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1. Einleitung

1.1 Arterielle Hypertonie

In der Gesellschaft westlicher Industriestaaten zdhlen Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems zu den hdufigsten Todesursachen [1]. Die Erforschung der Pathomechanis-
men kardiovaskulédrer Erkrankungen ist daher von besonderer Bedeutung. Zu den wichtigsten
Risikofaktoren, die kardiovaskuldre Erkrankungen begiinstigen, gehort die arterielle Hyperto-
nie. Sie ist mitverantwortlich fiir das Auftreten von koronarer Herzkrankheit, Schlaganfall
und Nierendysfunktion [2-5].

In der Vergangenheit gab es unterschiedliche Ansédtze und Klassifikationen der arteriellen
Hypertonie [6-9]. Im Jahre 2013 erschien die aktuelle Fassung der European Society of Hy-
pertension (ESH) und der European Society of Cardiology (ESC) [5]. In ihren ,,Guidelines for
the Management of arterial Hypertension® werden die jeweiligen Blutdruckbereiche kategori-
siert (Tab. 1) Die Schwellenwerte fiir die arterielle Hypertonie (Hypertension = HTN) sind im
Zusammenhang mit anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Adipositas, Diabetes melli-

tus und Dyslipoproteindmie zu bewerten [10].

Tab. 1: ESH/ESC Klassifikation der arteriellen Hypertonie in mmHg [5]

Kategorie systolisch diastolisch
optimal <120 <80
normal <130 <85
hoch normal 130-139 85-89
(Stadium I) milde HTN 140-159 90-99
Untergruppe Borderline 140-149 90-94
(Stadium II) mittelschwere HTN 160-179 100-109
(Stadium III) schwere HTN >180 >110
isoliert systolische HTN > 140 <90

Laut einer epidemiologischen Studie von 2005 liegt die durchschnittliche Priavalenz der arte-
riellen Hypertonie in der Weltbevolkerung bei anndhernd 26 %. Frauen und Ménner sind da-
bei zu gleichen Teilen betroffen [11]. Im internationalen Vergleich schneidet die Bundesre-
publik Deutschland schlecht ab. Die Daten des WHO-Projektes ,,Monitoring Trends and
Determinants in Cardiovascular Disease (MONICA), der ,,Study of Health in Pomerania“
(SHIP) sowie der Studie ,,Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg®

(KORA) zeigen im Vergleich fiir Deutschland eine deutlich hohere Pravalenz. Bei durch-
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schnittlich 47 % der ménnlichen und 28 % der weiblichen untersuchten Personen im Alter
von 25 bis 64 Lebensjahren wurde eine arterielle Hypertonie diagnostiziert. Zudem zeigte
sich, dass mit zunehmendem Alter die Pravalenz der Erkrankung ansteigt [ 12-13].

Unter Beriicksichtigung des demografischen Wandels innerhalb der Gesellschaft ldsst sich
vermuten, dass in den néchsten Jahren der Anteil der Hypertoniker zunehmen wird.
Internationale Studien belegen, dass allein in den USA in einem Zeitraum von 10 Jahren
ca. 15 Millionen Neuerkrankungen registriert wurden [14]. Hochrechnungen der SHIP erwar-
ten flir das Bundesland Mecklenburg-Vorpommern im Jahr 2020 bereits eine Pravalenz von
ca. 50 % [15]. Weltweite Schitzungen gehen davon aus, dass im Jahr 2025 mehr als 1,5 Mil-
liarden Menschen von einer arteriellen Hypertonie betroffen sein werden [11]. Die Atiologie
der arteriellen Hypertonie ist in mehr als 90 % aller Félle unklar. Diese Form der Hypertonie
wird als primére oder essentielle Hypertonie definiert. Es handelt sich um eine multifaktoriel-
le Erkrankung, bei der eine auslosende organische Pathologie nicht nachzuweisen ist. Eine
Kombination aus priadisponierenden genetischen Faktoren und Umwelteinfliissen ist als aus-
l6send anzunehmen. Dazu zédhlen u. a. familidre Vorbelastung, Lebensalter, Geschlecht,
Stoffwechselerkrankungen, Fettleibigkeit, Nikotin- und/oder Alkoholabusus, hoher Salzkon-
sum und Sozialstatus [16-19]. Im Gegensatz dazu ist bei der sekundéren Hypertonie das Ent-
stehen der Blutdruckerh6hung meist einer Organ- oder Systemerkrankung geschuldet. Es wird
in endokrin (z. B. beim Conn-Syndrom), vaskulér (z. B. bei Aortenisthmusstenose) und renal

(renoparenchymats und renovaskulér) bedingte Formen differenziert [20].

1.2 Der epitheliale Natriumkanal

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) wird in vielen Geweben des Organismus exprimiert und
spielt eine zentrale Rolle in der Regulation des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes, des Blutvo-
lumens sowie des arteriellen Blutdrucks. Er gehort zur Familie der Amilorid-sensitiven, span-
nungsunabhingigen ENaC-Degenerin-lonenkanéle [21-22] und ist in der apikalen Zellmemb-
ran zahlreicher Na'- absorbierender Epithelien lokalisiert. In der Niere, dem Darm sowie in
Schweil3- und Speicheldriisen trdgt der ENaC wesentlich zur Natriumhomdostase bei. In den
Alveolen der Lunge ist er fiir die Regulation der Fliissigkeitsclearance und der Mukus-
Viskositdt mitverantwortlich. Des Weiteren hat der ENaC Einfluss auf die Zusammensetzung
des Kammerwassers im Auge und der Endolymphe im Hdororgan. Der epitheliale Natriumka-
nal wurde auBerdem in den Geschmacksknospen der Zunge und in Keratinozyten bzw. Haar-

follikelepithelien nachgewiesen [23-26].



In der molekularen Struktur (Abb.1) ist der ENaC ein hetero-multimeres Protein, das sich aus
drei homologen Untereinheiten (UE) o, p und y zusammensetzt [27-28]. Die Stochiometrie
des ENaC- Komplexes ist nicht eindeutig geklirt. In wissenschaftlichen Studien wurde bisher
von einem Heterotetramer a2y oder von der a3p3y3-Struktur ausgegangen [29-32]. Auch
eine Organisation des epithelialen Natriumkanals als Heterotrimer aus je einer a-, - und v-
UE bzw. als Heteromer mit einer 2:1:1- oder 2:2:2-Stéchiometrie ist moglich [33-35]. Eine
weitere 0-UE wurde vor einigen Jahren u. a. im neuronalen Gewebe des Menschen identifi-
ziert. Sie weist eine groBe Ahnlichkeit zur a-UE auf [36].

Die ENaC-UE o, B und y bestehen aus 698, 638 und 650 Aminosduren mit einer Sequenzho-
mologie von etwa 30 %. Das Molekulargewicht der Untereinheiten betrdgt im glykosylierten
Zustand ca. 85-95 kDa [25, 27]. Jede der drei UE besitzt einen zytoplasmatischen N- und C-
Terminus, zwei kurze hydrophobe Transmembrandoménen und eine extrazelluldre Schleife
von ca. 50 kDa [33]. Der intrazelluldire N-Terminus hat u. a. eine entscheidende Rolle im
Schaltverhalten des ENaC (Abb. 1). Weiterhin ist er am Transport der UE zur Plasmamemb-
ran beteiligt [37-38]. Im C-Terminus aller drei UE ist eine konservierte Prolinreiche Sequenz
(PY-Motiv: PPPXY) zu finden. Sie reguliert iiber Wechselwirkungen mit dem Protein Nedd4-
2 die Ubiquitinylierung und Endozytose des ENaC-Proteins [33, 39-41].

Die Transmembrandoméinen haben Einfluss auf die Ionenselektivitit des Kanals und dienen
als Bindestelle fir den ENaC-Blocker Amilorid. Der Selektivitétsfilter wird durch Car-
bonylgruppen gebildet und gewihrleistet die hohe Natrium (Na®)-Leitfahigkeit [42].

In Studien wurde gezeigt, dass die Leitfahigkeit des ENaC fiir Na” im Vergleich zu K" um das
1000fache hoher ist [42].

Abb. 1: Schematische Darstellung des ENaC (modifiziert nach Warnock [35])



Aufgrund der hohen Affinitit des ENaC gegeniiber Amilorid sind submikromolare Mengen
ausreichend, um den elektrogenen Natriumtransport via ENaC zu blockieren [23]. Amilorid
ist ein kaliumsparendes Diuretikum, das im klinischen Alltag zur Therapie der arteriellen Hy-
pertonie und Hypokalidmie eingesetzt wird. In der Regel erfolgt die Gabe in Kombination mit
anderen Diuretika (z. B. Thiazide). Die Wirkung des Amilorid zeigt sich dabei in einer Hem-
mung der Natrium-Wiederaufnahme, die einen gesteigerten Natrium- und Wasserverlust und
eine voriibergehende Senkung des arteriellen Blutdrucks zur Folge hat [43].

Der epitheliale Natriumkanal vermittelt die Natrium-Reabsorption in den Hauptzellen der
Sammelrohre der Niere. Per Diffusion entlang ihres elektrochemischen Gradienten gelangen
Na'-Ionen iiber die apikale Membran durch den ENaC ins Zellinnere. Dort angekommen wird
Na" durch die basolateral gelegene Na'/K -ATPase wieder nach extrazellulir ausgeschleust.
Pro Hydrolyse eines ATP-Molekiils werden 3 Na'-Ionen im Austausch fiir 2 K'-Ionen trans-
portiert. Das dadurch entstehende Na'-Konzentrationsgefélle gewihrleistet einen permanen-
ten Na'-Einstrom via ENaC an der apikalen Zellseite. Der depolarisierende Na'-Einstrom
begiinstigt die K'-Sekretion (z. B. Renal Outer Medullary Potassium Channel, ROMK) und

verhindert einen Uberschuss der K*-Konzentration im Intrazellularraum [25].
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Abb. 2: Elektrolyt-Transport in Hauptzellen des Sammelrohres der Niere (modifiziert nach
Hartels[44])



Durch das Nebennierenrindenhormon Aldosteron wird dieser Prozess des Elektrolythaushal-
tes und damit die Na'- und K'-Homgostase reguliert. Durch die Bindung an intrazelluldre
Mineralocortikoid-Rezeptoren induziert Aldosteron die Genexpression der Proteine, die am
elektrogenen Transport von Na* beteiligt sind. Dazu gehoren der ENaC, die Na"/K*-ATPase
und der K*-Kanal (ROMK). Eine gesteigerte Aldosteron-Ausschiittung bewirkt durch die
Na'-Reabsorbtion bei gleichzeitiger K'-und H*-Sekretion eine Blutvolumenzunahme und
resultierend einen Blutdruckanstieg [41-42] (Abb. 2).

Eine weitere Aufgabe des ENaC ist die Mechanotransduktion. Darunter versteht man die
Wandlung mechanischer Signale oder Reize in physiologische Antworten. So gibt es ver-
schiedene ENaC-Proteine, die an der Signalgebung u. a. in Haarfollikeln, Osteoklasten, Kera-
tinozyten oder glatten GefaBmuskelzellen beteiligt sind [45].

In den GefdBmuskelzellen wurden nur B-und y-UE nachgewiesen [46-47]. In Interaktion mit
extra- und intrazelluldren Proteinen lagem sich diese UE zu einem Na'-leitenden Kanal zu-
sammen. Als Mechanosensor konnte dieser funktionelle ENaC fiir die Ausldsung der myoge-
nen Antwort mitverantwortlich sein. Infolge einer druckinduzierten Geféd3dehnung durch An-
stieg des Perfusionsdruckes kommt es zu einer Depolarisation mit Aktivierung
spannungsabhingiger Calcium (Ca?")-Kanile [43,45]. Daraus resultiert eine Erhohung der
intrazelluliren Ca?"-Konzentration mit nachgeschalteter Kontraktion der glatten GefiBmus-
kelzellen u. a. in Widerstandsgefden (z. B. in Niere, Mesenterium). Der lokale Blutfluss wird
trotz Anderung des Perfusionsdrucks konstant gehalten. Dieser Autoregulationmechanismus
ist ein Schutz der Mikrozirkulation vor Druck-induzierten Schiden. Da es sich um eine intrin-
sische Funktion der glatten GefaBmuskelzellen handelt, ist sie an isolierten Abschnitten (z. B.
Interlobararterien der Niere) nachweisbar [48-49]. In Experimenten an isolierten Interlobarar-
terien von Miusen konnte der Einfluss des ENaC auf die myogene Antwort indirekt bestimmt
werden. Es zeigte sich eine abgeschwichte, Druck-induzierte Vasokonstriktion bei Inhibition
der ENaC-Protein-Expression. Die Agonist-induzierte Vasokonstriktion wurde nicht beein-
flusst [47]. Weiterhin war es moglich, durch selektive Blockade des ENaC mittels Amilorid
die myogene Antwort aufzuheben, ohne die Agonist-induzierte Kontraktion zu manipulieren
[46]. Differenzierte Ergebnisse ergaben sich in anderen Studien. Wahrend am Modell hydro-
nephrotischer Nieren der Einfluss des ENaC durch fehlende Amiloridwirkung nicht deutlich
wurde, zeigte sich unter Anwendung der Blut-perfundierten juxtamedulliren Nephron-
Technik eine signifikante Abschwéchung der myogenen Antwort nach Zugabe von Amilorid
in den afferenten Arteriolen von Ratten [50-51]. Uber Salzdiit-Modelle wurde ebenfalls die

Bedeutung der ENaC in Mesenterialarterien {iberpriift [52]. So zeigte sich, dass unter ver-



starkter Kochsalzzufuhr eine ENaC-Translokation von intrazelluldr nach transmembranal in-
duziert und die Sensibilitét der Druck-induzierten Vasokonstriktion gesteigert wird [52].

Im GefédBendothel wird das vollstaindige Kanalprotein mit a-, B- und y-UE exprimiert. Anhand
von in vitro Untersuchungen an Endothelzellen wurde dabei der Einfluss des ENaC fiir die
Regulation des Gefédltonus beobachtet. Unter bestimmten Gegebenheiten, z. B. hoher Salz-
konsum oder hoher Plasma-Aldosteronspiegel, wird dem ENaC eine Bedeutung fiir den An-
stieg der GefdBBspannung sowie fiir die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion beige-
messen [53-56]. Inwieweit alle diese vaskuldren Mechanismen an der Entwicklung der
arteriellen Hypertonie beteiligt sind, ist nicht einfach zu bewerten. Moglicherweise spielt die
Aktivierung des vaskuldren ENaC durch Erhohung der GefafB3steifigkeit und des peripheren

GefalBwiderstandes bei der Entstehung der arteriellen Hypertonie eine entscheidende Rolle.

1.3 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist ein Schliisselsystem zur Regulation
des Blutdrucks und steuert den Wasser-und Elektrolythaushalt im Organismus. Das proteoly-
tische Enzym Renin wird in den juxtaglomeruldren Zellen der Niere freigesetzt [57]. Ausloser
sind Hypotonie, Hyponatridmie, Hypovoldmie und adrenerge Reize. Renin wandelt das in der
Leber synthetisierte Angiotensinogen in das Dekapeptid Angiotensin I um. In Gegenwart ei-
nes Konversionsenzyms (ACE; angiotensin converting enzyme), das iiberwiegend im Gefé-
Bendothel der Lungenstrombahn vorkommt, wird Angiotensin I in das Oktapeptid Angioten-
sin II (ANG II) umgewandelt [57]. Die Wirkung des Angiotensin II wird durch zwei
unterschiedliche Subtypen des Angiotensin-II-Rezeptors vermittelt [43]. Die Aktivierung des
ATi-Rezeptors (Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1) fiihrt zum Anstieg des peripheren Ge-
faBwiderstandes und zur vermehrten Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde.
Eine gesteigerte Natrium- und Wasserretention fiihrt u. a. zum Anstieg des intravasalen Vo-
lumens [58]. AuBBerdem erfolgt {iber die Stimulation des ATi-Rezeptors die Aktivierung des
sympathischen Nervensystems [43]. Des Weiteren vermittelt Angiotensin II seine Wirkungen
iiber den AT»>-Rezeptor (Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 2). Bekannt ist, dass {iber eine AT»-
Rezeptor-gekoppelte Steigerung der Stickstoffmonoxid-Synthese in den vaskuldren Endothel-
zellen eine Vasodilatation beobachtet werden konnte [59]. Auch wissen wir, dass durch die
Stimulation der Stickstoffmonoxid-cGMP-Kaskade in der Niere die Reninfreisetzung ge-
hemmt und die Natriumausscheidung gesteigert wird [60]. Uber einen Riickkopplungsmecha-

nismus fiihrt eine reduzierte Reninproduktion auch zu einer verminderten Bildung von Angio-



tensin II, was wiederum eine Hochregulation des AT»>-Rezeptors zur Folge hat [60](Abb. 3).
In Bezug auf das Zellwachstum zeigten sich anhand verschiedener Studien eher gegensitzli-

che Wirkungen zwischen AT;-und AT>-Rezeptor [60].

RAAS

Angiotensinogen
Renin

Angiotensin [
ACE |

Angiotensin I

7N

AT1 AT 2

Vasokonstriktion Vasodilatation
Aldosteronfreisetzung Natriumausscheidung
Natriumriickresorption

Zellwachstum

Sympathikusaktivierung

Abb. 3: Schema Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

ATi-Rezeptoren konnten anhand immunhistochemischer Untersuchungen an einem hyperten-
siven Ren-2-transgenen Rattenmodell an glatten GefdaBmuskelzellen intrarenaler Blutgefdf3e
lokalisiert werden [61]. Durch Experimente an Cyplalren-2-transgenen Ratten ist bekannt,
dass eine ATi-Rezeptorblockade zu einer Senkung des arteriellen Blutdruckes fiihrt [62-64].
Anhand weiterer Studien, sowohl an Sprague-Dawley (SD)-Ratten, als auch an Sammel-
rohrepithelien der Niere von Kaninchen und Maus konnte eine ATi-Rezeptor vermittelte Sti-
mulation der ENaC-Expression und Aktivitit nachgewiesen werden [65-67]. Dabei wurde
unter anderem beobachtet, dass die Wirkung von Angiotensin II auf luminale AT;-Rezeptoren
die Aktivitit des ENaC um ein Fiinffaches erhoht [63]. Infolgedessen ist es durchaus denkbar,
dass der ENaC in Verbindung mit dem RAAS eine wichtige Bedeutung fiir das Krankheits-

bild der arteriellen Hypertonie einnimmt.



1.4 Tiermodell der transgenen TGR(Cyplalren-2)-Ratte

Aufgrund seiner detaillierten physiologischen Charakterisierung ist das Tiermodell der Ratte
fiir die Pathogenese der arteriellen Hypertonie sehr gut geeignet. Es gewihrleistet genaue
Einblicke in Organ- und Gewebestrukturen und ermdglicht eine Vielzahl physiologischer Ex-
perimente. Fiir Untersuchungen zur Bedeutung des ENaC fiir die arterielle Hypertonie wurde
das transgene Rattenmodell TGR(Cyplalren-2) ausgewéhlt. Cyplalren-2-Ratten tragen das
Maus ren-2 Gen als Transgen auf ihrem Y-Chromosom. Die Expression dieses Transgens
steht unter transkriptioneller Kontrolle des Promoters des Cytochrom P450 Cyplal [64, 68].
Durch die Gabe des natiirlichen Xenobiotikums Indol-3-Carbinol (I3C) kann der Promotor
aktiviert und die Expression des unter seiner Kontrolle stehenden Renintransgens gesteuert
werden [68-69]. Aus vorangegangenen Untersuchungen ist bekannt, dass I3C dabei einen
Arylkohlenwasserstoff-Rezeptor aktiviert, der einem Helix-loop-helix Transkriptionsfaktor
entspricht, und dieser durch die Bindung an den Promoter zur Induktion fiihrt [70] .

Nach Aktivierung des Cyplal-Promotors wird das Ren2 - Transgen liberwiegend in der Leber
exprimiert [63, 71]. Konsekutiv kommt es zu einem Anstieg der Plasmakonzentrationen von
Prorenin, Renin, Aldosteron und renalem Angiotensin II und des arteriellen Druckes [72].
Aufgrund der Induzierbarkeit des Transgens konnen bei dem Cyplalren-2-Rattenmodell die
Renin-Genexpression und die Aktivitit des RAAS durch I3C-Didt experimentell reguliert
werden [64, 68, 70-71].

1.5 Zielstellung

Die Zielstellung der vorliegenden Dissertation war die Untersuchung, ob es in einer relativ
friihen Phase nach Induktion einer RAAS-abhidngigen Hypertonie zu einer Dysfunktion
mesenterialer und renaler Widerstandsgefa3e kommt und ob die Behandlung mit dem ENaC-
Blocker Amilorid diese vaskuldre Dysfunktion giinstig beeinflusst.

Als Modellorganismus wurden Cyplalren-2-transgene Ratten genutzt. Es wurden isolierte
proximale Widerstandsarterienabschnitte der Niere und des Mesenteriums in vitro hinsichtlich
thres Ruhedehnungsverhaltens analysiert. Ferner wurde das Antwortverhalten der Geféalle auf
eine Agonist-induzierte Vasokonstriktion gemessen. Anhand von in vivo-Experimenten wur-
den die Verdnderungen des renalen GefiaBwiderstandes nach Transgeninduktion sowie der
Effekt der Amiloridbehandlung auf den renalen GefaBBwiderstand untersucht. Es wurden wei-
terhin die Verdnderungen der Agonist-induzierten Vasokonstriktion und der Endothel-

abhingigen Vasodilatation des renalen Gefédlbettes bei Cyplalren-2-transgenen Ratten mit
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durch Transgeninduktion erzeugter arterieller Hypertonie untersucht und aullerdem getestet,

welche Effekte eine Behandlung mit Amilorid auf die renale GefédBfunktion hat.

Es wurden folgende Hypothesen getestet:

e Eine Amilorid-Behandlung senkt effektiv den Blutdruck der Cyplalren-2-transgenen

Ratten nach Transgeninduktion.
e Die Transgeninduktion ist mit einer Reduktion der Compliance proximaler Wider-
standsgefdBBe, einer endothelialen Dysfunktion sowie einer verstirkten Agonist-

induzierten Vasokonstriktion verbunden.

e Eine Amilorid-Behandlung fiihrt zu einer Erhohung der Compliance proximaler Wider-

standsgefdBe bei Cyplalren-2-transgenen Ratten mit induziertem Transgen.

¢ Eine Amilorid-Behandlung verbessert die Endothelfunktion des renalen Gefaf3bettes.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden méannliche, transgene Cyplalren-2-Ratten im Alter von vier Mona-
ten untersucht. Die Experimente wurden in Ubereinstimmungen mit den Regelungen des
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und von der zustdndigen Landesbehorde genehmigt.

Die Ratten wurden im Institut der Physiologie der Universitidtsmedizin Greifswald geziichtet.
Die Tiere wuchsen unter standardisierten Bedingungen in Kunststoftkidfigen auf Weichholz-
streu heran. Die Tierhaltung erfolgte bei einem konstanten Tag-Nacht-Rhythmus mit einem
12 h/12 h Hell-Dunkel-Zyklus. Die Temperatur lag bei 22 °C, die Luftfeuchtigkeit betrug
60 %. Die Ratten hatten ungehindert Zugang zum Standardfutter (Ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Deutschland) und Leitungswasser ad libitum. In der 12. Lebenswoche wurde den
transgenen Versuchstieren zur Messung des arteriellen Druckes und der Herzfrequenz ein
Telemetriesender implantiert. Nach 14 Tagen der Erholung wurden die Tiere randomisiert
und in drei Gruppen eingeteilt und die Versuche begonnen (Abb. 4). Zwei Gruppen bekamen
zur Transgeninduktion Spezialfutter mit 0,075 % Indol-3-Carbinol (I3C) verabreicht. Die
Kontrollgruppe erhielt das gleiche Futter ohne Zusatz von 13C. Mit Beginn der 16. Lebens-
woche wurden die Versuchstiere bei tiglicher Bilanzierung von Blutdruck, Herzfrequenz und
Lokomotoraktivitdt in Stoffwechselkéfigen gehalten. Leitungswasser wurde durch destilliertes
Wasser ersetzt. Ein Teil der mit 0,075 % I3C gefiitterten Tiere erhielt ab Versuchstag 14 ein
Futter, dem Amilorid in einer Menge zugesetzt wurde, die bei vollstindiger Futteraufnahme

eine Tagesdosierung von 10 mg/[kg*d] Amilorid gewidhrleistete (Abb. 4).

Spezialdiat Kontrollfutter oder
Kontrollfutter oder Futter mit 13C oder
Futter mit 0.075% I3C SWK Futter mit 13C + Amilorid

| |

1 13 14 21
Bilanzierung Ende

Abb. 4: Ablauf des Tierversuches
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2.2 Telemetrie

Uber eine telemetrische Aufzeichnung wurden fortlaufend der Blutdruck (systo-
lisch/diastolisch), der mittlere arterielle Druck (MAP) sowie die Herzfrequenz (in bpm) und
die Lokomotoraktivitit registriert und mit Hilfe einer entsprechenden Software Dataquest
LabPRO (Version 3.11, DSI, Minnesota, USA) fiir die Experimente nutzbar verarbeitet [73].
Der gemessene arterielle Mitteldruck war als Bezugsgrof3e fiir die optimale Vordehnung der
Gefidlle wahrend der myografischen Untersuchungen notwendig.

Fiir die Implantation des Telemetriesenders wurden die Versuchstiere zunichst mit Ketamin
und Xylazin (90 mg/kg bzw. 10 mg/kg) narkotisiert und anschlieBend in Riickenlage die
Bauchhohle der Tiere eroffnet. Nach Darstellung der Aorta abdominalis wurde diese vorsich-
tig punktiert. Im Anschluss erfolgte die Positionierung eines Blutdruckmesskatheters im Ge-
faBlumen. Danach wurde der Katheter inklusive dem Telemetriesender (Modell PhysioTel
PA-C40, Data Sciences International, Minnesota, USA) im Bauchraum fixiert und die
Bauchwand iiber eine Naht verschlossen. Bis zum vollstindigen Erwachen aus der Narkose

verblieben die Tiere unter Beobachtung im Labor.

2.3 Organentnahme

Die Organentnahme und die Bergung der Telemetriesender erfolgten in tiefer Etheranisthesie
nach Rasur und Desinfektion der Brust und des Bauches. Die Ratten wurden in Riickenlage
auf dem Operationstisch fixiert. Nach einem medianen Hautschnitt folgte das stumpfe Ab-
trennen der Bauchhaut von der Faszie. Die Bauchhdhle wurde entlang der Linea alba eréffnet
und der Telemetriesender geborgen. AnschlieBend wurden Jejunum mit dem zugehdrigen
Mesenterium und beide Nieren entnommen und sofort in gekiihlte Krebs-Ringer-Bikarbonat-

Losung (KRB) gelegt.

2.4 Gefiflpriaparation

Bei den Cyplalren-2-transgenen Ratten wurden Interlobararterien der Nieren (dritte Auf-
zweigungsgeneration der Nierenarterie) sowie Mesenterialarterien der dritten Aufzweigungs-
generation mit einem GefdBdurchmesser von 120-200 um untersucht.

Zur Darstellung der Nierenarterien wurde die Niere aus der Kapsel herausgelost und ldngs
geteilt. In einem weiteren Schritt wurde eine Hélfte in eine mit KRB-Pufferlosung gefiillte

und mit Silikongel beschichtete Petrischale gelegt.
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Mit Hilfe kleiner Kaniilen konnte der Nierenabschnitt im Silikonbett platziert und fixiert wer-
den. AnschlieBend wurden die Interlobararterien mit einer Lédnge von 3-4 mm unter Verwen-
dung eines Stereomikroskops vom Nierenparenchym vorsichtig abgegrenzt und mobilisiert.
Dabei durften die GefaBwénde nicht beriihrt werden. Um das Gefal3 auf einen 40 um dicken
Draht aufspannen zu kénnen, wurde mit einer kleinen Schere die Gefalwand am proximalen
Ende eingeschnitten. Der Draht wurde dann unter mikroskopischer Kontrolle langsam nach
distal durch den GefdBabschnitt vorgeschoben. Das Endothel durfte nicht beriihrt bzw. ver-
letzt werden. Im Anschluss wurde das distale Ende des Segments zusammen mit dem Draht
senkrecht zum Arterienverlauf durchtrennt. Dann wurde der Draht erneut von proximal etwa
2-3 mm vorgeschoben. Die Interlobararterie wurde nun am proximalen Ende vollstindig ab-
gesetzt und zusammen mit dem Draht aus dem Organ entnommen. Bis zum Einsetzen im
Myographen wurde das Gefa3segment in gekiihlter KRB-Pufferlosung aufbewahrt.

Fiir die vergleichende Untersuchung mit Mesenterialarterien wurden diese in nahezu analoger
Weise zu den Nierenarterien prépariert. Ein Abschnitt des Mesenteriums wurde in eine Pet-
rischale mit KRB-Pufferlosung gelegt und mit kleinen Kaniilen am Silikongel der Schale auf-
gespannt. Ebenfalls unter Nutzung eines Stereomikroskops wurden die Mesenterialgefdlle
vom umliegenden Fett- und Bindegewebe vorsichtig mit Schere und Pinzette freiprapariert.
Anschlielend wurde die Gefiallwand einer Mesenterialarterie distal er6ffnet, um auch einen
40 um dicken Edelstahldraht ins Geféd3lumen schieben zu kdnnen. Der Draht wurde dann be-
hutsam nach proximal vorgeschoben, ohne das Endothel zu beschddigen. Das Arterienseg-
ment und der Draht wurden am proximalen Ende senkrecht zum Verlauf durchgeschnitten.
Nach weiterem Vorschub von circa 2-3 mm wurden der Draht und das Gefdll am distalen Ein-
trittspunkt abgeschnitten, so dass nun ein Mesenterialarterien-Abschnitt am Draht aufgehingt
war. Auch dieses Segment wurde bis zur myographischen Verwendung gekiihlt in KRB-
Pufferlosung gelagert. Pro Versuch wurden eine Interlobararterie der Niere sowie eine Arkar-

den-Arterie des Mesenteriums bendtigt.

2.5 Small-Vessel-Myographie

Die wissenschaftliche Untersuchungsmethode der Small-Vessel-Draht-Myographie wurde
erstmalig von Mulvany und Halpern im Jahre 1977 beschrieben [74]. Fortan war es mdoglich,
GefdBe hinsichtlich ihrer morphologischen, mechanischen und pharmakologischen Eigen-

schaften zu charakterisieren. Wesentlicher Vorteil der Kleingefd3-Myographie ist die nahezu
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atraumatische GefdBpraparation sowie die Datenerhebung unter festgelegten isometrischen

Bedingungen [75].

2.5.1 Der Myograph

Die Funktion von Interlobararterien und Mesenterialarterien bei Cyplalren-2-Ratten wurde
mit einem Small-Vessel-Drahtmyographen (Model410A, Danish Myo Technology A/S, Aar-
hus, Danemark) untersucht. Das Prinzip beruht darauf, dass mittels zweier 40 um starker
Edelstahldrdhte ein isolierter GefdBabschnitt aufgespannt wird. Einer der beiden Dréhte ist
tiber zwei Schrauben mit einem mechano-elektrischen Signalwandler verbunden. Der zweite
Draht wird ebenfalls durch zwei Schrauben an einer Mikrometerschraube fixiert. Mit Hilfe
des mechano-elektrischen Wandlers kann die Kraftinderung des Gefdlsegments aufgezeigt
werden. Die Wandspannung (in mN/mm) wird als Quotient aus der registrierten Kraftinde-
rung und der zweifachen Segmentlédnge errechnet [74]. Mit dem Drahtmyographen konnten
anhand identischer Messeinheiten simultan zwei GefaBBabschnitte untersucht werden.

Alle Messdaten wurden iibertragen und digital in Abhingigkeit von der Zeit gespeichert.
Sowohl die Datenerfassung, als auch die Datengewinnung wurden mit dem Programm Myo-
daq Version 2.01 (Universitit Maastricht, Maastricht, Niederlande), das auf LabView™ (Na-
tional Instruments, Austin Texas, USA) aufbaut, realisiert.

Zu Beginn des Experiments wurde das Organbad mit 10 ml gepufferter KRB-Lésung (pH =
7,43) gefiillt. Bei einer konstanten Temperatur von 37 °C wurde die Badlosung wéhrend der
gesamten Untersuchung mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid) begast. Durch

einen Absaugmechanismus konnte die Badfliissigkeit gewechselt (ausgetauscht) werden.

2.5.2 Vorarbeit zur Myographie

Vor der Untersuchung der Arterienabschnitte wurde der Myograph auf eine Temperatur von
37 °C vorgeheizt. AuBerdem wurden die Kraftmesser mit einer speziellen Kalibrierungswaage
auf 9,81 mN/g geeicht.

Die préparierten, am Draht aufgespannten GefaBBsegmente wurden mit einer Dumont-Pinzette
ins Organbad gelegt. Im Anschluss wurde unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops der
Draht an der Tragerbacke fixiert, die mit dem Signalwandler gekoppelt war. In einem weite-
ren Schritt wurde ein zweiter Edelstahldraht gleichen Durchmessers (40 um) vorsichtig in das

Lumen der Arterie geschoben und an der zweiten Tragerbacke befestigt, die wiederum mit der
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Mikrometerschraube in Verbindung stand. Dabei galt es darauf zu achten, dass die beiden
Drihte straff in einer Ebene zueinander liefen und ordnungsgemaif fixiert wurden (Abb. 5).
Danach wurden die Triger langsam auseinander geschoben, bis die Arteriensegmente span-
nungsfrei auf den Drédhten lagen und sich die Myographiedréihte gerade nicht mehr beriihrten.
AbschlieBend wurde mit Hilfe einer genormten Okularstrichplatte, die im Stereomikroskop
integriert ist, die Lange des Gefalsegments bestimmt.

Nach Beenden einer Aquilibrierungszeit von 15 Minuten konnte mit der Normalisierung des

inneren GefaBumfangs begonnen werden.

Tragerbacken

Gefisegment

Draht

Abb. 5: Schema der GefaBauthingung (modifiziert nach Wang [76])

2.5.3 Normalisierung und Ruhedehnungskurve

Die Reaktivitdt von GefdBlen gegeniiber Agonisten ist abhéngig von der Vorspannung der
Gefdlle. Daher war es notwendig fiir vergleichende Untersuchungen an Nieren- und Mesente-
rialarterien einen definierten inneren GefaBumfang (IC) festzulegen.

Anhand vorheriger Untersuchungen ist bekannt, dass eine maximale Kraftentwicklung auf
einen Stimulus erzeugt wird, wenn die Gefdlle unter einer Wandspannung stehen, die 90 %
der Wandspannung entspricht, die bei einem transmuralen Druck herrscht, der dem mittleren
arteriellen Druck entspricht [74].

Dazu wurden im Rahmen der Normalisierung die Trégerbacken schrittweise in 20 um Ab-
stinden voneinander entfernt. Es erhohte sich die Wandspannung der Gefal3e.

In einem zweiten Schritt wurde der innere GefdBumfang automatisch anhand der Drahtstérke

und der Distanz der beiden Triagerbacken zueinander ermittelt.
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Fiir die Berechnung des effektiven GefaBinnendrucks P; fand die Beziehung nach Laplace

Anwendung [74].

P = 2w ox Wandsparntung
innerer e falkum fang

Im Programm Myodaq Version 2.01 wurde im Normalisierungsmodus aus den Datenpaaren
von Wandspannung und innerem GefaBBumfang der effektiv wirkende GefdBinnendruck (in
mmHg) rechnergestiitzt ermittelt. Bei Erreichen oder Uberschreiten eines transmuralen Dru-
ckes von 100 mmHg bzw. einem Druck, der dem mittleren arteriellen Druck (MAP) der Tiere

innerhalb der letzten 24 Stunden vor Experimentbeginn entsprach, wurde die Gefia3dehnung

beendet (Abb. 6).

2.5 4
2.0 4
% 1.5 4
S 1 .ﬂ d
en
g
= 05
; _
[z}
2
§ 0,0 4
0.5 . : ; .
& 10 15 20
Zeit in min

Abb. 6: Normalisierungsverfahren (Mesenterialgefdl 20 um Dehnungsschritte, bis 140 pm)

Fiir die vergleichenden Experimente von Nieren- und Mesenterialarterien wurde anschlieBend
der innerer GefdBumfang mit dem groBten Kraftpotential (0,9*ICwmar) als Bezugswert errech-

net und mittels der Mikrometerschraube voreingestellt.

2.5.4 Vitalititspriifung der Gefilie

Damit die Untersuchungen zu den Gefdlleigenschaften valide Aussagen zulassen, war es not-
wendig vor und nach jedem Versuchsablauf die Vitalitdt der Geféf3e zu kontrollieren.
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Nach Einstellung des inneren GefdBumfangs auf 0,9*IC100mmug bzw. 0,9*ICwmap fiir beide Ar-
teriensegmente und einer anschlieBenden Wartezeit von 10 Minuten wurde die Badlosung
ausgetauscht. Die KRB-Losung wurde durch eine kaliumreiche KRB-Losung (Kaliumchlo-
ridkonzentration= 125 mmol/l) ersetzt. Dabei handelt es sich um einen Rezeptor-
unabhingigen Stimulus, der eine Depolarisation bei intakten Gefdflen induziert. Die glatten
GefdBmuskelzellen kontrahierten. Beim Fehlen einer Kontraktionsantwort auf Kalium wurde
das entsprechende Arteriensegment gegen neues Material gewechselt. AnschlieBend wurde in
einem dreimaligen Waschvorgang die kaliumreiche Losung gegen frische KRB-Losung aus-
getauscht und mit dem Experiment begonnen. Zum Abschluss einer Versuchsreihe erfolgte
eine erneute Vitalititspriifung mittels kaliumreicher KRB-Lsung. Dariiberhinaus bildete die
Kalium-induzierte Vasokonstriktion den Bezugspunkt fiir die Vergleichbarkeit der Geféalle bei

der anschlieBenden Agonist-induzierten Vasokonstriktion mit Phenylephrin.

2.5.5 Agonist-induzierte Vasokonstriktion

Zur Beurteilung der aktiven Spannungsentwicklung der Arteriensegmente wurden kumulative
Konzentrations-Wirkungskurven mit dem selektiven ai-Adrenorezeptor-Agonisten Phe-
nylephrin erhoben. Mit einem Volumen von 10 ul wurde Phenylephrin halblogarithmisch in
ansteigenden Konzentrationen von 1078 bis 10~ mol/l und im Intervall von zwei Minuten zum
Versuchsaufbau pipettiert (Abb. 7). Dabei beziehen sich die Konzentrationsangaben auf die
Organbadlosung. Sobald das Spannungsplateau der einzelnen Agonistkonzentration erreicht

war, wurde mit der ndchsthdheren Konzentrationsstufe begonnen.

Phenylephrin l ..fr
)

v T ] g v T T % T T T T T
700 11900 11900 12000 12100 LE200 §:23:00 1:24:00 125100 12600 1:2T:00 52500 1:29:00 13000 153800 1:32:00 1300

Abb. 7: Kumulative Konzentrationswirkungskurve fiir Phenylephrin.
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2.6 Protokoll der Myographie-Experimente
Experiment 1:

- Ruhedehnungskurve bei Vordehnung bis zu einer Wandspannung, die einem transmuralen

Druck von 100 mmHg entsprach(IC00)

Experiment 2:

- Ruhedehnungskurve bei Vordehnung bis zu einer Wandspannung entsprechend des mittle-
ren arteriellen Druckes (ICwmap)
- Einstellung 0,9*ICmap

- Depolarisation mit kaliumreicher Badlosung

Experiment 3:

- kumulative Konzentrations-Wirkungskurve mit Phenylephrin

2.7 Intrarenale Substanzapplikationen und Messung des realen GefiBwiderstandes

Neben den myographischen Untersuchungen an Gefillen Cyplalren-2-transgener Ratten
wurden Untersuchungen des renalen GefdaBwiderstandes (RVR) und der Reaktionen des Ge-
faBwiderstandes auf intrarenal applizierte vasoaktive Substanzen in den drei Behandlungs-
gruppen durchgefiihrt. Die Experimente wurden wie bei der Myographie an vier Monate alten
Tieren durchgefiihrt. Dazu erfolgte neben einer Gruppeneinteilung (Kontrolle; 13C; I13C +
Amilorid) die Behandlung mit I3C fiir drei Wochen entsprechend der Randomisierung. In der
letzten Woche des Versuchsprotokolls wurde der 13C plus Amilorid-behandelten Gruppe téag-
lich Amilorid zugesetzt, so dass bei vollstindiger Futteraufnahme eine Dosierung von
10 mg/kg/Tag resultierte. Nach Abschluss der 3 Wochen wurden die Ratten mit Pentobarbital
(50 mg/kg intraperitoneal) anisthesiert und auf eine vorgeheizte Warmematte in Riickenlage
fixiert. Nach Tracheotomie und Einsetzen einer Trachealkaniile wurden die Tiere kiinstlich
beatmet. Die rechte Arteria carotis wurde katheterisiert und zur kontinuierlichen Aufnahme
von Blutdruck und Herzfrequenz an einen Druckwandler angeschlossen. Das Drucksignal
wurde mit Hilfe eines Briickenverstéirkers verstirkt. Mittels eines Tachometers wurde aus der

Druckpulskurve die Herzfrequenz ermittelt.
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Die rechte Vena jugularis wurde fiir die kontinuierliche intravendse Infusion von isotoner
Kochsalzlosung erginzt mit 2 % Rinderserumalbumin (1 ml/h/100 g Kdrpergewicht) vorbe-
reitet. Dann erfolgte die Praparation und Kaniilierung der rechten Vena femoralis fiir notwen-
dige Injektionen von Narkotika und Muskelrelaxanz (Pancuronium Bromid 1 mg/kg). Nach
Er6ffnung der Bauchhohle wurde die Blase katheterisiert. In einem weiteren Schritt wurde der
MeBkopf eines Ultraschall-Transitzeit-Flowmeters (Transonic Systems, Ithaca, New York,
USA) um die linke A. renalis platziert [77].

Uber die linke Arteria femoralis wurde die Spitze eines feinen Polyethylenkatheters (PE-10)
zur Applikation vasoaktiver Substanzen in die Abzweigung der linken A. renalis platziert.

Der Katheter wurde an einen Miniperfusor (Ismatec, Ziirich, Schweiz) zur Infusion von isoto-
ner NaCl-Losung (3 ul/min) angeschlossen. Nach einer Stabilisierungszeit von 45 Minuten
wurde mit den Messungen zum Verhalten des renalen Gefalwiderstandes auf Acetylcholin,
Phenylephrin und Angiotensin II begonnen.

Das Experiment wurde fiir jede Substanz in drei verschiedenen Dosierungen durchgefiihrt,
wobei zwischen jedem Schritt eine Pause von 3-5 Minuten zur Riickkehr auf das Ausgangsni-
veau einzuhalten war. Wesentlich war auch, dass die einzelnen Konzentrationen keine bzw.
nur minimale Effekte (£ 5 mmHg) auf den systemischen Blutdruck aufwiesen.

Dazu fand in Voruntersuchungen eine entsprechende Dosisfindung statt. Die Applikation der
Substanzen erfolgte in einer randomisierten Abfolge zur Minimierung zeitabhidngiger Einfliis-

se auf die Ergebnisse.
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2.8 Protokoll zur in vivo Untersuchung
Effekte auf die randomisierte Applikation von Acetycholin:

- Beginn der Aufzeichnung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP), des renalen
Blutflusses (RBF) sowie des renalen Gefialwiderstandes (RVR)

- Applikation von 17 ng/kg Acetylcholin fiir 2,5 Sekunden bzw. 35 ng/kg Acetylcholin
fiir 5,0 Sekunden bzw. 70 ng/kg Acetylcholin fiir 10 Sekunden

- Ende der Aufzeichnung

Effekte auf die randomisierte Infusion von Phenylephrin:

- Beginn der Aufzeichnung des MAP, RBF und RVR

- Applikation von 0,125 ng/kg Phenylephrin fiir 10 Sekunden bzw. 0,25 pg/kg
Phenylephrin fiir 10 Sekunden bzw. 0,5 pg/kg Phenylephrin fiir 10 Sekunden

- Ende der Aufzeichnung

Effekte auf die randomisierte arterielle Infusion von Angiotensin II:

- Beginn der Aufzeichnung des MAP, RBF und RVR

- Applikation von 0,5 ng/kg Angiotensin II fiir 10 Sekunden bzw. 1,0 ng/kg
Angiotensin II fiir 10 Sekunden bzw. 2,0 ng/kg Angiotensin II fiir 10 Sekunden

- Ende der Aufzeichnung
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2.9 Materialien und Geriite

Substanzen und Pufferlosungen

e Acetylcholin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

e Angiotensin II (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

e Antiseptik (Braunol® B.Braun AG, Melsungen, Deutschland)

¢ Bovines Serum Albumin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
e Carbogen (Linde AG, Miinchen, Deutschland)

e Diethylether (Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, Deutschland)

e Indol-3-carbinol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

e Ketamin, Velonarcon®, Arzneimittelwerk Dresden, Deutschland

e Xylazin, Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

e Natriumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

e Pancuronium Incresa 4 mg/ml (Incresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland)
e Pentobarbital-Natrium (Fagron GmbH & Co. KG, Barsbiittel, Deutschland)

e Phenylephrin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

e Standardaufzuchtfutter (Sniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland)

e Krebs-Ringer-Bikarbonat-Pufferlosung (Zusammensetzung)

Die Pufferlosungen wurden auf einen physiologischen pH-Wert von 7,44 + 0,2 eingestellt.

Natriumchlorid 118,5 mmol/l
Kaliumchlorid 4,7 mmol/l
Magnesiumsulfat 1,2 mmol/l
Natriumhydrogencarbonat 25,0 mmol/l
Kaliumdihydrogenphosphat 1,2 mmol/l
Kalziumchlorid 2,5 mmol/l
Glucose 5,6 mmol/l

e Kaliumreiche Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung (Zusammensetzung)

Natriumchlorid 0 mmol/l
Kaliumchlorid 125,0 mmol/l
Magnesiumsulfat 1,2 mmol/l
Natriumhydrogencarbonat 25,0 mmol/l
Kaliumdihydrogenphosphat 1,2 mmol/l
Kalziumchlorid 2,5 mmol/l
Glucose 5,6 mmol/l
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Verbrauchsmaterialen

¢ Eppendorf-Gefidlle (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

¢ Kaniilen (BD Microlance 3, BD, Drogheda, Irland)

e Katheter (Fine Bore Polythene Tubing, Smiths Medical International, Kent, UK)

e Mullkompressen (Lohmann & Rauscher, Neuwied, Deutschland)

o Pflaster (Leukosilk S, BSN medical GmbH, Hamburg, Deutschland)

¢ Pipettenspitzen (Sarstedt AG & Co, Niirnberg, Deutschland)

¢ Probeautbewahrungsbehiltnis (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

o Skalpellklinge (Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

e Spritzen (BD Discardet II,BD, Madrid, Spanien; Transcoject, Neumiinster, Deutsch-
land)

Gerdte und Software

e Briickenverstirker (DBA 660 S, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland)

e Drahtmyograph (Model 410A, Danish Myo technology A/S, Aarhus, Danemark)

e Druck- wandler (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland)

e Analysewaage (MC1 Laboratory LC 220 S, Sartorius Werke GmbH, Gottingen,
Deutschland)

e Himodynamik-Software: Top Universal Aquisition Program 07x4 (Michael Navaka-
tikyan, University of Auckland, Auckland, Neuseeland); Plattform (LabVIEW 5.0, Na-
tional Instruments, Austin, USA)

e Heizkissen (Fine Science Tools Inc. Vancouver, Kanada)

e Infusionspumpe (Model A-99, Bioblock Scientific, Illkirch-Cedex, Frankreich)

e Kleintierrespirator (Typ 7025 Rodent, Ugo Basile, Comerio-Varese, Italien)

e Microsoft® Excel (Version 14.0, Redmond, Washington, USA)

e Mikrochirurgisches Instrumentarium (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)

¢ Minikasettenpumpe (Ismatec sa MS Reglo, Ziirich, Schweiz)

e Multikanal-Recorder (PlugSys, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland)

e Myographie-Software: Myodaq version 2.01(Universitdt Maastricht, Maastricht, Nie-
derlande); Plattform LabView, National Instruments, Austin, USA)

e pH-Messgerit + Messelektrode (Mettler-Toledo GmbH, Gief3en, Deutschland)
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Stereomikroskop (Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland)
Sigma-Plot 9.0® (SPSS inc., Chicago, USA)
Sigma-Stat 3.0® (SPSS inc., Chicago, USA)

e Tachometer

e Telemetriesender (Model PhysioTel PA-C40, Data Sciences International, Minnesota,
USA)

e Telemetrie-Software: Dataquest LabPRO (version 3.11, Data Sciences International,
Minnesota, USA)

e Ultraschalltransitzeit-Durchflussmesser (Typ 1RB, Transonic Systems Inc., Ithaca,
USA)

¢ Vortex-Schiittler (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Kehlheim, Deutschland)

2.10 Statistische Auswertung

Die Wertepaare fiir die Ruhedehnungskurven bzw. die Konzentrations-Wirkungskurven im
Rahmen der Small-Vessel-Myographie wurden rechnergestiitzt iiber die Software Myodaq
(Version 2.02, Universitdt Maastricht, Maastricht, Niederlande) erfasst. Dabei wurde u. a.
folgende Funktionsgleichung zur Auswertung der Ruhedehnungskurven genutzt, um den
Durchmesser bei einem transmuralem Druck von 100 mmHg bzw. bei mittlerem arteriellen

Druck zu ermitteln und Aussagen zur GefaBwandsteifigkeit zu treffen [72].

T=T, x e[b(IC,-IC,)/IC,]

T = Wandspannung

To = Wandspannung bei einem transmuralen Druck von 100 mmHg oder MAP

b = MaB fiir die Wandsteifigkeit

ICx = Innerer GefdBumfang bei einer Wandspannung von X mN/mm

ICo = Innerer GefdBumfang bei einer Wandspannung die einem transmuralen Druck
von 100 mmHg bzw. dem MAP entspricht

e = Eulersche Zahl

Die Daten der in vivo Untersuchungen (u. a. MAP und renaler Blutfluss [RBF]) wurden mit

einem computergestiitztem, auf der Plattform LabView™ (National Instruments, Austin
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Texas, USA) basiertem Datenerfassungssystem (Top Universal Aquisition Program, Universi-
ty of Auckland, Auckland, Neuseeland) mit einer Abtastrate von 500 Hz erfasst und gespei-
chert [77]. Die Berechnung des renalen GefiBwiderstandes (RVR) erfolgte anhand des
Ohm’schen Gesetzes aus den fiir jede Herzaktion ermittelten Werten des mittleren arteriellen
Druckes und des renalen Blutflusses. Des Weiteren wurden fiir die Statistik die maximalen
relativen Anderungen des RVR in Bezug auf die jeweiligen Kontrollwerte des RVR mitei-
nander verglichen.

Die graphische Darstellung der Ruhedehnungskurven bzw. der Konzentrations-
Wirkungskurven sowie der Daten zum renalem GefaBwiderstand (RVR) wurden sowohl mit
der Software Sigma Plot 9.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA), als auch in Form von S&u-
lendiagrammen tiber die Software Microsoft Excel 2010® realisiert.

Fir einen Einzelgruppenvergleich wurden die gesammelten Daten iiber das Statistikpro-
gramm Sigma Stat 3.0 (SPSS Inc., Chigago, Illinois, USA) in einer Einweg-Varianzanalyse
bzw. einer Zweiweg-Varianzanalyse mit Messwertwiederholung und anschlieendem Stu-
dent-Newman-Keuls-Test nachgepriift. Ein Niveau von p < 0,05 wurde als statistisch signifi-
kant festgelegt. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an-

gegeben.

23



3. Ergebnisse

3.1 Blutdruck und Herzfrequenz

Der mittlere arterielle Druck (MAP) am Tag der Organentnahme war bei Transgen-
induzierten Ratten mit 153 = 6 mmHg signifikant hoher als bei den Kontroll- und Amilorid-
behandelten Tieren (117 £ 2 mmHg bzw. 126 + 6 mmHg) (Abb. 8). Entsprechende Unter-
schiede zeigten sich auch beim systolischen und diastolischen Blutdruck. (Abb. 8).

Die mit Amilorid-behandelten Tiere zeigten eine statistisch signifikant hohere Herzfrequenz
(411 £ 9 bpm) als die Kontroll- bzw. I13C-behandelten Ratten (384 + 8 bpm bzw. 382 +
7 bpm) (Abb. 9).

200 1
180 1
160 1
140 1
120 1

¥ Kontrollen

100 1 mI3C

B13C + Amilorid

Blutdruck in mmHg
5 8 &

[\
(=)

MAP BP syst. BP diast.

Abb. 8: Arterieller Druck der drei Versuchsgruppen
*p < 0,05 vs. Kontrollen und Amilorid-behandelte Tiere
(Kontrollen n = 8; I3C-behandelt n = §8; I3C + Amilorid-behandelt n = 10)
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Abb. 9: Herzfrequenz der drei Versuchsgruppen
*p < 0,05 vs. Kontrollen und I3C-behandelte Tiere
(Kontrollen n = 8; 13C-behandelt n = §; I3C + Amilorid-behandelt n = 10)

3.2 Ruhedehnungsverhalten und Lumendurchmesser renaler und mesenterialer Wi-

derstandsarterien

3.2.1 GefiBleigenschaften bei Vordehnung bis zu einer Wandspannung entsprechend

einem transmuralen Druck von 100 mmHg

Im Ruhedehnungsverhalten der Interlobararterien der Nieren bei Vordehnung bis zu einer
Wandspannung, die einem transmuralen Druck von 100 mmHg entsprach, ergab sich kein
statistisch signifikanter Gruppenunterschied in dem Verhiltnis zwischen GefiBumfang und
Wandspannung (in mN/mm) (Abb. 10). Analog konnte auch bei den mesenterialen Wider-
standsgefdBBen und einem Gefilldruck von 100 mmHg keine statistisch signifikante Abwei-

chung beobachtet werden (Abb. 11).

25



1.6 1
g 14 1
£
% 1.2 1
R=
50 1.0 1
=l
= ®  Kontrollen (n=8)
S 08 1 O I3C (n=8)
73 ¥ I3C+ Amilorid (n=10)
o
S 0.6 1
<
=
0.4 1
0.2 1
0.0 1 @
T L) L) T 1
100 200 300 400 500 600

Innerer GefaBumfang in pm

Abb. 10: Ruhedehnungskurven renaler Widerstandsarterien bei Dehnung bis zu einer
Wandspannung, die einem transmuralen Druck von 100 mmHg entsprach.
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Abb. 11: Ruhedehnungskurven mesenterialer Widerstandsarterien bei Dehnung bis zu einer
Wandspannung, die einem transmuralen Druck von 100 mmHg entsprach.
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Unter Verwendung der Ergebnisse zum Ruhedehnungsverhalten der Gefidl3e konnten rechner-
gestiitzt Aussagen zur Wandsteifigkeit (Parameter b) als Mall der Gefidlwandelastizitit ge-
wonnen werden.

Im Vergleich zwischen den Interlobargefilen der einzelnen Gruppen [Kontrollen (4,04 +
0,21); 13C (4,97 + 0,46); I3C + Amilorid (4,36 + 0,30)] ergab sich kein signifikanter Unter-
schied (Abb. 12).

Auch bei den Mesenterialgefillen zeigte sich eine dhnliche GefaBwandsteifigkeit fiir alle drei
Versuchsgruppen. Zwischen Kontrollratten (5,89 + 0,19), I3C-Ratten (5,77 + 0,58) und 13C+
Amilorid-behandelten Tieren (5,59 £+ 0,24) bestand ebenfalls kein statistisch signifikanter
Unterschied (Abb. 12).
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interlobar mesenterial

Abb. 12: Wandsteifigkeit b bei 100 mmHg
(Kontrollen n = §; I3C-behandelt n = 8; [3C + Amilorid-behandelt n = 10)

Analog zur Wandsteifigkeit war es rechnergestiitzt ebenfalls mdglich, Aussagen zum Ge-
faBdurchmesser zu treffen.

In beiden Widerstandsgefdflen ergaben sich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keine
statistisch signifikanten Unterschiede bzgl. des GefaBBlumendurchmessers (interlobar: Kon-
trollen 126 =3 um vs. I3C 120 & 7 pum vs. I13C + Amilorid 127 + 9 pm; mesenterial: Kontrol-
len 132 + 4 pm vs. I3C 121 £ 4 pm vs. I3C + Amilorid 131 £ 4 pum)(Abb. 13).
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Abb. 13: GefaBBdurchmesser bei 100 mmHg
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(Kontrollen n = §; I3C-behandelt n = 8; [3C + Amilorid-behandelt n = 10)

3.2.2 GefiBleigenschaften bei Vordehnung bis zu einer Wandspannung entsprechend des

mittleren arteriellen Druckes

Bei Vordehnung bis zu einer Wandspannung, die einem transmuralen Druck des jeweiligen

mittleren arteriellen Druckes entsprach, zeigten die Interlobararterien der drei Versuchsgrup-

pen in Bezug auf das Verhidltnis Wandspannung — innerer Gefalumfang ein nahezu analoges

Ruhedehnungsverhalten ohne signifikanten Unterschied (Abb. 14).

Das Dehnungsverhalten von Mesenterialgefifien bei einem MAP und bestehendem Gruppen-

design zeigte ebenfalls keinen statistisch signifikanten Unterschied (Abb. 15).
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Abb. 14: Ruhedehnungskurven renaler Widerstandsarterien bei Dehnung bis zu einer
Wandspannung, die einem transmuralen Druck des jeweiligen MAP entsprach.
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Abb. 15: Ruhedehnungskurven mesenterialer Widerstandsarterien bei Dehnung bis zu einer
Wandspannung, die einem transmuralen Druck des jeweiligen MAP entsprach.
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In Bezug auf die Wandsteifigkeit (Parameter b) zeigten sich fiir die Interlobargefdlle keine
statistisch signifikanten Differenzen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (Kontrollen
4,36 £ 0,33 vs. I3C 4,05 + 0,23 vs. I3C + Amilorid 4,35 + 0,26) (Abb. 16).

Analog dazu présentierten sich auch die MesenterialgefaBen der verschieden Gruppen sehr
homogen und ohne signifikanten Unterschied.

Bei den Kontrollen ergab sich eine Wandsteifigkeit von 5,46 + 0,27, fiir die 13C-Gefidlle ein
Wert von 5,79 + 0,19 und bei den Amilorid-behandelten I3C-Tieren betrug die Wandsteifig-
keit durchschnittlich 5,72 + 0,26 (Abb. 16).
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Abb. 16: Wandsteifigkeit b bei MAP
(Kontrollen n = 8; I3C-behandelt n = 8; I3C + Amilorid-behandelt n = 10)

Die Gefdlumendurchmesser zeigten sowohl bei den Interlobargefden (Kontrollen 128 +
3umvs. 13C 133 £4 um vs. 13C + Amilorid 124 + 3 um), als auch bei den Mesenterialgefa-
Ben (Kontrollen 132 + 2 um vs. I3C 131 £ 2 pm vs. I3C + Amilorid 130 £+ 3 um) keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Abb. 17).
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3.3 Agonist-induzierte Vasokonstriktion

Um zu testen, ob die durch die Transgeninduktion ausgeldste arterielle Hypertonie bzw. die

Amilorid-Behandlung der Tiere die Agonist-induzierte Konstriktion kleiner Widerstandsarte-

rien verdanderte, wurden flir Nieren- und MesenterialgefaBe aller drei Gruppen kumulative

Konzentrations-Wirkungskurven fiir den ai-Adrenorezeptor-Agonisten Phenylephrin erstellt

(Abb. 18/19). Zwischen den Versuchsgruppen zeigte sich sowohl bei den renalen als auch bei

den mesenterialen Arterien kein statistisch signifikanter Unterschied fiir die maximale Phe-

nylephrin-induzierte Vasokonstriktion sowie die zugehdrigen logEC50-Werte (Tab. 2).
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Abb. 19: Kumulative Konzentrationswirkungskurven isolierter Mesenterialarterien fiir Phe-
nylephrin
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Tab. 2: logEC50 und maximale Antwort (Emax) der Phenylephrin-induzierten
Vasokonstriktion isolierter Widerstandsarterien

Kontrollen, n =8 I3C,n=8 BC~+ A_mllorld,
n=10
renal
logEC50 -6,31 = 0,09 -6,37+£0,12 -6,39 + 0,07
Emax 1,01 £0,05 1,01 +£0,07 0,88 £ 0,07
+ . .
R 126 40,17 1,02 40,22 1,06 + 0.20
Wandspannung, mN/mm
mesenterial
logC50 -5,70 = 0,09 -5,88 £ 0,08 -5,84 + 0,07
Emax 1,35+ 0,07 1,36 £ 0,07 1,20+ 0,07
+ . .
max. K-induzierte 2,86+ 0,28 3,05+ 0,35 3,17+ 0,50

Wandspannung, mN/mm

3.4 Renale GefiBlfunktion in vivo

3.4.1 Mittlerer arterieller Druck, renaler Blutfluss und renaler Gefaflwiderstand

Neben den in vitro Experimenten an isolierten Gefdlen Cyplalren-2-transgener Ratten wur-

den weitere Untersuchungen durchgefiihrt, um zu beobachten, inwieweit die Transgeninduk-

tion und die Behandlung mit Amilorid Einfluss auf den renalen GefilBwiderstand ausiiben

(Abb. 20). So zeigte sich, dass die Transgeninduktion zu einer Erhohung des mittleren arteri-

ellen Druckes fiihrt, wobei der renale Blutfluss nicht signifikant beeinflusst wurde. Unter den

Bedingungen einer Allgemeinanésthesie war der blutdrucksenkende Effekt von Amilorid bei

mit [3C-behandelten Tieren nicht zu beobachten. Im Resultat ergab sich ein statistisch signi-

fikant hoherer renaler GefaBwiderstand bei transgeninduzierten Ratten mit und ohne Amilo-

ridbehandlung im Vergleich zu den Kontrolltieren (Tab. 3).
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Tab. 3: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), renaler Blutfluss (RBF) und renaler Gefa3wi-
derstand (RVR) von anésthetisierten Cyplalren-2-Ratten

Kontrollen I3C I3C + Amilorid
MAP,mmHg 126 £5 175 + 6* 166 + 3*
RBF, ml/(min*g) 8.17+£0.57 7.14 +0.40 6.91 £0.41
RVR, mmHg*min/ml 16.0+ 1.3 24.9 + 1.4% 24.1 +1.7*

* signifikant verglichen mit Kontrollen, p < 0,01

I3C 13C + Amilorid Kontrollen
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Acetylcholin Phenylephrin Angiotensin 11

Abb. 20: Originalaufnahmen von MAP und RBF bei intrarenaler Gabe von Acetylcholin,
Phenylephrin und Angiotensin II.

3.4.2 Agonist-induzierte Verinderungen des renalen Gefiflwiderstandes

Acetylcholin

Bei allen drei Gruppen bewirkte die lokale Gabe von Acetylcholin einen dosisabhdngigen
Abfall des renalen GefdBwiderstandes (RVR). Die relativen Abnahmen des GefaBBwiderstan-
des zeigten zwischen den drei untersuchten Gruppen keinen statistisch signifikanten Unter-
schied. Fiir die Gefdfle der Kontrolltiere ergab sich ausgehend von 1,0 £ 0,09 eine relative
Abnahme des GefaBwiderstandes auf 0,75 £ 0,09. Bei den I3C-Ratten zeigte sich ein Abfall
des RVR auf 0,74 + 0,07.
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Die 13C + Amilorid-behandelten Ratten reagierten auf die intrarenale Applikation von Ace-
tylcholin mit einer relativen Anderung des renalen GefiBwiderstandes von urspriinglich 1,0 +

0,08 auf 0,78 + 0,06 (Abb. 21).
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Abb. 21: Relative Anderung des renalen GefiBwiderstandes (RVR) nach intrarenaler Appli-
kation von Acetylcholin.

Phenylephrin

Auf den ai-Adrenorezeptor-Agonisten Phenylephrin reagierten die Nierengefdfle der drei
Versuchsgruppen dosisabhiingig mit einer Zunahme des renalen Gefafwiderstandes (Abb.
22). Bei den Kontrollen ergab sich ein relativer Anstieg des RVR von initial 1,0 £ 0,09 auf
maximal 2,95 + 0,49. Die I3C-Gruppe reagierte mit einer relativen Erhohung des renalen Ge-
faBwiderstandes auf 3,38 + 0,63. Fiir die I3C-behandelten Ratten unter Amilorid-Therapie
zeigte sich eine relative Anderung des RVR ausgehend von 1,0 £ 0,07 auf 3,77 = 1,15.

Insgesamt ergab sich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keine statistisch signifikante

Differenz wihrend der intraarteriellen Applikation von Phenylephrin.
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Abb. 22: Relative Anderung des renalen GefiBwiderstandes (RVR) nach intrarenaler Appli-
kation von Phenylephrin

Angiotensin 11

Die I3C-behandelten Tiere zeigten im Vergleich zu den Kontrollen bzw. I3C + Amilorid-
behandelten Versuchstieren eine statistisch signifikant geringere Empfindlichkeit auf Angio-
tensin II. Bei den Kontrolltieren konnte eine relative Zunahme des renalen GefaBwiderstandes
von 1,0 = 0,08 auf 2,0 + 0,13 nachgewiesen werden. Die I3C + Amilorid-behandelten Tiere
reagierten ebenfalls mit einer deutlichen Steigerung des RVR, von anfanglich 1,0 + 0,07 auf
1,93 £ 0,17. Im Gegensatz dazu zeigte sich flir die nur mit [3C-behandelten Ratten lediglich
ein Zuwachs des RVR um 43 % auf 1.43 + 0.14. (Abb. 23).
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Abb. 23: Relative Anderung des renalen GefiBwiderstandes (RVR) nach intrarenaler Appli-
kation von Angiotensin
ARVR der I3C-Ratten signifikant kleiner vs. Kontrollen vs. 13C + Amilorid
(*p<0,05)
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung des epithelialen Natriumkanals (ENaC)
fiir die Entwicklung von Funktionsdnderungen proximaler Widerstandsarterien und des ge-
samten renalen Gefédlbettes, die zur Pathogenese der arteriellen Hypertonie beitragen, zu un-
tersuchen. Als Modell wurden Cyplalren-2-transgene Ratten gewihlt, da diese eine arterielle
Hypertonie entwickeln, die durch ein stark aktiviertes RAAS ausgeldst wird, welche sowohl
den im renalen Sammelrohrepithel lokalisierten ENaC, als auch vaskulér lokalisierte ENaC-
Formen aktivieren konnte [65, 67].

Die Behandlung der Tiere mit Amilorid wiahrend der Transgeninduktion fiihrte zu einer effek-
tiven Blutdrucksenkung. Diese war mit einer transient erhdhten Natriurese, nicht aber mit
einer Reduktion des renalen GefaBwiderstandes assoziiert [72]. Die in vitro untersuchten Ge-
faBeigenschaften von Mesenterial- und Nierenarteriensegmenten der jeweils dritten Aufzwei-
gungsgeneration blieben durch die Transgeninduktion und die Amiloridbehandlung nahezu

unverandert [72].

Im Einzelnen zeigte sich, dass in der GefaBwandsteifigkeit und der anhand ihres Dehnungs-
verhaltens ermittelten GefaBinnendurchmesser kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen den einzelnen Versuchsgruppen bestand [72].

Die Ergebnisse bei der ai-Adrenorezeptor-abhéngigen Vasokonstriktion isolierter Wider-
standsgefdBBe zwischen Kontrolltieren, transgenen 13C-induzierten hypertensiven Ratten und
Amilorid-behandelten Cyplalren-2-Ratten waren ebenfalls ohne signifikante Unterschiede
[72]. Im Rahmen von in vivo-Experimenten zeigte sich, dass es zwischen Transgen-
induzierten Ratten mit und ohne Amilorid-Behandlung keinen signifikanten Unterschied der
endothelabhédngigen Vasodilatation auf Acetylcholin gibt [72]. Auch die ai-Adrenorezeptor-
vermittelte Vasokonstriktion war zwischen den einzelnen Versuchsgruppen sehr &hnlich und
blieb ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz [72]. Im Gegensatz dazu zeigte sich zum
Versuchsende bei den nur transgeninduzierten Tieren eine deutlich geringere Empfindlichkeit
des renalen Gefdllbettes gegeniiber Angiotensin II, als bei den anderen Gruppen [72].

Diese Ergebnisse, insbesondere die Wirkung von Amilorid auf die Senkung des arteriellen
Druckes bei transgeninduzierten Ratten ldsst vermuten, dass der ENaC unmittelbar an der
Entstehung eines Bluthochdrucks in diesem Modell beteiligt ist [72].

Neben den pathogenetischen Faktoren einer arteriellen Hypertonie wie ein aktiviertes RAAS,
stehen auch strukturelle und funktionelle GefiBBveranderungen im Fokus wissenschaftlicher

Betrachtungen. Dazu zédhlen u. a. vaskuldre Remodellierungen mit der Verdanderung des Ver-
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hiltnisses zwischen Gefiwandstirke und GefaBlumendurchmesser (Wand/Lumen-Ratio),
eine endotheliale Dysfunktion, die Erh6hung der GefaBwandsteifigkeit sowie eine gesteigerte
myogene Antwort [46,82,109].

Ein vaskuldres Remodelling bezeichnet den Umbau der GefdaBwand als Folge erhohter patho-
physiologischer Belastungen (z. B. erhohter Blutdruck). Durch strukturelle Verdnderungen
der Widerstandsgefia3e, wie Hypertrophie oder Umgestaltung der glatten Muskelzellen inner-
halb der Media, kommt es zu einer VergroBerung des Verhéltnisses zwischen GefaBwandstar-
ke und Lumendurchmesser [79-80]. Diese geometrischen Verdnderungen tragen zur erhdhten
Reaktivitit der Gefdlle gegeniiber Vasokonstriktoren, zu einem Anstieg der Gefialwandstei-
figkeit und zu einer Erhohung des peripheren GefdaBwiderstandes bei [80-82]. Aus Studien ist
bekannt, dass es eine enge Korrelation zwischen der Wandsteifigkeit der Gefale und dem
Alter gibt [83-84]. Qiu et al. [84] konnten durch Untersuchungen an jungen und alten Affen
(Macaca fascialis) zeigen, dass die GefdBsteifigkeit im Alter erhoht ist. So konnten sie u. a.
nachweisen, dass strukturelle Verdnderungen im Alter nicht ausschlieBlich die extrazellulédre
Matrix betreffen, sondern dass auch Verdnderungen der gealterten GefiaBmuskelzellen eine
vaskuldre Dysfunktion beglinstigen konnen. Auch Laurent et al. [85] und Hayoz et al. [86]
haben in Thren Untersuchungen wiederholt den Faktor ,,Alter* als Kriterium fiir eine verin-
derte GefdBBwandsteifigkeit hervorgehoben. Setzt man diese Beobachtungen in Verbindung
mit den Erkenntnissen von Studien zum Krankheitsbild der Multiplen Sklerose, bei denen
gezeigt wurde, dass das RAAS einen nicht unerheblichen Einfluss auf immunologische Pro-
zesse hat [87], dann ist es fiir Untersuchungen an unserem Modell mit gesteigertem RAAS
durchaus denkbar, dass dessen proinflammatorische Wirkung zur beschleunigten Gefaf3alte-
rung flihren kann [72, 87]. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch Befunde, denen zufolge
reaktive Sauerstoffspezies, induziert durch Angiotensin I, eine endotheliale Entziindungsak-
tivierung ausldsen und iiber eine beschleunigte vaskuldre Alterung zur Hypertonieentwick-
lung beitragen [88]. Bei der experimentellen Hypertonieform, die Cyplalren2-transgene Rat-
ten entwickeln, konnten wir trotz massiver RAAS-Aktivierung drei Wochen nach der
Transgeninduktion weder bei der GefdBwandsteifigkeit noch bei den Durchmessern der Wi-
derstandsgefdfle relevante Unterschiede erkennen [72]. Auch die Gabe von Amilorid zeigte
diesbeziiglich keinerlei Einfluss [72]. Vermutlich war der GefaBumbau wéhrend des Zeitrau-
mes der Transgeninduktion nur gering ausgepriagt und wurde mit den in dieser Arbeit einge-
setzten Untersuchungsmethoden nicht deutlich.

Neben der Remodellierung der Gefa3-Media kann auch eine endotheliale Dysfunktion einen

Beitrag fiir die Entstehung eines Bluthochdruckes leisten [88]. Das Endothel bildet die innere
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Zellschicht von Geféaflen [20] und ist an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen wie der
Regulation des Gefédlitonus, des Stoffaustausches zwischen Blut und Gewebe und von Gerin-
nungsprozessen beteiligt [57]. Eine endotheliale Dysfunktion ist gekennzeichnet durch die
Storung bzw. den Verlust dieser homdostatischen Mechanismen [89]. In Folge dessen kommt
es beispielsweise zu einer Einschrinkung der endothelabhingigen Vasodilatation, einer ge-
steigerten Thromboseneigung oder einer erhohten Endothelpermeabilitit [90].

Bereits vor vielen Jahren gelang der Nachweis, dass dhnlich wie in den Sammelrohren der
Niere, ein Amilorid-sensitiver Natriumkanal auch im vaskuldren Endothel exprimiert wird
[91]. Dariiberhinaus konnten Canessa et al. [27] und Kusche-Vihrog et al. [92] aufzeigen, dass
es auf molekularer Ebene keinen Unterschied zwischen ,,endothelialem* und ,,epithelialem*
Natriumkanal (ENaC) gibt [93]. Durch weitere molekularbiologische Untersuchungen an
Ratten zeigten Perez et al. [94], dass alle ENaC-UE auch im Endothel von Mesenterialarterien
der zweiten Aufzweigungsgeneration vorkommen. Einige Studien haben gezeigt, dass die
ENaC-Expression und Aktivitit sowohl in den distalen Tubuluszellen der Niere [23, 25, 95],
als auch im vaskuldren Endothel durch das Mineralokortikoid Aldosteron gesteuert wird. [53-
54, 96-97]. An isolierten Endothelzellen bewirkt Aldosteron eine transiente Zellschwellung
und Zunahme der Zellsteifigkeit [53, 55, 98-100]. Im Detail konnte insbesondere die Arbeits-
gruppe um Oberleitner und Kusche-Vihrog mit Hilfe der Atomic Force Microscopy aufzei-
gen, dass ein verstédrkter intrazelluldrer Natrium-Einstrom dafiir verantwortlich ist [53-54, 96].
Interessant ist dabei, dass neben Aldosteron auch die extrazelluldre Natrium-Konzentration
den Grad der Zellsteifigkeit bestimmt. Wir wissen, dass die Plasma-Natriumkonzentration ein
pathogenetischer Faktor fiir die Entwicklung eines Bluthochdruckes sein kann [53, 101-102].
Kleine Anderungen der Plasma-Natriumkonzentration im physiologischen Bereich bewirken
einen signifikanten Complianceverlust der Endothelzellen [53, 101-102]. So fiihrt beispiels-
weise ein Anstieg der Na'-Konzentration von 135 mmol/l auf 145 mmol/l zu einer Zunahme
der Endothelsteifigkeit um 30 % [54]. Bekannt ist auch, dass der ENaC in Wechselwirkung
mit Proteinen des Zytoskeletts (filamentdses F-Aktin) [92, 103-104] steht. Ein Ubergewicht
des filamentdsen Aktins gegeniiber dem monomeren G-Aktin beeinflusst relevant den Grad
der Zellsteifigkeit [105].

Aus der wissenschaftlichen Literatur wissen wir, dass der ENaC-Blocker Amilorid die Zell-
schwellung [54, 106-107] verhindern und der Endothelzellversteifung entgegenwirken kann
[53, 108]. Anhand mehrerer Studien konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe des MR-

Rezeptorantagonisten Spironolacton die Aldosteron-Wirkung auf den ENaC inhibiert wird
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[107-109]. Ein funktioneller Zusammenhang zwischen Endothelsteifigkeit und ENaC wird
deutlich.

Der Verlust der normalen Endothelfunktion, auf Scher-Beanspruchung in Form einer en-
dothelabhingigen Vasodilatation zu reagieren, wird durch eine Downregulation der endoge-
nen Stickstoffmonoxid (NO)-Synthese zusétzlich verstarkt [53, 108]. Der Mangel des poten-
ten Vasodilatators fiihrt zur einem Anstieg der Muskelspannung in den VSMC und erhoht
insgesamt den peripheren Widerstand [53, 108]. Oberleitner et al. konnten zeigen, dass die
verminderte NO-Freisetzung iiber einen Aldosteron-induzierten ENaC-vermittelten Mecha-
nismus erfolgt. So konnte einerseits anhand verschiedener Bluthochdruckmodelle [53, 111-
113] die enge Beziehung zwischen niedrigem NO bei hohem Aldosteronspiegel nachgewiesen
werden. Andererseits zeigten Michea et al., dass die Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid
nach Gabe von Amilorid in hoher Konzentration (100 umol/l) u. a. durch eine ENaC-
Blockade zunimmt [108, 110, 115]. Péerez et al. [94] konnten an Mesenterialgeféflen der 2.
Ordnung einen direkten Zusammenhang zwischen gesteigerter endothelialer NO-Synthese bei
ENaC-Hemmung durch Amilorid darlegen. Die sich daraus ableitende gefalerweiternde Wir-
kung von NO gewdéhrleistet einen Schutz der Gefdlle gegeniiber Scherstress. In Relation zu
den Ergebnissen unserer Studie bleibt festzuhalten, dass wir nach Transgeninduktion und
massiver Aktivierung des RAAS zwischen den einzelnen Gruppen keinen signifikanten Ver-
lust der GefdB-Compliance feststellen konnten [72]. Die endothelabhiingige Vasodilatation
des renalen Gefdflbetts war durch Transgeninduktion in unserem Modell nicht vermindert
[72]. Dies ldsst vermuten, dass es bei den Tieren trotz massiver RAAS-Aktivierung innerhalb
von drei Wochen nicht zur Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion kam, die zu einer
erhohten Gefalisteifigkeit hétte beitragen konnen. Moglicherweise hatte bei Transgen-
induzierten Tieren aufgrund einer suffizienten Endothelfunktion die Anwendung von Amilo-
rid keinen Effekt auf die Endothelfunktion [53, 110].

In Untersuchungen isolierter mesenterialer Widerstandsarterien von Sprague-Dawley-Ratten
konnte gezeigt werden, dass eine ENaC-Blockade mit Amilorid zu einer verminderten Ago-
nist-induzierten Vasokonstriktion auf Phenylephrin fiihrt [94]. Mdglicherwiese ist eine Akti-
vierung der endothelialen NO-Bildung daran beteiligt [94]. Im Hinblick auf die zitierte Studie
ist weiterhin interessant, dass durch eine Gegenprobe mit dem Amilorid-Derivat Benzamil der
unmittelbare Einfluss des ENaC auf das Kontraktionsverhalten nachgewiesen werden konnte
[94]. In unseren Studien an Cyplalren-2-transgenen Ratten zeigte die Transgeninduktion

keinen Einfluss auf die oi-Adrenorezeptor-abhidngige Vasokonstriktion durch Phenylephrin
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[72]. Auch konnten wir in vivo keinen signifikanten Effekt der Amilorid-Behandlung auf die
ai-Adrenorezeptor-induzierte Vasokonstriktion nachweisen [72].

Ahnliche Ergebnisse wurden durch die Arbeitsgruppe Jernigan und Drummond beobachtet
[46]. Anhand von Experimenten am Gefé3bett (Interlobararterien) der Maus konnten sie zei-
gen, dass weder Amilorid noch Benzamil eine Wirkung auf die Phenylephrin-induzierte Va-
sokonstriktion ausiiben [46]. Stattdessen wiesen sie und weitere Arbeitsgruppen nach, dass
vielmehr die druckvermittelte Kontraktion der Gefille beeinflusst wird [46-47, 50, 52, 114-
116]. Die Gabe von Amilorid oder Benzamil verringerte signifikant die myogene bzw. Druck-
induzierte Vasokonstriktion [46, 50].

Die myogene Vasokonstriktion oder der sog. Bayliss-Effekt beschreibt dabei die autoregula-
torische Abnahme des GefdBBinnendurchmessers infolge einer Erhéhung des intraluminalen
Druckes [46, 57-58]. Dadurch kann bei Blutdruckschwankungen eine konstante Organdurch-
blutung gewdhrleistet werden [57]. Eine gesteigerte myogene Antwort, vor allem in der Nie-
renstrombahn trdgt zu einem Anstieg des peripheren GefdBwiderstandes bei [117].

Aus vergangenen Studien ist bekannt, dass die glatten Muskelzellen von Widerstandsgefa3en
diese myogene Antwort vermitteln [23, 118-120]. Auch wissen wir, dass der ENaC als Me-
chanosensor in diesen GefdaBmuskelzellen daran beteiligt sein kann [46-47, 50, 52, 121].
Jernigan et al. [52] zeigten, dass bei normotensiven Sprague-Dawley-Ratten unter Hochsalz-
Diét die Druck-induzierte Vasokonstriktion in mesenterialen Widerstandsgefdlen durch die
ENaC-Blockade mit Benzamil gehemmt wird. Auch Guan et al. konnten den Nachweis er-
bringen, dass unter Verwendung einer Blut-perfundierten juxtamedullidren Nephron-Technik
die Zugabe von Amilorid (5 pmol/l und 10 pmol/l) zu einer merklichen Abschwéchung der
myogenen Vasokonstriktion in renalen afferenten Arteriolen fiihrte [50].

Umgekehrt lieBe sich vermuten, dass die ENaC-Aktivitit eine myogene Gefallverengung in-
duziert und zur Entstehung einer arteriellen Hypertonie beitragen kann. Im Widerspruch dazu
stehen die Ergebnisse von Wang et al., die eine Beteiligung des ENaC an der myogenen Ant-
wort von Widerstandsgefdlen nahezu ausschlieBen [51, 122]. Bei Untersuchungen der Nie-
rengefafBfunktion am Modell der hydronephrotischen Niere von Sprague-Dawley-Ratten fan-
den sie, dass durch die ENaC-Hemmung mittels Amilorid die myogene Antwort nicht
beeinflusst bzw. durch Benzamil sogar noch gesteigert wird [51, 122]. Eine Erkldrung dieser
kontroversen Ergebnisse ist sowohl in der jeweiligen Konzentration des ENaC-Inhibitors, als
auch an den divergierenden Ergebnissen zur ENaC-Expression in Widerstandsgefillen zu
suchen [50-51, 66, 122]. In dem Modell von Wang et al. an afferenten Arteriolen der Niere

konnten die drei ENaC-Untereinheiten (o, B, y) insgesamt nur sehr begrenzt bzw. gar nicht

42



detektiert werden. Im Gegensatz dazu war es Guan et al. und Jernigan et al. moglich zu zei-
gen, dass eine ausschlieBliche Expression von - und y-Untereinheit fiir eine konstitutive Ak-
tivitdt des ENaC ausreichend erscheint [46-47, 50-51]. Threr Ansicht nach ist vielmehr die
Interaktion mit bestimmten Proteinen des Zytoskeletts bzw. der Extrazelluldirmatrix fiir die
Funktion des ENaC als Mechanosensor ausschlaggebend [46]. Unterstiitzt wird diese Annah-
me durch Experimente am Expressionssystem der Xenopus-Oozyten, bei denen intakte - und
v- ENaC-Untereinheiten fiir einen Amilorid-sensitiven Strom ausreichend waren [27].
Inwieweit die durch Amilorid hervorgerufene Abschwichung der myogenen Antwort neben
dem ENaC auch mit anderen durch Amilorid hemmbaren Transportwegen erkldrt werden
kann, ist unsicher [122]. Eine Mdglichkeit wére beispielsweise der ubiquitdr vorkommende
Na'/H'-Austauscher. Dieser iibernimmt neben der Natriumriickresorption im Tubulussystem
der Niere auch durch die intrazelluldre Alkalisation der glatten GefaBmuskelzellen eine weite-
re wichtige Funktion [123-124]. Durch einen niedrigen intrazelluldren pH-Wert initiiert,
kommt es zum vermehrten Natriumeinstrom und Anstieg des Zellvolumens bzw. der Zellkon-
traktilitdt [125]. Durch bestimmte Hemmstoffe des Na'/H'-Austauschers (u. a. Amilorid)
kann dieser Schritt der Zellproliferation verhindert werden [126]. Inwiefern dieser oder ande-
re Effekte in der vorliegenden Studie tatsdchlich zum Tragen kommen, bleibt fraglich, da die
myogene Antwort von Widerstandsarterien der Niere nicht untersucht wurde und Aussagen
zur Wirkung von Amilorid auf die myogene Antwort renaler Widerstandsarterien daher nicht
moglich sind.

Die transgeninduzierten Tiere mit und ohne Amilorid-Behandlung zeigten unter akuten Ver-
suchsbedingungen &hnlich hohe renale GefaBwiderstinde. Ursdchlich dafiir konnte ein sekun-
dires Phdanomen sein, d. h. ein erhohter renaler GefaBwiderstand als Folge einer Blutdrucker-
héhung bei unveridndertem GefdBdurchmesser. Dafiir wiirden auch unsere Daten aus den
Myographie-Untersuchungen sprechen, bei denen keine signifikanten Unterschiede in den
GefdaBdurchmessern gefunden wurden [72]. Eine andere Moglichkeit wire, dass weiter distal
gelegene Gefdflsegmente fiir die Widerstandserhohung verantwortlich waren, die mit der
Small-Vessel-Myographie nicht erfasst werden konnten.

Das Tiermodell der Cyplalren2-transgenen Ratte erlaubt die Induktion einer ANG-II-
abhingigen Hypertonie [64, 70]. Durch die Transgeninduktion kommt es zu einer gesteigerten
Aktivitdt des RAAS, was sich u. a. in erhdhten Plasmaspiegeln von Prorenin, Renin, Aldoste-
ron und Angiotensin II widerspiegelt [61, 63, 70, 72, 127-129]. Neben Aldosteron iibernimmt
auch Angiotensin II eine Schliisselposition bei der Blutdruckregulation. Uber verschiedene

Mechanismen bewirkt Angiotensin II einen Anstieg des peripheren GefaBBwiderstandes und
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des Blutdrucks [58, 130]. Beispielsweise steigert es die Aldosteron-Synthese, was zu einer
vermehrten renalen Na'- und Wasserriickresorption fiihrt. Dariiberhinaus konnte in verschie-
denen Studien gezeigt werden, dass Angiotensin II einen direkten Einfluss auf die ENaC-
Expression in der Niere ausiibt [65-66]. Jernigan et al. konnten bei Angiotensin II-
infundierten Spraque-Dawley-Ratten zeigen, dass eine Woche nach Infusionsbeginn die Ex-
pression von B- und y-ENaC-UE in renalen Interlobararterien leicht vermindert und die Ex-
pression der a-UE leicht erhoht war. Dies war mit einer abgeschwichten myogenen Antwort
isolierter renaler Widerstandsarterien im Vergleich zu entsprechenden Kontrollarterien assozi-
iert [66].

In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten wir zeigen, dass die Transgeninduktion
mit einem deutlichen Anstieg der Plasma-Aldosteron-Konzentrationen verbunden ist [72].
Auch erhohte sich die a-ENaC-mRNA unter Amilorid-Behandlung in der Nierenrinde [72]. In
den renalen Interlobararterien blieb die Menge an a-ENaC-mRNA unverdndert, was eine
RAAS-vermittelte Regulation des renovaskuldren ENaC auf mRNA-Ebene weitgehend aus-
schlieBt [72].

Der Einfluss von Angiotensin II auf eine verstirkte Druck-induzierten Vasokonstriktion im
Rahmen der Autoregulation ist aus verschiedenen Modellen einer ANG-II-abhangigen Hyper-
tonie bekannt [131-133]. Dariiberhinaus wissen wir, dass dieser Mechanismus genauso wie
ein GroBteil der durch Angiotensin Il-initiierten Prozesse iiber den ATi-Rezeptor vermittelt
wird [61, 65]. Durch immunhistologische Untersuchungen an hypertensiven transgenen Ren-
2-Ratten konnte eine hohe ATi-Rezeptordichte in glatten Muskelzellen renaler Widerstands-
gefdfle gefunden werden [61]. Die Regulation des ATi-Rezeptors unterliegt einem negativen
Feedbackmechanismus [134-138]. Wihrend niedrige renale ANG II-Konzentrationen zu einer
Sensibilisierung des ATi-Rezeptors fithren, begiinstigt ein hoher Hormonspiegel eine Down-
regulation des ATi-Rezeptors [136]. Das konnte auch der Grund fiir die geringe Zunahme des
renalen GefdBwiderstandes in vivo nach Zugabe von Angiotensin II sein. Die Empfindlichkeit
der renalen Gefde auf Angiotensin II ist durch die Transgeninduktion und den konsekutiven
Anstieg der renalen ANG II-Konzentration vermindert [72].

Im Gegensatz dazu hat die Anwesenheit von Amilorid zu einer Sensibilisierung des Nieren-
systems auf ANG II gefiihrt. Das zeigte sich insbesondere durch einen deutlichen Anstieg des
renalen GefiaBwiderstandes nach intrarenaler ANG II-Applikation [72]. Die genauen Zusam-
menhénge sind bisher unklar. Denkbar ist ein Zusammenspiel zwischen hormonellen und ner-
valen Effekten [72]. Sowohl in unserer Studie [72] als auch in vergangenen Experimenten

[140] konnte gezeigt werden, dass die Amilorid-Therapie mit einem Anstieg der Aldosteron-
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Konzentration verbunden ist. Anhand von Tierexperimenten an einem Transgen-Rattenmodell
haben Mazak et al. [141] beweisen konnen, dass der Antagonismus der Aldosteron-Wirkung
zu einer Reduktion von ANG Il-induzierten Herz- und Nierenschiden fiihrte. Im Umkehr-
schluss kann vermutet werden, dass Aldosteron die Erregbarkeit der glatten GefaBmuskulatur
erhoht und somit die vasokonstriktorische Wirkung von Angiotensin II steigert [58]. Des
Weiteren konnte auch ein erhdhter Sympatikotonus zu einem Anstieg des renalen Gefa3wi-
derstandes beigetragen haben [72]. Dafiir spricht einerseits, dass die Herzfrequenz unter Ami-
lorid-Behandlung im Vergleich zu den Kontroll- bzw. 13C-Tieren signifikant anstieg [72].
Andererseits konnte der durch Ren et al. in Analogie zum tubuloglomeruldrem Feedback
(TGF) beschriebene Mechanismus des ,,connecting tubule TGF (CNTGF)* eine weitere Mog-
lichkeit sein. Hierbei fiihrt eine hohe intratubuldre ANG II-Konzentration zu einer verstarkten
ENaC-Aktivitdt und einer gesteigerten Natriumriickresorption [139]. Dadurch kommt es zu
einer Vasodilatation der Vas afferens. Wird der ENaC mit Benzamil blockiert, so bewirkt dies
eine Blockade des CNTGF und einen Anstieg des renalen GefaBwiderstandes [139]. Fiir einen
erhohten Sympatikotonus konnte auch der fehlende blutdrucksenkende Effekt von Amilorid
auf transgeninduzierte Ratten in Narkose als Erkldrung dienen [72], zumal wir in unserer Stu-
die deutlich machen konnten, dass die Behandlung mit ENaC-Blockern nach Transgeninduk-
tion bei Tieren im nicht-narkotisierten Zustand effektiv zu einer Senkung des arteriellen Blut-
drucks fiihrte [72].

Unsere Ergebnisse zum antihypertensiven Effekt von Amilorid stimmen mit denen anderer
wissenschaftlicher Untersuchungen iiberein. So konnten Bhagatwalla et al. [140] zeigen, dass
eine 4-wochige Monotherapie mit 10 mg/d Amilorid bei Probanden im Alter von 18-35 Jah-
ren zu einer signifikanten Reduktion von peripher und zentral systolischem Blutdruck fiihrte.
Auch an spontan hypertensiven Ratten konnte der antihypertensive Effekt von Amilorid beo-
bachtet werden [142]. Die Wirkung des Diuretikums konzentriert sich dabei vermutlich auf
den ENaC im renalen Sammelrohr. Durch Hemmung der Natrium-Wiederaufnahme bei kon-
sekutivem Anstieg der Natrium- und Wasserausscheidung kommt es zu einem transienten
Blutdruckabfall [69]. In unserem Fall sahen wir insbesondere zu Beginn der Amilorid-
Therapie einen kurzfristigen Anstieg der Natriurese und einen signifikanten Abfall des mittle-
ren arteriellen Blutdruckes [72]. Ahnliche Ergebnisse konnten anhand eines anderen Modells
einer ANG-II-induzierten Hypertonie beobachtet werden [143].

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass durch die Behandlung mit dem Diure-
tikum Amilorid der arterielle Blutdruck in hypertensiven Cyplalren-2-Ratten signifikant ge-

senkt werden kann. Die blutdrucksenkende Wirkung begriindet sich dabei vermutlich auf eine
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ENaC-Blockade im Sammelrohr der Niere und einer konsekutiv gesteigerten Natrium-und
Wasserausscheidung. Aulerdem wirken Gegenregulationssysteme wie RAAS und ein gestei-
gerter Sympatikotonus in diesem Modell. Die Gefd3-Compliance, die endotheliale Funktion
sowie die Agonist-induzierte GefaBantwort blieben von der Amilorid-Behandlung unbeein-
flusst. Die massive RAAS-Aktivierung in unserem Modell fiihrte in dem gewédhlten Untersu-
chungszeitraum nicht zu einer endothelialen Dysfunktion bzw. erhohten GefdBwandsteifig-

keit.
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5. Zusammenfassung

Der epitheliale Natriumkanal ist an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt.

In den Sammelrohrepithelzellen der Niere tragt er im Wesentlichen zur Na'- und Wasserre-
absorption bei. In den glatten GefiaBmuskelzellen kann er als Mechanosensor die mechani-
schen GefaBwandeigenschaften beeinflussen. Die Expression und Aktivitit des ENaC werden
durch das Mineralokortikoid Aldosteron moduliert. Eine Blockade der ENaC-Funktionalitit
ist tiber das Diuretikum Amilorid moglich.

Inwieweit der ENaC zur Entwicklung renovaskuldrer Verdanderungen als Bestandteil der Pa-
thogenese einer vom Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)-abhidngigen Hyperto-
nieform beitrigt, ist Gegenstand dieser Arbeit.

Mit Hilfe von in vitro- und in vivo-Experimenten an proximalen Widerstandsgefd3en haben
wir die Funktion proximaler Widerstandsgefdle nach der Induktion einer experimentellen
arteriellen Hypertonie untersucht. Dazu verwendeten wir ein transgeninduziertes Rattenmo-
dell (Cyplalren-2), das sich durch ein iiberaktives RAAS auszeichnet.

Die Untersuchungen ergaben, dass sich die Compliance der Widerstandsarterien von trans-
geninduzierten Ratten zu denen der normotensiven Kontrollen bzw. von Amilorid-
behandelten transgenen Tieren nicht signifikant unterscheidet. Auch im Hinblick auf die o1-
adrenerge Vasokonstriktion mit dem Rezeptoragonisten Phenylephrin ergaben sich in vitro
und in vivo dhnliche GefdBantworten zwischen den vergleichenden Gruppen. Im Rahmen der
Acetylcholin-induzierten, endothelabhingigen Vasodilatation sahen wir bei Cyplalren-2-
Ratten nach Transgeninduktion und auch unter Amilorid-Einfluss keine signifikanten Verén-
derungen der GefédBeigenschaften. Im Gegensatz dazu lieB3 sich eine Desensibilisierung auf
Angiotensin II und ein reduzierter GefaBwiderstand nach Transgeninduktion im Vergleich zur
Kontrolle bzw. zu transgeninduzierten Cyplalren-2-Tieren nach Amilorid-Gabe abbilden.
Durch die Behandlung mit dem ENaC-Inhibitor Amilorid konnte bei transgeninduzierten Rat-
ten der Blutdruck effizient gesenkt werden. Hierbei scheint die gesteigerte Elektrolytaus-
scheidung iiber das renale Sammelrohr der entscheidene Faktor zu sein.

Zusammengefasst zeigen unsere Ergebnisse, dass nicht ENaC-abhidngige Veranderungen der
Funktion von WiderstandsgefdB3en, sondern ENaC-abhingige Prozesse der renalen Natrium-
Reabsorption an der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie bei hypertensiven Cyplalren-

2-transgenen Ratten beteiligt sind.
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