen dieser Arbeit ein Unterschied im Renin zeigen miissen. Da sich kein Un-
terschied zwischen Knockout und Wildtyp fand, ist anzunehmen, dass es zu keiner kompensa-
torischen Erhohung der Plasmareninkonzentration kam und zuvor gezeigte Unterschiede im
Renin auf direkte Effekte des Transporters auf die Reninfreisetzung zuriickzufiihren sind.
Dennoch wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht die genaue Lokalisation der Reninfreisetzung
iiberpriift, sodass weitere Untersuchungen fiir den Beweis des direkten Effekts der Reninfrei-
setzung durch die juxtaglomeruldren Zellen notwendig wéren.

Neben der Reninfreisetzung gibt es noch weitere renale Parameter, welche moglicherweise als
Antwort auf die Hypotonie im globalen Knockout verdndert sein konnten und dadurch die
widerspriichlichen Blutdruckdaten in der Literatur erkldren konnten. So wurde beschrieben,

dass sich in globalen NKCC1-Knockoutmiusen geringere Plasma-ANP-Konzentrationen als
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in Wildtypen fanden (Wall et al. 2006). Auflerdem wurden hohere Plasmaaldosteronkonzen-
trationen in den globalen Knockouttieren und ein Anstieg des Blutdrucks unter Hochsalzdiét
gefunden, welcher im Wildtyp nicht vorzufinden war (Kim et al. 2008). Alle diese Verinde-
rungen wurden meist als Kompensationsmechanismen, als Antwort auf die durch den globa-
len Knockout hervorgerufene Hypotonie interpretiert.

In dieser Arbeit zeigten sich am selektiven glattmuskuldren NKCC1-Knockout keinerlei kar-
diale, hormonelle oder renale Verdnderungen. Es kam trotz des gezeigten deutlichen Blut-
druckabfalls zu keinerlei Kompensationsmechanismen. Dieser Widerspruch zu den Ergebnis-
sen anderer Gruppen ist am ehesten durch die hier durchgefiihrten Untersuchungen an spezifi-
schen Knockouttieren zu erkldren, bei welchen der NKCC1 lediglich in der glatten Gefal3-
muskulatur ausgeschaltet wurde, wéhrend in allen vorherigen Analysen ein globaler Knock-
out untersucht wurde. Wie eingangs beschrieben ist der NKCC1 aber ubiquitdr im Organis-
mus vertreten, weswegen im globalen Knockout eine Vielzahl an Faktoren zu den bislang

uneinheitlichen Ergebnissen gefiihrt haben konnte.

Trotz der klaren Befunde ist es liberraschend, dass es zu keinen kompensatorischen, prohyper-
tensiven Effekten zum Ausgleich des Blutruckabfalls in dem spezifischen Knockout kam. Die
Ergebnisse dieser Arbeit widersprechen somit der fiir lange Zeit unbestrittenen Hypothese der
Blutdruckregulation Guytons (Pao 2014). Laut seiner Annahme steuert die Niere langfristig
den Blutdruck in der Funktion eines Blutdruckkontrollsystems durch Anpassung des Salz-
und Wasserhaushaltes bei Blutdruckidnderungen (Guyton et al. 1972, Guyton 1991). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigten jedoch keinerlei messbare Verdnderungen,
welche auf eine Anpassung des Salz- und Wasserhaushaltes schlieBen lassen. Auch nach Ga-
be von Hochsalz zeigte sich keine unterschiedliche Dynamik im Blutdruckanstieg zwischen
den Cre'-Gruppen. Dies verdeutlicht, dass selbst im Falle eines Uberangebotes von Salz und
somit einer optimalen Grundlage fiir einen Blutdruckausgleich keine kompensatorische An-
passung des Blutdrucks der Knockoutgruppe an die Kontrollgruppe erfolgte.

Versuche, die ebenfalls in Diskrepanz zu Guytons Theorie stehen, wurden unter anderem von
Crowley et al. durchgefiihrt (Crowley et al. 2005). Diese Arbeitsgruppe verglich anhand von
Nierentransplantationsstudien den Einfluss des AT;,-Rezeptor auf den Blutdruck. In einer
Gruppe fehlte der Rezeptor lediglich in der Niere und war sonst iiberall im Organismus exi-
stent, wiahrend er in der anderen Gruppe in allen anderen Teilen des Korpers fehlte und nur in
der Niere existierte. Interessanterweise zeigte sich in beiden Gruppen ein dhnlicher Blut-
druckabfall, sodass geschlussfolgert wurde, dass extrarenale Verdnderungen eigenstdndig und

ohne eine renale Abhéingigkeit zu einer Blutdruckverdnderung beitragen konnen, was in Dis-
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krepanz zu Guytons Theorie steht. Auch wenn die Blutgeféf3e als Hauptursache fiir den in der
Studie beschriebenen Blutdruckunterschied in Verdacht gerieten, gab es damals keine Bewei-
se fiir die alleinige Verantwortlichkeit der Gefae (Mendelsohn 2005).

Der sichere Nachweis einer nierenunabhdngigen, direkten Beteiligung des GefdBsystems an
der Regulation des systemischen Blutdrucks erfolgte erstmalig durch Knockoutversuche des
Mineralokortikoidrezeptors in der glatten GefdBmuskulatur. In den ebenfalls durch das
Cre/loxP-System hergestellten Knockouttieren wurde in vivo durch telemetrische Blutdruck-
messung ein geringerer Blutdruck bei unverdnderter Natriumhomdostase im Vergleich zu den
Wildtypen nachgewiesen. AuBlerdem konnte in den Knockouttieren unter anderem ein verrin-
gerter GefdBmuskeltonus der Mesenterialarterien zweiter Ordnung im Vergleich zum Wildtyp
durch Kraftmessung am Myographen nachgewiesen werden (McCurley et al. 2012).

Auch Knockoutexperimente von Dicer-abhéngigen miRNAs spezifisch in der glatten Gefal3-
muskulatur fithrten zu einem nierenunabhingigen Blutdruckabfall. Dies lédsst ebenfalls einen
priméren Einfluss der Gefdlle auf die Blutdrucksteuerung erkennen (Albinsson et al. 2011).
Zusitzlich zeigten sich &hnliche Ergebnisse bei Untersuchungen an einem spezifischen
Knockout in der glatten GefiBmuskulatur des Kalzium-aktivierten Chloridkanals TMEM16A
(Heinze et al. 2014). Hier wurde nach dem ebenfalls durch Tamoxifen-induzierten Knockout
des TMEM16A im Cre/loxP-System ein geringerer systemischer Blutdruck in der Knockout-
gruppe im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Auerdem wurde eine geringere konstriktori-
sche Antwort in der Aorta und in kleinen Arteriolen der Retina im Knockout im Vergleich
zum Wildtyp beschrieben, was auf einen geringeren GefdBmuskeltonus hinweist. Somit zeig-
ten diese Knockoutversuche nicht nur einen, wie auch beim spezifischen glattmuskuldren
NKCC1-Knockout gezeigten Blutdruckabfall, sondern lassen dariiber hinaus auf einen mogli-
chen Zusammenhang zwischen dem NKCCI1 und dem TMEMI16A schlieen. Beide konnen
nidmlich durch ihre Aktivitdt durch Verdnderungen in der Chloridleitfdhigkeit beziechungswei-
se dem intrazelluldren Chloridgehalt zu einer Verdnderung des Ruhemembranpotenzials bei-
tragen. Eine beeintrdchtigte NKCC1-Funktion kdnnte iiber eine geringere intrazelluldre Chlo-
ridkonzentration zu einem unzureichenden Chloridausstrom tiber den TMEMI16A fiihren,
sodass dieser seine depolarisierende Wirkung nicht mehr ausiiben kann. Vor diesem Hinter-
grund basiert der gezeigte Blutdruckabfall in der NKCC1-Knockoutgruppe also mdglicher-
weise nicht allein auf dem NKCCI1, sondern auf dem Zusammenspiel aller Chlorid- und

Membranpotenzial beeinflussenden Transportern und Kanélen.

Insgesamt baut diese Arbeit auf die vorherigen Erkenntnisse der Verantwortlichkeit der Gefa-

e fiir die primdre Blutdruckeinstellung auf und beweist, dass Storungen im GefdBsystem
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zweifelsfrei eine primére Ursache fiir eine Blutdruckverdnderung darstellen konnen. Es gilt
aber zu bedenken, dass der Knockout zwar spezifisch in der glatten GefaBmuskulatur erfolgte,
im Rahmen dieser Arbeit jedoch keine Gefdltonusmessungen durchgefiihrt wurden. Auch
wenn anzunehmen ist, dass primér ein verringerter GefaBBtonus der Widerstandsgefafe fiir den
Blutdruckabfall in den Knockouttieren ursdchlich war (Orlov et al. 2010), ist festzustellen,
dass nicht iiberpriift wurde, ob die Widerstandsgefd3e der Knockouttiere in vitro einen gerin-
geren Gefdlltonus zeigen bzw. eine geringere Antwort auf Vasokonstriktoren aufzuweisen
haben als der Wildtyp. Auch die Bestimmung der Tunica media Dicke erfolgte lediglich in
der Aorta und nicht in Widerstandsgeféden. Somit fehlt fiir die sichere Annahme eines gerin-
gen GefdBmuskeltonus in WiderstandsgefdBlen als Ursache die finale Gewissheit. Gefédfto-
nusmessungen wiren daher zum direkten Beweis unbedingt zu empfehlen. Dass aber, wie
erwihnt, keine anderen Ursachen aufler einem verdnderten GefaB3tonus fiir den Blutdruckab-
fall wahrscheinlich sind, ldsst annehmen, dass moglicherweise der sehr langsam {iber Wochen
einsetzende Blutdruckabfall verantwortlich dafiir sein konnte, dass sich Barorezeptoren und
blutdrucksteuernde Hormone langfristig auf einen neuen Blutdrucklevel einstellen und des-

halb keine kompensatorische Gegenregulation erfolgt ist.

5.1.3. Tamoxifen-Effekte: Der spannende Nebenbefund

Zum Ausschluss von Tamoxifen-Effekten auf die gezeigten Ergebnisse wurde die Cre’-Linie
hinzugezogen. Wie oben erwihnt kam es in dieser Linie teilweise zu unspezifischen und da-
her vermutlich varianzbedingten Unterschieden zwischen der Cre-Gruppe mit und ohne Ta-
moxifen. Einzig die erhohte Tibialinge in den Tamoxifen-Gruppen der Cre'- und Cre-Linie
im Vergleich zu den Gruppen ohne Tamoxifen war zwischen beiden Mauslinien gleichwertig
ausgeprigt und nicht durch Varianzen oder Messungenauigkeiten zu erklidren. Daher konnte
z. B. das Ventrikelgewicht oder die GFR nicht auf die Tibialdnge normiert werden. Da aber
die Normierung auf das Korpergewicht ebenfalls etabliert ist, wurde dieses stattdessen zur
Uberpriifung einzelner Parameter hinzugezogen.

Alle weiteren Parameter und Ergebnisse, insbesondere der Blutdruck wurden, wie zuvor be-
schrieben, nicht von der Substanz Tamoxifen beeinflusst. Somit stellte der Unterschied in der
Tibialdnge lediglich einen Nebenbefund dar, welcher wohl fiir die beobachteten Effekte keine
weiteren Konsequenzen hat. Ein Tamoxifen-Einfluss auf das Knochenwachstum ist bereits
bekannt und wird in der Literatur diskutiert (Moon et al. 1991, Perry et al. 2005, Karimian et
al. 2008).
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5.2. Relevanz des NKCC1 in der glatten Gefillmuskulatur bei art. Hypertonie

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die Folgen von dem spezifischen NKCC1-Knockout auf
zwei verschiedene Hypertonieformen untersucht werden. Einerseits galt es durch die vor al-
lem vasokonstriktorisch bedingte Hypertonie durch Gabe von Angiotensin II herauszufinden,
ob Angiotensin II seine Wirkung auf die Gefdlle im Zusammenspiel mit dem NKCCI in der
glatten Muskulatur entfaltet.

Andererseits sollte sichergestellt werden, dass ein ggf. unter Angiotensin II-Gabe aufgezeigter
moglicher Blutdruckunterschied zwischen den Gruppen spezifisch auf Angiotensin II-
vermittelte Effekte am NKCC1 im glatten GefdBmuskel zuriickgefiihrt werden kann und nicht
durch eine allgemein verdnderte NKCC1-Funktion im Gefdllsystem bei Hypertonie. Somit
diente das DOCA + Salz-Modell unter anderem als zweite Hypertonieform, die aber im Ge-
gensatz zur Ang II-Gabe mit einem supprimierten Angiotensin II einhergeht. Zudem sollte
aber auch die Pathogenese des Blutdruckanstiegs iiber DOCA + Salz in diesem Modell ge-
nauer aufgeklirt werden, da die Rolle von CI" in dem DOCA + Salz-Modell kontrovers disku-

tiert wird.

5.2.1. Relevanz des NKCC1 in der glatten Gefifimuskulatur fiir die Wirkung von Angiotensin II

Zu einem  wichtigen  Steuerungsmechanismus der NKCCI1-Aktivitit  werden
(De)Phosphorylierungsprozesse gezédhlt. So fand man heraus, dass eine Aktivierung der
NKCCI1-Aktivitdt durch eine Phosphorylierung mafgeblich durch die sogenannte WNK-
SPAK-Kaskade ablduft (Ohta et al. 2009, Markadieu und Delpire 2014). Passend dazu konnte
in WNK-Knockouttieren eine geringere druckinduzierte myogene Antwort der Mesenterialar-
terien (Susa et al. 2012) und in globalen SPAK-Knockouttieren ein geringerer Blutdruck
(Yang et al. 2010) nachgewiesen werden, welcher auf den NKCC1 zuriickgefiihrt wurde.
Denn es zeigte sich eine vermehrte Expression von NKCC2 und eine normale Reaktion auf
Furosemid in den Knockouttieren, sodass der Blutdruckabfall eher nicht durch NKCC2, son-
dern auf eine Vasodilatation vermittelt {iber den NKCC1 zuriickzufiihren ist.

Zeniya et al. konnten zudem zeigen, dass Angiotensin II fiir eine vermehrte Phosphorylierung
von SPAK und NKCCI1 sorgt. Dieser Effekt war unter dem AT1-Rezeptor-Antagonisten Val-
sartan nicht vorhanden, sodass angenommen wird, dass Angiotensin II seine Wirkung auf die
Kaskade iiber den ATI1-Rezeptor entfaltet. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die
Phosphorylierungsprozesse durch Angiotensin II in WNK3-Knockouttieren nicht vorhanden

sind und der Angiotensin II vermittelte Blutdruckanstieg in den Knockouttieren abgeschwicht
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ist. Dies verdeutlichte die Signifikanz auch von WNK3 fiir die Wirkung von Angiotensin II
(Zeniya et al. 2013). Die Versuche zeigten somit, dass Angiotensin Il definitiv einen Einfluss
auf die Aktivitdt des NKCC1 hat. Allerdings lieB sich keine Aussage dariiber treffen, welchen
Beitrag der NKCC1 im GefdBmuskel fiir die Gesamtwirkung von Angiotensin II bei der Blut-
druckeinstellung trigt und in wie weit der NKCC2 von der Angiotensin II-Wirkung beein-
flusst wird, da auch der NKCC2 iiber SPAK/WNK reguliert wird (Richardson und Alessi
2008).

Diese Fragen konnten durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche am Modell des
spezifischen NKCC1-Knockouts in der glatten GefdBmuskulatur genauer beleuchtet werden.
Denn dieses Knockoutmodell erméglicht einerseits eine selektive Betrachtung der Rolle der
Niere, da der NKCC1 im Tubulussystem nicht ausgeknockt ist und andererseits eine Diffe-
renzierung zwischen NKCC1 und NKCC2, da lediglich der NKCC1 ausgeschaltet wurde.

Zum Zeitpunkt der Basismessung vor Angiotensin II-Gabe zeigte sich zwischen den Cre'-
Gruppen wie erwartet ein Blutdruckunterschied. Die Cre'-Tamoxifen-Gruppe hatte einen ge-
ringeren Blutdruck als die Cre'-kein Tamoxifen-Gruppe. Dieser Unterschied lag nicht im si-
gnifikanten Bereich. Da aber zuvor bereits gezeigt werden konnte, dass die unbehandelte
Cre'-Tamoxifen-Gruppe einen signifikant niedrigeren Blutdruck als die unbehandelte Cre'-
kein Tamoxifen-Gruppe hat, ist die fehlende Signifikanz zum Zeitpunkt der Basismessung bei
den Angiotensin II-Versuchen durch die zu geringe Tierzahl in diesen Versuchen zu erkliren.
Unter der 14-tigigen Gabe von Angiotensin II zeigte sich sowohl in den Cre'- als auch in den
Cre’-Gruppen ein Blutdruckanstieg. Der Blutdruckanstieg unter Angiotensin II erfolgte in
allen untersuchten Gruppen in gleichem Ausmal, sodass der anfinglich beobachtete Unter-
schied im Blutdruck zwischen den Cre’-Gruppen auch nach Gabe von Angiotensin II im glei-
chen AusmaR erhalten blieb. Demnach war der absolute Blutdruckanstieg (MAP hinterher-
MAP vorher) in beiden Gruppen gleich, sodass Angiotensin II seine Wirkung wohl nicht im
Wesentlichen im Zusammenspiel mit dem NKCCI1 entfaltet, sondern andere Mechanismen
fiir die Ang II-Wirkung entscheidender sind.

Da sich zwischen den Cre-Gruppen weder vor, noch nach Angiotensin II-Gabe ein Unter-
schied im Blutdruck zeigte, ist festzustellen, dass Tamoxifen auch keinen Einfluss auf den
Blutdruckanstieg unter Angiotensin II und somit auf diese Ergebnisse hat.

Bei Betrachtung der Aktivitit erkennt man einen Abfall in den Aktivitdtswerten, der in allen
Gruppen gleich ausfiel und dem Effekt von Angiotensin II auf das Verhalten der Tiere zuge-
rechnet werden kann. Auch das Fehlen eines Tag-/ Nacht-Rhythmus, erkennbar an der An-

gleichung der Tag- und Nachtwerte insbesondere im Blutdruck, sind auf die Beeintrachtigung
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der Tiere unter Angiotensin II-Infusion zurlickzufiihren. In der Herzfrequenz zeigte sich in
allen Gruppen ein reflektorischer Abfall kurz nach Beginn der Angiotensin II-Gabe. Die
Herzfrequenz erreichte in allen untersuchten Gruppen nach wenigen Tagen wieder die Aus-
gangsfrequenz, sodass auch hier keine Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet wur-
den.

Dariiber hinaus bestitigten die Analysen der Dicke und Flache der Tunica Media in der Aorta
und Endorgangschdden am Herzen, gemessen an der Herzfibrose sowie den Ventrikelgewich-
ten, dass die Gabe von Angiotensin II erfolgreich zu einem Blutdruckanstieg gefiihrt hat und
auch im Organsystem Schaden verursacht hat. So zeigte sich ein Anstieg der Media Dicke der
Aorta in allen Angiotensin II-Gruppen der Cre'- und Cre™-Linien und auch eine Zunahme der
Herzfibrose in allen Gruppen der Cre’-Linie unter Angiotensin II als Korrelate fiir Endorgan-
schiden. Lediglich fiir die Cre -Gruppen unter Ang II manifestierte sich keine signifikante
Herzfibrose im Vergleich zu den Gruppen ohne Ang II. Dass dieser Effekt dort nicht signifi-
kant ist, hdngt vermutlich erneut mit der zu geringen Tierzahl zusammen. Dafiir zeigte sich
die vermehrte kardiale Beanspruchung in den Ventrikelgewichten, bei denen alle Angiotensin
[I-behandelten Gruppen signifikant hohere Werte als die zugehorigen Vergleichsgruppen oh-
ne Angiotensin II-Gabe aufwiesen. Die erhohten Ventrikelgewichte sind somit moglicherwei-
se ein Zeichen einer reaktiven Hypertrophie verursacht durch die Hypertonie unter Ang II

(Levy et al. 1988).

Insgesamt zeigten die Ergebnisse fiir alle Gruppen einen Blutdruckanstieg unter Angiotensin
II mit Endorganeffekten. Auch wenn in der Literatur gezeigt werden konnte, dass Angiotensin
IT einen positiven Effekt auf die NKCC1-Aktivitdt hat, zeigte die Tatsache, dass der Blut-
druckanstieg in den Cre’-Gruppen zu einem gleichen AusmaB erfolgte jedoch, dass Angioten-
sin II seine hdmodynamische Wirkung in diesem Modell wohl nicht wesentlich {iber den
NKCCI1 in der glatten GefaBmuskulatur entfaltet. Die NKCC1-Aktivitit in der glatten Musku-
latur spielt in der Entstehung einer Angiotensin II-abhéngigen Hypertonie daher wohl nicht
die vorherrschende Rolle. Stattdessen konnte also eher die Aktivitit der NCCs und des
NKCC2, aber auch der NKCC1-Aktivitdt in anderen Korperzellen durch Angiotensin II be-
einflusst werden und somit eine wichtigere Funktion in Hinblick auf die Angiotensin II-
vermittelte Hypertonie als der NKCCI1 in der glatten GefaBmuskulatur einnehmen (Rafiqi et
al. 2010).
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5.2.2. Relevanz des NKCC1 in der glatten GefiBmuskulatur fiir die Wirkung des DOCA + Salz-
Modells

Die Erkenntnis der Entstehung einer Hypertonie durch die Verabreichung von Desoxycortico-
steron Acetat (DOCA) und Natriumchlorid besteht bereits seit Mitte des 20. Jahrhunderts
(Selye et al. 1943). In dieser Arbeit hatte die Verwendung von DOCA + Salz primér den
Zweck, die Ergebnisse der Angiotensin II-Versuche spezifisch auf eine Angiotensin II-
Wirkung zuriickfiihren zu konnen und somit eine allein durch die Hypertonie verdnderte
NKCCI1-Funktion in diesen Versuchen ausschlieBen zu konnen. Dieses zweite Hypertonie-
modell mit DOCA + Salz ging somit im Gegensatz zu den Angiotensin II-Versuchen mit ei-
nem supprimierten Angiotensin II einher.

Auferdem galt es zu untersuchen, ob das DOCA + Salz-Modell seine Wirkung {iber eine
durch den NKCC1 vermittelte intrazelluldire Chloriderh6hung entfaltet. So kamen bereits
1983 Kurtz et al. zu der Erkenntnis, dass die Induktion der Hypertonie im DOCA + Salz-
Modell nicht nur von Natrium, sondern auch mafgeblich von Chlorid abhédngig ist, da die
Natriumchloridverbindung in einem stérkeren Blutdruckanstieg resultierte als Natriumbikar-
bonat- oder Natriumascorbatverbindungen. Da erst wenig zuvor die Existenz des NKCC1 in
der glatten GefdBBmuskulatur als aktive Chloridpumpe beschrieben worden war, wurde iiber
einen moglichen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen von Kurtz und dem NKCCI1 spe-
kuliert (Kurtz und Morris 1983).

Auch die Versuche von Davis et al. aus dem Jahr 1993 lielen einen Einfluss des NKCCI1 im
DOCA + Salz-Modell vermuten. Sie hatten herausgefunden, dass Tiere, welche DOCA + Salz
bekamen, in der glatten GefaBmuskulatur hohere intrazelluldre Chloridkonzentrationen auf-
wiesen als die Kontrollgruppe. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass es durch den NKCC1-
Inhibitor Bumetanid in normotensiven Tieren zu einem Abfall der intrazelluldren Chloridkon-
zentration in der glatten GefaBmuskulatur kam, welcher unter einer DOCA + Salz-Hypertonie
sogar verstirkt war. Dies deutete darauf hin, dass der NKCC1 eine entscheidende Rolle bei
der Wirkungsentfaltung des DOCA + Salz-Modells beim Blutdruckanstieg zu besitzen scheint
(Davis et al. 1993).

Die vermutete Relevanz des NKCCI fiir die DOCA + Salz-induzierte Hypertonie konnte in
dieser Arbeit allerdings nicht direkt gezeigt werden. Insgesamt erzeugte die volumenbedingte
Hypertonie im DOCA + Salz-Modell ndmlich dhnliche Werte wie unter der chronischen An-
giotensin II-Gabe. Wie auch unter Angiotensin II kam es zu einem vergleichbaren Blutdruck-
anstieg in allen Gruppen nach der Gabe von DOCA + Salz. Es zeigte sich insgesamt ein etwas

geringerer Blutdruckanstieg unter DOCA + Salz als unter Angiotensin II. Da die Blutdruck-
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verdanderung im gleichen Ausmal in allen Gruppen erfolgte, kann eine Beteiligung des glatt-
muskuldren NKCCI1 fiir die Entstehung einer Hypertonie im DOCA + Salz-Modell hier nicht
direkt gezeigt werden. Zusétzlich stiitzen diese Ergebnisse die Angiotensin II-Versuche, da
auch in diesem zweiten Hypertoniemodell ein vergleichbarer Blutdruckanstieg in allen Grup-
pen zu verzeichnen war.

Der nicht signifikante Blutdruckunterschied zwischen den Cre -Gruppen unter Angiotensin II,
welcher mit einer zu geringen Tierzahl begriindet wurde, war teilweise unter DOCA + Salz
bei dhnlichen Tierzahlen sogar signifikant. Zusétzlich war der Tag-/ Nacht-Rhythmus im
Vergleich zu den Angiotensin II-Versuchen bei DOCA + Salz-Behandlung besser erhalten,
was verdeutlicht, dass Storungen in der zirkadianen Rhythmik Angiotensin II spezifisch sind.
Wihrend die Aktivitét sich nicht signifikant tiber die Zeit verdnderte, kam es wie schon unter
Angiotensin II zu einem reflektorischen Abfall der Herzfrequenz initial nach Beginn der DO-
CA + Salz-Gabe. Diese glich sich aber wie schon unter Angiotensin II schnell wieder dem
Ausgangsniveau an. Die Gruppen unterschieden sich nicht signifikant im Hinblick auf Aktivi-
tat oder Herzfrequenz.

Bei der Analyse von Endorganschdden wie z. B. der Media Dicke der Aorta, der Herzfibrose
und dem Ventrikelgewicht zeigten sich ebenfalls &hnliche Ergebnisse wie unter Angiotensin
II. Dementsprechend zeigten die DOCA + Salz-Gruppen im Vergleich zu den Gruppen ohne
DOCA + Salz in der Regel hohere Werte in der Tunica Media Dicke und Flache, mehr Herz-
fibrose sowie ein hoheres Ventrikelgewicht. Dass die Unterschiede hier teilweise nicht signi-
fikant waren, ist wie schon zuvor durch die geringe Tierzahl zu erkléren.

Insgesamt kam es nicht zu signifikanten Unterschieden in der Hohe des Blutdruckanstiegs
oder Endorganeffekten zwischen den Gruppen innerhalb der Cre'- und Cre -Linie, sodass der
spezifische NKCC1-Knockout in der glatten GefaBmuskulatur mit dem durchfiihrten Modell
eher keinen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung einer DOCA + Salz-Hypertonie
besitzt.

Zusammenfassend lésst sich also festhalten, dass die Relevanz des NKCCI1 fiir die himody-
namische DOCA + Salz-Wirkung als eher gering eingestuft werden kann. Sowohl die Angio-
tensin [I-Gabe als auch die DOCA + Salz-Gabe fiihrte zu einem gleichen Blutdruckanstieg in
allen Gruppen, sodass sich fiir den NKCC1 in keinem der beiden Hypertoniemodelle eine
groBe mechanistische Relevanz zeigt. In beiden Modellen zeigten sich in allen Gruppen ver-
gleichbare signifikante Endorganschidden, was verdeutlicht, dass das Fehlen des NKCC1 in
beiden Modellen nicht vollends vor der Entstehung einer Hypertonie schiitzen kann. Da das

DOCA + Salz-Modell aufgrund der vorherigen Erkenntnisse seine Wirkung wahrscheinlich
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iiber eine verdnderte intrazelluldre Chloridkonzentration entfaltet, sind wie auch schon bei der
Wirkung von Angiotensin II wohl auch andere Kanile bzw. Transporter, unabhidngig vom
NKCCI, fiir die DOCA + Salz-Wirkung entscheidender.

Fiir beide Hypertoniemodelle gilt, dass sie einen sehr massiven, kurzfristigen Hochdruck er-
zeugen. Demnach scheint der NKCCI1 in der glatten GefaBmuskulatur bei einer akut erzeug-
ten massiven Hypertonie keine entscheidende mechanistische Relevanz zu besitzen. Das hier
gezeigte bedeutet aber nicht, dass der NKCCI1 bei der Hypertonieentwicklung gar keine Rolle
spielt. Denn mildere Modelle, welche noch langfristiger mit einer geringeren Dosis wirken,
wiirden moglicherweise einen Unterschied zwischen der Knockoutgruppe und der Kontroll-
gruppe zeigen, da bei einem milderen Blutdruckanstieg die Moglichkeiten fiir zellinterne Si-
gnalkaskaden als Anpassung an die Hypertonieentwicklung unter Umstéinden eher gegeben
waéren.

Zudem bleibt zu bemerken, dass der durch den glattmuskuldren Knockout des NKCCI im
Vergleich zur Kontrollgruppe gefundene tiefere Blutdruck in beiden Hypertoniemodellen
erhalten bleibt, sodass beide Gruppen zwar einen Blutdruckanstieg aufweisen, aber die
NKCC1-Knockoutgruppe auch unter der Hypertonie stets einen geringen Blutdruck aufweist.
Demnach konnte der NKCC1 in der glatten GefaBmuskulatur trotz der vermutlich geringeren
Relevanz bei der Hypertonieentstehung eine protektive Rolle im Falle einer pharmakologi-

schen Blockade einnehmen.
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5.3. Ausblick

Die Erkenntnis, dass ein spezifischer Knockout des NKCCl1 in der glatten GefaBmuskulatur
den Blutdruck erheblich senkt, verdeutlicht die Relevanz dieses Transporters fiir die Einstel-
lung des Blutdrucks, gerade weil auch unter der Hypertonie der NKCC1-Knockout einen ge-
ringeren Blutdruck zeigt. Daher kann man den NKCC1 als potenzielles pharmakologisches
Target fiir die Senkung des Blutdrucks z. B. in der Behandlung der Hypertonie ansehen. Auf-
grund der ubiquitdren Expression im Organismus wiirde seine globale Blockade jedoch viel-
féltige Nebenwirkungen hervorrufen und es ist fraglich, ob die Vorteile hier tatsdchlich tiber-
wiegen. So wurde bereits gezeigt, dass eine Storung/ ein Fehlen des NKCC1 neben den blut-
druckrelevanten Mechanismen beispielsweise zu Taubheit und Gleichgewichtsstorungen fiih-
ren kann, es zu Beeintrichtigungen im peripheren Nervensystem kommen kann, die Speichel
und Fliissigkeitsproduktion herabgesetzt sein kann und seine Blockade auch zu Infertilitat
fiihrt. Ohnehin stehen mit den Schleifendiuretika (z. B. Furosemid, Bumetanid) bereits wenig
selektive Inhibitoren des NKCC1 und NKCC2 fiir den gesamten Organismus zur Verfligung.

Auch wenn zum Beispiel eine NKCC2-vermittelte diuretische Nebenwirkung teilweise ge-
wollt ist, scheiden diese Medikamente aber bei vielen Patienten zur Hypertoniebehandlung
gerade aufgrund der starken Nebenwirkungen aus. Die spezifische Blockade des NKCCI1 in
der glatten GefdBmuskulatur im Sinne einer nebenwirkungsarmen Therapie scheint somit eine
sinnvolle Option eines neuen pharmakologischen Targets zu sein, welche allerdings schwer

zu entwickeln sein diirfte.
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VI Zusammenfassung

Einleitung: Der Natrium-Kalium-2 Chlorid-Cotransporter Typ 1 (NKCCI) triagt durch seine
Funktion in der glatten GefdaBmuskulatur und in anderen Organen entscheidend zur Steuerung
des Blutdrucks bei. Durch einen Tamoxifen-induzierten spezifischen Knockout des NKCC1
in der glatten Muskulatur sollte die genaue Relevanz des Transporters in der GefdBmuskulatur
fiir die Blutdruckeinstellung untersucht werden und kompensatorische Mechanismen gegebe-
nenfalls aufgedeckt werden. Auflerdem galt es herauszufinden, ob Angiotensin II seine hyper-
tensive Wirkung entscheidend iiber den NKCCI in der glatten GefdBmuskulatur entfaltet.
Diese Ergebnisse sollten durch den Vergleich mit einer volumenbedingten Hypertonie durch
das sogenannte DOCA-Salz-Modell iiberpriift werden und zudem die Funktion des NKCC1 in

der GefaBmuskulatur fiir diese beiden Bluthochdruckmodelle herausgearbeitet werden.

Methodik: Durch zwei Mauslinien jeweils mit und ohne Gabe von Tamoxifen konnten die
Funktionen des NKCC1 und der Einfluss der Substanz Tamoxifen iiberpriift werden. Durch
hdmodynamische Messungen mittels Telemetrie konnte der Blutdruck und die Herzfrequenz
bestimmt werden. Gegebenenfalls stattfindende Kompensationsmechansimen sollten durch
Analysen der Herz- und Nierenfunktion, Plasmahormonbestimmungen, Elektrolytuntersu-
chungen und histologische Analysen aufgedeckt werden. Um die Ergebnisse zu normieren

wurden auch Gewichtsbestimmungen und Tibialdangenmessungen durchgefiihrt.

Ergebnisse: In der NKCC1-Knockoutgruppe zeigte sich ein signifikanter Abfall des Blut-
drucks, welcher in den drei Kontrollgruppen nicht beobachtet wurde. Dabei kam es weder zu
kardialen, hormonellen oder renalen Verdnderungen. Weder nach Gabe von Angiotensin II,
noch von DOCA + Salz kam es zu Unterschieden im Blutdruckanstieg zwischen den Grup-

pen, bei erhaltener Blutdruckdifferenz zwischen NKCC1-Knockout- und Vergleichsgruppe.

Schlussfolgerung: Der spezifische Knockout des NKCC1 in der glatten GefdBmuskulatur

sorgt fiir einen primiren Blutdruckabfall allein durch seine Funktion im GeféaBsystem. Somit
ist die Niere nicht zwangslaufig an der Blutdruckregulation beteiligt und zeigt, wie auch kar-
diale und hormonelle Systeme, keine Kompensationsversuche als Reaktion auf den Blut-
druckabfall. AuBlerdem scheint der NKCCI1 in der glatten GefaBmuskulatur weder unter An-
giotensin II noch im DOCA-Salz-Modell bei intensiven Dosierungen entscheidend an der
Blutdrucksteigerung beteiligt zu sein. Zukiinftig konnte der NKCC1 in der glatten GefaBmus-

kulatur ein mdgliches pharmakologisches Target zur Behandlung der Hypertonie darstellen.

104



Summary

VII Summary

Introduction: The Sodium-Potassium-Chloride Cotransporter Type 1 (NKCC1) plays an im-
portant role in the regulation of blood pressure through its function in vascular smooth muscle
cells and other organs. Using a tamoxifen induced knockout of the NKCCI1 in vascular
smooth muscle cells the exact relevance of this transporter in vascular smooth muscle cells for
the regulation of blood pressure and possible compensatory mechanisms should be developed.
Furthermore the study intended to find out if angiotensin II develops its hypertensive effects
in particular through mechanisms involving the NKCCI in vascular smooth muscle cells.
With the use of the DOCA salt model the angiotensin II results should be controlled by creat-
ing hypertension by means of an increased blood volume. Hence, the NKCC1 function in vas-

cular smooth muscle cells for both these hypertension models should be revealed.

Methods: Using two mouse strains both applied with and without tamoxifen the functions of
the NKCC1 in vascular smooth muscle cells and the substance tamoxifen could be developed.
Haemodynamic measurements with use of telemetry allowed to determine blood pressure and
heart frequency. Possible compensatory mechanisms should be revealed by the analysis of
heart and kidney function, measurements of plasma hormones, electrolytes and histology. In

order to standardise the results measurements of mouse weight and tibia lengths were held.

Results: The NKCC1 knockout group showed a significant fall in blood pressure, which was
not noticed in any of the three control groups. Furthermore, there were no cardial, hormonal
or renal changes. Neither the application of angiotensin II, nor the application of DOCA + salt
resulted in differences in the rise of blood pressure between the groups. However, the initial
difference in blood pressure between the NKCC1 knockout group and the comparison group

persisted also during an increasing blood pressure.

Conclusion: The specific NKCC1 knockout in vascular smooth muscle cells results in a fall of
blood pressure solely caused by its function in vascular smooth muscle cells. There were no
renal, cardial or hormonal compensatory reactions on the fall in blood pressure. Hence it can
be stated that the kidney is not necessarily involved in blood pressure regulation. In addition
the NKCCI in vascular smooth muscle cells does not seem to play a leading role when both
the angiotensin II and the DOCA salt hypertension models are applied intensively. In future
the NKCCI1 in vascular smooth muscle cells might be a possible pharmacological target for

the treatment of hypertension.
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Herzzeitvolumen

Inositol-1,4,5-trisphosphat

Institut fiir Zelluldre und Integrative Physiologie

Juxtaglomeruldre Feedback
Juxtaglomeruldrer Apparat

Kalium

einwirts-gleichrichtende K'-Kanile

spannungsgesteuerte K -Kanile
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K2p-Kanile two pore domain K'-Kaniile
KCC K-ClI-Cotransporter

KCl Kaliumchlorid

kDA Kilodalton

KG Korpergewicht

kg Kilogramm

Krea Kreatinin

L-Typ longlasting Typ

LBD Ligandenbindungsdoméne
loxP locus of crossover in phage P1
M Molaritit

MAD Mittlerer arterieller Druck

Mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

MLC Myosin-light-chain

MLCK Myosin-leichte-Ketten-Kinase
mmHg Millimeter Quecksilbersdule
mRNA messenger Ribonukleinsdure, messenger RNA

N-Glycolysierung ~ Amino-Glycolysierung

N-terminal Aminoterminal

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

NCX Na'-/ Ca**-Austauscher
ng Nanogramm

NCC Na-Cl-Cotransporter
NH* Ammonium

NKCC Na-K-2Cl-Cotransporter
NKCC1 Na-K-2Cl-Cotransporter 1
NKCC2 Na-K-2Cl-Cotransporter 2
nm Newtonmeter

NO Stickstoffmonoxid

NTG Nitroglycerin

O, Sauerstoff

PAS Periodic acid-Schiff reaction
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pCO,
PCR
PGFy,
PKA
PKC
PMCA
pO>
post-op
PP1
PSR
RAAS
Rb
RIA
ROMK
SEM
SERCA
SHR
SMMHC
SPAK
SR
StAR
T-Typ
TAL
Tam
TPR
TRP-Kanéle
U

UKE
VSMC
WNK
z. B.
ZNS
ZVD

Kohlenstoffdioxidpartialdruck

Polymerase chain reaction

Prostaglandin Fy,

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Plasmamembran Ca*"-ATPase
Sauerstoftfpartialdruck

postoperativ

Protein phosphatase 1

Pikro-Sirius-Rot
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Rubidium

Radioimmunoassay

Renal outer medullary potassium channel
Standard error of the mean (Standardfehler)
Sarkoplasmatische Retikulum Ca*"-ATPase
Spontan hypertensive Ratte

Smooth muscle myosin heavy chain
STE20/SPS1-related proline/alanine-rich kinase
Sarkoplasmatisches Retikulum
Steroidogenic acute regulatory protein
Transient Typ

Thick ascending limb (Henle Schleife)
Tamoxifen

Totaler peripherer Widerstand

Transient receptor potential channels
Umdrehungen

Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf
Vascular smooth muscle cell
with-no-K(Lys) kinase

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

Zentralvendser Druck
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