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Referat

Ziel der Arbeit war es, die Altersverdnderungen des sympathoadrenergen Systems im gesunden Herzen zu
erfassen und mit denen eines erkrankten, hypertensiven Herzens zu vergleichen. Hierbei sollte festgestellt
werden inwieweit sich Verdnderungen des myokardialen sympathoadrenergen Systems im Alter bzw. in
der Linksherzhypertrophie voneinander unterscheiden.

Dazu wurden in spontan hypertensiven Okamoto-Ratten (SHR) und in normotensiven Wistar-Kyoto-
Ratten (WKY) in den Alterstufen 4, 8, 12, 24, 36 und 52 Wochen der Plasma-Noradrenalinspiegel, die
Noradrenalin-Clearance (Aktivitdt und Dichte des neuronalen Noradrenalin-Transporters; nNAT) sowie
die Anzahl und Subtypenverteilung der B-Adrenozeptoren (-AR) im Herzen untersucht.

In SHR manifestierte sich bereits in den frithen Lebensjahren eine arterielle Hypertonie und eine
kompensierte Linksherzhypertrophie. Im Altersverlauf zeigte sich bei beiden Stdimmen ein Anstieg des
Noradrenalinspiegels im Blutplasma mit nahezu gleichen Werten im hohen Alter. In SHR erfolgte der
Anstieg jedoch zu einem fritheren Zeitpunkt als in WKY-Ratten. Ein altersabhéngiger Riickgang der
nNAT-Aktivitdt in beiden Ventrikeln zeigte sich in SHR ebenfalls eher als in WKY-Ratten. Im Alter fand
sich dann bei beiden Stdmmen eine gleichermaflen reduzierte Aktivitit. Eine altersabhéngige Reduktion
der nNAT-Dichte zeigte sich dagegen nur in SHR. Die Affinitdt des nNAT zum Liganden war im
Altersverlauf beider Stimme sowie zwischen den Stimmen nicht signifikant verdndert.

Eine Hypertonie-bedingte Downregulation der 3-AR war in SHR nicht nachweisbar. Jedoch fand sich in
beiden Stimmen vor allem im linken Ventrikel eine nahezu gleichwertige, altersabhéngige Abnahme der
B-AR-Dichte. Nur in SHR war im Alter der Anteil des B;-Subtyps an der gesamten 3-AR-Dichte reduziert,
am ehesten aufgrund des Anstieges des (,-Subtyps. Die Affinitit der B-AR war im Altersverlauf beider
Stimme sowie im Vergleich zwischen den Stimmen nicht veréndert.

Veranderungen des sympathoadrenergen Systems im ,hypertensiven Herzen* konnen zum Teil eher und
intensiver auftreten als im ,,alternden Herzen®. Es gibt daneben kardiale Veranderungen, die sich im Alter
unabhéngig von einer hypertensiven Herzkrankheit darstellen und umgekehrt, so dass ein altes Herz in

seinem Funktionsverlust nicht zwangsléufig einem kranken Herzen entspricht.

DreBler, Stefan: Das kardiale sympathoadrenerge System im Altersverlauf des gesunden Herzens und des
Herzens bei hypertensiver Herzkrankheit - Untersuchungen an Ratten des normotensiven WKY- und des
spontanhypertensiven SHR-Stammes. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 73 Seiten, 2008
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

a-AR a-Adrenozeptor

B-AR B-Adrenozeptor

B-Arr B-Arrestin

A Adrenalin

A-R Adenosin A;-Rezeptor

ADP Adenosin-5'-diphosphat

AR Adrenozeptor

ATP Adenosin-5'"-triphosphat

AZ Adenylat Zyklase

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
COMT Catechol-O-Methyltransferase
DHPG 3,4-Dihydroxy-Phenylglykol

GDP Guanosin-5'-diphosphat

GRK G-Protein-gekoppelte-Rezeptor-Kinase
GTP Guanosin-5'-triphosphat

HG Herzgewicht

i.p. intraperitoneal

KG Korpergewicht

LVG linksventrikuldres Gewicht

M,-R muskarinerger M,-Rezeptor

MAO Monoaminoxidase

MOPEG 3-Methoxy-4-Hydroxy-Phenylglykol

NA Noradrenalin



NNAT neuronaler Noradrenalin-Transporter

PKA Proteinkinase A

RVG rechtsventrikuldres Gewicht
SHR Spontan Hypertensive Ratten
SS-R Somatostatin-Rezeptor

WKY Wistar-Kyoto-Ratten
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1. Einleitung

1.1. Arterielle Hypertonie — Bedeutung, Pathogenese und kardiale Folgen

Die Hypertonie zihlt zu den hiufigsten Krankheiten in der westlichen Welt. Die Pravalenz betrigt in den
Industrienationen ca. 20 %, in der Gruppe der 65-75jdhrigen sogar zwischen 40-45 % (88). Nach
internationaler Ubereinkunft (WHO 1999) bezeichnet man einen Blutdruck >140 mmHg systolisch
und/oder >90 mmHg diastolisch als hyperton (140,165). Obwohl auch bei Blutdruckwerten im so
genannten ,,noch normalen* Bereich (systolisch 130-139 mmHg und/oder diastolisch 85-89 mmHg) das
Risiko fiir kardiovaskuldre Folgeerkrankungen bereits erhoht ist, fehlen kontrollierte klinische Studien,
welche die Effektivitit einer medikamentosen Therapie in diesem Bereich belegen (35). Friihere
Ansichten, bei denen altersabhingige Grenzwerte Anwendung fanden (100 mmHg plus Lebensalter)
gelten heute nicht mehr. Fiir alle Altersstufen im Erwachsenenalter ist die Normgrenze 140/90 mmHg

bindend (35,165).

Nur bei 5-10 % aller Hypertoniker ist die genaue Pathogenese bekannt (so genannte sekundére
Hypertonieformen), wohingegen bei ca. 90-95 % aller Bluthochdruckpatienten die Ausschlussdiagnose
primidre, essentielle Hypertonie gilt (26,88,101). Verantwortlich fiir die Entstehung einer priméren
Hypertonie ist ein multifaktorielles Geschehen, bei dem eine genetische Disposition sowie
Umweltfaktoren zur Krankheitsmanifestation beitragen. Welche der beeinflussenden Faktoren dabei
dominieren, ist individuell verschieden (66). Der Einfluss einer genetischen Disposition auf die primire
Hypertonieentstehung betrdgt zwischen 30-60 % (66,67,88,125) mit Hinweisen auf Genvariationen unter
anderem beim Angiotensinogen, beim Angiotensin-Converting-Enzym, beim Insulinrezeptor und beim
atrialen natriuretischen Faktors (26,125). Weiterhin scheinen Genvariationen der Adrenozeptoren eine
Rolle bei der Auspragung einer Hypertonie und anderen kardiovaskuldren Erkrankungen zu spielen (siehe
1.3).

Als Umweltfaktor ist der erhohte Konsum von Natriumchlorid bedeutsam, welcher in den Industrieldndern
bei ca. 10 g/d und damit weit tiber dem Bedarf von ca. 1-3 g/d liegt (144). Zwischen Kochsalzaufnahme
und Privalenz der Hypertonie besteht eine positive Korrelation. Bei 1/3 aller Hypertoniker steigt der
Blutdruck bei erhohter Kochsalzzufuhr und sinkt bei Salzentzug. Diese Kochsalzsensibilitdt ist dabei
wiederum genetisch determiniert (125,146,151). Adipositas ist ein weiterer wichtiger Faktor zur
Hypertoniegenese. Eine Zunahme des Gewichtes fiihrt zu einer systolischen Blutdruckerhohung (72). Eine
Rolle konnte hierbei die durch Fettsucht induzierte Insulinresistenz spielen. Die resultierende

Hyperinsulindmie verursacht eine Steigerung der Sympathikusaktivitit sowie der renalen Wasser- und



Natriumretention und induziert Fettstoffwechselstdrungen sowie arteriosklerotische GefdBverdnderungen
(26,66,144,151). Umstritten bleibt inwieweit unabhingig genetischer Variationen (siche oben) das Renin-
Angiotensin-System an der Entstehung des priméren Bluthochdruckes beteiligt ist: ca. 20 % der
Hypertoniker haben eine erhdhte, 50 % eine normale und 30 % eine erniedrigte Plasma-Renin-Aktivitét
(84). Physiologisch fiihrt ein erhdhter Blutdruck zu einer Suppression der Plasma-Renin-Aktivitit, so dass
auch normale Werte bei der Hypertonie pathologisch sein kdnnen und sich damit die blutdrucksenkende
Wirkung von ACE-Hemmern auch bei nicht erhohter Plasma-Renin-Aktivitat erklaren konnte (36,125).
Weitere Faktoren, die mit der Entstehung und Aufrechterhaltung der Hypertonie in Verbindung gebracht
werden, sind unter anderem psychosozialer Stress, Alkohol- und Nikotinabusus (125), unzureichende
Einnahme von Kalium und Kalzium (26), Stérungen des Kallikrein-Kinin-Sytems (144) und eine
Verminderung der Barorezeptorsensitivitit (36). Dabei ist zu beachten, dass genetische Veranlagungen
und Umweltfaktoren sich gegenseitig beeinflussen kdnnen wie zum Beispiel bei der Alkoholabhidngigkeit
oder der Fettsucht. Eine klare Differenzierung zwischen genetischer Disposition und Umwelteinfluss ist
daher nicht immer moglich (26).

Als Ursache einer sekundédren Hypertonie finden sich zu ca. 50 % renoparenchymatdse und zu ca. 30 %
renovaskuldre Schidigungen. Seltener sind endokrine sowie kardiovaskuldre Erkrankungen. Letztere
konnen einerseits Folge einer Hypertonie sein (siche unten), andererseits auch als deren Ursache gelten

und somit zu einer Manifestation der Hypertonie beitragen (26,66,84,151).

Chronischer Bluthochdruck fiithrt zu einer Vielzahl von Organverdnderungen und -schiddigungen. So
besteht eine Korrelation zwischen der Blutdruckhdhe und der kardiovaskulédren Morbiditit und Mortalitét
(35,36, 84,88,125). Die arterielle Hypertonie im groflen Kreislauf fiihrt zu einer gesteigerten Nachlast des
linken Ventrikels und kompensatorisch zu einer konzentrischen Linksherzhypertrophie. Durch die
vermehrte Muskelmasse kann so das Schlagvolumen gegen den erhohten Widerstand primir konstant
gehalten werden (5,70,83,135,159). In diesem Stadium ist die Linksherzhypertrophie durch
Blutdrucksenkung (= Nachlastsenkung) reversibel (5,84). Weitere strukturelle Verdnderungen am Herzen
(Remodelling) sind neben der Kardiomyozytenhypertrophie eine intramurale Fibrosierung mit Zunahme
des kardialen Kollagengehaltes (57). Funktionell nimmt die Kontraktilitit und Elastizitdt des Ventrikels
ab. Es kommt bei anhaltender Druckbelastung zur Gefiigedilatation und die konzentrische Hypertrophie
geht allmidhlich in eine dilatative, exzentrische Hypertrophie iiber (5,88,159). Koronarsklerose und -
stenose sowie eine relative Koronarinsuffizienz aufgrund der vermehrten Muskelmasse des
hypertrophierten Herzens verschlechtern zusitzlich die Versorgung und somit die kardiale Funktion.
Letztlich fiihren chronisch erhohter Blutdruck und dekompensierte Ventrikelhypertrophie zu chronischer
Herzinsuffizienz (12,29,41,144).



Ein klassisches Tiermodell der arteriellen essentiellen Hypertonie sind spontan hypertensive Ratten
(SHR). Wie beim Menschen ist die genaue Pathogenese der arteriellen Hypertonie in diesem Ratten-
Stamm nicht bekannt. Es wird jedoch auch ein multifaktorielles Geschehen auf Grund einer genetischen
Disposition vermutet. Da die Hypertonie-bedingten Organverdnderungen und -schddigungen in SHR
ebenfalls auftreten, wird der Stamm verwendet, um Folgeerkrankungen der arteriellen essentiellen

Hypertonie zu untersuchen (119,121,171,172).

1.2. Das sympathische Nervensystem

1.2.1. Aufbau und Funktion

Das autonome Nervensystem, bestehend aus Sympathikus und Parasympathikus, ist ein wichtiges
Kontrollsystem fiir kardiovaskulidre Funktionen. Die Regulation erfolgt in der Medulla oblongata sowie in
iibergeordneten Zentren des Hypothalamus, des limbischen Systems und des Kortex (32,55,159).

Neben einer Frequenzzunahme (positive Chronotropie) fithrt ein gesteigerter Sympathikustonus am
Herzen zu einer Erhéhung der Kontraktionskraft (positive Inotropie), der Reizleitungsgeschwindigkeit
(positive Dromotropie) und der kardialen Erregbarkeit (positive Bathmotropie). An den Gefaflen induziert
der Sympathikus eine Vasokonstriktion (66,76,80,155). Da der Blutdruck definiert ist als Produkt aus
Herzzeitvolumen und dem peripheren GefiaBwiderstand (144), fiihrt die Erh6hung des Sympathikustonus
zu einem Blutdruckanstieg. Das sympathische System kann demzufolge zur Entstehung und Manifestation

einer arteriellen essentiellen Hypertonie beitragen (4,29,54,55,1006).

1.2.2. Noradrenalin-Clearance

Die Ubertriigersubstanz fast aller postganglionirer Neurone des Sympathikus ist Noradrenalin (NA).
Dessen Synthese und Speicherung findet in den Varikositéten der Endverzweigungen postganglionérer,
noradrenerger Neurone statt. Vorstufen des Noradrenalins sind Tyrosin, Dopa und Dopamin. Bei
Erregung des Neurons erfolgt durch Exozytose die Ausschiittung des in Vesikeln gespeicherten
Noradrenalins in den synaptischen Spalt. Seine Wirkung vermittelt das Noradrenalin an der
postsynaptischen Membran des Erfolgsorgans durch Bindung an Adrenozeptoren (AR)
(75,80,116,148,163).

Der wichtigste Mechanismus, um das freigesetzte Noradrenalin wieder aus dem synaptischen Spalt zu
entfernen und somit die Stimulation postsynaptischer Rezeptoren zu beenden, ist dessen Wiederaufnahme
in das Axoplasma. Die Wiederaufnahme erfolgt iiber den neuronalen Noradrenalin-Transporter (nNAT),
genannt Uptake-1. Dieser ist ein Kotransporter, wobei neben Noradrenalin im Verhéltnis 1:1:1 Natrium-

und Chlorid-Ionen transportiert werden. Der Antrieb des Kotransporters erfolgt durch den extra-



intrazelluldren Na'-Gradienten. Kokain und trizyklische Antidepressiva blockieren den nNAT an der
Axoplasmamembran. Der Wiederautnahme schliefit sich ein enzymatischer Abbau des Transmitters oder
die erneute Speicherung in die Vesikel an. Dazu ist ein zweiter unspezifischer Monoamintransporter
notwendig, welcher durch einen H'-Gradienten angetrieben wird und durch Reserpin blockiert werden
kann (79,99,148,166).

Zu ca. 90 % wird Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt durch Uptake-1 entfernt (116,149). Daneben
kann Noradrenalin auch zu 5-10 % durch einen extraneuralen Noradrenalin-Transporter, genannt Uptake-
2, entfernt werden. Die Noradrenalin-Aufnahme erfolgt hier unter anderem in glatte Muskel-,
Herzmuskel- und Leberzellen. Die physiologische Bedeutung dieses Transportsystems ist jedoch gering
(42,79,149,156).

Weitere Vorginge, welche die Wirkung des Noradrenalins beenden, ist dessen Diffusion aus dem
synaptischen Spalt in das umgebende Interstitium (75,148) und nach zelluldrer Aufnahme der
enzymatische Abbau durch die Monoaminoxidase (MAO) (129) und Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) (2,3,87,156). Abbauprodukte des Noradrenalins im Blut und Urin sind unter anderem 3-
Methoxy-4-Hydroxy-Phenylglykol (MOPEG) und Vanillinmandelsdure, deren Gehalt indirekt die
Aktivitdt des sympathischen Nervensystems widerspiegelt (43,75,148).

1.3. B-Adrenozeptoren

1.3.1. Einteilung, Verteilung und Funktion

Die Rezeptoren fiir die sympathischen Ubertriigerstoffe Adrenalin (A) und Noradrenalin werden als
Adrenozeptoren bezeichnet (80). 1948 fand Ahlquist anhand von Studien iiber die unterschiedlichen
Wirksamkeitsreihenfolgen der Adrenozeptoragonisten, dass es verschiede Rezeptortypen gibt. Diese
werden als o- und B-Adrenozeptoren (a- und B-AR) bezeichnet (1,15,59). An den o-AR haben
Noradrenalin und Adrenalin eine grof3ere Affinitdt als Isoprenalin, wihrend an den B-AR die Affinitét von
Isoprenalin iiber der von Noradrenalin und Adrenalin liegt (14,15,75). Eine weitere Klassifizierung der
AR erfolgt durch deren Unterteilung in Subtypen (siche unten).

Studien an a-AR zeigten, dass Noradrenalin und andere a-AR-Agonisten (z.B. Clonidin) die Freisetzung
von Noradrenalin aus den noradrenergen Neuronen hemmen. Dies fiihrte zur Entdeckung présynaptischer
a-AR. Sie wurden als o,-AR bezeichnet, gegeniiber den postsynaptischen o;-AR (95,147). Heute ist
bekannt, dass a,-AR in mehreren Geweben (unter anderem an glatten GefaBmuskelzellen, Neuronen im
Hirn, endokrinen Zellen und Fettzellen) auch postsynaptisch vorkommen (75). Die beiden a-AR-

Subtypen werden in weitere Subtypen unterteilt. Fiir o;-AR sind die Subtypen a4, o und ap, fir o,-



AR die Subtypen aua, oz und o,c beschrieben. Ob ein vierter o -Subtyp o existiert und/oder ob es sich
hierbei um eine Variante von o, handelt, ist bisher nicht geklart (20).

B-AR werden durch Isoprenalin und physiologische Konzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin
aktiviert. Es sind bisher drei verschiedene B-AR-Subtypen bekannt (20). Eine erste Einteilung erfolgte in
Bi- und B,-AR (94). Dabei gilt, dass Adrenalin und Noradrenalin am ;-AR die gleiche Affinitit besitzen,
wihrend am [,-AR die Affinitét fiir Adrenalin ungefdhr 10-50fach hoher ist als die fiir Noradrenalin (75).
Bei beiden Subtypen hat Isoprenalin eine hohere Affinitit als Adrenalin und Noradrenalin (20). Spater
gelang die Entdeckung des (;-AR (44), wobei hier Noradrenalin eine hohere Affinitdt als Adrenalin
besitzt (75). Gen und molekulare Struktur des B;-AR unterscheiden sich wesentlich von denen der [3;- und
B.-AR (20,75). Seit Jahren vermutet man die Existenz eines vierten f-AR-Subtypen. Seine genetische
Codierung, sein Vorkommen im menschlichen Organismus sowie weitere Eigenschaften dieses
mutmaBlichen 4-AR sind noch nicht vollstindig aufgeklirt und lassen vermuten, dass es sich eher um
eine B;-AR Variante handelt (20). Dariiber hinaus sind die einzelnen f-AR Subtypen polymorph infolge
des Austausches einzelner Basen. Bekannt sind beim ;-AR zwei Basenaustausche, beim [3,-AR vier und
beim (3;-AR einer. Es wird vermutet, dass diese genetische Varianz in den einzelnen B-AR fiir die
Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen und deren Ansprechbarkeit auf Pharmaka ein Rolle spielen
konnte (97).

Die B-AR-Subtypen unterscheiden sich untereinander in Lokalisation und Funktion. B;- und [B,-AR
kommen beide im menschlichen Herzen vor (13,16,20,115). Dabei betrdgt der Anteil der ,-AR an der
gesamten B-AR-Dichte in den Ventrikeln ca. 20 % und in den Vorhofen ca. 30 % (16,21). Im Bereich des
Sinusknotens findet sich ein noch groflerer Anteil der B,-AR, dennoch dominiert auch hier der 3;-AR-
Subtyp (20).

Bi-AR werden im menschlichen Herzen hauptsidchlich durch Noradrenalin aktiviert, wodurch
Kontraktionskraft und Herzfrequenz erh6ht werden. Fiir den 3,-AR ist eine Aktivierung durch Adrenalin
typisch, was primir zum Anstieg der Herzfrequenz fiihrt (20,80,139).

Die Existenz von 33-AR im menschlichen Herzen ist umstritten und nicht eindeutig geklért, sie scheinen

jedoch eher eine negative Inotropie zu vermitteln (20,41,160).



1.3.2. Signaltransduktion

B-AR bestehen aus einer Peptidkette, welche die Zellmembran siebenmal durchzieht, wobei der Amino-
(NH-) Terminus in den extra-, der Carboxy- (COOH-) Terminus in den intrazelluliren Raum ragt. Es
bilden sich durch diese Konformation sieben Transmembrandoménen, die durch drei extra- und drei
intrazelluldre Loops miteinander verbunden sind.

B-AR gehoren zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren. G-Proteine sind Heterotrimere
bestehend aus einer a-, B- und y-Untereinheit. Diese Untereinheiten werden aufgrund unterschiedlicher
Aminosduresequenzen weiter in Subtypen unterteilt. Abhdngig vom Subtyp der a-Untereinheit erfolgt die
Einteilung der G-Proteine in Familien, wobei insbesondere stimulatorische G- und inhibitorische Gg;-
Proteine mit den an sie koppelnden Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der Regulation der Herzarbeit
spielen (21,41).

Die B;-AR-vermittelte Signaltransduktion erfolgt im Herzen iiber das Ggs-Protein. Nach Bindung von
Noradrenalin erfiahrt der B;-AR eine Konformationsdnderung, wodurch iiber die Positionierung des
intrazelluldren COOH-Terminus das G,-Protein aktiviert wird und ebenfalls seine Konformation dndert.
Es folgt die Dissoziation der Ggs-Untereinheit von der membranstindigen Gg,-Untereinheit unter
Verdringung von GDP durch GTP. Die G,-Untereinheit aktiviert in der Zelle die Adenylat Zyklase (AZ),
welche die Umwandlung von ATP zu cAMP katalysiert. Die intrazelluldr erhdhte cAMP-Konzentration
steigert die Aktivitdt der Proteinkinase A (PKA). Dieses Enzym phosphoryliert so genannte Target-
Proteine (unter anderem L-Typ Ca’-Kanal, Troponin I, Phospholamban), wodurch iiber einen
gesteigerten Ca”’-Efflux aus bzw. erhohten Ca’’-Reuptake ins sarcoplasmatische Retikulum die
intrazellulire Ca’"-Konzentration und damit die Kontraktion bzw. Relaxation des Kardiomyozyten
gesteuert wird.

Die Signaliibertragung des 3,-AR, primér durch Adrenalin stimuliert, erfolgt am Herzen wie beim ;-AR
iiber das Ggs-Protein und die oben genannte Kaskade. Untersuchungen von Xiao et al. an isolierten
Kardiomyozyten von Rattenherzen zeigten jedoch zusidtzlich eine Kopplung der B,-AR an das
inhibitorische Gg;-Protein und somit Hemmung der AZ (168). Daaka et al. beschrieben weiterhin eine
verminderte Affinitdt phosphorylierter und internalisierter [,-AR (siehe unten) zum Gs-Protein mit
gesteigerter Kopplungsbereitschaft zum Gg;-Protein (33). Unklar bleibt bisher, ob am menschlichen
Herzen [,-AR neben der Signaltransduktion {iber G4s-Proteine auch an Gg;-Protein koppeln konnen (20).
Rezeptorsysteme, die iiber inhibitorische Gg-Proteine die AZ hemmen und das Herz so vor einer
sympathoadrenergen Uberstimulation schiitzen, sind muskarinerge Rezeptoren (M,-R), Adenosin-

Rezeptoren (A;-R) sowie Somatostatin-Rezeptoren (SS-R) (21).



1.3.3. Regulation der Signaltransduktion

Um die Zellantwort nach Rezeptoraktivierung zu beenden sowie die Ansprechbarkeit der Zelle nach lang
anhaltendem bzw. wiederholtem Stimulus zu verringern, kann eine Desensibilisierung des Rezeptors
erfolgen.

Am schnellsten und quantitativ bedeutendsten ist bei den B-AR die Desensibilisierung durch
Phosphorylierung des Rezeptors mittels einer spezifischen G-Protein-gekoppelten-Rezeptor-Kinase
(GRK). Bisher sind sieben verschiedene GRKs bekannt, wobei im Herzen die GRK-2 (B-Adrenozeptor-
Kinase, BARK) dominiert (78). Nach Rezeptoraktivierung und nach Dissoziation der G,s-Untereinheit
vom heterotrimeren G-Protein bindet die GRK-2 an die membranstindige Gg,-Untereinheit und
phosphoryliert am COOH-Terminus den vom Agonisten besetzten B-AR, wodurch sich die Affinitit des
B-AR fiir das zytoplasmatische Protein -Arrestin (-Arr) erhoht. Das am COOH-Terminus und 3. Loop
des B-AR gebundene B-Arr hilt den Rezeptor im so genannten ,niedrigaffinen”, vom Gg-Protein
entkoppelten Zustand (41,104).

Neben dieser homologen (vom Agonisten abhédngigen) Desensibilisierung kann auch eine heterologe
Desensibilisierung durch Effektorkinasen erfolgen. Hierzu gehort die PKA, welche durch oben genannte
Signalkaskade aktiviert wird, den B-AR anschlieend phosphoryliert und so im Sinne eines negativen
Feedbacks dessen Interaktion mit dem Ggs-Protein vermindert. Im Vergleich zur homologen
Desensibilisierung durch die GRK ist die PKA-Desensiblisierung langsamer und nicht von einer hohen
Agonistenkonzentration bzw. lang anhaltender B-AR-Stimulation abhédngig (21,41). Zwischen den
einzelnen B-AR-Subtypen gibt es Unterschiede in der Relevanz und Ausprigung der PKA vermittelten
Desensibilisierung: Der [,-AR hat zwei, der p;-AR eine und der f;-AR keine PKA-
Phosphorylierungsstelle(n), so dass die PKA-Desensibilisierung beim [,-AR die groBte, beim (3;-AR
dagegen keine Rolle spielt (104).

Als Downregulation wird die Abnahme der Rezeptorzahl an der Zelloberfliche bezeichnet. Ein
Mechanismus hierfiir ist die Internalisierung des Rezeptors. Dabei erfolgt die Entfernung des B-AR von
der Zelloberflache durch Endozytose nach dessen Phosphorylierung mittels GRK und Bindung des -Arr.
Innerhalb der Vesikel folgt die Dissoziation des B-Arr-GRK-Rezeptorkomplexes in die einzelnen
Komponenten (B-Arr, GRK, Rezeptor). Der Rezeptor kann dabei durch spezifische Phosphatasen
dephosphoryliert und als funktionstiichtiger Rezeptor an die Membran zuriick transferiert werden. Die
Abnahme des Rezeptors von der Zelloberfliche kann bei der Internalisierung demnach reversibel sein.
Nicht-recycelte, nicht-dephosphorylierte Rezeptoren werden hingegen durch lysosomale Enzyme

abgebaut.



Neben der Internalisierung fiihrt eine verminderte Synthese der B-AR ebenfalls zu deren Downregulation.
Im Gegensatz zu den oben genannten schnellwirksamen Regulationsmechanismen, welche Sekunden bis
Minuten dauern, benétigt diese Form der Downregulation mehrere Stunden bis Tage. Entscheidend fiir
eine verminderte 3-AR-Synthese ist die Reduktion der B-AR-mRNA durch deren Destabilisierung. Unklar
bleibt jedoch, ob diese Destabilisierung Agonist-spezifisch und/oder PKA-abhingig vermittelt wird
(41,104).

1.4. Das sympathoadrenerge System wahrend des Alterns und bei kardiovaskularen Erkrankungen

Als Altern bezeichnet man ,eine teils genetisch, teils exogen bedingte Resultante zeit- und
zufallsabhéngiger irreversibler Verdnderungen der lebenden Substanz“ (23). Aufgrund der erhdhten
Pravalenz von kardiovaskuldren Erkrankungen im Alter (unter anderem arterielle Hypertonie, koronare
Herzkrankheit und chronische Herzinsuffizienz) mit einer hiufig resultierenden Uberschneidung von
Alterserscheinungen und Krankheitssymptomen ist es in Altersstudien jedoch schwierig zu differenzieren,
welche der Verdnderungen durch die Krankheit, welche durch den Altersvorgang und welche durch die
Kombination von Alter und Krankheit bedingt sind (37,91,92). Wahrend des Alterns kommt es zu einer
verringerten Geféalelastizitit (23,30,88,91), einer Zunahme der Wanddicke des linken Ventrikels (91),
einer Kardiomyozyten-Hypertrophie und einer zunehmenden kardialen Fibrosierung (164). Diese
morphologischen Altersverdnderungen sind, wenn auch in einem geringeren Ausmal, vergleichbar mit
den pathophysiologischen Verdnderungen des kardiovaskuldren Systems in der chronischen
Herzinsuffizienz (s.1.1.).

Am sympathoadrenergen System #hneln die Altersverdnderungen ebenfalls denen kardiovaskulérer
Erkrankungen. In beiden Féllen ist der Sympathikustonus erhoht (141), wobei Indikatoren zur Beurteilung
der gesteigerten sympathischen Aktivitit die erhohte Noradrenalinkonzentration im Blutplasma (63,
106,109,142), die erhohte Diffusionsrate (Spilloverrate) des Noradrenalins aus den Nervenendigungen
(86,106), der verminderte Gehalt von Noradrenalin in verschiedenen Geweben (39) und die Konzentration
von Noradrenalinmetaboliten im Blut und Urin (116) sind.

Demzufolge konnte sowohl im Alter (37,49,51,62,91,124,161,173) als auch bei Patienten mit arterieller
Hypertonie  (60,64,106) und  Herzinsuffizienz  (16,20,41,56,108) eine  erhohte  Plasma-
Noradrenalinkonzentration  festgestellt ~werden. Untersuchungen am Tiermodell sowie an
herzinsuffizienten Patienten lassen weiterhin auf einen verringerten kardialen Noradrenalingehalt bei der
Herzinsuffizienz schlieen (16,91,127). Der kardiale Noradrenalingehalt im Alter scheint dagegen nicht
im gleichen Malle wie bei der Herzinsuffizienz verringert zu sein (164). Ursache fiir eine erhdhte

Noradrenalinkonzentration im synaptischen Spalt und einen verminderten Noradrenalingehalt im Gewebe



konnte neben einem gesteigerten Noradrenalin-Spillover vor allem ein reduzierter Uptake-1 sowohl im
menschlichen Altersherzen (49,50,51,100,141) als auch im hypertensiven (46,134) und insuffizienten
(7,10,16,123) Herzen sein.

Eine erhohte sympathische Aktivitdt dient kurzfristig der Anpassung des Herz-Kreislaufsystems an eine
gesteigerte Belastung unter anderem mittels B-AR vermittelter Steigerung von Herzfrequenz und
Kontraktionskraft. Eine langfristig erhohte Noradrenalinkonzentration fiihrt jedoch wie oben geschildert
zu einer P-AR-Desensibilisierung bzw. -Downregulation und somit zu einer verminderten
sympathoadrenergen Ansprechbarkeit des Herzens. Sowohl bei der chronischen Herzerkrankung als auch
im Alter ist eine verminderte Ansprechbarkeit des B-adrenergen Systems bekannt. Beim insuffizienten
Herzen kommt es zu einer Downregulation der B-AR, wobei hier hauptsdchlich die Noradrenalin-
sensitiven ;-AR betroffen sind, wihrend ,-AR bei unverdnderter Dichte eher desensibilisiert vorliegen
(13,17,20,41,103). Weiterhin sind bei der chronischen Herzinsuffizienz ein erhdhter Gehalt und eine
erhGhte Aktivitit des Gy;-Proteins bei einer unverdnderten Aktivitdt und unverdndertem Gehalt des G-
Proteins bekannt. Die Aktivitdit der AZ ist ebenfalls unverdndert (20,41). Im Gegensatz zu einer
gleichbleibenden Aktivitit der PKA ist die Aktivitit der GRK bei der chronischen Herzinsuffizienz erhoht
(20,21,98) und scheint somit eine wichtige Rolle bei der Desensibilisierung/Downregulation im
erkrankten Herzen zu spielen.

In welcher Weise im menschlichen Altersherzen Desensibilisierung und Downregulation zu einer
verminderten Ansprechbarkeit beitragen ist noch nicht genau gekldrt (20,91). Ahnlich zur
Herzinsuffizienz fanden White et al. in beiden Ventrikeln eine altersabhingige Abnahme der 3;-AR neben
einer Entkopplung der 3,-AR, wohingegen sich anders als bei einem insuffizienten Herzen eine reduzierte
AZ-Aktivitit und ein verminderter Gehalt der G,,-Protein-Untereinheit bei unverdndertem Gehalt der G;-
Protein-Untereinheit fanden (164). Untersuchungen von Brodde et al. an rechten Vorhofen zeigten
dagegen eine unveridnderte -AR-Dichte im Alter mit einem gleich bleibenden Gehalt der Ggs-Protein-
Untereinheit und erhohtem Gehalt der Gy;-Protein-Untereinheit (22). Die Aktivitdt der GRK-2 ist im Alter
unverdndert und scheint somit im Gegensatz zur Herzinsuffizienz keinen Einfluss auf die altersabhéngig

verminderte Ansprechbarkeit des B-adrenergen Systems zu haben (98,169).



1.5. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche sympathoadrenergen Verdnderungen durch die
hypertensive Herzkrankheit plus Alter und welche alleine durch den priméren Altersvorgang bedingt sind.
Hierzu wurden die Verdnderungen des sympathoadrenergen Systems spontan-hypertensiver Ratten (SHR,
ein Tiermodel fiir eine Hypertonie-induzierte hypertrophe Herzkrankheit) in den Alterstufen 4, 8, 12, 24,
36 und 52 Wochen mit den Verdnderungen gesunder, altersgleicher Wistar-Kyoto-Ratten verglichen. Es
sollte damit gekldrt werden, ob altersabhingige Veranderungen am kranken Herzen eventuell eher und
stiarker ausgeprigt erfolgen und ob herzkranke SHR-Ratten somit mdglicherweise ,,schneller altern* als

WKY -Ratten.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Inwieweit unterscheidet sich die durch GefdBsteifigkeit bedingte Hypertonie im Alter von der
genetisch determinierten Hypertonie?

2. Ist der Anstieg der Plasma-Noradrenalinkonzentration im Alter geringer ausgeprdgt als bei der
Hypertonie-induzierten Linksherzhypertrophie?

3. Inwieweit tragen nNAT-Dichte und -Aktivitdt in der Hypertonie-induzierten Linksherzhypertrophie
bzw. im Alter zum jeweiligen Noradrenalin-Spillover und zum Anstieg der Plasma-
Noradrenalinkonzentration bei?

4. Inwieweit unterscheiden sich die kardiale B-AR-Dichte und das Subtypenverhiltnis im Altersverlauf
zwischen hypertensiven von normotensiven Ratten?

5. Istein altes Herz ein krankes Herz?
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2. Material und Methoden

2.1. Tiermodell

2.1.1. Verwendete Rattenstamme

Als Versuchstiere dienten ménnliche spontanhypertensive Albinoratten vom Okamoto-Stamm (SHR)
sowie minnliche normotone Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) als Kontrollgruppe. Die Tiere stammten aus der
Zucht der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg. Untergebracht wurden die Tiere in Kéfigen zu je
drei Tieren, bei 22 °C und einem 12-stiindigen Tag- und Nachtrhythmus. Die Fiitterung der Tiere erfolgte
mit ,,Altromin®—Haltungsfutter—Ratten/Méiuse“ (Altromin, GmbH, Lage, Deutschland). Die Tiere hatten

freien Zugang zu Futter und Wasser.

2.1.2. Bestimmung des systolischen Blutdruckes

Es wurde an der Schwanzarterie eine unblutige Messung des systolischen Blutdruckes mit einem
Sphygmomanometer durchgefiihrt. An jedem Tier fanden an drei aufeinander folgenden Tagen vor der
Totung jeweils fiinf einzelne Messungen statt, aus welchen der Mittelwert gebildet wurde. Die Messungen
erfolgten in einem geschlossenen, ruhigen Raum. Die Tiere verweilten vor der Blutdruckbestimmung 30
Minuten in einer Anpassungsphase. Durch diesen Untersuchungsablauf sollten sich die Tiere an die
Messungen gewohnen, um eventuelle Blutdruck-Abweichungen infolge Stress zu minimieren. Nach der
Anpassungsphase wurden die Ratten in eine Kunststoffrohre gesperrt, deren Ende eine Offnung fiir den
Schwanz der Tiere hatte. Die Rohre befand sich in einer an die Korpertemperatur der Tiere angepassten,
klimatisierten Kammer (34 °C), da ansonsten eine Blutdruckmessung durch Abkiihlen der Schwanzarterie
nicht gewdhrleistet wire. Die Tiere verharrten in der Rohre erneut fiir 30 Minuten, um sich zu
akklimatisieren. An der Schwanzarterie wurde mit einer Blutdruckmanschette der Druck gemessen, der
iiber einen Piezokristall in einen elektrischen Impuls umgewandelt, verstirkt und iiber einen
Oszillographen sichtbar gemacht wurde. Regulation und Messung des Druckes erfolgte iiber das
Sphygmomanometer, welches iiber einen diinnen Schlauch mit der Druckmanschette verbunden war. Der
Pulsnehmer war hinter dieser Manschette lokalisiert. Als Messwert wurde der Wert iibernommen, bei

welchem der erste Puls sichtbar wurde.
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2.1.3. Gewinnung des Blutplasmas, T6tung der Tiere und Organentnahme

Die Blutentnahme und Totung der Tiere erfolgte am Versuchstag. Die Ratten wurden mit Pentobarbital
(50 mg/ kg Korpergewicht, intraperitoneal injiziert; i.p.) narkotisiert. Zusdtzlich wurden 2000 I.U. Heparin
(i.p.) verabreicht. Die Blutentnahme erfolgte 15-20 Minuten nach Narkoseeintritt mittels einer
Steigkapillare aus dem retroorbitalen Venenplexus. Es wurden 2-3 ml Blut entnommen und in eine
EDTA-haltige, eisgekiihlte Monovette iiberfiihrt sowie pro Milliliter Blut 10 pl einer Glutathion-Ldsung
(10 mM) als Antioxidants zugegeben. Das gewonnene Blut lagerte bis zur Zentrifugation auf Eis. Die
Zentrifugation erfolgte bei 1700 g, 4 °C und 10 min. Das Plasma wurde nach der Zentrifugation bis zur
Bestimmung der Noradrenalinkonzentration bei -80 °C gelagert.

An den narkotisierten Ratten wurde danach eine Laparo-und Thorakotomie durchgefiihrt. Das komplette
Herz wurde nach Durchtrennung der Aorta thoracica ziligig entnommen und in die fiir die jeweiligen
Experimente vorgesehenen eiskalten Préparationspuffer iiberfiihrt. Die Herzen wurden anschlieBend zur

Bestimmung der Herz- und Ventrikelmasse trocken getupft, gewogen und wieder in die Puffer iiberfiihrt.

2.2. Bestimmung der Plasma-Noradrenalinkonzentration

Die Messung der Noradrenalinkonzentration im Blutplasma erfolgte mittels High Performance Liquid
Chromatographie (HPLC) (139).

Da Blutplasma mehrere Substanzen enthélt (unter anderem Eiwei3e, Proteine, Elektrolyte), welche vor der
Messung entfernt werden miissen, wurden die Katecholamine (sowie andere aromatische 1,2-Diol-
Verbindungen) auf einer Vorsdule (Vinyl-Copolymer mit Phenylboronsdure) in Anwesenheit eines
Phosphatpuffers (mM: 200 (NH4),HPO,, 10 EDTA, 1,71 NaNj3, mit NH,OH auf pH 8,7 eingestellt) mittels

Esterbildung retiniert. Dadurch konnte die biologische Matrix quantitativ eluiert werden.

Uber ein elektronisches Ventil wurde das Elutionsmittel (89 Teile Phosphatpuffer (mM: 1000 NaH,PO,, 5
Oktansulfonsdure, 1,71 NaNs, pH 3,0) und 11 Teile Methanol) nach 12 Minuten gewechselt. Dadurch
wurden die Phenylboronsdureester der Katecholamine hydrolysiert und die Katecholamine von der
Vorsdule eluiert. Nach dem Transfer des Eluats auf eine analytische Saule (12,5 ¢m LiChrosphor100,
RP18ec) wurden die Katecholamine hier aufgetrennt. Im nichsten Arbeitsschritt erfolgte bei 4 °C eine

Nachséulenderivatisierung zu den entsprechenden floureszierenden Trihydroxyindolderivaten in 3 Stufen:
- Oxidation mit K3[Fe(CN)g] zu Adrenochinon bzw. Noradrenochinon

- Ogxidative Zyklisierung zu Adrenochrom bzw. Noradrenochrom

- Intramolekulare Umlagerung zu 3,5,6-Trihydroxy-1-methyl-indol bzw. 3,5,6-Trihydroxy-indol.
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Die Messung der Trihydoxyindol-Derivate erfolgte mittels Fluoreszensdetektion (Anregungswellenlinge
405 nm, Emissionswellenldnge 520 nm). Die Quantifizierung erfolgte durch externe Standards unter

Verwendung der ,,ClinRep-Standardlosung fiir Katecholamine im Plasma®.

2.3. Theoretische Grundlagen zu Radioligand-Bindungsstudien

Die Bestimmung der Rezeptorendichten, deren Subtypenverteilung sowie des Bindungsverhaltens der
Rezeptoren erfolgte durch Radioligand-Bindungsstudien in Form von  Séttigungs- und
Kompetitionsbindungsstudien. Séttigungsanalysen werden hauptsidchlich verwendet, um die Gesamtzahl
von Rezeptoren zu bestimmen. Dazu werden Rohmembranfraktionen, die den Rezeptor enthalten, mit
steigenden Konzentrationen eines radioaktiv markierten und Rezeptor-spezifischen Liganden inkubiert.
Nach einer definierten Inkubationszeit wird die Bindungsreaktion durch ein schnelles Abfiltrieren der
Ansitze gestoppt und nicht gebundene Radio-Liganden ausgewaschen. Die gebunden Radio-Liganden
konnen mit einem Counter quantifiziert werden.

Kompetitions- oder Verdringungsverfahren dienen unter anderem zur Klassifizierung der Subtypen.
Hierbei werden Rohmembranfraktionen, die den Rezeptor enthalten, mit einer konstanten Menge des
radioaktiv markierten Liganden inkubiert, wobei in unterschiedlichen Ansétzen jetzt die Zugabe eines
zweiten nicht markierten Liganden in aufsteigender Konzentration erfolgt, welcher den radioaktiv
markierten Liganden aus der Bindung verdringt. Durch Filtrieren und Auswaschen werden die nicht
gebundenen Radio-Liganden wie bei der Sittigungsbindungsstudie entfernt und die gebundenen Radio-

Liganden mittels Counter quantifiziert.

Die Reaktionen der Radioligand-Bindungsstudien unterliegen dem Massewirkungsgesetz. Fiir die

Sattigungsbindungsstudien gilt dabei die Reaktionsgleichung:

[Ligand] + [Rezeptor] s [Ligand-Rezeptor-Komplex] [1]

Als k., wird die Geschwindigkeitskonstante der Hin-, als k_; die der Riickreaktion bezeichnet. Es gilt (85):

VHin = k4 X [Ligand] x [Rezeptor] [2]
VRiick =k, X [Ligand-Rezeptor-Komplex] [3]
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Nach einer bestimmten Zeit befindet sich die Gesamtreaktion in einem Fliegleichgewicht, bei der die

Hin- und Riickreaktion mit der gleichen Geschwindigkeit ablaufen. Daraus ergibt sich:

k4 [Ligand] X [Rezeptor]
= - Kp [4]
ki [Ligand-Rezeptor-Komplex]

Kp wird als Dissoziationskonstante bezeichnet. Ist die Halfte der Rezeptoren durch den Liganden besetzt,
gilt [Rezeptor] = [Ligand-Rezeptor-Komplex] und es folgt aus [4] Kp = [Ligand]. Die
Dissoziationskonstante Ky, entspricht demnach der Konzentration von freien Liganden, die notwendig ist,
um 50 % der Rezeptoren zu binden. Der Kp-Wert ist ein indirektes Mal fiir die Affinitét eines Liganden
zum Rezeptor. Dabei verhalten sich Kp-Wert und Affinitdt umgekehrt proportional zueinander.

Die Gesamtzahl der Rezeptoren (B, ) in einer Rohmembranfraktion ist die Summe der ungebundenen

und gebundenen Rezeptoren ([Rezeptor] + [Ligand-Rezeptor-Komplex]). Daraus folgt aus Gleichung
[4]:

[Ligand] X (Bmax - [Ligand-Rezeptor-Komplex])
Kp = [3]
[Ligand-Rezeptor-Komplex]

Der Ligand-Rezeptor-Komplex wird als spezifische Rezeptorbindung bezeichnet. Er berechnet sich aus

[5]:

By X [Ligand]
[Ligand-Rezeptor-Komplex] = [6]
Kp + [Ligand]

Die Anzahl an spezifischen Bindungen ist somit neben der Variablen [Ligand] auch von der gesamten
Rezeptorzahl B, und der Dissoziationskonstanten Kp abhidngig. Die graphische Darstellung von
Gleichung [6] entspricht einer Hyperbel der mathematischen Funktion y = (a X x) / (b + x). Der Wert y
bzw. [Ligand-Rezeptor-Komplex] ndhert sich bei x = oo bzw. [Ligand] = o einer (horizontalen)

Asymptote bei By, an.
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Abb.1: Sattigungsbindungskurve

Neben der spezifischen Bindung des Liganden an Rezeptoren (spezifische Bindung), kommt es bei den
Experimenten immer zu einer unspezifischen Bindung der Liganden an andere Membranproteine und -
lipide sowie an den verwendeten Arbeitsmaterialien (z.B. Glasfilter). Die unspezifische Bindung verhalt
sich proportional zur -eingesetzten Ligandenkonzentration. Die in den Versuchen ermittelte
Gesamtbindung ist die Summe aus der spezifischen und der unspezifischen Bindung. Aufgrund des
linearen Verlaufes der unspezifischen Bindung zeigt die Gesamtbindung im Gegensatz zur spezifischen
Bindung kein Séttigungsverhalten. Um die spezifische Bindung bestimmen zu konnen, wird in parallelen
Ansiétzen zur Gesamtbindung die unspezifische Bindung ermittelt, indem die Rezeptoren durch einen
nicht markierten, hydrophilen Liganden vollstindig und spezifisch blockiert werden. Die unspezifische
Bindung entspricht der Radioaktivitit, die jetzt noch messbar ist. Die spezifische Rezeptorbindung ergibt

sich aus der Differenz von Gesamt- und unspezifischer Bindung.

Bindung Gesamtbindung

Spezifische Bindung

nspezifische Bindung

[Ligand]

Abb.2: Spezifische, Unspezifische und Gesamtbindung
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Die Berechnung von By, und der Dissoziationskonstante Kp sowie sdmtliche graphische Darstellungen

(Abb.1 und 2) erfolgten Computer-gestiitzt mit Hilfe der Software GraphPad™Prism® 2.00.

Bei Kompetitionsanalysen zur Bestimmung von z.B. Rezeptorsubtypverteilungen wird der spezifische
Ligand mit gleicher Affinitit fiir alle Rezeptorsubtypen vom Rezeptor durch einen zweiten nicht
markierten Liganden (dem Kompetitor) mit unterschiedlicher, spezifischer Affinitit zu den jeweiligen

Subtypen verdringt. Hierbei finden folgende Reaktionen statt:

[Ligand] + [Rezeptor] S [Ligand-Rezeptor-Komplex] [1]
[Kompetitor] + [Rezeptor] 5  [Kompetitor-Rezeptor-Komplex] [7]
Die Gleichung lésst sich entsprechend den Séttigungsanalysen vereinfachen. Dabei gilt die Ndhrung, dass
sowohl ein vernachléssigbarer Teil von Ligand als auch Kompetitor in gebundenen Zustand vorliegen. Es

gilt:

By X [Ligand]
Spezifische Bindung = [8]
[Ligand] + Kp X ( 1+ [Kompetitor] / K; )

Biax = Gesamt-Rezeptorzahl
Kp = Dissoziationskonstante des Liganden

K; = Hemmkonstante des Kompetitors

Der ICsy —Wert entspricht der Konzentration des Kompetitors, bei der 50 % des radioaktiv markierten

Liganden aus der Rezeptorbindung verdringt sind. Man erhilt die Gleichung nach Cheng-Prussoff (31):

ICso
K; = [9]
1+ [Ligand] / Kp

Besitzen Kompetitor und Ligand die gleiche Affinitdt zum Rezeptor gilt K; = Kp und somit:

ICso = Kp + [Ligand].

Kommen in den Rohmembranfraktionen wie am Beispiel des [-adrenergen Systems verschiedene
Subtypen von Rezeptoren vor, zeigt sich ein biphasischer Verlauf der Verdrangungskurve. Grund ist die

unterschiedliche Affinitdt des Kompetitors zu den jeweiligen Subtypen. Anhand des Wendepunktes
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zwischen beiden sigmoiden Kurvenverldufen, welche jeweils die monophasische Verdrangung von einem

Rezeptortyp beschreiben, kann die prozentuale Verteilung der Subtypen bestimmt werden.

RN

\ Subtypen-Verhiltnis

. o =
o Rezeptorbindung % S
1

ICsy ICsp [Kompetitor]
Subtyp | Subtyp II

Abb.3: Biphasische Kompetitionsbindungskurve

Die Auswertung und graphische Darstellung (Abb. 3) der Daten des Kompetitionsverfahrens erfolgte wie
bei der Sittigungsanalyse mit Hilfe des Programms GraphPad™Prism® 2.00. Mit dem F-Test wurde dabei
iiberpriift, welchem mathematischen Modell der Kurvenverlauf (mono- oder biphasisch) am ehesten

entspricht.

2.4. Untersuchungen zur kardialen Noradrenalin-Clearance

2.4.1. Praparation der Rohmembranfraktion

Die Priparation der Rohmembranfraktionen erfolgte nach der Methode von Shearman und Meyer (143).
Samtliche Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Nachdem Bindegewebs- und Geféalireste von den
Herzen entfernt wurden, erfolgte die Préparation und Abtrennung des rechten und linken Ventrikels (ohne
Septum). AnschlieBend wurde das ventrikulire Gewebe tiefgefroren und bei -80 °C gelagert. Das
gefrorene Gewebe (ca. 100 mg) wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung in 5 ml kaltem Inkubationspuffer
(mM: 10 Na,HPO,4, 120 NaCl, 5 KCI, pH 7,4) inklusive 250 mM Saccharose aufgetaut und mit einer
Schere grob zerkleinert. Die Homogenisierung des Gewebes erfolgte mit einem Ultra-Turrax einmalig fiir
10 Sekunden mit maximaler Leistung (25000 U/min) sowie nach je einminiitigen Intervallen zweimalig
fiir 20 Sekunden bei submaximaler Leistung (18000 U/min). Die Suspension wurde anschlieend
zentrifugiert (1200 g, 10 min, 0 °C) und der Uberstand iiber vierlagigen Mull filtriert. Es folgte eine

zweimalige Ultrazentrifugation (20000 g, 20 min, 4 °C), wobei der Uberstand jeweils verworfen und die
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Pellets in 1ml eiskaltem Inkubationspuffer (ohne Saccharose) resuspendiert worden. AnschlieBend wurde
die Suspension auf eine Proteinkonzentration von 250 pg/ml eingestellt Die Bestimmung des
Proteingehaltes erfolgte nach Bradford (11) mit bovinem Immunglobulin G als Standard mit einem

UV/VIS Spektrophotometer bei einer Wellenlénge von 595 nm.

2.4.2. Bestimmung der nNAT-Dichte

Grundlagen fiir die Untersuchungen zur nNAT-Dichte im rechten und linken Ventrikel sind die in 2.3.
aufgefiihrten theoretischen Aspekte zu den Radioligand-Bindungsstudien. Die FEinstellung eines
Bindungsgleichgewichtes nach dem Massewirkungsgesetz erfolgt hier durch die Kopplung eines
radioaktiv markierten Liganden an den nNAT entsprechend einer Liganden-Rezeptor-Interaktion.

Als radioaktiv markierter Ligand wurde der spezifische Uptake-1-Inhibitor [’H]-Nisoxetin (spezifische
Aktivitdit 80 Ci/mmol) verwendet, welcher den jeweiligen Ansétzen in sechs verschiedenen
Konzentrationen (0,3 nM-10 nM) zugefiihrt wurde. Die unspezifische Bindung wurde in Parallelansétzen
durch Zugabe des spezifischen Uptake-1-Inhibitors Desipramin (1pM) ermittelt. Es erfolgten
Doppelbestimmungen mit Berechnung der Mittelwerte, welche fiir die Auswertung verwendet wurden.

Ein Inkubationsansatz (Gesamtvolumen 500 pl) setzte sich demnach wie folgt zusammen:

- 50 pl Inkubationspuffer (Zusammensetzung 2.4.1, ohne Saccharose), parallel mit Desipramin
(1 uM, Bestimmung der unspezifischen Bindung)

- 50 pl Inkubationspuffer mit [3H]-Nisoxetin (0,3 nM-10 nM)

- 400 ul Rohmembransuspension (250 pg/ml)

Die Ansdtze wurden fiir drei Stunden bei 4 °C inkubiert. Die Beendigung der Reaktion erfolgte durch
Vakuumfiltration. Verwendet wurde hierfiir ein Filtrationstopf, der an einer Vakuumpumpe angeschlossen
war. Die Ansdtze wurden mit 10 ml Inkubationspuffer verdiinnt, iiber Whatmann GF/C Filter (@ 25 mm)
filtriert sowie mit 10 ml Inkubationspuffer nachgespiilt. Nach der Filtration wurden die Filter in
Scintillationsgefale gelegt und fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur luftgetrocknet. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von 4 ml Scintillations-Cocktail (Lumasafe™ Plus). Die ScintillationsgefiBe wurden danach
fiir 10 min geschiittelt (Schiittler Promax) und nachfolgend die [*H]-markierten Rezeptoren iiber einen
Beta-Scintillationscounter quantifiziert. Die Zdhlausbeute (o) betrug 60 %. Sie gibt den Anteil der vom
Counter erfassten Zerfélle (counts per minute, cpm) wieder. Aus der detektierten Radioaktivitdt lassen
sich unter Angaben des Herstellers zum Radioliganden die Konzentrationen der Liganden, die
Rezeptordichte und die Dissoziationskonstante (Kp) errechnen. Nebenher erfolgte die Bestimmung der in

den einzelnen Verdiinnungen tatsichlich verwendeten [H]-Nisoxetin-Konzentrationen. Hierzu wurde in
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parallelen Ansidtzen (den Totals) die Radioaktivitit der jeweilig pipettierten Ligandenkonzentration direkt
gemessen. Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit Hilfe von iterativer Kurveanpassung durch das

Programm GraphPad™Prism® 2.00.

2.4.3. Bestimmung der nNAT-Aktivitat

Die Bestimmung der nNAT-Aktivitdt erfolgte durch Aufnahme von Tritium-markiertem D,L-
Noradrenalinhydrochlorid (spezifische Aktivitidt 13,5 Ci/mmol) in die Gewebsslices nach der Methode
von Liang et al. (102).

Gewebe vom rechten und linken Ventrikel wurde in eisgekiihltem, modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer
(mM: 118 NaCl, 4,7 KCl, 2,5 CaCl,, 0,54 MgCl,, 25 NaHCOs, 1 NaH,PO,, 11 Glucose, 0,094 EDTA,
1,14 Ascorbinsdure, 0,067 MAO-Hemmer Nialamid, Begasung mit 95 % O, und 5 % CO,) mit einer
Schere grob zerkleinert. Auf einem Mc Illwain Tissue-Chopper wurde das Gewebe anschlieBend auf eine
GroBe von 250 x 250 pum zerkleinert. Die Slices wurden dazu auf eine Teflonscheibe gegeben und mit
wenig eiskaltem modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer versetzt, um ein Austrocknen zu verhindern. Die
Inkubation erfolgte nach Zugabe von fiinf verschiedenen Konzentrationen des (*H)-Noradrenalin (1,56
nM - 25 nM) fiir 15 Minuten bei 37 °C. In diesem Konzentrationsbereich besteht zwischen der
eingesetzten Noradrenalinkonzentration und dessen Aufnahme ein linearer Verlauf. Bei hdheren
Noradrenalinkonzentrationen kdme es zu einem Séttigungsverhalten am Transporter (99). Die
Bestimmung der unspezifischen (*H)-Noradrenalin-Akkumulation erfolgte in parallelen Reaktionsansétzen
bei 4 °C. Es wurden erneut Doppelbestimmungen mit Berechnung der Mittelwerte durchgefiihrt.

Ein Inkubationsansatz (Gesamtvolumen 500 pl) setzte sich demnach wie folgt zusammen:

- 50 pl Krebs-Henseleit-Puffer (Zusammensetzung siehe oben)
- 50 pl Krebs-Henseleit-Puffer mit (*H)-Noradrenalin (1,56 nM - 25 nM)
- 400 pl Krebs-Henseleit-Puffer mit 10 mg Gewebsslices

Die Reaktion wurde mittels Vakuumfiltration iiber einem Filtrationstopf beendet (siche 2.4.2.), die Filter
mit anhaftenden Gewebsstiicken in den jeweiligen ScintillationsgefaBen mit 3 %iger -eiskalter
Trichloressigsdure versetzt und bei 4 °C fiir zwolf Stunden inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml
Scintillations-Cocktail (Lumasafe™ Plus) erfolgte die Detektion der Radioaktivitit entsprechend Punkt
2.4.2. Eine Auswertung der Ergebnisse sowie deren graphische Darstellung erfolgte durch das Programm
GraphPad™Prism” 2.00. Dabei berechnete sich die Spezifische Aktivitit aus der Differenz von totaler (37
°C) und unspezifischer Aktivitét (4 °C).
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2.5. Untersuchungen kardialer p-Adrenozeptoren

2.5.1. Praparation der Rohmembranfraktion

Die Préiparation der Rohmembranfraktionen erfolgte nach der Methode von Brodde et al. (18). Es wurde
Gewebe von frisch ektomierten Rattenherzen verwendet und alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt.
Nachdem Bindegewebs- und Gefaflireste von den Herzen entfernt wurden, erfolgte die Praparation und
Abtrennung des rechten und linken Ventrikels (ohne Septum). In 10 ml eisgekiihlten Préparationspuffer
(mM: 1 KHCO;) wurden die Ventrikel mit einer Schere grob zerkleinert. Die weitere Homogenisierung
des Gewebes erfolgte mit einem Ultra-Turrax in jeweils einminiitigen Intervallen einmalig fiir 10
Sekunden bei maximaler (25000 U/min) und zweimalig fiir 20 Sekunden bei submaximaler
Geschwindigkeit (18000 U/min). Die erhaltene Suspension wurde mit dem Priparationspuffer (mM: 1
KHCO;) auf 20 ml aufgefiillt und zentrifugiert (1000 g, 15 min, 4 °C). Nach der Filtration des
Uberstandes iiber vierlagigen Mull erfolgte eine zweimalige Ultrazentrifugation (50000 g, 20 min, 4 °C).
Die jeweiligen Uberstande wurden verworfen und die Pellets jeweils in 1 ml Inkubationspuffer (mM: 10
TRIS-HCI, 154 NaCl, 0,55 Ascorbinsdure, pH 7,4 bei 25 °C) resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die

Einstellung der Suspensionen auf eine Proteinkonzentration von 20 pg/150 pl (entsprechend 2.4.1).

2.5.2. Bestimmung der B-Adrenozeptordichte

Die Bestimmung der B-AR-Dichte erfolgte mittels Sattigungsbindungsstudie entsprechend der Methode
nach Brodde et al. (21). Als radioaktiv markierter Ligand fungierte der subtyp-unspezifische (B-AR-
Antagonist (—)-['**J]-Jodocyanopindolol (JCYP, spezifische Aktivitit 2200 Ci/mmol) (45). Der Ligand
wurde in sechs verschiedenen Konzentrationen (5-200 pM) den jeweiligen Ansidtzen zugefiihrt. In
Parallelansdtzen erfolgte die Ermittlung der unspezifischen Bindung durch Zugabe des subtyp-
unspezifischen B-AR-Antagonisten CGP 12177 in einer Konzentration von 1 uM. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefiihrt und die Mittelwerte fiir die Auswertung verwendet.

Ein Inkubationsansatz (Gesamtvolumen 250 pl) setzte sich demnach wie folgt zusammen:

- 50 pl Inkubationspuffer (Zusammensetzung siehe 2.5.1., Gesamtbindung),
parallel mit CGP 12177 (1 uM, unspezifische Bindung)

- 50 pl Inkubationspuffer mit JCYP (5 bis 200 pM)

- 150 pl Rohmembransuspension (20 pug Proteingehalt)

Die Ansitze wurden fiir 90 min bei 37 °C in einem Schiittelwasserbad inkubiert. Anschlieend erfolgte

die Beendigung der Reaktion zwischen Ligand und Rezeptor durch die Uberfiihrung der Ansitze auf Eis
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und der Zugabe von 5 ml eiskaltem Inkubationspuffer. Die nicht gebundenen Liganden wurden durch
Vakuumfiltration mit einem Harvester iiber Whatman GF/C Filter (@ 25mm) ausgewaschen. Die Filtration
erfolgte ziigig (max. 10 sec) und beinhaltete vier Auswaschschritte mit jeweils 2 ml Inkubationspuffer.
Nach der Vakuumfiltration wurden die ['*J]-markierten Rezeptoren in einem Gamma-Counter detektiert.
Die Zidhlausbeute (o) betrug 80 %. Die Auswertung der gemessenen Werte (cpm) sowie deren

Umrechnung in Konzentrationsangaben erfolgte entsprechend Punkt 2.4.2.

2.5.3. Bestimmung des B;- und B,- Subtypen-Verhéltnisses

Die Bestimmung der Rezeptor-Subtypenverteilung erfolgte mittels Kompetitionsanalysen. Als Kompetitor
wurde der selektive P;-Rezeptor-Antagonist CGP 20712A verwendet, welcher eine 1000-fach hohere
Affinitdt zum [3;-AR besitzt als zum 3,-AR (40). Der Kompetitor wurde den Ansétzen in 21 verschiedenen
Verdiinnungsstufen in einem Konzentrationsbereich von 1 nM bis 100 pM zugegeben, um den radioaktiv
markierten Liganden (JCYP, 100 pM, siehe 2.5.2) quantitativ aus seiner spezifischen Rezeptorbindung zu
verdringen. Die Bestimmung der unspezifischen Bindung erfolgte wie bei der Sittigungsanalyse parallel
mit CGP 12177 (1 uM). Es wurden erneut Doppelbestimmungen durchgefiihrt und die Mittelwerte
berechnet.

Ein Inkubationsansatz (Gesamtvolumen 250 ul) setzte sich demnach wie folgt zusammen:

- 50 pl Inkubationspuffer (Zusammensetzung siche 2.5.1.) ,

mit jeweiliger Verdiinnung von CGP 20712A (1nM-100uM),

parallel stattdessen mit CGP 12177 (1uM, Bestimmung der unspezifischen Bindung)
- 50 pl Inkubationspuffer mit JCYP (100 pM)
- 150 ul Rohmembransuspension (20 pg Proteingehalt)

Die Inkubation der Ansétze, die Filtration sowie die Detektion der Radioaktivitit erfolgten entsprechend

den Sittigungsanalysen (siche 2.5.2). Ausgewertet und graphisch dargestellt wurden die Daten der

Kompetitionsanalysen mit Hilfe des Programms GraphPad™Prism® 2.00.
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2.6. Statistik

Alle Werte sind als arithmetisches Mittel der einzelnen Messungen angegeben. Es werden der Mittelwert
(MW) und die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) aufgefiihrt. Die Signifikanz der Unterschiede
zwischen den jeweiligen Mittelwerten wurde mittels zweiseitigem Student’s t-Test fiir ungepaarte Proben
ermittelt. Als signifikant gelten Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05, sehr signifikant
p<0,01 und hochsignifikant p<0,001 (68). Mit dem F-Test wurde iiberpriift, welchem mathematischen
Modell der Kurvenverlauf einer Verdrdngungskurve am ehesten entspricht. Die Durchfiithrung aller

Berechnungen und graphischen Darstellungen erfolgte mittels der Software GraphPad™Prism® 2.00.

2.7. Verwendete Chemikalien

Produkt: Hersteller:

ClinRep Standardlésung fiir

Katecholamine in Plasma Recipe, Miinchen; Deutschland

Desipramin Research Biochemicals International,
Natick; USA

Heparin Biochrom KG, Berlin; Deutschland

LumasafeTM Plus LUMA*LSC B.V., Groningen; Niederl.

Pentobarbital United Pharmaceutical Works, Praha;
Tschechien

Phosphate Buffered Saline (PBS) Biochrom K@, Berlin; Deutschland

Merck, Darmstadt; Deutschland:

Ameisensdure

Analytische Saule 12,5 cm LiChrosphor100, RP18ec
Ascorbinsdure

EDTA-dinatrium-dihydrat

Glucose

Glutathion

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenkarbonat

Natriumchlorid

Vinyl-Copolymer-Vorsdule mit Phenylboronsiure

-22 -



New England Nuclear/DuPont, Briissel; Belgien:

[3H]—Nisoxetin
DL-[7-’H(N)]-Noradrenalinhydrochlorid
(—)-["*1]-Jodcyanopindolol

Sigma, Deisenhofen:; Deutschland:

Kaliumchlorid
Nialamid

(-)-Noradrenalinhydrochlorid

Folgende Chemikalien wurden freundlicherweise von Firmen zur Verfiigung gestellt:

(®)-CGP 12177, (£)-4-(3-Tertidrbutylamino-2-hydroxypropoxy)-benzimidazole-2-on und CGP 20712A

(1-[2-((3-Carbamoyl-4-hydroxy)phenoxy)ethylamino]-3-[4-(1-methyl-4-trifluoromethylimidazolyl)-

phenoxy]-2-propanol von Ciba-Geigy (Basel; Schweiz)

2.8. Verwendete Geréte und Software

Produkt:

Beta-Scintillationscounter: Tri-Carb®
Liquid Szintillation Analyzer Nr.2250CA
Filtrationstopf

Gamma-Counter: Auto-Gamma CobraTM 11
GraphPad™Prism® 2.00

Harvester

Mc Illwain Tissue-Chopper
Schiittler Promax 1020
Sphygmomanometer

Ultra-Turrax T25

UV/VIS Spektrophotometer DU®520
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Hersteller:

Packard Instrument Company, Meriden; USA
Millipore GmbH, Eschborn; Deutschland
Canberra-Packard, Meriden; USA

GraphPad Software, San Diego,

Kalifornien, USA

Brandel Biomedical Research and Development
Lab. Inc., Gaithersburg; USA

Bachhofer, Reutlingen; Deutschland
Heidolph, Deutschland

Hugo Sachs Electronics; March, Deutschland
IKA Labortechnik GmbH & Co-KG,

Staufen; Deutschland

Beckman Instruments, Inc., Fullerton; USA



Vakuumfiltrationsanlage

Zentrifugen:

Sorvall®RC-5B Refrigerated
Tischzentrifuge 5415C

Einmalartikel:

Counterrohrchen

Filter Whatman GF/C
Scintillatorgefal3e
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Brandel Biomedical Research and

Development Lab. Inc., Gaithersburg; USA

DuPont Company, Newtown; USA
Eppendorf GmbH, Hamburg; Deutschland

Greiner Labortechnik, Frickenhausen;
Deutschland

Whatman, Inc., Clifton, NJ; USA
Greiner Labortechnik, Frickenhausen;

Deutschland



3. Ergebnisse

3.1. Blutdruck und Linksherzhypertrophie in SHR und WKY-Ratten in Abhangigkeit zum Alter

3.1.1. Systolischer Blutdruck

Die Blutdruckmessung an beiden Rattenstimmen erfolgte in den Altersstufen 4, 8, 12, 24, 36 und 52
Wochen bei insgesamt 54 SHR und 67 WKY. In SHR zeigte sich ein Anstieg des systolischen
Blutdruckes zwischen der 4. und 12. Woche um 44,2 %. In den darauf folgenden Alterstufen kam es zu
keiner weiteren Erhohung. Der systolische Blutdruck der WKY-Ratten blieb dagegen in allen Altersstufen
konstant. Die Blutdruckwerte der SHR zeigten im Alter von 4 Wochen keine Unterschiede zu den WKY-
Ratten. In der 8. Woche war der Blutdruck der SHR im Vergleich zu WKY um 14,3 %, in der 12. Woche
um 48,9 % erhoht. Die Blutdruckwerte der SHR lagen ab der 8. Woche signifikant (p<0,05), ab der 12.
Woche hochsignifikant (p<0.001) iiber denen der WKY (Tab.1).

3.1.2. Relatives linksventrikulares Gewicht als Hypertrophiemarker

Das gesamte Herzgewicht sowie das Gewicht des rechten (RVG) und linken Ventrikels (LVG) wurden
einzeln bestimmt und miteinander verglichen. Weiterhin wurde jeweils das Gewicht des linken Ventrikels
in das Verhéltnis zum Ko&rpergewicht (KG) gesetzt. Die Gewichtsverhéltnisse der linken Ventrikel zum
gesamten Herzen (LVG/HG) bzw. der linken zu den rechten Ventrikeln (LVG/RVG) wurden ebenfalls

bestimmt. Diese gelten als kdrpergewichtsunabhingige Marker einer kardialen Hypertrophie.

Das Korpergewicht nahm in SHR und WKY-Ratten erwartungsgemifl bis zur 52. Woche zu. Das
Korpergewicht der SHR war mit 52 Wochen im Vergleich zu den 4 Wochen alten Ratten um 408,1 %, bei
WKY um 372,3 % erhoht. In den jeweiligen Alterstufen fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Korpergewichten der SHR und WKY-Ratten (Tab.2).

In SHR wie auch in WKY-Ratten war das Verhiltnis des linken Ventrikels zum Korpergewicht
(LVG/KG) im Alter von 4 Wochen grofler als in allen spéteren Alterstufen (Tab.3). In SHR kam es
danach zu einem kontinuierlichen Anstieg des LVG/KG-Verhiltnisses von der 8. bis zur 52. Woche um
insgesamt 12,4 %. In WKY -Ratten reduzierte sich dagegen das LVG/KG-Verhiltnis von der 8. bis zur 36.
Woche um 11,4 %. Das Verhiltnis war in der 52. Woche noch um 8,2 % niedriger als in der 8. Woche.
Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p>0,05). Im Vergleich zwischen beiden

Rattenstimmen fand sich kein Unterschied des Verhiltnisses von LVG/KG in der 4. und in der 8.
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Lebenswoche. Ab der 12. Woche lagen jedoch alle LVG im Verhiltnis zum KG in SHR iiber denen der
WKY-Ratten. Die Unterschiede waren in diesen Alterstufen hochsignifikant (Tab.3).

Das linksventrikulire Gewicht im Verhéltnis zum gesamten Herzgewicht (LVG/HG) stieg in SHR
zwischen der 4. Woche und der 36. Woche um 17.1 % (Tab.4). Danach verzeichnete sich ein leichter
Abfall des Gewichtsverhéltnisses von der 36. bis zur 52. Woche. Das Verhiltnis lag bei 52 Wochen mit
13,1 % tliber dem der 4 Wochen alten SHR. In WKYY- Ratten dagegen fand sich der hochste Wert bereits
im Alter von 24 Wochen. Das Verhiltnis des LVG/HG war zu diesem Zeitpunkt um 8,1 % grofBer als in 4
Wochen alten WKY-Ratten. Danach zeigte sich ein Riickgang des LVG/HG-Verhiltnisses bis zur 52.
Woche auf das Ausgangsniveau der 4 Wochen alten Ratten. Zwischen den Alterstufen 4 und 52 Wochen
bestand damit kein signifikanter Unterschied. Die Werte der Verhéltnisse zwischen dem LVG und HG
lagen im Vergleich beider Stimme in SHR ab der 8. Wochen in allen Alterstufen signifikant {iber denen

der WKY-Ratten (Tab.4).

Das Verhiltnis des linksventrikuldren Gewichtes zu dem des rechten Ventrikels (LVG/RVG) stieg in SHR
ebenfalls von der 4. bis zur 36. Woche an (Tab.5). Danach zeigte sich auch hier ein Riickgang bis zur 52.
Woche. Ingesamt war das LVG/RVG-Verhiltnis in 52 Wochen alten SHR um 57,5 % grofler als in 4
Wochen alten Versuchstieren. In WKY-Ratten fand sich erneut ein Maximum des Gewichtsverhéltnisses
in der 24. Woche mit einer Steigerung um 35,9 % im Vergleich zur 4. Woche. Danach ndherten sich die
Werte bis zur 52. Woche auf das Ausgangsniveau von 4 Wochen alten WKY-Ratten zuriick. Zwischen
den Alterstufen 4 und 52 Wochen war der Unterschied des Verhéltnisses vom LVG zum RVG nicht
signifikant. Wie beim LVG/HG-Verhiltnis lagen auch hier ab der 8. Woche alle LVG/RVG-Verhéltnisse
in SHR signifikant iiber denen der WKY-Ratten (Tab.5).

Zusammenfassend war die Steigerung der Gewichtsverhéltnisse des LVG zum HG bzw. des LVG zum

RVG in WKY-Ratten weniger ausgeprigt als in SHR, wobei jeweils ab der 8. Lebenswoche ein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Rattenstimmen bestand.
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3.2. Plasma-Noradrenalinkonzentration

In allen Altersstufen (4, 8, 12, 24, 36 und 52 Wochen) wurde die Noradrenalinkonzentration im
Blutplasma (pg/ml) von insgesamt 37 SHR und 65 WKY-Ratten (s. Abb. 4) bestimmt.

In SHR zeigte sich zwischen der 8. und 12. Woche ein sprunghafter Anstieg des Noradrenalingehaltes um
41,7 % (314,5 £ 29,7 pg/ml n=10 bzw. 445,8 + 82,9 pg/ml, n=6). Diese Differenz wurde jedoch erst
zwischen der 8. und 24. Lebenswoche signifikant (481,3 + 44,2 pg/ml, n=4). Bis zur 52. Woche verblieb
der Noradrenalingehalt auf diesem erhohten Niveau. Im Vergleich zur 4. Woche war die Plasma-
Noradrenalinkonzentration in der 52. Woche signifikant um 49 % erhoht (337,0 + 20,3 pg/ml, n=5 bzw.
502,1 £ 51,9 pg/ml, n=7). In WKY-Ratten dagegen wurde ein Anstieg des Noradrenalingehaltes im
Blutplasma erst spéter, ab der 24. Woche sichtbar (339,2,0 + 31,7 pg/ml, n=13). Der Plasma-
Noradrenalingehalt erhdhte sich hier insgesamt von der 12. bis zur 52. Woche kontinuierlich um 80 %
(237,5 + 20,6 pg/ml, n=10 bzw. 427,5 £ 70,6 pg/ml, n=10). Im Vergleich lag in SHR bereits in den
Alterstufen 4 und 8 Wochen der Noradrenalingehalt iiber dem der WKY-Ratten. Jedoch wurde der
Unterschied erst ab der 12. Woche durch die sprunghafte Noradrenalinerhdhung signifikant (p<0,01).
Danach ndherten sich die Werte der WKY-Ratten durch eine kontinuierliche Steigerung des
Noradrenalingehaltes denen der SHR an. In der 52. Woche fand sich zwischen beiden Stimmen kein

signifikanter Unterschied mehr (s. Abb. 4).
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Abb.4: Plasma-Noradrenalinkonzentration in SHR und WKY-Ratten
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3.3. Kardiale Noradrenalin-Clearance in SHR und WKY-Ratten in Abhangigkeit zum Alter

3.3.1. nNAT-Dichte im rechten und linken Ventrikel

Abbildung 5 gibt ein Beispiel fiir eine Sittigungsanalyse zur Bestimmung der nNAT-Dichte im linken
Ventrikel von 24 Wochen alten SHR und WKY-Ratten wieder. Als Radioligand wurde [*H]-Nisoxetin
(0,3-10 nM, spezifische Aktivitat: 80 Ci/mmol) verwendet. Die spezifische Bindung berechnet sich aus
der Differenz von Gesamt- und unspezifischer Bindung. Da im dargestellten Fall die Gesamtbindung in

SHR deutlich reduziert ist, ergibt sich eine verminderte spezifische Bindung am Transporter.
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8= Spezifische Bindung WKY und SHR
T =
£ %
S 1000+ — . .
~ 7 — — = ©  Unspezifische Bindung WKY
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Ligandenkonzentration (cpm)

Abb.5: Sattigungsbindungsstudie am linken Ventrikel 24 Wochen alter SHR und WK -Ratten

Im Altersverlauf der SHR zeigte sich am rechten Herzventrikel von der 4. bis zur 12. Woche kein
signifikanter Unterschied in der nNAT-Dichte (123,11 + 17,07 fmol/mg, n=3 bzw. 97,78 + 11,33
fmol/mg, n=4). Danach reduzierte sich die Dichte sprunghaft um 42,3 % bis zur 24. Lebenswoche (56,39
+ 5,37 fmol/mg, n=3) und blieb bis zur 52. Woche quantitativ auf diesem niedrigeren Niveau (69,60 +
11,18 fmol/mg, n=4). In WKY-Ratten dagegen kam es zu keiner Abnahme der nNAT-Dichte im
Altersverlauf. Die ermittelten Werte entsprachen in WKY-Ratten in allen Alterstufen denen der jungen
SHR (z.B. WKY 4 Wochen: 112,64 = 12,89 fmol/mg, n=3 bzw. WKY 52 Wochen: 111,51 + 8,96
fmol/mg, n=3), so dass sich im Vergleich zwischen beiden Rattenstimmen im rechten Ventrikel erst ab

der 24. Woche eine signifikante Abnahme der nNAT-Dichte in SHR zeigte (s. Abb. 6).
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Abb.6: nNAT-Dichte im rechten Ventrikel von SHR und WKY-Ratten

Im linken Herzventrikel entsprach der Altersverlauf in beiden Rattenstimmen in etwa dem des rechten
Ventrikels. In SHR fand sich die hochste nNAT-Dichte in der 4. Woche und 8. Woche (74,61 + 12,65
fmol/mg, n=3 bzw. 78,44 + 3,32 fmol/mg, n=3). Danach reduzierte sich die Dichte sprunghaft zwischen
12. und 24. Woche um 37,7 % (63,23 + 11,85 fmol/mg, n=4 vs. 39,37 £+ 3,92 fmol/mg, n=3). Dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant, wohingegen zwischen der 8. und 24. Woche die
Abnahme statistisch zu sichern war. Die Werte blieben bis zur 52. Woche auf diesem Niveau (33,66 +
5,80 fmol/mg, n=4). In WKY-Ratten fand sich dagegen im Altersverlauf keine Abnahme der nNAT-
Dichte (z.B. WKY 4 Wochen: 87,38 £ 9,07 fmol/mg, n=3 bzw. WKY 52 Wochen: 90,30 £+ 7,50 fmol/mg,
n=3). In SHR ergab sich im Vergleich zum WKY-Stamm bereits ab der 8. Lebenswoche eine verringerte
nNAT-Dichte im linken Ventrikel. Die Unterschiede wurden jedoch wie am rechten Ventrikel erst ab der

24. Woche statistisch signifikant (s. Abb. 7).
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Abb.7: nNAT-Dichte im linken Ventrikel von SHR und WKY-Ratten
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3.3.2. Kp-Werte der Radioligand-Bindungsstudien am Noradrenalin-Transporter

Der Kp-Wert einer Radioligand-Bindungsstudie gibt die Affinitit eines Rezeptors zum eingesetzten
Liganden wieder (sieche 2.3.). Tab. 6 und Tab. 7 zeigen die Kp-Werte der Bindungsstudien mit [*H]-
Nisoxetin am Noradrenalin-Transporter im rechten bzw. linken Ventrikel von SHR und WKY-Ratten. Im
Altersverlauf beider Stimme ergaben sich in beiden Herzventrikeln keine signifikanten Unterschiede. Im
Vergleich zwischen SHR und WKY-Ratten waren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Kp-Werten erkennbar.

3.3.3. nNAT-AKktivitat im rechten und linken Ventrikel

Abbildung 8 zeigt ein Beispiel fiir eine konzentrationsabhéngige Anreicherung des Noradrenalins in
Gewebsstiicken des linken Ventrikels 24 Wochen alter SHR und WKY-Ratten. Dargestellt ist jeweils die
aufgenommene Konzentration an Noradrenalin in pmol pro mg Herzgewebe pro Zeiteinheit (pmol NA/
mg Gewebe/ 15min). Die spezifische Aufnahme {iber den nNAT berechnet sich aus der Differenz von
Gesamt- und unspezifischer Aufnahme. Die Gesamt-Aufnahme ist in diesem Fall in SHR in allen
Konzentrationsstufen signifikant niedriger als in WKY-Ratten, so dass sich eine reduzierte spezifische
nNAT-vermittelte Aufnahme in SHR ergibt. In dem verwendeten Konzentrationsbereich (max. 25 nM)
besteht zwischen der eingesetzten Noradrenalinkonzentration und der spezifischen nNAT-vermittelten
Aufnahme ein linearer Verlauf, wobei es bei hoheren Konzentrationen zur Séttigung am Transporter

kommen wiirde (99).
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Abb.8: nNAT-Aktivitat im linken Ventrikel 24 Wochen alter SHR und WKY -Ratten
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Im rechten Ventrikel der SHR stieg die nNAT-Aktivitdt kontinuierlich von der 4. bis zur 12. Woche um
90,6 % (74,69 + 4,81 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4 bzw.142,37 + 11,47 pmol/mg/15min bei 25 nM
NA, n=4). Danach reduzierte sich die nNAT-Aktivitit bis zur 52. Woche leicht (118,88 + 8,32
pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=5), wobei statistisch keine Unterschiede zwischen den Werten
bestanden. In WKY-Ratten dagegen stieg die nNAT-Aktivitit von der 4. Woche bis zur 24. Woche um
107,5 % (88,92 £ 13,72 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4 bzw. 184,49 + 6,93 pmol/mg/15min bei 25
nM NA, n=4). Danach kam es hier auch zu einer Reduktion der Aktivitit. Diese Abnahme wurde vor
allem zwischen der 36. und der 52. Woche mit einem Riickgang um 44,6 % deutlich (177,33 + 7,62
pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4 bzw. 98,3 £ 10,70 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4). Die Werte
der nNAT-Aktivitit im rechten Ventrikel zeigten somit in beiden Rattenstimmen einen glockenformigen
Altersverlauf. In SHR fand sich die maximale Aktivitdt bereits im Alter von 12 Wochen, in WKY dagegen
erst mit 24 Wochen. Weiterhin lag dieses Maximum in SHR unter dem der WKY-Ratten. Es bestanden
damit zwischen beiden Rattenstimmen im Alter von 24 und 36 Wochen signifikante Unterschiede. Im
Alter von 52 Wochen war durch die Abnahme der nNAT-Aktivitit in WKY-Ratten im hohen Alter kein
Unterschied mehr vorhanden (s. Abb. 9).

P<0,05 zwischen 4 bzw. 8 vs 12 Wo bei SHR und WKY
200 - P<0,05 zwischen 36 vs 52 Wo bei WKY
T B SHR

T [ WKY

*%*

**

100 +

Noradrenalin-Transporter-Aktivitéit
(pmol NA/ mg Gewebe/15min)

0 -
4 8 12 24 36 52

Alter (Wochen)

Abb.9: nNAT-Aktivitit in Gewebestiicken des rechten Ventrikels von SHR und WKY-Ratten bei einer

Inkubation mit 25 nM Noradrenalin

Im linken Ventrikel kam es in SHR nicht zu einer Erhéhung der nNAT-Aktivitdt in den ersten
Lebenswochen wie im rechten Ventrikel. Die Werte blieben von der 4. bis zur 12. Lebenswoche
unverdndert (99,31 £+ 3,07 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4 bzw. 88,33 + 13,06 pmol/mg/15min bei 25
nM NA, n=4). Darauf folgend reduzierte sich die Transporteraktivitit bis zur 52. Woche kontinuierlich
(37,61 £ 9,37 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=5). In WKY-Ratten zeigte sich dagegen wie im rechten
Ventrikel ein glockenformiger Altersverlauf. Die nNAT-Aktivitit erhohte sich hier von der 4.
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Lebenswoche bis zur 12. Woche um 58,3 % (84,29 + 13,36 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4 bzw.
133,44 £+ 4,02 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=3). Danach reduzierte sich die nNAT-Aktivitét bis zur
52. Woche um insgesamt 72,2 % (37,09 + 2,30 pmol/mg/15min bei 25 nM NA, n=4). Im Vergleich
zwischen den beiden Stimmen war die nNAT-Aktivitét im linken Ventrikel der SHR wegen des fehlenden
Anstieges gegeniiber den WKYY-Ratten ab der 12. Woche vermindert. In der 52. Lebenswoche zeigten sich
aufgrund des altersabhéngigen Riickgangs in WKY-Ratten keine Unterschiede mehr in der Aktivitdt des
nNAT (s. Abb.10).
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Abb.10: nNAT-Aktivitit in Gewebestiicken des linken Ventrikels von SHR und WKY-Ratten bei einer

Inkubation mit 25 nM Noradrenalin

Zusammenfassend war die nNAT-Aktivitdt in SHR in beiden Ventrikeln gegeniiber den WKY-Ratten in
den mittleren Altersstufen vermindert. Das lag zum einen an der vorzeitigen altersabhéngigen Reduktion
bzw. an einem fehlenden oder verringerten Anstieg in den ersten Wochen. Im hohen Alter fanden sich

aufgrund der Reduktion der nNAT-Aktivitdt in WKY-Ratten die gleichen Werte in beiden Stdmmen.

3.4. Kardiale B-Adrenozeptoren in SHR und WKY-Ratten in Abhangigkeit zum Alter

3.4.1. B-Adrenozeptordichte im rechten und linken Ventrikel

Die B-AR-Dichte wurde durch Radioligand-Bindungssanalysen bestimmt. Als Radioligand fungierte (—)-
['*J]-Jodocyanopindolol (JCYP, spezifische Aktivitit 2200 Ci/mmol) (45).

Ein Beispiel fiir eine Bindungskurve ist in Abb.11 gegeben. Es sind die Gesamtbindung und die
unspezifische Bindung an den Rohmembranfraktionen des linken Ventrikels von 12 Wochen alten SHR

und WKY-Ratten dargestellt. Die spezifische Bindung an den B-AR berechnet sich aus der Differenz von
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gesamter und unspezifischer Bindung. In Abb.11 ergibt sich somit kein signifikanter Unterschied der

spezifischen Bindung an B-AR 12 Wochen alten SHR und WKY-Ratten.
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Abb.11: B-AR Sattigungsbindungsstudie am linken Ventrikel 12 Wochen alter SHR und WKY-Ratten

Die B-AR-Dichte (fmol/mg Herzgewebe) zeigte wihrend des Alterns beider Rattenstimme im rechten und

linken Ventrikel einen dhnlichen Verlauf:

Im rechten Ventrikel der SHR (s. Abb. 12) fand sich die groBte Dichte der B-AR in der 4. und 8.
Lebenswoche (26,83 + 3,30 fmol/mg n=4 bzw. 27,04 + 3,35 fmol/mg, n=5). Danach reduzierte sich die -
AR-Dichte um 29,9 % bis zur 12.Woche (18,95 + 2,15 fmol/mg, n=4). In den darauf folgenden
Altersstufen blieb die B-AR-Dichte bis zur 52. Woche auf diesem erniedrigten Niveau (18,87 + 3,08
fmol/mg, n=4). Im Gegensatz zum linken Ventrikel lie sich jedoch in SHR die Abnahme der B-AR-
Dichte im rechten Ventrikel statistisch nicht sichern, dass heifit zwischen den einzelnen Alterstufen
bestand kein signifikanter Unterschied. In WKY—Ratten zeigte sich im rechten Ventrikel ebenfalls in der
4. bzw. 8. Lebenswoche die hochste B-AR-Dichte (27,23 £+ 2,72 fmol/mg, n=3 bzw. 27,77 £ 1,95
fmol/mg, n=4). Auch hier fanden sich von der 12. bis zur 52. Woche erniedrigte Werte (21,86 = 1,50
fmol/mg, n=3 bzw. 22,78 + 1,61 fmol/mg, n=3). Jedoch lieB sich nur zwischen den Werten der 8. und 24.
Woche ein signifikanter Unterschied feststellen (27,77 = 1,95 fmol/mg, n=4 vs. 19,39 £ 1,9 fmol/mg, n=3,
p<0,05). Im Vergleich zwischen beiden Rattenstimmen zeigten sich im rechten Ventrikel in allen

Alterstufen keine Unterschiede der B-AR-Dichte (s. Abb. 12).
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ADbb.12: B-AR-Dichte im rechten Ventrikel von SHR und WKY-Ratten

Im linken Ventrikel fand sich in SHR die hochste 3-AR-Dichte im Alter von 4 und 8 Wochen (28,30 £
2,46 fmol/mg, n=4 bzw. 25,97 + 2,31 fmol/mg, n=5). Zwischen 8. und 12. Woche verringerte sich die j3-
AR-Dichte sprunghaft um 29,1 % (18,40 £ 1,91 fmol/mg, n=4) und reduzierte sich kontinuierlich bis zum
Alter von 36 Wochen (13,25 + 2,10 fmol/mg, n=3). Im Alter von 52 Wochen lag die B-AR-Dichte leicht
iiber dem Wert der 36 Wochen alten Ratten (15,29 £+ 1,54 fmol/mg, n=4). Diese Erhohung war jedoch
statistisch nicht signifikant. Von der 4. bis zur 52. Woche reduzierte sich die B-AR-Dichte insgesamt um
46 %. In WKY-Ratten zeigte sich in der 4. Lebenswoche eine 3-AR-Dichte im linken Ventrikel von 31,91
+ 1,14 fmol/mg, n=3. Auch fand sich ein Riickgang der -AR-Dichte bis zur 36. Woche (16,03 + 1,51
fmol/mg, n=4) mit einem leichten, nicht signifikanten Anstieg in der 52. Woche (19,24 + 1,80 fmol/mg,
n=3). Die B-AR-Dichte reduzierte sich insgesamt von der 4. bis zur 52. Woche um 39,7 %. Wie in den
rechten Ventrikeln waren die Unterschiede der B-AR-Dichte im linken Ventrikel zwischen den beiden

Rattenstimmen in allen Alterstufen nicht signifikant (s. Abb. 13).
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Abb.13: B-AR-Dichte im linken Ventrikel von SHR und WKY-Ratten
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3.4.2. Kp-Werte der Radioligand-Bindungsstudien an den B-Adrenozeptoren

Der Kp-Wert einer Radioligand-Bindungsstudie ist ein Ausdruck fiir die Affinitét eines Rezeptors zu dem
eingesetzten Liganden (siche 2.3.). In Tab.8 und Tab. 9 sind die Kp-Werte der Bindungsstudien mit (—)-
['*J]-Jodocyanopindolol (JCYP) an den B-AR rechter bzw. linker Ventrikel von SHR und WKY-Ratten
aufgefiihrt. Wahrend des Alterns der SHR und WKY-Ratten waren an beiden Ventrikeln keine
signifikanten Verénderungen der Kp-Werte zu beobachten. Auch bestand zwischen den Stimmen in allen

Altersstufen kein signifikanter Unterschied zwischen den Kp-Werten.

3.4.3. B;- und B,- Subtypen-Verhéltnis im rechten und linken Ventrikel

Abbildung 14 zeigt ein Beispiel einer Kompetitionsbindungsstudie zur Bestimmung der 3-AR-Subtypen-
Verteilung. Als Kompetitor wurde der selektive P;-AR-Antagonist CGP 20712A verwendet. In der
Abbildung sind die biphasischen Kurven der Kompetitionsstudien an Rohmembranen des linken
Herzventrikels von 52 Wochen alten SHR und WKY-Ratten dargestellt. Die senkrechten Linien zeigen
den ICsp-Wert der jeweiligen Rezeptor-Kompetitor-Interaktion (siehe 2.3.). Es ist zu erkennen, dass in
SHR im Bereich mittlerer Konzentrationen des Kompetitors prozentual weniger JCYP durch den ;-AR-
spezifischen Liganden verdriangt wurde als in WKY-Ratten. Daraus lésst sich schlieen, dass der relative

Anteil der B1-AR in diesem Fall in SHR geringer als in WKYY-Ratten ist.
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Abb.14: Kompetitionsbindungsstudie am linken Ventrikel 52 Wochen alter SHR und WKY -Ratten
Im rechten Ventrikel fand sich in SHR bis zur 36. Lebenswoche keine signifikante Verdnderung des

relativen Anteils der B;-AR an der gesamten B-AR-Dichte. In der 52. Woche verringert sich der ;-AR-
Anteil gegeniiber 4 Wochen alten Ratten um 18,6 %. In WKY-Ratten zeigte sich dagegen die Verteilung
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der Subtypen in allen Alterstufen konstant. Im Alter von 52.Wochen fand sich demnach in SHR im
Vergleich mit gleichaltrigen WKY-Ratten eine signifikante Verringerung des 3;-AR-Anteils (Tab. 10).

Im linken Ventrikel zeigte sich in SHR ein dhnlicher Verlauf wie beim rechten Ventrikel. Bis zur 36.
Woche blieb der 3;-AR-Anteil unverdndert und verringerte sich erst in der 52. Woche. Diese Abnahme
war stirker ausgeprégt als beim rechten Ventrikel. Insgesamt verringerte sich der relative Anteil der [3;-
AR zwischen der 4. und 52. Lebenswoche um 37,2 %. In WKY-Ratten hingegen blieb die prozentuale
Verteilung der B-AR-Subtypen wie im rechten Ventrikel in allen Alterstufen konstant. Damit fand sich
auch am linken Ventrikel in SHR gegeniiber den WKY-Ratten eine signifikante Abnahme des relativen

Anteils von 3;-AR in der 52. Woche (Tab. 11).
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4. Diskussion

4.1. Entwicklung von arterieller Hypertonie und Linksherzhypertrophie

In den vorliegenden Untersuchungen wurden Ratten vom SHR-Stamm verwendet, welcher als ein
Tiermodell zur Erforschung der essentiellen arteriellen Hypertonie beim Menschen gilt. Die genauen
Ursachen der Hypertonie sind in diesem Stamm noch nicht bekannt. Man geht jedoch auch hier - wie beim
Menschen - von einem multifaktoriellen Geschehen aus, bei dem mehrere Organsysteme betroffen sind
(171,172). Bei der Entstehung des essentiellen Bluthochdruckes scheinen unter anderem genetisch
determinierte Verdnderungen an den Nieren eine Rolle zu spielen. Die Transplantation von Nieren des
SHR-Stammes in normotensive WKY-Ratten fithrte zum Bluthochdruck in den WKY-Ratten, wahrend
umgekehrt Nieren von WKY-Ratten die Bluthochdruckentstehung in SHR verhinderten (19,130). Grund
hierfiir konnte die schon in der prahypertensiven Phase erhohte renale a-AR-Dichte sein. Dadurch werden
hypertensive  Effekte wie Vasokonstriktion sowie NaCl- und Wasserretention verstérkt
(15,19,112,138,154,). Andere Untersuchungen zeigten jedoch eine unveridnderte renale a-AR-Dichte in
SHR (111). Weitere Faktoren, die in SHR zur Hypertoniegenese beitragen, sind moglicherweise das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (71,82,105,172) sowie zelluldre Prozesse, die das GefaBwachstum

regulieren (172).

Es liegen unterschiedliche Daten vor, in welchem Alter es in SHR zu einer Auspragung der Hypertonie
kommt. Gray stellte in SHR bereits am ersten postnatalen Tag eine Blutdruckdifferenz im Vergleich zu
WKY-Ratten fest (65). Andere Autoren berichten jedoch von einem Blutdruckanstieg erst ab der 4
Lebenswoche (90,131,154). SchlieBlich deuten weitere Untersuchungen auf unveridnderte Blutdruckwerte
in der 4. und 5. Woche (25,28,71,114) und eine signifikante Hypertonie erst in der 8. Woche hin (136).
Zwar lagen in unseren Untersuchungen die Blutdruckwerte in SHR bereits in der 4. Woche iiber denen der
WKY-Ratten, dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Erst ab der 8. Woche fand sich
ein signifikant erhdhter Blutdruck in SHR. Der starkste Blutdruckanstieg erfolgte zwischen der 8. und 12.

Lebenswoche.

Eine linksventrikuldre Hypertrophie wurde in der vorliegenden Arbeit durch das Verhiltnis des linken
Ventrikelgewichtes zum gesamten Herzgewicht, zum rechten Ventrikelgewicht und zum Korpergewicht
gekennzeichnet. Dabei gilt das Verhéltnis des linken Ventrikelgewichtes zum gesamten Herzgewicht
sowie zum Gewicht des rechten Ventrikels als korpergewichtsunabhingiger Index einer kardialen

Hypertrophie.
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In SHR zeigte sich ab dem Alter von 8 Wochen eine Zunahme des relativen linksventrikuldren Gewichtes,
insbesondere bei den korpergewichtsunabhingigen Hypertrophiemarkern. Beim Verhéltnis des linken
Ventrikels zum gesamten Korpergewicht wurde der Unterschied jedoch erst ab der 12. Woche signifikant.
Diese Ergebnisse wurden als eine ab der 8. bis 12. Lebenswoche bestehende Linksherzhypertrophie in
SHR gewertet. Auffillig war, dass in 4 Wochen alten SHR und WKY-Ratten das Verhéltnis des linken
Ventrikels zum Korpergewicht weit iiber den iibrigen Altersstufen lag. Ursache hierfiir scheinen die bei
unausgereiften Individuen typisch verdnderten Korperproportionen zu sein. Relativ zum Kdorpergewicht

haben einzelne Organe damit ein grofleres Gewicht als bei ausgewachsenen Tieren.

Folgen der kardialen Hypertrophie sind eine erhohte Wandsteifigkeit assoziiert mit einer verringerten
Kontraktilitdt, eine systolische Dysfunktion mit nachfolgender Dekompensation des Herzens. Dieses
Stadium wird klinisch als dekompensierte Herzinsuffizienz bezeichnet (12,29), welches die SHR im Alter
von ca. 18 Monaten erreichen sollen (153). Demnach befanden sich unsere Versuchstiere in allen

Alterstufen im Stadium einer kompensierten Linksherzhypertrophie.

Ein erhdhter Sympathikustonus ist charakteristisch bei der Entstehung und Auspridgung des essentiellen
Bluthochdruckes (4,29,54,55,106). Die Ursache fiir diese gesteigerte Sympathikusaktivitét ist nicht genau
bekannt. Ein Grund konnte eine durch Angiotensin Il hervorgerufene Verstarkung sympathischer Aktivitét
sein. Dazu gehoren ecine gesteigerte Noradrenalinfreisetzung aus den Nervenendigungen und damit
verbunden eine vermehrte Stimulation postsynaptischer adrenerger Rezeptoren (106). Eine weitere
mogliche Ursache fiir einen erhohten Sympathikustonus ist eine Insulin-Resistenz mit reaktiver
Hyperinsulindmie, welche zu einer Steigerung der sympathischen Aktivitét fithrt. Allerdings verursacht
eine erhohter Sympathikustonus wiederum eine Insulin-Resistenz, so dass Ursache und Folge hier nicht
klar zu trennen sind (66,106,144,151). Weiterhin wird eine zentrale, vom Hypothalamus und Subkortex
ausgehende Ubererregbarkeit auf Umweltreize als mdgliche Ursache gesteigerter sympathischer Aktivitit
angesehen (106). Dass ein beeintrichtigter Baroreflex iiber eine Sympathikussteigerung zur essentiellen
Hypertonie fiihrt, wird diskutiert (106).

In SHR ist die sympathische Aktivitit ebenfalls erhoht (24,27,81,106,120,154,172). Mehrere Studien
weisen auf einen gesteigerten Sympathikustonus bereits in der prahypertensiven Phase bzw. im frithen
Stadium einer Hypertonie hin. So konnte gezeigt werden, dass eine Sympathektomie in neonatalen Ratten
die Bluthochdruckentstehung verhinderte (96). Head berichtet von einer gesteigerten sympathischen
Innervation am GefaBsystem prahypertensiver SHR (69). Bohm wies einen erhohten Gehalt von
Noradrenalin im Myokard préhypertensiver SHR nach (8). Donohue et al. fanden einen erhdhten

Noradrenalingehalt pro Gramm Gewebe in den Nieren und MesenterialgefdBen (39). Cabassi zeigte im
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Plasma prahypertensiver SHR eine Erhéhung von DHPG, einem Noradrenalinmetaboliten (25). Eine
gesteigerte Sympathikusaktivitdt konnte demnach in SHR ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der

Hypertonieentstehung spielen.

Der durch den gesteigerten Sympathikustonus erhohte Blutdruck fiihrt zu einer Verdickung der Intima-
Media und damit zum Elastizititsverlust der GefaBwinde. Durch die zunehmende GefaBsteifigkeit wird
die Manifestation einer Hypertonie erleichtert (54,106,172). Die erhéhte Nachlast wiederum fithrt am
Herzen zu einer kompensatorischen linksventrikuldren Hypertrophie. Der genaue molekulare Vorgang ist
dabei noch nicht vollstdndig bekannt. Die Hypertonie alleine ist jedoch nicht fiir die Entstehung einer
kardialen Hypertrophie verantwortlich, sondern hierfiir scheint auch der erhdhte Sympathikustonus
notwendig zu sein (29,106). Dabei spielen Noradrenalin und Adrenalin durch Bindung an AR eine
entscheidende Rolle (58,106,129). Bereits subhypertensive Dosen von Noradrenalin konnen zu einer
kardialen Hypertrophie fiihren (93). Morisco et al. fanden durch Untersuchungen an Rattenherzen heraus,
dass die Hypertrophie hauptsidchlich iiber Stimulation der (;-Subtypen induziert wird (115). Weiterhin
fiihrt die Stimulation von a;-adrenergen aber auch von Angiotensin 1- und Endothelin 1-Rezeptoren {iber

die Proteinkinase C zu einer Hypertrophie (12).

Zusammenfassend kam es zu einer Auspriagung der hypertensiven Herzkrankheit in SHR in der 8.
Lebenswoche mit erhohten Blutdruckwerten und einer linksventrikuldren Hypertrophie. Dabei ist zu
vermuten, dass die Hypertonie die Ursache fiir die Ausbildung der Linksherzhypertrophie ist. Einige
Autoren beobachteten in SHR jedoch eine Hypertrophie bereits in der préahypertensiven Phase, was
bedeuten wiirde, dass die Linksherzhypertrophie nicht nur sekunddr zum erhéhten Blutdruck entsteht
(170). Unabhéngig von einer Hypertonie konnte es demnach durch einen gesteigerten Sympathikustonus

zur Hypertrophie kommen.
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4.2. Plasma-Noradrenalinkonzentration bei der hypertensiven Herzkrankheit und im Alter

Die Erhohung des zirkulierenden Noradrenalins gilt als wichtiger Marker fiir einen gesteigerten
Sympathikustonus (63,106,109,142). Die iiberwiegende Zahl von Autoren berichtet von einer erhdhten
Plasma-Noradrenalinkonzentration in SHR (25,117,126,133,157). In den jeweiligen Studien wurden
jedoch SHR unterschiedlichen Alters untersucht. Es gibt daher unterschiedliche Aussagen, ab welchem
Zeitpunkt es zu einer Noradrenalinerhohung im Plasma kommt und welcher chronologische
Zusammenhang zwischen dieser Erhohung und der Bluthochdruckentwicklung besteht: Laflamme stellte
auch nach Ausprigung des Bluthochdruckes keine Verdnderung der Plasma-Noradrenalinkonzentration
fest (82). Andere Autoren hingegen berichten von einer Katecholaminerh6hung schon in der
prahypertensiven Phase (117,131).

In der vorliegenden Arbeit war die Plasma-Noradrenalinkonzentration in allen Alterstufen in SHR hoéher
als in WKY-Ratten. Dieser Unterschied wurde erst im Alter von 12 Wochen signifikant. Zu diesem
Zeitpunkt hatten sich eine arterielle Hypertonie und eine Linksherzhypertrophie bereits entwickelt. Ein
signifikant erhohter Noradrenalinspiegel zeigte sich demnach sekundir zur Hypertonie und Hypertrophie

und scheint daher nicht deren primére Ursache sein.

Wie bei der hypertensiven Herzkrankheit ist auch im Alter ein gesteigerter Sympathikustonus bekannt.
Ursachen konnten ein beeintrachtiger Baroreflex und/oder eine erhdhte zentralnervose Aktivitit sein (141)
Daneben  findet sich auch im  Alter eine erhohte Plasma-Noradrenalinkonzentration
(37,49,51,62,91,124,161,173). In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich im fortgeschrittenen Alter
in beiden Stimmen ein erhdhter Noradrenalinspiegel. In SHR stieg die Noradrenalinkonzentration jedoch
bereits sprunghaft zwischen der 8. und 12. Woche, wihrend dagegen in WKY-Ratten die Erhohung der
Noradrenalinkonzentration zu einem spéteren Zeitpunkt - ab der 24. Woche - langsam und kontinuierlich
erfolgte. Im hohen Alter bestand kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den
Noradrenalinkonzentrationen im Blutplasma von SHR und WKY-Ratten. Die plotzlich erhohte

Noradrenalinkonzentration von jiingeren, hypertensiven Tieren glich der von alten, gesunden Tieren.

Der Noradrenalinspiegel im Blutplasma wird beeinflusst durch dessen Clearance (Uptake, enzymatischer
Abbau) und durch die Diffusionsrate des Noradrenalins aus den Nervenendigungen in umgebendes
Gewebe und Blutgefifle. Diese Diffusion wird als Spillover bezeichnet (86). Hoeldtke et al. fanden
heraus, dass zwischen 12 %-20 % des aus den Neuronen freigesetzten Noradrenalins in das Blutplasma

gelangt (74). Eine reduzierte Wiederaufnahme durch eine verminderte nNAT-Aktivitdt und/oder nNAT-
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Dichte fithren zu einer erhohten Konzentration des Noradrenalins im synaptischen Spalt, einem dadurch
gesteigerten Spillover und einer erhohten Plasma-Noradrenalinkonzentration (10,37,108,134).

Die Erhohung des Noradrenalinspiegels in SHR sowie im Altersverlauf beider Stdmme kann also
entweder Folge eines gesteigerten Sympathikustonus mit einem gesteigerten Spillover und/oder die Folge

einer reduzierten nNAT-Aktivitdat bzw. -Dichte sein.

4.3. Kardiale Noradrenalin-Clearance bei der hypertensiven Herzkrankheit und im Alter

Um die Beziehung zwischen Noradrenalin-Clearance zum erhohten Plasma-Noradrenalinspiegel
beurteilen zu konnen, untersuchten wir die Aktivitit, die Dichte und die Affinitdt des nNAT in beiden
Ventrikeln des hypertensiven Herzens sowie im Altersverlauf beider Stimme.

Studien zeigten in SHR einen reduzierten Uptake im Herzen (77,137), in den Nieren (122) und in der
Skelettmuskulatur (25). Im Vergleich zu WKY-Ratten zeigte sich in unseren Untersuchungen eine
Verminderung der nNAT-Aktivitdt im rechten Ventrikel der SHR ab der 24. Woche, im linken Ventrikel
bereits ab der 12. Woche. Die Dichte des nNAT war im rechten Ventrikel ab der 24. Woche reduziert. Im
linken Ventrikel zeigte sich schon in der 8. und 12. Woche eine verringerte Dichte, der Unterschied wurde
aber ebenfalls erst in der 24. Woche signifikant. Die Affinitdt des Transporters zu dem Liganden [*H]-
Nisoxetin, bestimmt durch den Kp-Wert der Radioligand-Bindungsstudien, dnderte sich nicht. Eine
verminderte Affinitit ist demnach nicht die Ursache fiir einen reduzierten Uptake.

Ein Grund fiir die zeitlichen Differenzen in den beiden Ventrikeln kdnnte deren Anordnung zum grofBen
Blutkreislauf zu sein. Der linke Ventrikel ist dem hypertensiven Korperkreislauf direkt vorgeschaltet, so
dass sich durch die Hypertonie induzierte Effekte hier eher manifestieren. Ein reduzierter Uptake konnte
also eine direkte oder indirekte Folge der arteriellen Hypertonie zu sein, welche zu diesem Zeitpunkt
bereits ausgepriagt war. Die Reduktion des neuronalen Uptakes erfolgte weiterhin zu dem Zeitpunkt in
welchem sich auch der erhohte Plasma-Noradrenalinspiegel manifestierte. Eine Kausalitét 14sst sich dabei
nicht sicher beweisen. FEinerseits fiihrt ein reduzierter Uptake zu einem erhohten Plasma-
Noradrenalinspiegel (siche 4.2.), andererseits kommt es durch eine andauernde Erhéhung der
Katecholamine im Plasma wiederum zu einer Verringerung des neuronalen Uptakes im Herzen und damit
zu einer erhohten Katecholaminkonzentration im interstitiellen Herzgewebe (38,73), so dass sich die
Plasma-Noradrenalinerh6hung und die neuronale Uptake-Reduktion hier wahrscheinlich gegenseitig
beeinflussen.

Die vorliegenden Ergebnisse in den SHR korrelieren mit den Untersuchungen im hypertensiven
menschlichen Herzen bei denen neben den erhdhten Noradrenalinwerten im Blutplasma (60,61,64,106)

auch ein beeintrachtigter kardialer Uptake (46,134) festgestellt wurde.
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Wihrend des Alterungsprozesses ist ebenfalls beim Menschen neben einem gesteigerten Spillover
(51,52,107,128) eine Abnahme des neuronalen Uptakes bekannt (49,50,51,100,141). Ein Grund dafiir
konnte neben einer reduzierten nNAT-Aktivitidt eine verringerte Dichte von Nervenendigungen im
alternden Gewebe sein. Die Dichte noradrenerger Nervenendigungen vermindert sich dabei durch einen
Abbau der Nervenenden oder durch einen vergroflerten Abstand untereinander (37).

In unseren Untersuchungen zeigte sich im Altersverlauf der gesunden WKY-Ratten eine Abnahme der
nNAT-Aktivitdt im hohen Alter. Dabei fand sich ein glockenformiger Verlauf mit einem Maximum in den
mittleren Alterstufen. Die darauf folgende Reduktion der Aktivitét erfolgte dabei zu einem Zeitpunkt, in
der sich die altersbedingte Erhohung des Plasma-Noradrenalinspiegels in WKY-Ratten bereits
abzeichnete. Auch hier kann wie bei der Reduktion des Uptakes infolge einer arteriellen Hypertonie {iber
die gegenseitige Beeinflussung dieser Effekte nur spekuliert werden (siehe oben). Im Vergleich mit WKY-
Ratten zeigte sich in SHR in beiden Ventrikeln nach anfénglich dhnlichem Altersverlauf keine dermaf3en
ausgeprégte Steigerung der nNAT-Aktivitdt in den mittleren Alterstufen. Weiterhin kam es eher zu der
alterungsbedingten Reduktion der nNAT-Aktivitdt, korrelierend mit der vorzeitig erhohten Plasma-
Noradrenalinkonzentration in SHR. Im hohen Alter fanden sich in beiden Rattenstimmen wieder
anndhernd vergleichbare Werte fiir die Noradrenalinaufnahme. Im Gegensatz zur nNAT-Aktivitét dnderte
sich die nNAT-Dichte in WKY-Ratten in beiden Ventrikeln nicht im Altersverlauf. Der reduzierte
Noradrenalin-Reuptake im Alter scheint demnach in herzgesunden WKY-Ratten nicht auf Grund einer
verringerten Transporterdichte, sondern viel mehr durch eine Aktivitdtsminderung zu erfolgen. In SHR
zeigte sich dagegen im Altersverlauf ab der 24. Woche, also zu einem Zeitpunkt als sich die nNAT-
Aktivitdt ebenfalls verringerte, eine Reduktion der nNAT-Dichte, so dass hier sowohl eine verminderte
Aktivitét als auch eine vermindert Transporterdichte zu einem reduzierten neuronalen Uptake beitragen.

Die Affinitit des Transporters zum Liganden dnderte sich in beiden Stimmen nicht im Altersverlauf.

Zusammenfassend erfolgte die Reduzierung der nNAT-Aktivitdt im Altersverlauf im kranken Herzen
frither und intensiver als im gesunden Herzen. Weiterhin zeigte sich nur im kranken Herzen eine
Verringerung der nNAT-Dichte. Unklar bleibt jedoch, ob es im sehr hohen Alter in gesunden Tieren - zu
einem spéteren Zeitpunkt als der 52. Lebenswoche - ebenfalls zu einer verminderten nNAT-Dichte kommt
und die Abnahme der Transporterdichte in kranken Tieren diesem nur voraus ging. Hinweise fiir eine im
Alter reduzierte Transporterdichte zeigten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe am rechten Ventrikel
gesunder menschlicher Herzen, bei denen es zu einer altersabhidngigen Abnahme der nNAT-Dichte kam

(100).
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4.4. B-Adrenozeptoren

4.4.1. Kardiale B-Adrenozeptordichte bei der hypertensiven Herzkrankheit und im Alter

Die kardiale Reizantwort nach Stimulation der AR durch Agonisten ist bei der hypertensiven
Herzkrankheit im Tiermodell und im Menschen vermindert (24,29,53). Grund dafiir scheint eine
Desensibilisierung und/oder eine Downregulation der -AR zu sein.

Untersuchungen am chronisch insuffizienten Herzen zeigten, dass ein erhdhter Sympathikustonus zur
Desensibilisierung der B-AR beitrdgt. Bei der Herzinsuffizienz wurde im Menschen eine erhohte Plasma-
Noradrenalinkonzentration (16,20,41,56,108), ein erhohter Noradrenalin-Spillover (47) und ein
reduzierter kardialer Uptake (7,10,16,123) festgestellt. Dies fithrt zu einer langfristig erhohten
Konzentration des Noradrenalins im synaptischen Spalt und somit an den 3-AR (7,118). Die Folge ist die
fiir die Herzinsuffizienz typische Verringerung der B-AR-Dichte im Herzen. Da Noradrenalin eine hohere
Affinitdt zum B;-AR besitzt (94), zeigt sich in den meisten Formen der Herzinsuffizienz priméir eine
spezifische Downregulation dieses Rezeptors, wohingegen fiir den 3,-Subtypen eine Entkopplung von der
Signalkaskade typisch ist (13,17,20,41,103).

Nicht vollstindig geklirt ist, welche Verdnderungen der -AR bei der essentiellen arteriellen Hypertonie
zu einer verminderten Rezeptorantwort fithren. Auch bei der Hypertonie sind ein erhdhter Plasma-
Noradrenalinspiegel (60,61,64,106), ein gesteigerter Spillover (48) und ein reduzierter kardialer Uptake
(46,134) bekannt. Die Folge konnte auch hier eine Desensibilisierung und/oder eine Downregulation der
B-AR sein. Diese Verdnderungen konnten wiederum eine Rolle bei der Progredienz der hypertensiven
kompensierten Hypertrophie bis hin zur Herzinsuffizienz spielen (29,41).Es existieren jedoch kaum Daten
iiber Verdnderungen kardialer B-AR bei der essentiellen arteriellen Hypertonie im Menschen. Um auf
Modifikationen des B-adrenergen Systems im menschlichen Herzen schliefen zu kénnen, verwendet man
hypertensive Tiermodelle wie den SHR-Stamm. Als Ausdruck einer verminderten Rezeptorantwort zeigt
sich hier eine verringerte Reaktion des kardialen B-AR-Systems auf die Stimulation mit Isoprenalin
(24,154). Ein Grund hierfiir konnte eine Verringerung der B-AR-Dichte in SHR sein, jedoch sind die
bisherigen Studien dariiber sehr kontrovers. Es wird sowohl von einer verminderten
(8,9,28,29,154,167,170), einer unveranderten (6,28,29,82,154,167) als auch einer erhohten -AR-Dichte
(6,29,154) berichtet. Als Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse bei Studien in SHR kommt neben
der Heterogenitét innerhalb der Rattenstimme auch die Verwendung unterschiedlicher Methoden und vor
allem unterschiedlicher Altersstufen in Betracht (29,89,145,154,167). Tendenziell zeigen die meisten
Studien jedoch eine Verringerung der B-AR-Dichte, vor allem durch Reduktion des B;-AR-Subtyps
(29,132,154,167,170). In der prahypertensiven Phase scheint die f-AR-Dichte unveridndert (28,154), was
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darauf schlieBen lisst, dass B-adrenerge Verdnderungen nach der Manifestation einer Hypertonie erfolgen
(15,19,29).

In der vorliegenden Studie konnten links- sowie rechtsventrikulér in allen Altersstufen keine signifikanten
Unterschiede der B-AR-Dichte zwischen den SHR und den WKY-Ratten festgestellt werden. Dieses
Ergebnis ldsst folgende Schlussfolgerungen zu: Die arterielle Hypertonie, die kompensierte
Linksherzhypertrophie sowie die vorzeitig erhdhte Plasma-Noradrenalinkonzentration und der reduzierte
neuronale Uptake in SHR hatten an beiden Ventrikeln keinen Einfluss auf die Dichte der B-AR bis zu
einem Alter von 52 Wochen. Im kompensierten Stadium einer Linksherzhypertrophie bleibt hier im

Gegensatz zur Herzinsuffizienz die B-AR-Dichte unverédndert.

Trotz gleich bleibender [B-AR-Dichte kann eine Verdnderung der Subtypen-Verteilung zu einer
verminderten Ansprechbarkeit der AR filhren. Am Herzen vermittelt Noradrenalin seine Wirkung
iiberwiegend iiber die B;-AR (20), so dass deren spezifische Downregulation zu einer Storung der
Signaliibertragung fiihrt. Ahnlich wie bei den Studien zur B-AR-Dichte lieferten auch Untersuchungen zur
Subtyp-Verteilung in SHR unterschiedliche Ergebnisse. Viele Autoren berichten von einer selektiven
Reduktion der B;-AR (29,132,154,167,170). Andere Autoren fanden eine Downregulation beider
Rezeptoren (8) oder ein unverdndertes Verhéltnis der B,/B,-Subtypen-Verteilung (6).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bis zur 36. Woche in beiden Ventrikeln der
prozentuale Anteil vom B;-AR-Subtyp an der gesamten 3-AR-Dichte in SHR unverdndert war. Der Anteil
der B;-Rezeptoren in den gewonnenen Rohmembranfraktionen entspricht in diesen Altersabschnitten ca.
60 %. Im Alter von 52 Wochen dagegen zeigte sich in SHR eine Reduktion des relativen 3;-AR-Anteils.
Da die Dichte der gesamten -AR in SHR im Alter von 52 Wochen unveréndert war, muss die Reduktion
des Bi;-AR-Anteils mit einer Erhohung der B,-AR einhergehen. Mehrere Autoren berichten von einer
Reduktion der B;-AR-Dichte, welche von einem Anstieg der 3,-AR maskiert wurde (82,113). Die Ursache
dafiir ist nicht bekannt. Die von uns zur Untersuchung gewonnenen kardialen Zellmembranen stammen
jedoch neben den Kardiomyozyten auch von Endothelzellen und Fibroblasten. Diese Zelltypen enthalten
hauptséchlich B,-AR (150). Eine durch die Linksherzhypertrophie induzierte Kollagenisierung und somit
erhohte Fibroblastenzahl (siche 1.1.) konnte der Grund fiir eine gesteigerte Anzahl an B,-AR im linken
Ventrikel sein.

Die Affinitdt eines Rezeptors zu den Liganden wird charakterisiert durch den Kp-Wert der
Sattigungsbindungsstudien. Dieser ist in den meisten Studien an kardialen -AR in SHR unverindert

(6,8,29,154,167,170). Auch in den vorliegenden Untersuchungen zeigten sich zwischen den WKY-Ratten
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und SHR in allen Alterstufen keine Unterschiede der Kp-Werte. Die Affinitit des B-AR zum Liganden

scheint daher bei der kompensierten Herzinsuffizienz unverdndert zu sein.

Wahrend des Alterns ist im Menschen (20,34,152,162,164) und im Tiermodell (20,37,91,164,169) nach
Stimulation der B-AR eine verminderte Ansprechbarkeit bekannt. Ein Grund fiir eine Desensibilisierung
und/oder Downregulation des B-adrenergen Systems konnte wie beim insuffizienten Herzen der im Alter
erhohte Noradrenalinspiegel im Blutplasma sein (20,164). Unklar ist auch hier, zu welchen genauen
Veranderungen es an den B-AR und bei der Signaltransduktion kommt. White et al. fanden durch
Untersuchungen an menschlichen Herzen eine verminderte B-AR-Dichte aufgrund einer Reduktion des f3;-
AR-Subtypen sowie eine verringerte Affinitit des B-AR zu Agonisten. Die maximale Stimulation der
Adenylat Zyklase als Antwort auf die f-AR-Agonisten Isoprenalin und Zinterol war im Alter reduziert.
(164). Untersuchungen von Brodde et al. ergaben dagegen eine unverdnderte B-AR-Dichte mit einer
verringerten Adenylat Zyklase-Aktivitdt im rechten Vorhof von alternden menschlichen Herzen (22).

In Untersuchungen im Tiermodell fanden sich ebenfalls unterschiedliche Aussagen zu den Verdnderungen
des B-adrenergen Systems im Alter. Die meisten Studien zeigten zwar eine unveridnderte 3-AR-Dichte
(20,37,91; 164), jedoch ergaben dem gegeniiber andere Untersuchungen eine Reduzierung der B-AR-
Dichte (158,169).

In der vorliegenden Studie wurde wihrend des Alterns der SHR und der WKY-Ratten in beiden
Ventrikeln eine Abnahme der B-AR-Dichte festgestellt. Jedoch lieB8 sich nur an den linken Ventrikeln
dieser Riickgang statistisch sichern. Die Abnahme der B-AR-Dichte erfolgte in beiden Stimmen zum
selben Zeitpunkt und mit gleicher Intensitdt. Es fand sich ein sprunghafter Riickgang vor allem nach der 8.
Lebenswoche. Ob die Ursache fiir die Abnahme der [-AR-Dichte der im Alter erhdhte
Noradrenalinspiegel ist, bleibt hier unklar. Zwar erhohte sich in SHR in diesem Altersabschnitt von 8-12
Wochen die Noradrenalinkonzentration sprunghaft (siche 4.2.), jedoch trat diese Katecholaminerhohung
in WKY-Ratten erst spéter, zwischen der 12.und 24.Woche auf, zu einem Zeitpunkt also, in der die B-AR-

Dichte sich bereits verringert hatte.

Wie bei der Hypertonie und Hypertrophie wird auch wihrend des Alterns eine Verdnderung der Subtypen-
Verteilung der B-AR diskutiert. Das alternde Herz zeigt einen erhdhten Anteil von kollagenem
Bindegewebe (91,164). Die damit verbundene gesteigerte Anzahl von [(,-AR kdnnte wie bei der
hypertensiven Herzkrankheit zu einem verdnderten B;/f,-Verhiltnis mit einer Verminderung des relativen
Bi-Anteils fiihren. Weiterhin konnte die erhohte Plasma-Noradrenalinkonzentration im Alter zu einer

selektiven Abnahme des [;-AR-Subtypen fithren (164). In der vorliegenden Studie fand sich jedoch in
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normotensiven WKY-Ratten wihrend des Alterns keine Verdnderung des [;/B,-AR-Verhiltnisses. Es
erfolgte demzufolge eine gleichméBige Downregulation beider Subtypen. Dies korreliert mit
Untersuchungen von Xiao et al., die ebenfalls am Rattenherzen die Downregulation beider B-AR-
Subtypen im Alter feststellten (169). In hypertensiven SHR zeigte sich dagegen eine Reduktion des
relativen B;-AR-Anteils im hohen Alter (siche oben). Unklar bleibt, ob dieser Effekt die alleinige Folge
der hypertrophen Herzkrankheit ist oder ob hier auch hier Altersverdnderungen im Herzen eine Rolle
spielen und die Reduktion des P;-AR-Anteils in SHR einer theoretisch vergleichbaren Reduktion in
WKY-Ratten zu einem spéteren Zeitpunkt als der 52. Lebenswoche vorausgeht. Gegen die Annahme, dass
die Veranderung des B,/B,-AR-Verhiltnisses in SHR alleine durch die Herzkrankheit getriggert wurde,
spricht die Tatsache, dass die Anderung des Verteilungsmusters erst im hohen Alter erfolgte, lange
nachdem sich die Hypertrophie und der erhohte Noradrenalinspiegel manifestierten. Hier scheinen sich

also Alters- und Krankheitsfolgen zu iiberlagern.

In mehreren Studien wird iiber eine verringerte Affinitdt der f-AR zu den Agonisten im Alter berichtet
(37,91,164). In den vorliegenden Untersuchungen fand sich jedoch in beiden Rattenstimmen keine
signifikante Anderung des Kp-Wertes der Sittigungsbindungsstudien im Altersverlauf. Die Affinitit des

B-AR zum Liganden blieb wihrend des Alterns wie bei der Herzkrankheit unveréndert.

4.4.2. Signaltransduktion bei der hypertensiven Herzkrankheit und im Alter

Zuséatzlich zu einer Verringerung der gesamten [-AR-Dichte oder einzelner Subtypen konnen auch
Veranderungen an der Signalkaskade zu der verminderten Rezeptorantwort im Alter und bei der
Herzkrankheit fithren. Hier zeigen die bisherigen Studien unterschiedliche Ergebnisse sowohl im
Tiermodell als auch im menschlichen Herzen.

Verschiedene Autoren berichten in SHR von einer gesteigerten, einer unverdnderten oder einer
verminderten Aktivitit der Ggs-Untereinheit (154). Der Gehalt an Ggs-Proteinen scheint sich nicht zu
verdndern (6,110,154). Unklarheiten gibt es dagegen iiber einen gleichbleibenden (6,110,154,167) oder
einen erhdhten (6,8,9,29,154,167) Gehalt der G;-Untereinheit im Herzen der SHR. Die meisten Studien
beschreiben in SHR eine verringerte Aktivitdit der Adenylat Zyklase nach Stimulation durch
Katecholamine und Isoprenalin (9,29,112,154).

Im insuffizienten menschlichen Herzen scheint der Gehalt und die Aktivitit der Gy;-Untereinheit erhoht zu
sein. Die Aktivitdt der G,s-Untereinheit bleibt ebenso wie die der Adenylat Zyklase unverandert (20). Am
Altersherzen ist die Adenylat Zyklase-Aktivitidt dagegen reduziert (20,37,91,164). Des Weitern werden

auch Verdnderungen an den G- und den Gg-Untereinheiten wéhrend des Alterns diskutiert. Bisher
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zeigten sich hier jedoch unterschiedliche Ergebnisse, so dass unklar bleibt, wo bei der Signaltransduktion

die Unterschiede und Gemeinsamkeiten zum kranken Herzen liegen (20,91,164).
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5. Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie sowie damit verbundene Herz-Kreislauferkrankungen zidhlen zu den haufigsten
Krankheiten in den Industrienationen. Verdnderungen am Herzen, die durch die Hypertonie hervorgerufen
werden, treten in dhnlicher Form auch im Alter auf. Dabei kann oft aufgrund von Uberschneidungen nicht
zwischen der reinen Alterserscheinung und der Krankheit unterschieden werden.

Das Ziel dieser Arbeit bestand daher darin, Verdnderungen des sympathoadrenergen Systems im
Altersverlauf im hypertensiven und im normotensiven Herzen zu erfassen. Als hypertensives Tiermodell
wurden dazu Ratten vom SHR-Stamm verwendet und diese mit normotensiven WKY-Ratten verglichen.
Bereits in den frilhen Lebensjahren kam es in SHR zur Ausprigung eciner Hypertonie und einer
kompensierten linkskardialen Hypertrophie. Der Noradrenalinspiegel im Blutplasma war im Alter in
beiden Stimmen gleichermaBlen erhoht, wobei der Anstieg in SHR zu einem fritheren Zeitpunkt erfolgte.
In WKY-Ratten fand sich in beiden Ventrikeln ein Maximum der nNAT-Aktivitit in den mittleren
Lebensjahren. Im Alter reduzierte sich die nNAT-Aktivitit. In SHR zeigte sich im Altersverlauf die
Reduktion der nNAT-Aktivitit eher als in den normotensiven Kontrolltieren. Im Alter fanden sich keine
Unterschiede mehr zwischen beiden Stammen. Die nNAT-Dichte reduzierte sich nur im Altersverlauf der
SHR, jedoch bleibt unklar, ob es im sehr hohen Alter iiber die 52. Lebenswoche hinaus in normotensiven
WKY auch zu einer altersabhéngigen Reduktion der Transporterdichte kommt und dies &hnlich wie bei
der nNAT-Aktivitdit in SHR nur vorzeitig erfolgte. Die Affinitdt des Uptake-Transporters zu [*H]-
Nisoxetin blieb im Altersverlauf des hypertensiven und des gesunden Herzens konstant. Zwischen beiden
Stammen zeigten sich keine Unterschiede.

Die Dichte und die Affinitdt der B-AR verdnderten sich in beiden Ventrikeln nicht bei der hypertensiven
Herzkrankheit mit kompensierter Hypertrophie. Wéhrend des Alterns zeigte sich jedoch eine Hypertonie-
unabhéngige Abnahme beider B-AR-Subtypen, welche jedoch nur im linken Ventrikel statistisch zu
sichern war. Die Affinitit der f-AR zum Liganden blieb im Altersverlauf unveréndert. Weiterhin fand
sich nur am hypertensiven Herzen eine Abnahme des relativen Anteils des ;-AR-Subtyps im hohen Alter,
wobei sich hier hochstwahrscheinlich Alters- und Hypertrophieeffekte iiberlagern. Die bei der
Herzkrankheit und im Alter verminderte Rezeptorantwort nach deren Stimulation scheint jeweils
unterschiedliche Ursachen zu haben. Hier sind weitere Untersuchungen zu Verdnderungen in der
Signaltransduktions-Kaskade und bei der heterologen und homologen Desensibilisierung erforderlich.
Gemeinsame Verdnderungen eines kranken Herzens und eines alten Herzens erfolgen bei dem kranken
Herzen eher und zum Teil intensiver. Dies zeigte sich vor allem bei der Noradrenalin-Clearance. Jedoch
fanden sich neben diesen gemeinsamen Verdnderungen auch Unterschiede, vor allem an den B-AR. Ein

altes Herz entspricht demzufolge strukturell und funktionell nicht einem kranken Herzen.
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7. Anlagen

Tab.1:
Mittelwerte + SEM des systolischen Blutdruckes (mmHg)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 1349 + 54 (5 1277 = 51 (4) n.s.

08 1524 + 7,1 (11) 1333 + 3,7 (14) p<0,05

12 1945 + 3,5 (11) 130,6 = 33 (6) p<0,001

24 2033 + 1,9 (11) 128,1 + 3,7 (14) p<0,001

36 1927 + 2,7 (6) 1333 £ 3,1 (1% p<0,001

52 203,5 + 7,2 (10) 1322 + 29 (14) p<0,001

Tab. 2:

Mittelwerte + SEM der Korpergewichte (g)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 76,6 £ 39 (11) 80,5 £ 62 (8 n.s.

08 215,66 + 75 (8) 2299 + 68 (8) n.s.

12 291,5 + 5,0 (13) 3041 = 62 () n.s.

24 3630 =+ 6,8 (6) 3698 £ 9,5 (8) n.s.

36 377,1 + 4,0 (10) 388,1 = 8,8 (8) n.s.

52 3892 £ 53 (9) 3802 + 11,8 (9) n.s

Tab. 3:

Mittelwerte + SEM des Verhiltnisses des linken Ventrikelgewichtes (mg) zum Korpergewicht (g)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 295 = 0,05 (12) 3,07 £ 0,20 (8) n.s.

08 242 + 0,09 (8) 2,19 + 0,08 (8) n.s.

12 244 += 0,05 (10) 2,16 £ 0,03 (7) p<0,001

24 2,48 + 0,04 (5 2,09 + 0,04 (8) p<0,001

36 2,59 + 0,05 (10) 1,94 + 0,05 (8) p<0,001

52 2,72 + 0,05 (10) 201 + 0,07 (9) p<0,001
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Tab. 4:

Mittelwerte =+ SEM des Verhiltnisses des linken Ventrikelgewichtes (mg) zum gesamten

Herzgewicht (mg)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 0,656 = 0,01 (12) 0,668 + 0,01 (8) n.s.

08 0,710 = 0,01 (8) 0,658 + 0,02 (8) p<0,05

12 0,745 £+ 0,01 (11) 0,704 + 0,01 (8) p<0,01

24 0,760 = 0,01 (6) 0,722 + 0,01 (7) p<0,01

36 0,768 + 0,01 (10) 0,713 + 0,02 (8) p<0,05

52 0,742 + 0,02 (17) 0,688 + 0,02 (8) p<0,05

Tab. 5:

Mittelwerte =+ SEM des Verhiltnisses des linken Ventrikelgewichtes (mg) zum rechten
Ventrikelgewicht (mg)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 294 £ 0,07 (12) 2,87 £ 0,16 (8) n.s.

08 358 £ 0,12 (8) 3,0 = 0,13 (8) p<0,05

12 4,04 £+ 021 (17) 3,50 £ 0,11 (15) p<0,01

24 456 + 0,14 (10) 390 £ 0,12 (10) p<0,01

36 504 £ 023 (10) 3,84 £+ 0,17 (7) p<0,05

52 4,63 + 0,17 (10) 331 £ 0,33 (8) p<0,05

Tab.6:

Mittelwerte + SEM der Kp-Werte der Radioligand-Bindungsstudie an Noradrenalin-Transportern im

rechten Ventrikel (fmol)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 730,53 +£221,83 (3) 871,50 +41328 (3) n.s.
08 396,80 +108,37 (3) 632,25 +209,60 (4) n.s.
12 705,13 +13447 4) 610,26 =+£245,62 (3) n.s.
24 655,51 +224,68 (3) 273,77 +112,11  (3) n.s.
36 409,83 +137,17 (3) 771,53 +418,40 (3) n.s.
52 888,67 +449,71 (4) 456,40 +187,08 (3) n.s.
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Tab.7:
Mittelwerte + SEM der Kp-Werte der Radioligand-Bindungsstudie an Noradrenalin-Transportern im
linken Ventrikel (fmol)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 714,46 +436,38  (3) 582,30 +192,39 (3) n.s.

08 631,10 +£299,69 (3) 685,00 +137,13 (4) n.s.

12 817,18 +185,96 (4) 497,07 +193,11 (3) n.s.

24 950,17 +345,16 (3) 561,70 + 77,48 (3) n.s.

36 965,87 +159,95 (3) 731,93 +331,79 (3) n.s.

52 492,50 +15420 (4) 517,03 +183,43 (3) n.s.

Tab. 8:

Mittelwerte + SEM der Kp-Werte der Radioligand-Bindungsstudie an -AR im rechten Ventrikel (pmol)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 2741 + 380 (4) 18,17 + 3,78 (3) n.s.

08 3468 + 455 (5) 2320 + 344 (4) n.s.

12 38,16 + 427 (4) 2646 + 655 (3) n.s.

24 2425 £ 517 (3) 31,17 = 881 (3) n.s.

36 39,99 + 797 (3) 32,84 + 628 (4) n.s.

52 27,72 = 17,08 (4) 18,71 =+ 0,53 (3) n.s.

Tab. 9:

Mittelwerte + SEM der Kp-Werte der Radioligand-Bindungsstudie an B-AR im linken Ventrikel (pmol)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 2924 + 456 (4) 18,96 + 135 (3) n.s.
08 26,13 + 439 (5 26,08 + 4,59 (4) n.s.
12 27,01 + 455 (4) 2392 + 505 (3) n.s.
24 2553 + 6,04 (3) 2843 + 547 (3) n.s.
36 33,51 + 13,09 (3) 1500 + 3,06 (4) n.s.
52 2727 + 420 (4) 1476 + 1,96 (3) n.s.
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Tab. 10:
Mittelwerte + SEM des Anteils der ;-AR an der gesamten -AR-Anzahl im rechten Ventrikel (%)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 61,48 + 2,60 (5) 60,80 + 2,56 (4) n.s.

08 52,02 + 571 (4) 61,45 = 442 (3) n.s.

12 58,10 = 3,09 (3) 60,36 = 148 (3) n.s.

24 53,79 + 5,88 (6) 60,77 + 2,00 (4 n.s.

36 58,07 + 4,12 (4) 62,57 + 229 (4) n.s.

52 50,06 + 2,61 (6) 6498 =+ 1,07 (3) p<0,01

Tab. 11:

Mittelwerte + SEM des Anteils der ;-AR an der gesamten 3-AR-Anzahl im linken Ventrikel (%)

Alter SHR (n) WKY (n) Statist. Signifikanz
04 58,74 + 1,78 (5) 6127 + 068 (4) n.s.

08 51,44 + 558 (4) 62,46 + 1,78 (3) n.s.

12 60,92 + 1,76 (3) 5935 + 7,02 (3) n.s.

24 54,54 + 750 (6) 58,82 + 232 (4 n.s.

36 57,07 + 485 (4) 64,40 + 250 (4) n.s.

52 3691 + 5,08 (6) 63,71 + 2,60 (3) p<0,01
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8. Thesen

1.

Es gibt Gemeinsamkeiten bei strukturellen und funktionellen Verdnderungen im kranken und im

alten Herzen.

Im Alter, bei der arteriellen Hypertonie und bei der Herzinsuffizienz sind ein erhohter
Sympathikustonus, eine verringerte kardiale Noradrenalin-Clearance und eine erhohte Plasma-
Noradrenalinkonzentration an den Verinderungen des myokardialen, sympatoadrenergen Systems

beteiligt.

Im Alter und am kranken Herzen ist die Ansprechbarkeit des kardialen B-adrenergen Systems auf

Grund von Desensibilisierung und/oder Downregulation vermindert.

Verianderungen am alternden Herzen treten am hypertensiven Herzen zum Teil eher und intensiver

auf. Dies wurde vor allem bei der Noradrenalin-Clearance sichtbar.

Andere Altersverdnderungen zeigten sich unabhéngig von einer hypertensiven Herzkrankheit und

umgekehrt. Dies betrifft unter anderem die Downregulation der -AR.

Es gibt neben den Gemeinsamkeiten Unterschiede zwischen einem alternden und einem kranken

Herzen. Ein altes Herz entspricht nicht einem kranken Herzen.
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