Aus der Medizinischen Universitatsklinik und Poliklinik Tlbingen
Abteilung Innere Medizin IlI

Arztlicher Direktor : Professor Dr. L. Seipel

EinfluR von Endothelin-Rezeptor-Antagonisten,
Losartan und Nebivolol auf die Isoformen

der myokardialen Protein Kinase C in der Uramie

INAUGURAL - DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der
MEDIZINISCHEN FAKULTAT

der Eberhard-Karls-Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von
THORSTEN AMEND

aus Tubingen

2003



Dekan : Professor Dr. C. D. Claussen

1. Berichterstatter : Privatdozent Dr. B. Brehm

2. Berichterstatter : Privatdozent Dr. S. Isenmann



meinen Eltern
Johanna und Hans-Peter Amend

gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung 1
1.1 Die uramische Kardiomyopathie 1
1.2 Die Proteinkinase C 3
1.2.1  Charakterisierung der Proteinkinase C 3
1.2.2  Expression der PKC am Rattenherz 4
1.2.3  Signaltransduktion der PKC 5
1.3 PKC-beeinflussende Hormonsysteme 9
1.3.1 Das Endothelin-System 10
1.3.2 Das Renin-Angiotensin-System 11
1.3.3 Beeinflussung des Endothelin- und des Renin- 11
Angiotensin-Systems
1.4 Ziel der Studie 13
2. Material und Methoden 14
2.1 Versuchsaufbau 14
2.1.1  Versuchstiere und Haltung 14
2.1.2  Totalnephrektomie 14
2.1.3  2/3-Nephrektomie 15
2.1.4  SHAM-Operation der Kontrolltiere 15
2.1.5 Gruppeneinteilung 17
2.2 Losung und Applikation d er Medikamente 17
2.2.1 Endothelin-Antagonisten BSF302146 und BSF302872 18
2.2.2 Losartan 18
2.2.3  Nebivolol 18



2.3 Verlaufsparameter 18
2.3.1  Stoffwechselkéafig 18
2.3.2  Blutentnahme 19
2.3.3  Plethysmographische Blutdruckmessung 19
2.4 Explantation 20
2.4.1 Blutentnahme aus der Vena cava inferior 20
2.4.2 Organentnahme 20
2.5 Laborchemische Method en 21
2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford 21
2.5.2 SDS-Gelelektrophorese 21
2.5.3 Westernblot 23
2.5.4  Immunfloureszenz und Filmentwicklung 24
2.5.5 Computerauswertung 25
2.6 Formeln und Statistik 25
3. Ergebnisse 26
3.1 PKC-Isoformen am Rattenherz 26
3.2 Quantitative Expression der PKC-Isoformen 26
3.2.1  Endothelin-Antagonisten 27
3.2.2 Losartan 27
3.2.3 Kombinationstherapie: Losartan und ETs-Antagonist 28
3.2.4  Nebivolol 28
3.3 Der LV/K-Quotient 32
3.4 Der systolische Blutdruck 34
3.5 Endothelin-Exkretion im Urin 37
3.6 Protein-Exkretion im Urin 41



4. Diskussion 45
4.1 Method enkritik 45
4.1.1  Tiermodell 45
4.1.2  Blutdruckmessung 45
4.1.3  Stoffwechselkéfig 46
4.1.4  Probengewinnung und Aufbereitung 46
415  Gelelektrophorese, Immuno-Blotting und Banden-Auswertung 47
4.2 Die PKC-Isoformen am Rattenherz 48
4.3 PKC-Expression, Herzgewicht und Blutdruck in der 49
Uramie
4.4 Wirkung der medikamentésen Behandlung auf die PKC- 53
Expression, Herzgewicht und Blutdruck
4.4.1 Endothelin-Rezeptor-Antagonisten 53
4.4.2  Losartan und Kombination (Losartan und ETa-Antagonist) 55
4.4.3 Nebivolol 56
4.5 Protein-und Endothelin-Exkretion im Urin 58
4.5.1 Endothelin-Rezeptor-Antagonist 59
4.5.2  Losartan und Kombination 60
4.5.3 Nebivolol 61
4.6 Fazit 62
D. Zusammenfassung 64
6. Tabellarischer Anhang 67
1. Anhang 94
6.1 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen 94
6.2 Literaturverzeichnis 95



1. Einleitung

1.1 Die uramische Kardiomyopathie

Die VergroR3erung des Herzens in der Uramie ist ein schon lang bekanntes
Charakteristikum, das erstmals Mitte des 19. Jahrhunderts von Richard Bright
beschrieben wurde.?® Viele Jahrzehnte lang wurde die Erforschung dieses
Phanomens vernachlassigt. Erst mit der Entdeckung von molekularbiologischen
Methoden und deren Anwendung wurde der Weg fir eine weiter reichende
Erforschung der kardialen Hypertrophie geebnet. Noch heute stellen
kardiovaskulare Komplikationen bei chronisch niereninsuffizienten Patienten
sowohl im Rahmen der Dialysepflichtigkeit als auch nach erfolgreicher
Nierentransplantation mit 50 % die haufigste Todesursache dar.'®’ Dies zeigt,
dass noch heute, Uber hundert Jahre nach Brights Entdeckung dieses
Phanomen ein aktuelles Thema bei der Behandlung niereninsuffizienter

Patienten ist.

Eine morphologische Manifestation der uramischen Kardiomyopathie ist die
linksventrikulare Hypertrophie (LVH). Diese fuhrt unter anderem zu einer
Erhéhung des kardialen Perfusionswiderstandes und stellt somit einen
entscheidenden Risikofaktor fur die Mortalititt sowohl bei essentiellen

82, 106, 132 Dje strukturellen

Hypertonikern als auch bei Dialysepatienten dar
Veranderungen von Herz und Gefassen zeigen sich auch in einer interstitiellen
Fibrosierung des Myokards, in einer reduzierten intramyokardialen
Kapillarisierung mit Erhéhung der interkapillaren Diffusionsstrecke, sowie einer
Gefasswandhypertrophie intramyokardialer und peripher-elastischer
Arterien.> 8 Langerfristig haben diese strukturellen Herzveranderungen eine

systolische Dysfunktion zur Folge.



Die durch Niereninsuffizienz verursachte Hypertonie und Anadmie, welche eine
Druck- und Volumenbelastung fiir das Herz bedeuten, sind nicht allein Ursache
der verdnderten kardialen Morphologie und Funktion. Eine fortschreitende
Zunahme des Verhaltnisses von Herzgewicht zu Koérpergewicht wird auch bei
streng normotensiv eingestellten und mit rekombiniertem, humanem
Erythropoietin behandelten Dialysepatienten beobachtet.?® > 112 133 Ejne
zunehmende Bedeutung erlangen daher Hormone, auch ,urdmische Toxine*
genannt, die im Serum und Gewebe von Niereninsuffizienten eine abnorme
Konzentration aufweisen und strukturelle sowie metabolische Veranderungen
am Herzen hervorrufen. Sowohl das Endothelin-System als auch das Renin-
Angiotensin-System z&hlen zu diesen sogenannten ,uramischen Toxinen®. lhre
Konzentration und Aktivitat sind in der Uramie erhoht.®® %% 3% Ausserdem ist
die Verfugbarkeit von Stickoxid (NO), einem wichtigen Antagonisten dieser

beiden Hormonsysteme, vermindert.® **°

Aufgrund der Beobachtungen, dass Stimuli wie Endothelin-1 und Angiotensin I
das Herz strukturell und funktionell beeinflussen und beide Hormonsysteme
Uber den Phospholipase C-Weg auf die Proteinkinase C (PKC) wirken, wurde
der PKC eine bedeutende Beteiligung am Prozess der kardialen Hypertrophie
zugesprochen.” 3! Sowohl experimentelle als auch klinische Studien konnten
seither Verbindungen zwischen einer veranderten PKC-Expression und einer
daraus resultierenden Auswirkung auf das kardiovaskulare System
herstellen.?! 31 64 8. 130 gajektiv mit bestimmten PKC-Isoformen transfizierte
Kardiomyozyten zeigen hierbei eine erhthte Synthese von Genen, den
sogenannten ,immediate early genes* (z.B. c-fos und c-jun), deren mRNA
typischerwiese im Zustand der kardialen Hypertrophie vermehrt exprimiert

werden. & %0



Die Herzhypertrophie ist also durch die Aktivierung der Proteinkinase C, die
Expression von ,immediate early genes” und die Entwicklung eines erhdhten
Zellvolumens sowie erhohter Proteinanhdufung in den Kardiomyozyten in
Abwesenheit einer Zellteilung charakterisiert. Trotz einer Fiulle von
experimenteller Daten, die die Entwicklung und das Voranschreiten der
kardialen Hypertrophie im Zustand der Uramie betrachten, existieren bisher nur
wenig Erkenntnisse Uber das Verhalten der kardialen PKC-Konzentration auf

die uramische Stoffwechselsituation.

1.2 Die Proteinkinase C

1.2.1 Charakterisierung der Proteinkinase C

Bei der Entdeckung der Proteinphosphorylierung in den 50er Jahren des
vorherigen Jahrhunderts wurde diesem biochemischen, durch sogenannte
Kinasen katalysierten Prozel3 schon damals eine Schlisselrolle in der
Zellfunktion zugeschrieben. Anfanglich als eine einzige Kinase beschrieben,
konnten bis heute zwélf Unterformen isoliert werden.'®* 1% 14 Bjochemische
und immunologische Studien konnten zeigen, dal3 Proteinkinasen in allen
Korpergeweben exprimiert werden.>* *2 Die heute bekannten Proteinkinasen
werden in Tyrosin-Kinasen und Serin/Threonin-Kinasen unterteilt. Zu letzteren
zahlt man die Proteinkinase C (PKC). Unterschiede in der Aktivierung durch
Kalzium und Phospholipide fuhrten zu einer weiteren Unterteilung in drei

Gruppen.®

Der Gruppe der konventionellen Isoformen gehéren die a-, 31—, B2— und y— PKC
an, zu deren Aktivierung die Anwesenheit von Kalzium und Phospholipiden
notwendig ist. Die zweite Gruppe, bestehend aus den neuartigen Isoformen
9, €, 0, nund p, zeichnet sich durch eine fehlende Kalziumbindungsstelle aus;
Phospholipide sind jedoch weiterhin zur Aktivierung notwendig. Die atypischen
Proteinkinasen C (, A und t besitzen keine der beiden Doméanen, werden also

Kalzium- und Phospholipid-unabhangig aktiviert (Tabelle 1.1).

3



Einige Isoformen, die PKC a oder { scheinen in samtlichen Kérpergeweben
vorzukommen, andere (PKC 32, d und €) sind weitverbreitet, wahrend Isoformen
wie zum Beispiel die PKC A nur in bestimmten Gewebetypen (Muskel- und

Fettgewebe) vorzufinden ist 96 102, 152

konventionell neuartig atypisch
Isoformen a, By, B2, Y 0,€6,n, U OMNT
Kalziumbindung sstelle vorhanden fehlt fehlt
Phospholipidbindung s- vorhanden vorhanden fehlt
stelle

Tabelle 1.1 : Klassifizierung d er Proteinkinase C-Isoformen.®
1.2.2 Expression der PKC am Rattenherz

Immuno-technische sowie auf PCR-basierende Methoden weisen auf das

1

Vorkommen verschiedener PKC-Isoformen am Rattenherzen hin.”* Mehrere

Studien belegen das Vorhandensein der Isoformen a, 8, € und {. Kontrovers
hingegen wird die Expression weiterer PKC-Isoformen diskutiert.!” 34 91 111

Der Gehalt an PKC in Rattenherzen ist abhangig vom Entwicklungsstadium der
Ratten. In der fetalen Entwicklung ist die Expression am ho6chsten, doch
innerhalb der ersten beiden postnatalen Wochen sinken die Konzentrationen
der Kalzium-abh&angigen Isoformen PKC a und (3 sowie der neuartigen PKC &
stetig.>> '® Im Gegensatz dazu ist die Abnahme der Expression der PKC € nur
gering. Sie wird auch am erwachsenen Tier weiterhin auf hohem Niveau

exprimiert.3 118

Die molekulare und strukturelle Vielfaltigkeit der Proteinkinase C weist auf
spezifische Funktionen der Isoformen hin. Ein Vergleich der Tertiarstruktur der
Kinase zeigt Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit. Die molekularen
Eigenschaften, wie die Abhangigkeit von Kofaktoren und die Substratspezifitat,
sind ahnlich, jedoch nicht vollstdndig Ubereinstimmend. PKC-Isoformen kénnen

4



daher gleiche und auch voneinander abweichende Funktionen Ubernehmen.

Beweise fur die spezifischen Funktionen der einzelnen PKCs liefern Studien,

die durch selektive Uberexpression der Unterformen einen Zusammenhang mit

Veranderungen im Zellstoffwechsel herstellen.

65, 130

1.2.3 Signaltransduktion der PKC

Zur

besseren Veranschaulichung der PKC-Signaltransduktion soll das

Schaubild 1.1 dienen. Die jeweiligen Schritte der PKC-Aktivierung sind mit

Zahlen gekennzeichnet und werden im folgenden naher erklart :

1.

Im ersten Schritt bildet ein extrazellularer Ligand mit einem membranaren,
hochaffinen Oberflachenrezeptor einen Rezeptor-Liganden-Komplex. Dieser
Komplex ermdglicht die Ubertragung des Signals von extrazellular nach
intrazellular. Liganden an solchen membranaren Rezeptoren kénnen
Endothelin-1 (ET-1), Angiotensin Il (Ang Il) oder auch Agonisten am q;-

Rezeptor (z.B. Noradrenalin) sein.* 0 80 114

Der membranare Oberflachenrezeptor besitzt die Fahigkeit intrazellular G-
Proteine zu binden. G-Protein bestehen aus drei Untereinheiten (a, B und y)
und haben die Eigenschaft Guanosinphosphate anzulagern.®* Formiert sich
nun ein Rezeptor-Liganden-Komplex, so bewirkt dies die Abspaltung von
Guanosindiphosphat (GDP) von der a-Einheit des G-Proteins und
anschliessender Anlagerung von Guanosintriphosphat (GTP) an die Stelle
des GDPs. Die a-GTP-Untereinheit dissoziiert vom By-Komplex und bewirkt

eine Signalweiterleitung intrazellular.



3. Der entstandene a-GTP-Komplex besitzt die Fahigkeit mehrere

Effektormolekile zu aktivieren. Fur die Aktivierung der PKC ist die
Phospholipase C (PLC) wichtig. Die Stimulierung dieses Enzyms fuhrt zur
Hydrolyse von membrandrem Phosphoinositol-4,5-Bisphosphonat (PIP,) in
Inositol-1,4,5-Triphosphat (IPs) und 1,2-Diazylglyzerol (DAG).%% 4 142
ET-1 und Ang Il besitzen zudem noch die Fahigkeit, die Phospholipase A,
und die Phospholipase D zu stimulieren. Die Aktivierung dieser Enzyme

bewirkt eine zusatzliche Akkumulation von DAG %% 4% 112

. Das lipophile DAG verbleibt in der Zellmembran und aktiviert direkt die
Proteinkinase C, welche im aktivierten Zustand an Phospholipidmembranen

gebunden ist.

. Das bei der Stimulierung der PLC ebenfalls freigesetzte IP3; mobilisiert
Kalzium-Vorrate aus dem endoplasmatischen Retikulum. Diese werden
unter IPs-Einfluss vermehrt ins Zytoplasma abgegeben und bewirken eine
erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration.

. Bei der Aktivierung der konventionellen Proteinkinasen sind zwei Schritte
von Bedeutung: Im ersten Schritt férdert die gestiegene, intrazellulare Ca®*-
Konzentration die Bindung von Ca?* an die inaktive PKC. Dies fiihrt zu einer
veranderten Konformation und damit zu einer Translokation der im inaktiven
Zustand im Zytosol gelegenen PKC an die Phospholipid-Membranen. In
einem zweiten Schritt bindet die membranstandige PKC Diazylglyzerol

(DAG), was eine Enzymaktivierung zur Folge hat.*?® 1%



7. Stimulierung d er Gentranskription:
Eine Aktivierung der PKC-Signalkaskade durch Besetzung der
transmembranar Rezeptoren durch mitogene Faktoren wie Angiotensin I
oder Endothelin-1 hat die Stimulation der Mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAP-Kinase) durch sequentielle Phosphorylierung zur Folge. Die
phosphorylierte MAP-Kinase transloziert in den Zellkern und induziert dort
die vermehrte Expression von frihembryonalen Genen, den sogenannten
.early genes* (z.B. c-fos, c-jun, Egr-1). Die durch die PKC aktivierte MAP-
Kinase ist an nukledren Reaktionen, die zu zellularem Wachstum und zur
Differenzierung  beitragen, beteiligt. Weiterhin ~ wird durch die
Phosphorylierung des Na'/K'-Austauschers der intrazellulare pH-Wert
gesteigert, ein stimulierendes Signal fur die DNA-Synthese. Beide
Stoffwechselwege, sowohl die MAP-Kinasen-Aktivierung als auch die
Stimulation des Na'/K'-Austauschers, werden durch die Proteinkinase C
gesteuert und begunstigen sich gegenseitig bei der Expression spezifischer
Gensequenzen. Neben der erhthten Transkription von DNA-Sequenzen

kommt es auch zu einer Suppression bestimmter Gene.’? 79 86. 122,129, 137

8. Auswirkungen auf die Herzmechanik:
Konsequenzen aus der Phosphorylierung intrazellularer Proteine ergeben
sich nicht nur fur die Veranderungen im Zellstoffwechsel, sondern auch fir
die veranderten Bedingungen der Herzmechanik. Der durch die Aktivierung
der Phospholipase C (PLC) entstandene ,second messenger* IP; setzt Ca**
aus intrazellularen Speichern frei.®®  AuRerdem wird durch Offnung
membranstandiger Kalzium-Kanadle zusatzlich Ca?* von extrazellular

mobilisiert.*” 1°°

Die Phosphorylierung von Myosinleichtketten (MLC =
myosin light chain) bewirkt eine Zunahme der Ca*-Sensitivitat des
kontraktilen Apparats. Auf3erdem wird durch die Phosphorylierung des
Na'/K*-Austauschers der intrazellulare pH-Wert erhoht, was ebenfalls eine

positive Wirkung auf die Kontraktilitat hat.®® *4°
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Schaubild 1.1 : Schema der PKC-Signaltransduktion

LEGENDE:

ET-1: Endothelin-1 Ang Il : Angiotensin Il

R : Liganden-Rezeptor, extrazellular |G : G-Protein

GTP/GDP : Guanosin-tri/di-Phosphat |PLC : Phospholipase C

DAG : Diazylglyzerol IP3 : Inositol-tri-Phosphat

C-Kinase od. PKC : Proteinkinase C |MAP-Kinase : mitogen aktivierte

Proteinkinase




Zusammenfassend betrachtet wirkt sich die Aktivierung der PKC positiv inotrop

auf die Herzmuskulatur aus.

1.3 PKC-beeinflussende Hormonsysteme

Eine wesentliche Ursache der Hypertrophie des Herzens ist die Kompensation
einer erhohten Nachlast oder einer gestorten Herzfunktion. So kdnnen
veranderte mechanische Bedingungen am Herzen, wie zum Beispiel die
Dehnung des Herzmuskels oder eine erhdohte Druckbelastung des
Ventrikelsystems einen Anstieg der Proteinsynthese im Herzmuskel
bewirken.®® % Bei diesem Prozess wird ein physikalisches Signal (Dehnung
und Druck) in ein biochemisches Signal in Form eines ,second messengers*
(IP3 und DAG) umgewandelt.

Die Signale, die zu einem Myozytenwachstum sowie zu einer Proliferation
kardialer Fibroblasten fuhren, stammen jedoch auch von Wachstums- sowie
neurohumeralen Faktoren. Beispiele hierfir sind Angiotensin I, Endothelin-1,
oi-adrenerge Agonisten, Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) und Insulin-

2, 9, 10, 15, 61, 80, 108, 131, 138 Fur die kardiale

ahnliche Wachstumsfaktoren.
Hypertrophie im Rahmen einer uramischen Stoffwechselsituation ist vor allem
das Renin-Angiotensin-System (RAS) sowie das Endothelin-System von
Bedeutung.®® ® *° Wwegen ihrer bedeutenden Beteiligung an der uramischen
Kardiomyopathie und zum besseren Verstandnis der Wirkung der (in der
vorliegenden Studie) verwendeten Antagonisten an diesen beiden

Hormonsystemen, wird im folgenden naher auf sie eingegangen.



1.2.1 Das Endothelin-System

Die Wirkung des starksten, bisher bekannten Vasokonstriktors beschrénkt sich
nicht nur auf das GefaRsystem.™* *® Schon bald nach seiner Entdeckung in
den spaten 80er Jahren des vorigen Jahrhunderts konnte eine Beziehung
zwischen dem Endothelin-1  und der Herzhypertropie hergestellt

werden, 60 61138

Im Gewebe von Ratten kommen die drei Endothelin-Isoformen ET-1, ET-2 und
ET-3 vor.®® Die ET-1-Bildung findet hauptsachlich in den Endothelzellen statt,
jedoch besitzen auch viele andere Zellen die Fahigkeit zur Synthese und
Sekretion.® Im Herzgewebe wird ET-1 von Kardiomyozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen sezerniert und wirkt sowohl in
parakriner als auch in autokriner Weise.®> " ® Die ET-1-Synthese wird
durch Faktoren wie Angiotensin Il und Katecholamine begiinstigt.%® %
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin hingegen hemmen die Bildung von
ET-1 Uber die Stimulation der Guanylatzyklase und die Produktion von cAMP.

Weiterhin inhibiert das atriale natriuretische Peptid die ET-Bildung.**® 113

Es existieren zwei Typen von Endothelin-Rezeptoren am Rattenherzen, der
ETa- und der ETg-Rezeptor.® * % Die Rezeptoren sind in verschiedene G-
Protein-gekoppelte Signaltransduktionswege integriert: Wahrend die ETa-
Aktivierung Uber den Phospholipase C-Weg zur Stimulierung der
Proteinkinase C fuhrt, wird bei der Aktivierung des ETg-Rezeptors durch
Anregung der kalziumabhangigen NO-Synthase (eNOS) Stickstoffmonoxid

freigesetzt.”” 1

Die ETa- und die ETg-Rezeptoren wurden nach ihrer
unterschiedlichen Bindungsaffinitat far die drei Endothelin-lsoformen
klassifiziert, wobei der ETa-Rezeptor ET-1 > ET-2 > ET-3 bindet. Der ETg-
Rezeptor besitzt fir alle drei Isoformen die gleiche Affinitat.> ®®> Der ETa-
Rezeptor ist Uberwiegend an den inotropen und wachstumsférdernden
Eigenschaften des ET-1 beteiligt. Die Blockade des ETg-Rezeptors hingegen

verringert die pulmonale Clearance des zirkulierenden ET-1 und reduziert die

10



NO-abhangige Vasodilatation. Mit Hilfe von Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
wird eine genauere Untersuchung des Endothelin-Systems mdoglich. Es wird
zwischen selektiven ETa- oder ETg- und unselektiven ETag-Antagonisten

unterschieden.
1.2.2 Das Renin-Angiotensin-System

Das zirkulierende  Renin-Angiotensin-System  (RAS) besteht aus
Angiotensinogen, welches durch die Einwirkung von Renin, in Angiotensin |
(Ang 1) gespalten wird. Ang | wird durch das Angiotensin-Converting-Enzym
(ACE) in Ang Il umgewandelt. Ang Il aktiviert die Plasmamembranrezeptoren
AT, und AT,, die aufgrund ihrer Affinitdt zu spezifischen, nicht-peptidergen
Antagonisten unterschieden werden.** >3 Das RAS kommt in einer Vielzahl
von Geweben vor, ein Hinweis darauf, dass lokal produziertes Ang Il
Einwirkung auf die Gewebefunktion hat. Auch das Herz hat die Méglichkeit,

36, 37, 41 Seine

samtliche Komponenten des RAS selber zu synthetisieren.
Aktivierung flhrt langerfristig zu einer kardiovaskuldren Hypertrophie und zu
einer Myokardfibrose.**® **® Die positive Korrelation zwischen der Expression
des RAS und der linksventrikularen Hypertrophie, ebenso wie die vorteilhaften
Effekte von RAS-Inhibitoren, weisen auf eine bedeutende Beteiligung von

Angiotensin Il als kardiovaskularen Wachstumsfaktor hin.**®

1.2.3 Beeinflussung d es Endothelin- und d es Renin-Angiotensin-Systems

Das RAS und das ET-System sind beide an der Regulierung kardiovaskularer
und juxtaglomeruléarer Funktionen der Niere beteiligt und beeinflussen sich
gegenseitig. So fordert Ang Il die Bildung von ET-1.%° Folglich wird eine durch
Ang Il hervorgerufene kardiale Hypertrophie unter anderem durch eine erhohte
ET-1-Expression im Gewebe verursacht.®® Andererseits kommt es zu einer
verstarkten Konversion von Ang | zu Ang Il unter ET-1-Einfluss.®” Allerdings
inhibiert ET-1 das RAS vor allem durch die Hemmung der Renin-Sekretion von

juxtaglomerularen Zellen. 73 140

11



Bedeutend fur die Expression von ET-1 und Ang Il ist auch das Stickoxid-
System (NO). Ist die Gewebsmasse der Niere verringert sinkt der Gehalt an NO
im Nierengewebe stark.* NO hat sowohl auf die ET-1-Sekretion als auch auf
das RAS einen inhibierenden Einfluss. ?** " Eine reduzierte NO-Konzentration
fuhrt also zum Anstieg der Aktivitat der an der uramischen Kardiomyopathie

beteiligten Enzymsysteme (Schaubild 1.2).

> Renin
Angiotensin
System

Endothelin
System

Schaubild 1.2 : Wechselwirkungen zwischen dem Endothelin-, dem Renin-

Angiotensin- und d em NO-System
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1.4 Ziel der Studie

Die Beteiligung der Proteinkinase C am Prozel3 der kardialen Hypertrophie ist
bekannt. Bei mehreren Modellen der Herzhypertrophie konnten erhdhte
Konzentrationen verschiedener PKC-Isoformen nachgewiesen werden. Bislang
liegen jedoch keine Daten Uber eine veranderte Expression von PKC-Isoformen
an Rattenherzen nach 5/6-Nephrektomie vor. Ziel der Studie ist daher die
Veranderungen der PKC-Isoformen im  Myokard bei uramischer
Kardiomyopathie zu untersuchen. Weiterhin wird die Wirkung einer Behandlung
der urdmischen Ratten mit dem selektiven ETa- (BSF 302146) oder
unselektiven ETag-Antagonisten (BSF 302872), Losartan (selektiver AT;-
Rezeptor-Antagonist) oder Nebivolol (selektiver (3;-Blocker mit NO-freisetzender
Wirkung) auf die PKC-Expression untersucht. In einer weiteren Gruppe wird
Losartan und der selektive ETa-Antagonist (BSF 302146) in Kombination

verabreicht.

In der durchgefiuhrten Studie wird auRerdem der Einflu3 der Endothelin- sowie
Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten auf das Herzgewicht, den Blutdruck und die
Nierenfunktion uramischer Ratten untersucht. Ergdnzend wird die Veranderung

der Endothelin-Konzentration im Urin beobachtet.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau
2.1.1 Versuchstiere und Haltung

Die Untersuchungen wurden an mannlichen Sprague-Dawley-Ratten (Charles
River, Sulzfeld) durchgefihrt. Die Haltung der Tiere erfolgte unter
standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur 22,5° C, Luftfeuchtigkeit ~ 60
g/m® in Einzelkafigen (Ehret, Emmendingen). Es herrschte ein kiinstlicher
Tag/Nacht-Rhythmus im 12 Stundenwechsel. Die Tiere hatten freien Zugang zu

Trinkwasser und Standardfutter (Altromin 1320, Altromin, Lage).
2.1.2 Totalnephrektomie

Nach einwdchiger Ruhephase in Einzelkafigen wurde die rechtseitige
Nephrektomie durchgefuhrt. Die Narkose der Tiere erfolgte durch
intraperitoneale Applikation eines Gemisches aus Ketanest (0,3 ml 50 mg/mi
Ketamin), Rompun 2% (0,09 ml Xylazinhydrochlorid) und Atropin (0,02 ml). Vor
Praparationsbeginn wurde die rechte Flanke mittels Nassrasur von Fellhaaren
befreit. Nach Erreichen der erwinschten Narkosetiefe wurden die Tiere in
Bauchlage auf der Operationsunterlage fixiert. Nach grundlicher Desinfektion
des Operationsgebietes erfolgte ein circa 20 mm langer, in ausreichendem
Abstand unterhalb des Rippenbogens gefiihrter Hautschnitt. Der
Peritonealraum wurde durch Durchtrennung der Bauchmuskulatur und Spaltung
der Bauchfellfaszie ertffnet. Daraufhin lie@ sich die Niere aus dem
intraperitonealen Gewebe nach aul3en luxieren. Durch vorsichtiges Zupfen mit
den Fingerspitzen wurde die Organkapsel eingerissen und abgestreift. Auf
diese Weise blieb die Nebenniere unversehrt. Die anschlieRende Ligation
(Vicryl, Starke 3/0, resorbierbar, Ethicon, Norderstedt) und Durchtrennung des
freiliegenden Nierenstils gab das Organ frei. Das Feuchtgewicht des entfernten
Organs wurde sofort auf einer Feinwaage (KB BA 100, Sartorius AG, Goéttingen)

bestimmt.
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Der muskulare Wundverschlul3 erfolgte mittels resorbierbarem Faden (Vicryl,
Starke 0/0, Nadel CT-2 plus, Ethicon, Norderstedt), die Hautadaption mit
monophilem, nicht resorbierbarem Faden (Polyamid, Starke 2/0, Nadel FS1 24
mm, 3/8c., Ethicon, Norderstedt). Wahrend der Aufwachphase wurde das

Auskihlen der Tiere durch Rotlichtbestrahlung verhindert.
2.1.3 2/3-Nephrektomie

In einem zweiten chirurgischen Eingriff am siebten postoperativen Tag wurden
die Tiere analog der ersten Operation narkotisiert, die kontralaterale, linke Niere
prapariert und unter Schonung der Nebenniere die Nierenkapsel entfernt.
Anschliel3end erfolgte die Resektion von jeweils 1/3 der beiden Polenden. Die
sanfte Kompression der entstandenen Wundflachen des Restorgans mit einer
sterilen Kompresse fuhrte zu einem Sistieren der Blutung. Es folgte der
Wundschlul? wie bei der Totalnephrektomie beschrieben. Das Gewicht des

resezierten Parenchyms wurde mittels Feinwaage bestimmit.
2.1.4 SHAM-Operation der Kontrolltiere

Die Tiere der Kontrolle wurden zweimal scheinoperiert und zwar bis
einschlie3lich der Dekapsulation der Nieren. Die Nieren selber blieben jedoch

unversehrt. Diese Tiere wurden in die Kontroll-Gruppe aufgenommen.
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Schaubild 2.1 : Versuchsablauf und Messzeitpunkte verschiedener Diagnostika
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2.1.5 Grupp eneinteilung

Die Versuchstiere wurden in sieben Gruppen aufgeteilt und erhielten
unterschiedliche Medikamente Uber ihr Trinkwasser (Tabelle 2.1).

Gruppe 5/6 NE Medikation Dosierung

1 Kontrolle nein* keine

2 SNX ja keine

3 SNX/ETa ja selektiver ETa-Antagonist 30 mg/kg KG
(BSF 302146)

4 SNX/ETag ja unselektiver ETag-Antagonist | 30 mg/kg KG
(BSF 302872)

5 SNX/L ja Losartan 10 mg/kg KG

6 | SNX(L/ETA) ja Losartan und ETa-Antagonist 10 bzw. 30
(BSF 302146) mg/kg KG

7 SNX/N ja Nebivolol 1 mg/kg KG

Tabelle 2.1 : Gruppeneinteilung, Charakteristika sowie Medikation
und Medikamenten-Dosierung in den einzelnen Gruppen;
NE = Nephrektomie
SNX = subtotal (5/6) nephrektomierte Tiere

* = SHAM-operiert

2.2 Losung und Applikation der Medikamente

Am  dritten postoperativen Tag der Zweit-OP wurde mit der
Medikamentenverabreichung in den Gruppen 3 bis 7 begonnen. Eine
fortlaufende Dosisanpassung der gelosten Substanzen war durch eine
wochentliche Gewichtsmessung der Tiere gewahrleistet. Das Medikament
wurde den Trinkflaschen untergemischt. Die aufzufillende Trinkwassermenge
berechnete sich aus der protokollierten Trinkmenge der letzten 48 Stunden
zuziglich einer Reserve von 30 ml. Bei konstanter Flussigkeitsaufnahme wurde
die Zieldosis erreicht. Aluminium-Manschetten um die Trinkflaschen sollten das

Medikament vor Lichtzerfall schiitzen.
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2.2.1 Endothelin-Rezeptor-Antagonisten BSF302146 und BSF302872

Zur Losung der Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ET-Antagonisten) wurde
Trinkwasser mit 1 N NaOH auf pH 9 alkalisiert, das Medikament gelést und
anschlieend der pH-Wert mit 1 N HCI auf pH 7 zuricktitriert. Das verflissigte
Medikament wurde den Tieren in der entsprechenden Dosierung in die
Trinkflaschen appliziert.

2.2.2 Losartan

Losartan war in Wasser ausreichend l6slich. Daher war kein spezielles
Vorgehen zur L6sung des Medikaments notwendig.

2.2.3 Nebivolol

Nebivolol war in Leitungswasser nicht ausreichend I6slich. Deshalb wurde zur
Solubilisierung des Medikaments zweifach deionisiertes Wasser verwendet.
AulBerdem wurde Methyl-Zellulose in einem Verhdltnis von 2:1
(Methyl-Zellulose : Nebivolol) untergemischt. Die verwendete Methyl-Zellulose

diente als Losungsvermittler.

2.3 Verlaufsparameter

Um die Wirkung der Urdmie und der Medikamentengabe auf den Stoffwechsel
zu beobachten, erfolgte die Bestimmung von Verlaufsparametern aus Blut und
Urin. AuBerdem wurde eine unblutige Blutdruckmessung mittels der ,tail-cuff-

Methode* vorgenommen.

2.3.1 Stoffwechselkafig

Um Urinparameter, wie die Protein-Exkretion, Endothelin-1-Konzentration sowie
die Urinmenge bestimmen zu koénnen, wurden die Versuchstiere 24 Stunden
lang in einem Spezialkafig (Metabolic cage, Techniplast, Buguggiate, Italien)
gehalten. Diese Kéfige erlauben, Urin und Faeces getrennt zu sammeln und die
Trinkmengen genau zu bestimmen. Die so gewonnenen Sammelurine sind im
Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen bestimmt worden. Fir die

Messung von Protein wurde der Hitachi Multianalyser 747 (Japan) verwendet.
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Die Bestimmung der ET-1 aus dem Urin fiihrte die Immunodiagnostik GmbH
(Bensheim) durch und basierte auf immunoreaktiven Methoden.”® Proben, die
nicht sofort einer Untersuchung unterzogen wurden, lagerten im Gefrierschrank

bei einer Temperatur von —20 ° C.

2.3.2 Blutentnahme

Die Gewinnung von Blut erfolgte durch Setzen einer L&asion im Bereich der
Rattenschwanzspitze. Durch vorsichtiges Ausstreichen des Schwanzes in
Richtung Lasion konnte das Blut Uber eine Kapillare in ein EDTA-Cup bzw.
Eppendorfgefal? (fur die Serumparameter) Uberfihrt werden. AnschlieRend
wurden die Alliquots mit dem Serumblut zentrifugiert. Die Messung der
Serumwerte erfolgte mit dem Hitachi Multianalyser 747 (Japan). Die
Bestimmung des ET-1-Spiegels im Blut wurde von der Immunodiagnostik
GmbH (Bensheim) durchgefihrt.

2.3.3 Plethysmographische Blutdruckmessung

Der verwendete Plethysmograph stammte aus der Werkstatt des
Physiologischen Instituts Tubingen und wurde anhand von Literaturvorgaben
konstruiert.'% Nach einer Vorwarmzeit der Tiere in einer Warmekammer fiir 15
Minuten bei 35° C erfolgte die Messung des arteriellen, systolischen Blutdrucks
in der Schwanzarterie. Hierbei wurde zuerst die Druckmanschette, dann der
Detektor auf den Schwanz aufgeschoben. Uber ein Piezoelement kann dieser
Detektor das Pulsieren des Gefal3es nach entsprechender Signalverstarkung
und —umwandlung akustisch wiedergegeben. Der Druck in der aufblasbaren
Druckmanschette wurde mittels Quecksilbermanometer dargestellt. Beim
Messvorgang konnte ein Druck von 200 mmHg aufgebaut, anschlieend mit
maximal 10 mmHg pro Sekunde wieder abgelassen und die Hohe der
Quecksilbersdule zum Zeitpunkt des Beginns der Pulsation notiert werden.
Somit ergab sich der systolische Blutdruck. Zur Verifizierung des Ergebnisses
wurde die Messung, nach einer jeweils einminltigen Pause zwischen den
Messungen, noch zweimal wiederholt. Das arithmetische Mittel der drei

Einzelwerte zahlte als Endwert.
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2.4 Explantation

Am Ende der zwdlften postoperativen Versuchswoche erfolgte die letzte
Blutentnahme sowie die Explantation der Organe. Als Anasthetikum diente ein
Substanzgemisch aus Ketamin (0,6 ml) und Rompun 2% (0,18 ml), das analog
zu den Nephrektomien intraperitoneal appliziert wurde. Nach Erreichen der
erwinschten Narkosetiefe legte eine mediane Thorakotomie und ein medianer

Bauchschnitt die Organe des Brust- und Bauchraums frei.

2.4.1 Blutentnahme aus der Vena cava inferior

Durch Interposition des Intestinums auf die linke Seite stellte sich die Vena cava
inferior und ihre Bifurkation dar. Mittels einer Butterfly-Kanile (B.Braun AG
Melsungen) wurde im Bereich der Aufzweigung das Gefald punktiert, das
gewonnene Blut auf die auf Eis vorgekuhlten Monovetten (2,7 ml EDTA-
Monovette fir die Endothelin-Bestimmung) verteilt und anschlieRend
zentrifugiert (2000g, 15 Minuten, 4° C, Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau). Die
Lagerung des Plasmas bzw. Serums bis zur Bestimmung erfolgte im

Gefrierschrank bei -20° Celcius.

2.4.2 Organentnahme

Im Anschlul® an die Blutentnahme erfolgte die sofortige Explantation von Herz,
Lunge, Niere, Gehirn, Aorta, Halsschlagadern und Mesenterialarterien. Nach
Spulung der Organe in 0,9% NaCl-Lésung wurden sie von Binde- und
Fettgewebe befreit, das Herz zusatzlich noch in Vorhofe, linken und rechten
Ventrikel zerlegt. Die Organteile wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren
und im Gefrierschrank bei -80° Celcius aufbewahrt. Die Kihlkette wurde bei

diesem Vorgang nicht unterbrochen.
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2.5 Laborchemische Method en

Aus dem bei der Explantation gewonnenen link