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Einleitung

1 Einleitung

Zellmembranen bestehen aus einer Doppelschicht von Lipidmolekiilen und sind daher fir
lonen undurchlassig. Deshalb erfolgt der Transport von lonen in die Zelle und aus der Zelle
heraus oder zwischen verschiedenen intrazellularen Kompartimenten mit Hilfe von
Membranproteinen, welche als lonenkanale, Transporter oder Pumpen bekannt sind.
lonenkanéle finden sich in den Membranen aller Zellen, bei Tieren, Pflanzen, Bakterien und
beim Menschen. Sie spielen dort eine wichtige Rolle in den unterschiedlichsten Prozessen, wie
zum Beispiel bei der Erregbarkeit von Nerven und Muskeln, der Hormonsekretion, der
Zellproliferation, der Weiterleitung von Sinnesreizen, der Kontrolle des Salz- und
Wasserhaushaltes und der Regulation des Blutdruckes. Liegen Stérungen in der Funktion der

lonenkanale vor, so kénnen diese massive physiologische Auswirkungen haben.

Die Aktivitdat von lonenkandlen kann auf mehrere Arten gesteuert werden, weshalb sich die
lonenkanale in verschiedene Gruppen einteilen lassen: Hierzu gehdren die spannungs-
gesteuerten Kanale (voltage-gated), die durch Anderung der Membranspannung zu einer
Konformationséanderung angeregt werden. Eine zweite Gruppe beinhaltet die Kanale, die durch
eine Transmitter- oder Ligandenbindung (ligand-gated) aktiviert werden. Eine weitere Gruppe
umfasst diejenigen Kanale, die auf mechanischen Druck oder Zug reagieren. In der

vorliegenden Arbeit wurden lonenkanale der ersten Gruppe untersucht.

1.1 lonenkanéle im Herzen

Aufgrund eines Stimulus von auflen, wie zum Beispiel durch die Veranderung des
Membranpotentials, kdnnen lonenkanédle eine Pore o6ffnen oder schlieRen und damit eine
Bewegung der lonen in die Zelle oder aus der Zelle heraus ermoglichen. Das Zusammenspiel
Tausender gleichartiger lonenkanale in einer einzelnen Zelle fihrt zu einem lonenstrom, und
das Zusammenspiel vieler verschiedener lonenstrdme bildet das charakteristische
Aktionspotential. Deshalb sind die lonenkanale die Grundbausteine fir die elektrische Aktivitat
des Herzens. Ist die Struktur, die Funktion oder die Zahl der lonenkanéale verandert, kann dies
zu Arrhythmien fiihren. Eine Veranderung der lonenkanalfunktion kann zum Beispiel durch
eine akute Ischamie, eine veranderte Menge an zirkulierenden Neurohormonen oder durch
eine intrazelluldre Uberladung mit Kalzium erfolgen. Traditionelle Therapieansatze zur
Behandlung von Arrhythmien stiitzen sich unter anderem auf Arzneimittel, die direkt einen oder

mehrere lonenkanale blockieren.
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Die Klonierung des ersten lonenkanals erfolgte im Jahr 1984 (Noda et al., 1984). Seither gab
es interessante neue Erkenntnisse Uber ihre Physiologie und ihren molekularen
Wirkungsmechanismus. Haufig konnten die Ursachen der veranderten elektrischen
Erregbarkeit sowohl bei genetisch bedingten Krankheiten als auch bei erworbenen
Krankheiten, wie der kardialen Hypertrophie oder der Ischamie, auf Defekte von lonenkanalen
zuriickgefiihrt werden. Dieses Wissen ermdglicht zum einen eine verbesserte Diagnose der
Erkrankung und zum anderen eine wirkungsvollere Therapie der Krankheiten, wie

beispielsweise von Arrhythmien.

Das Aktionspotential

Das Aktionspotential im Herzen ist der Verlauf der Spannung an der kardialen Zellmembran
als Funktion der Zeit (Hille, 1992). Diese Spannung wird durch den Fluss individueller lonen
durch die Zellmembran verandert (siehe Abbildung 1): Ein Natriumeinwartsstrom (ly,) ist fur
den schnellen Anstieg des Aktionspotentials verantwortlich. Auf diesen folgt ein
Kaliumauswartsstrom  (l,). Daraufhin  sorgt ein  Gleichgewicht zwischen dem
Kalziumeinwartsstrom (lc,. und Ic,7) und dem Kaliumauswartsstrom (lx,,) fir die Entstehung
der Plateauphase. Die Kaliumstrome I und I, erzeugen schliellich den verzdgerten
Gleichrichter-Strom (,delayed rectifier”) und sind wie der lx;-Strom fiur die sich anschlieRende
Repolarisation verantwortlich (Snyders, 1999). AufRerdem sind noch ein durch Acetylcholin
aktivierter Kaliumstrom (lxacn), €in Chloridstrom (Ig), ein schwach einwartsrektifizierender
Kaliumstrom (lx,) und ein unter pathophysiologischen Bedingungen aktivierter Kaliumstrom
(Ikatp) an der Repolarisation beteiligt. Des Weiteren ist der von den extra- bzw. intrazelluldren
Na'- bzw. Ca?-Konzentrationen abhéngige Austauscherstrom Iy.c, fir die Modulation des

Aktionspotentials von Bedeutung (Snyders, 1999).
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HTY
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Abbildung 1:  Darstellung der lonenstrome und der dazugehdrigen Gene, die an der Entstehung des kardialen
Aktionspotentials beteiligt sind (Brown, 1997; Snyders, 1999).
Ganz oben sieht man eine Abbildung des Aktionspotentials im Herzen. Darunter wird der Zeitverlauf
der depolarisierenden loneneinwartsstrome und der repolarisierenden lonenauswartsstrome

dargestellt. Auf der rechten Seite sind die fir die lonenstrome verantwortlichen Gene aufgefihrt.

INa Natriumeinwartsstrom

Ica Kalziumeinwartsstrom

INaca Natrium-Kalzium-Austauscherstrom

lto Kaliumauswartsstrom ,transient outward”

lks Kaliumauswartsstrom ,slow", langsam aktivierend

Ikr Kaliumauswartsstrom ,rapid“, schnell aktivierend

Ikur Kaliumauswartsstrom ,ultra rapid®, sehr schnell aktivierend
lkp Kaliumauswartsstrom

lei Chloridstrom

lk1 einwartsrektifizierender Kaliumstrom

lkatp/lkach Kaliumauswartsstréme, durch Acetylcholin oder ATP aktiviert
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Die molekularen Grundlagen der lonenstrome lyo, lxyr, und lca

Die lonenkanale, die fur die Kaliumstrome I, und lg, sowie fiur den L-Typ-Kalziumstrom ¢,
verantwortlich sind, spielen in der vorliegenden Arbeit eine wichtige Rolle. Deshalb wird die

Struktur dieser lonenkanale genauer erlautert.

Die Kaliumkandle Kv4.3, Kv4.2, Kv1.4 und Kv1.5 gehéren zur Familie der spannungs-
abhangigen Kaliumkanale. Das jeweilige Kanalprotein durchspannt die Membran mit sechs
Domanen (S1-S6) und sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus sind intrazellular
lokalisiert (siehe Abbildung 2A). Die Pore befindet sich zwischen den Bereichen S5 und S6.
Diese Porenschleife wird als H5-Region bezeichnet. Im S4-Segment liegt der
Spannungssensor, der durch 4-8 positiv geladene Aminosauren gebildet wird und fir die
Spannungsabhangigkeit des Kanals verantwortlich ist. Die Zusammenlagerung von vier
Untereinheiten zu einem Tetramer ist die Voraussetzung fir die Bildung eines funktionellen
Kaliumkanals (siehe Abbildung 2B).

A B
..... ololoYor
i) N W Y
...... T
l G
COOH
Abbildung 2: Die molekulare Struktur eines spannungsabhéngigen Kaliumkanals. A Eine Untereinheit mit sechs

Transmembran-Segmenten (S1-S6) ist hier dargestellt. Der N- und C-Terminus liegen
intrazellular. Die Pore befindet sich zwischen den Bereichen S5 und S6, und im S4-Segment liegt
der Spannungssensor. B Vier Untereinheiten lagern sich zu einem Tetramer zusammen und

bilden einen funktionsfahigen Kanal.

Die Untereinheiten Kv4.3, Kv4.2 und Kv1.4 erzeugen transiente Auswartsstrome, die an die
Eigenschaften des Kaliumstromes |, erinnern (Serodio et al., 1996; Dixon et al., 1996; Yeola
und Snyders, 1997). Diese drei Untereinheiten sind jedoch nicht in allen Spezies fur den I,
verantwortlich. So galt die Untereinheit Kv1.4 im menschlichen Herzen immer als ein Kandidat
fur den |, (Nabauer et al., 1996); inzwischen wird dies jedoch aufgrund der unterschiedlichen
kinetischen und pharmakologischen Eigenschaften der in vitro gemessenen Strome im
Vergleich zu den Eigenschaften des nativen l,-Stromes eher ausgeschlossen (Po et al., 1992;
McKinnon, 1999). Die Bedeutung von Kv1.4 im Herzen der Ratte wird widersprichlich

diskutiert, da die Protein-Expression von Kv1.4 nicht eindeutig im Herzen der Ratte
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nachgewiesen werden konnte (Barry et al., 1995; Wickenden et al,, 1999). Im Kaninchen
hingegen scheint Kv1.4 eine wichtige Rolle zu spielen (Wang et al., 1999). Im Gegensatz dazu
passen die Eigenschaften der in vitro gemessenen Stréme der Untereinheit Kv4.2 nur in der
Ratte sehr gut zu den Eigenschaften des I, (Barry et al., 1995; Dixon und McKinnon, 1994).
Die verwandte Isoform Kv4.3 ist sowohl in der Ratte als auch im Kaninchen und im Menschen
sehr stark exprimiert (Serodio et al., 1996; Dixon et al., 1996; Wang et al., 1999). Das heif3t
also, dass der den |, erzeugende Kaliumkanal in der Ratte vor allem durch die Untereinheiten
Kv4.3 und Kv4.2, beim Mensch hingegen wahrscheinlich vor allem durch Kv4.3 und im
Kaninchen durch Kv1.4, Kv4.2 und Kv4.3 gebildet wird.

Die Untereinheit Kv1.5 ist die Hauptkomponente des Kaliumstromes Iy, im Vorhof des
menschlichen Herzens (Tamkun et al., 1991). Die starke Ahnlichkeit der Eigenschaften der
In-vitro-Stréme homomerer Kv1.5 Kanale mit dem nativen Kaliumstrom Iy, lasst vermuten,
dass Kv1.5 im Menschen als Homotetramer fur diesen Strom verantwortlich ist (Wang et al.,
1993). Sowohl im Menschen als auch in der Ratte ist das Protein im Herzen nachweisbar
(Mays et al., 1995). AuRerdem wurde Kv2.1 als weiterer Kandidat fir lg, in der Maus
vorgeschlagen (Xu et al., 1999a,b). Im Kaninchen ist der Kaliumstrom I, zwar noch nicht

beschrieben worden, aber Kv1.5 ist auf RNA-Ebene exprimiert.

Der spannungsabhangige L-Typ-Kalziumkanal wird aus finf Proteinuntereinheiten
zusammengesetzt (Striessnig, 1999; Catterall, 2000). Der Komplex beinhaltet die
aq-Untereinheit (190 kDa), welche die Membran durchspannt und mit der a,3-Untereinheit
(Dimer, 170 kDa) verbunden ist, eine intrazelluldre p-Untereinheit (55 kDa) und eine
y-Untereinheit (33 kDa) (siehe Abbildung 3).

Ca%*

K
—
XOO0000

Abbildung 3: Der L-Typ-Kalziumkanalkomplex besteht aus den funf Untereinheiten o4, B, a2 & und y. Die

Existenz einer y-Untereinheit im Herzen konnte bisher allerdings nicht nachgewiesen werden.
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Die o4-Untereinheit ist ein Protein, bestehend aus ungefahr 2000 Aminosauren (Cooper et al.,
1987). Die Struktur der Untereinheit besteht aus vier sich wiederholenden Domanen (I-IV), von
denen jede aus sechs die Membran durchspannenden Segmenten (S1 bis S6) und einer
Schleife zwischen S5 und S6 besteht (siehe Abbildung 4). S5 und S6 bilden zusammen mit der
dazwischen liegenden Schleife die Pore. Im S4-Segment liegt der Spannungssensor. Von den
zehn bekannten Isoformen im Menschen wird nur die a4c-Untereinheit in groen Mengen im

Herzen exprimiert (Takimoto et al., 1997).

Abbildung 4: Die Struktur der a4-Untereinheit. Die o4-Untereinheit besteht aus vier sich wiederholenden
Domanen (I bis IV). Die Segmente S5 und S6 in jeder Doméne bilden zusammen mit der

dazwischenliegenden Schleife die Pore. In dem Segment S4 befindet sich der Spannungssensor.

Die B-Untereinheit liegt intrazellular; von den vier bekannten Isoformen wird nur die
B.-Untereinheit im menschlichen Herzen gefunden (Pichler et al., 1997; Gao et al., 1997). Die
y-Untereinheit ist ein Glykoprotein mit vier die Membran durchspannenden Segmenten. Sie
konnte jedoch bisher im Herzen nicht nachgewiesen werden (Eberst et al., 1997). Die
ay-Untereinheit besitzt viele Glykosylierungsstellen. Sie liegt extrazelluldar und ist Gber
Disulfidbricken mit der &-Untereinheit verbunden. Die humanen Isoformen 1 und 2 der
ay0-Untereinheit werden im Herzen exprimiert (Klugbauer et al., 1998). Die erste klonierte
kardiale o4-Untereinheit stammt aus dem Kaninchen (Mikami et al., 1989). AuRerdem sind im
Kaninchen die ay-Untereinheit (Ellis et al., 1988) und drei Isoformen der kardialen
B-Untereinheit, die als CaB2a, CaB2b und CaB3 bezeichnet werden (Hullin et al., 1992),

bekannt.

Aktionspotentiale im erkrankten Gewebe

Die Konfiguration und die Dauer des Aktionspotentials kénnen bei einer Erkrankung als Folge
von Modifikationen in einzelnen lonenstrémen verandert sein. So sind zum Beispiel

Aktionspotentiale, die in kardialen Zellen von hypertrophen Herzen aufgenommen werden,
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verlangert (Aronson, 1991). Die Ursache hierfiir ist eine Anderung des Gleichgewichts
zwischen einwarts- und auswartsflieRenden Stromen wahrend der Plateauphase, wie zum
Beispiel ein verstarkter Kalziumeinstrom oder ein verringerter Kaliumausstrom (Kaab et al.,
1998). Die Aktionspotentiale ventrikularer Herzzellen von Patienten mit Kardiomyopathie sind
ebenso verlangert (Beuckelmann et al., 1993). Der hierbei zugrunde liegende Mechanismus ist
sehr wahrscheinlich eine Abnahme des Kaliumstromes |, Ahnliches wird bei
Aktionspotentialen beobachtet, die in der Grenzzone eines Herzinfarktes aufgenommen
werden (Lue und Boyden, 1992). Es zeigt sich hier eine Abnahme der l,- und der
Natriumstrome. Als weiteres Beispiel ist das Vorhoffimmern zu nennen. Hierbei ist die
Aktionspotentialdauer verkurzt, wodurch die elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhofe
verandert werden. Sowohl der Kalziumstrom Ig, als auch einige Kaliumstrome (I, Ikyrund Ik4)
sind hierbei reduziert (Bosch et al., 2000).

lonenkanile als Ziele fiir die antiarrhythmische Therapie

Die ersten Arzneimittel zur Behandlung von Arrhythmien, wie Digitalis und Chinidin, wurden
ohne das Wissen ihrer Aktionsmechanismen eingesetzt. Durch die Identifizierung der
einzelnen lonenstrome ist eine gezieltere Therapie moglich geworden. Inzwischen werden die
Arzneimittel auf der Grundlage der elektrophysiologischen Substanz-Effekte am myokardialen
Aktionspotential in vier verschiedene Klassen (nach Vaughan Williams, 1979) eingeteilt. Die
Kasse | besteht aus Natriumkanalblockern, wie zum Beispiel Chinidin, Procainamid, Lidocain,
Flecainid und Ajmalin. Diese verringern die Aufstrichsteilheit des Aktionspotentials und kénnen
wiederum je nach Beeinflussung der Aktionspotentialdauer in drei Unterklassen eingeteilt
werden. Die Klasse Il beinhaltet die Betarezeptorenblocker, auf die hier nicht weiter
eingegangen werden soll. Die Klasse Il besteht aus Substanzen, die vorrangig Kaliumkanale
blockieren und die Aktionspotentialdauer bzw. die Refraktarzeit verlangern. Hierzu gehoéren
Amiodaron und Sotalol, welches auRerdem eine betablockierende Wirkung hat. In der Klasse

IV befinden sich Kalziumkanalblocker, wie zum Beispiel Verapamil oder Diltiazem.

Ein groRRes Problem der Antiarrhythmika ist ihr proarrhythmischer Effekt, das heif3t, dass durch
die Einnahme der Arzneimittel ebenfalls Arrhythmien hervorgerufen werden koénnen. Die

Ursache hierfir ist eine Blockade bestimmter lonenkanale auch bei normaler Herzfrequenz.

Die Rolle einiger kardialer lonenkanéle bei Erkrankungen

Aufgrund des wachsenden Verstandnisses bezlglich der molekularen Vielfalt, Struktur und
Funktion von lonenkandlen konnte die Pathophysiologie einiger Erkrankungen nach
Entdeckung von Mutationen in verschiedenen lonenkanalen aufgeklart werden. Besonders gut
untersucht ist das Long-QT-Syndrom (LQT-Syndrom). Hierbei ist das QT-Intervall im EKG
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verlangert, was zu Synkopen und Kammerflimmern fuhren kann. Es gibt eine autosomal
rezessive Form (Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom), die zusammen mit einer Schwerhdrigkeit
auftreten kann. Auflerdem gibt es die haufiger auftretende autosomal dominante Form
(Romano-Ward-Syndrom). Bisher sind sechs Gene bekannt, die fir diese Arrhythmieformen
verantwortlich sind (Keating und Sanguinetti, 2001). Neben dem vererbten gibt es auch das
erworbene LQT-Syndrom. Als Ursachen kénnen zum Beispiel bestimmte Herzerkrankungen,
Elektrolytstérungen, bestimmte Gifte oder Arzneimittel genannt werden (Roden, 1998).
Beispiele fur Arzneimittel sind Antihistaminika wie Terfenadin, Antibiotika wie Erythromycin
oder auch Antiarrhythmika wie Sotalol. Alle diese Substanzen blockieren die HERG-

Kaliumkanale, wodurch die Repolarisation wahrend des Aktionspotentials verlangsamt wird.

1.2 CLC-Chloridkanéle

Chilorid ist das vorherrschende Anion im extrazellularen Milieu. Verschiedene Transporter und
Kanale nehmen an der Translokation von Chloridionen lber die zelluldre Plasmamembran und
die Membran von intrazelluldren Organellen teil. Die Chloridkanéle sind in viele verschiedene
physiologische Prozesse involviert, wie die Regulation der zelluldren Erregbarkeit, den
transepithelialen Transport, die Regulation des Zellvolumens und die Ansauerung

intrazellularer Organellen.

Gewebeverteilung Funktion Krankheit
cLCA1 Skelettmuskel Stabilisierung des Myotonia congenita
Membranpotentials

CLC-2 Ubiquitér Zellvolumen-Regulation?

CLC-Ka, K1 Niere Transepithelialer Cl-Transport Diabetes insipidus

CLC-Kb, K2 Niere Transepithelialer Cl--Transport Bartter-Syndrom
_E CLC-3 Gehirn, Lunge, Niere, Herz Ansduerung intrazellularer Vesikel

CLC-4 Skelettmuskel, Gehirn, Herz ?
—— CLC-5 Niere Ansiduerung intrazellularer Vesikel Dent'sche Krankheit

CLC-6 Ubiquitar ?

CLC-7 Ubiquitar Involviert in die HCI-Sekretion Osteopetrose

Abbildung 5:

der Osteoklasten

Der Stammbaum der CLC-Chloridkanal-Familie zeigt die Verwandtschaft zwischen den einzelnen

Mitgliedern. Die Familie gliedert sich in drei Aste, die weniger als 30% identisch zueinander sind.
Die Mitglieder des ersten Astes, CLC-1, CLC-2, CLC-Ka und CLC-Kb bzw. CLC-K1 und CLC-K2
(in der Ratte), sind am engsten mit CLC-0, dem Griindungsmitglied der Familie, verwandt. Der
zweite Ast beinhaltet die Chloridkandle CLC-3, CLC-4 und CLC-5 und der dritte Ast die
Chloridkanale CLC-6 und CLC-7.
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Seit 1990 ist ein spannungsabhangiger Chloridkanal (CLC-0) bekannt, der aus dem
elektrischen Organ des elektrischen Fisches Torpedo marmorata isoliert wurde (Jentsch et al.,
1990). Die Familie der CLC-Chloridkanale besteht aus neun Mitgliedern in Saugetieren, die
eine unterschiedliche Gewebeverteilung und Funktion sowohl in der Plasmamembran als auch
in intrazellularen Organellen aufweisen (siehe Abbildung 5). Man findet die CLC-Chloridkanéle
in vielen Organismen, wie Tieren, Pflanzen, Hefen und Bakterien (Jentsch et al., 1999;
Waldegger und Jentsch, 2000). Die Topologie der CLC-Chloridkanale ist am CLC-1 ausgiebig
untersucht worden (siehe Abbildung 6). Der N-und der C-Terminus des Proteins befinden sich
intrazellular. Die Hydropathie-Analyse zeigt, dass 10 bis 12 Transmembran-Domanen
existieren. Die Unsicherheit Uber die genaue Anzahl der Doméanen resultiert aus einer gro3en
hydrophoben Region am C-terminalen Ende des Proteins, welche sehr schwer zu analysieren
ist. Man weil} deshalb immer noch nicht, ob diese Region die Membran drei— oder fiinfmal
durchspannt. AuBerdem ist unklar, ob die D4-Domane extrazellular liegt oder die Membran
durchspannt. Am intrazellularen C-terminalen Ende befinden sich zwei CBS-Domanen, welche
zuerst in der Cystathionin-B-Synthase (CBS) beschrieben wurden, deren Funktion bisher aber
nicht geklart ist.

Abbildung 6: Modell der molekularen Struktur der CLC-Chloridkanéle (Schmidt-Rose und Jentsch 1997). Der N-
und der C-Terminus liegen demnach intrazellular. AuBerdem gibt es eine Glykosylierungsstelle
zwischen den Transmembran-Regionen D8 und D9 und zwei CBS-Domanen im intrazellularen

Teil des C-Terminus.

Die CLC-Chloridkanale liegen wahrscheinlich als Dimere vor, wobei jedes Monomer eine Pore
bildet (,double-barreled“-Struktur). Dies wurde an CLC-0 ausgiebig studiert, jedoch bisher nicht
fur alle Mitglieder der Familie gezeigt. In diesem Modell besteht der Kanal aus zwei identischen

Poren, die unabhangig voneinander o6ffnen und schlieRen koénnen (schnelles Schalten).
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Aullerdem kdénnen die beiden Poren von einem gemeinsamen Mechanismus geschaltet
werden. Man spricht dann vom langsamen Schalten (Miller und White, 1982; Hanke und Miller,
1983). Eine erste Kristallstrukturanalyse des EriC, einem prokaryontischen CLC-Chloridkanal,

unterstitzt die dimere Struktur des Kanals mit zwei Poren (Mindell et al., 2001).

Der Skelettmuskel-Chloridkanal CLC-1

CLC-1 wird fast ausschlieRBlich im Skelettmuskel exprimiert und ist fir die
Ruhemembranleitfahigkeit des Muskels und die Repolarisation der Muskelfasermembran
verantwortlich (Steinmeyer et al., 1991a). Mutationen im CLC-1-Gen kdnnen sowohl in der
Maus (Steinmeyer et al., 1991b) als auch im Menschen (Koch et al, 1992 und 1993;

Steinmeyer et al., 1994) zu Myotonie, einer Ubererregbarkeit des Skelettmuskels, fiihren.

Der Chloridkanal CLC-2

CLC-2 ist ein ubiquitar exprimierter Chloridkanal (Thiemann et al, 1992), der durch starke
Hyperpolarisation des Membranpotentials, Zellschwellung (Griinder et al., 1992) und einen
erniedrigten extrazellularen pH-Wert (Pusch und Jentsch, 1994; Jordt und Jentsch, 1997)
aktiviert wird. Durch Hyperpolarisation aktivierte Strome, die den durch CLC-2 erzeugten
Stromen (exprimiert in  Xenopus-Oozyten) gleichen, sind in verschiedenen Zelllinien
beschrieben worden (Fritsch und Edelman, 1996; Fritsch und Edelman, 1997). Deshalb kénnte
CLC-2 an der Zellvolumenregulation beteiligt sein. CLC-2 ist eventuell auch fir die
intrazellulare Chloridkonzentration in Neuronen und fir die Regulation der neuronalen
Erregbarkeit verantwortlich (Smith et al.,, 1995; Staley et al., 1996). Des Weiteren wird eine
Funktion von CLC-2 bei der Chloridsekretion im Lungenepithelgewebe (Schwiebert et al.,
1998), bei der Sauresekretion im Magenepithelgewebe (Malinowska et al., 1995; Sherry et al.,
1997) und bei der Zellvolumenregulation im Leberepithelgewebe (Roman et al, 2001)
beschrieben. AuRerdem ist in einer Arbeit ein einwartsrektifizierender Chloridstrom, Ig;, im
Herzen von Mausen und Meerschweinchen beobachtet worden (Duan et al., 2000), dessen
Eigenschaften mit denen der in vitro gemessenen CLC-2-Stréme Ubereinstimmen. CLC-2
kommt sowohl im Atrium als auch im Ventrikel des Herzens vor (Britton et al., 2000). Deshalb
konnte CLC-2 eine wichtige Rolle bei der Regulation der elektrischen Aktivitdt und des
Zellvolumens im Herzen spielen. Entgegengesetzt allen Vermutungen zeigen Knock-out-
Mause auler der Degeneration der Retina und der Testis keine Beeintrachtigung anderer
Funktionen (Bésl et al., 2001). CLC-2 scheint demnach eine Rolle bei der Zell-Zell-Interaktion
der Sertoli-Zellen in den Testis und der Pigmentepithelzellen in der Retina zu spielen. Die
Degeneration beginnt, sobald diese Zellen anfangen, die Blut-Testis- bzw. die Blut-Retina-

Schranke zu bilden.
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Die nierenspezifischen CLC-K-Chloridkanile

In der Niere gibt es zwei sehr homologe CLC-Proteine, die fast ausschliefllich in diesem
Gewebe exprimiert werden (Uchida et al.,, 1993; Adachi et al., 1994; Kieferle et al., 1994).
Aufgrund ihrer hohen Identitat von 90% werden diese beiden Kanéle als CLC-Ka und CLC-Kb
im Menschen (Kieferle et al., 1994) und als CLC-K1 und CLC-K2 in der Ratte und in der Maus
(Adachi et al., 1994; Matsumara et al., 1999) bezeichnet. Es ist beschrieben, dass das
CLC-K1-Protein sowohl in den apikalen als auch in den basolateralen Plasmamembranen des
diinnen aufsteigenden Astes der Henleschen Schleife lokalisiert ist (Uchida et al., 1995). In
dehydratisierten Tieren kommt es zu einem Anstieg der CLC-K1-Expression parallel zur
Konzentrierung des Urins (Uchida et al., 1993; Vandewalle et al., 1997). Mit Hilfe einer Knock-
out-Maus ist die Bedeutung von CLC-K1 im dunnen aufsteigenden Ast der Henleschen
Schleife bestatigt worden (Matsumara et al., 1999). CLC-K1 ist demnach verantwortlich fir den
transepithelialen Chlorid-Transport und damit fur die Konzentrierung des Urins (siehe
Abbildung 7). Die Knock-out-Maus ist durch einen Diabetes insipidus, das heillt ein massiv

erhohtes Harnvolumen, gekennzeichnet.

Proximaler Tubulus
Sammelrohr

Na
NaK2Cl
cl dicker aufsteigender Ast
K CLC-Kb/K2
Henlesche Schleife ROMK
Cl - .
diinner aufsteigender Ast
CLC-K1 CLC-K1
Abbildung 7: Die physiologische Rolle von CLC-K1 und CLC-Kb/K2 im Nephron (aus Waldegger und Jentsch,

2000). Die transzellulare Chloridresorption im diinnen aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife
wird durch die basolateral und apikal lokalisierten CLC-K1-Chloridkanale vermittelt. Die Zerstdrung
des CLC-K1-Gens in der Knock-out-Maus fiihrt zu einer verminderten Chloridresorption in diesem
Nephronabschnitt, wodurch die Wasserresorption behindert wird und die Tiere Diabetes insipidus
entwickeln. Im dicken aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife wird die Chloridresorption an
der apikalen Membran von dem Na'-K*-2CI-Kotransporter (NaK2Cl) vermittelt. Kalium wird durch
den Kaliumkanal ROMK an der apikalen Membran zuriicktransportiert, wohingegen Chlorid die
Zelle basolateral durch CLC-Kb/K2-Kandle verlasst. Stérungen in einem der drei

Transportsysteme fiihren zu der Erbkrankheit ,Bartter-Syndrom*.
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Aullerdem ist bekannt, dass die Protein-Expression von CLC-K1 entwicklungsabhangig ist
(Kobayashi et al., 2001). Das bedeutet, dass die Protein-Expression von CLC-K1 wie die

Fahigkeit zur Urinkonzentrierung mit zunehmendem Alter der Ratten gesteigert wird.

CLC-K2 zeigt ein breites Expressionsmuster innerhalb der Niere (Vandewalle et al., 1997;
Winters et al., 1997; Yoshikawa et al., 1999). Besonders stark ist CLC-K2 im distalen Tubulus
und im kortikalen Teil des Sammelrohres exprimiert, etwas weniger stark im medullaren Teil
des dicken aufsteigenden Astes der Henleschen Schleife. Im kortikalen Teil des dicken
aufsteigenden Astes der Henleschen Schleife und des medulldren Teils des Sammelrohres ist
CLC-K2 nur sehr schwach exprimiert. Mutationen im Gen des CLC-Kb verursachen beim
Menschen das Bartter-Syndrom (Simon ef al, 1997), eine Erbkrankheit, bei der die
Rickresorption von NaCl im dicken aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife nicht mehr
richtig funktioniert (siehe Abbildung 7). Diese Erkrankung kann auch durch Mutationen in dem
apikalen Na*-K*-2Cl-Kotransporter oder dem Kaliumkanal ROMK verursacht werden (Simon et
al., 1996a; Simon et al., 1996b). Charakteristische Symptome des Bartter-Syndroms sind

Hypokaliamie, Dehydratation und ein gesteigertes Harnvolumen.

Die Chloridkanale CLC-3, CLC-4 und CLC-5

Innerhalb dieses Zweiges der CLC-Familie sind die Chloridkandle CLC-3 (Kawasaki et al.,
1994), CLC-4 (Van Slegtenhorst et al., 1994) und CLC-5 (Fisher et al., 1994; Steinmeyer et al.,
1995) zu ungefahr 80% identisch und zeigen eine unterschiedliche Gewebeverteilung. CLC-3
und CLC-4 werden in vielen Geweben exprimiert (Kawasaki et al., 1994; Jentsch et al., 1999),

CLC-5 hingegen hauptsachlich in der Niere (Fisher et al., 1994; Steinmeyer ef al., 1995).

CLC-3 wird im Vorhof und in der Kammer des Herzens exprimiert (Britton et al., 2000).
Beziiglich der Funktion von CLC-3 gibt es unterschiedliche Meinungen. Einige Arbeitsgruppen
haben Plasmamembran-Stréme in Xenopus-Oozyten (Kawasaki et al., 1994) oder in
transfizierten Zellen (Kawasaki et al, 1995; Duan et al., 1997; Shimada et al., 2000)
beobachtet. AuRerdem wurde CLC-3 auch als Kandidat fur den schwellungsaktivierten
Chloridstrom ¢ swer Vorgeschlagen (Duan et al., 1997). Kirzlich ist mit Hilfe einer CLC-3 Knock-
out-Maus gezeigt worden, dass CLC-3 in endosomalen Kompartimenten und synaptischen
Vesikeln von Neuronen vorkommt (Stobrawa et al., 2001). Die Ansauerung der synaptischen
Vesikel ist bei den Tieren beeintrachtigt, und sie leiden unter einer schweren postnatalen
Degeneration der Retina und des Hippocampus. Die schwellungsaktivierten Strome sind

hierbei unverandert.

Die Expression von CLC-4 in Xenopus-Oozyten und Saugetierzellen induziert auswarts-

rektifizierende Stréme. Man findet eine groRe Ahnlichkeit mit CLC-5 in vielen Eigenschaften,
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wie zum Beispiel der lonenselektivitdt und der pH-Sensitivitat (Friedrich et al, 1999). Die
physiologische Rolle von CLC-4 ist bisher nicht bekannt. Mause, die durch Zichtung kein
CLC-4-Gen mehr besitzen, zeigen keinen offensichtlichen Phanotyp (Adler et al., 1997).

Die Expression von CLC-5 in Xenopus-Oozyten und Saugetierzellen (Steinmeyer et al., 1995;
Friedrich et al., 1999) verursacht stark auswartsrektifizierende Chloridstrome, die erst in einem
Spannungsbereich héher als +20 mV gemessen werden konnen. Mutationen in diesem
Chloridkanal fihren zu einer X-Chomosom-gekoppelten Erbkrankheit, der ,Dent’schen
Krankheit* (Lloyd et al., 1996; Morimoto et al., 1998). Die charakteristischen Symptome der
Dent'schen Krankheit (Scheinman, 1998) sind Proteinurie (Ausscheidung vorwiegend
niedermolekularer Proteine) und Hyperkalziurie (gesteigerte Kalziumausscheidung). Die
Hyperkalziurie fihrt zu sekundaren Symptomen, die den klinischen Phanotyp dominieren, wie
zum Beispiel zu Nierensteinen und Nephrokalzinose, was wiederum ein Nierenversagen zur
Folge haben kann. Der selektive Verlust niedermolekularer Proteine deutet auf einen Defekt im

proximalen Tubulus hin, wo diese normalerweise durch Endozytose resorbiert werden.

H
H cLc-5 ©
Proximaler Tubulus
Sammelrohr
Cl cLc-5

dicker aufsteigender Ast

Henlesche Schleife

diinner aufsteigender Ast

Abbildung 8: Die physiologische Rolle von CLC-5 im Nephron (aus Waldegger und Jentsch, 2000). Im
proximalen Tubulus ist CLC-5 zusammen mit der Protonen-ATPase in subapikalen Endosomen
lokalisiert. Im Sammelrohr kommt CLC-5 zusammen mit der Protonen-ATPase in der apikalen
Membran von Séaure-sezernierenden Zellen, den so genannten a-Zwischenzellen, vor. In beiden
Fallen kénnten die durch CLC-5 erzeugten Chloridstrome die positive Ladung, die wahrend der
Ansduerung durch die Protonen-ATPase entsteht, neutralisieren. Eine gestdrte endosomale
Ansduerung durch einen Funktionsverlust von CLC-5 erklart die Proteinurie, die bei der
Dent'schen Krankheit beobachtet wird.
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Tatsachlich findet man CLC-5 in den subapikalen Endosomen des proximalen Tubulus (siehe
Abbildung 8), wo er zusammen mit der Protonen-ATPase lokalisiert ist (Glnther et al., 1998;
Luyckx et al., 1998; Devuyst et al., 1999). Die Generierung einer Knock-out-Maus (Piwon et al.,
2000; Wang et al., 2000) hat die wichtige Rolle von CLC-5 bei der Endozytose im proximalen
Tubulus bestatigt. CLC-5 ist der erste intrazellulare Chloridkanal, dessen Bedeutung bei der
Ansauerung intrazellularer Vesikel gezeigt werden konnte. Die Mause entwickeln wie der
Mensch eine Proteinurie durch eine verminderte apikale Endozytose im proximalen Tubulus.

Die Bildung von Nierensteinen wird nicht beobachtet.

Die Chloridkandle CLC-6 und CLC-7

Die beiden Chloridkandle CLC-6 und CLC-7 sind nur zu 30% identisch mit den anderen
Mitgliedern der Familie und werden in fast allen Geweben exprimiert (Brandt und Jentsch,
1995). CLC-6 ist wahrscheinlich in intrazellularen Organellen lokalisiert (Buyse et al., 1998;
Kida et al., 2001), was auch erklaren wiirde, warum bisher keine Chloridstrome dieses Kanals
in verschiedenen Expressionssystemen gemessen werden konnten. Die physiologische

Funktion dieses Kanals ist bisher nicht bekannt.

Die Herstellung einer Knock-out-Maus hat kirzlich gezeigt, dass CLC-7 ein endosomaler und
lysosomaler Chloridkanal ist, der sehr stark in Osteoklasten exprimiert wird (Kornak et al.,
2001). Die Zerstérung des CLC-7 in der Maus fuhrt zu Osteopetrose, da die Osteoklasten
keine Saure mehr sezernieren kdnnen. Auflerdem entwickeln die Mause eine Degeneration
der Retina. Die Osteopetrose (Marmorknochenkrankheit) ist eine Erbkrankheit, die bereits im
fruhen Sauglingsalter auftreten kann und durch Symptome wie Knochenschmerzen,
Spontanfrakturen bis hin zu einer Knochenmarksdysfunktion gefolgt von Anamie, Erblindung
und Schwerhdrigkeit charakterisiert wird. Diese Krankheit kann auch beim Menschen durch
eine Mutation im Gen des CLC-7 ausgelost werden (Kornak et al., 2001). Die physiologische

Funktion von CLC-7 in anderen Organen ist bisher nicht bekannt.

Die Bedeutung von Chloridstromen in Herz und Niere

Chloridstréme spielen sowohl im Herzen als auch in der Niere eine bedeutende Rolle. Fir die
meisten nativen Chloridstréme sind die zugrundeliegenden molekularen Strukturen der Kanale
nicht bekannt. Eine Vielfalt von Chloridstromen kann in Herzzellen gemessen werden (Sorota,
1999). Sie sind fur unterschiedliche Funktionen der Zelle und der intrazellularen Organellen
verantwortlich, wie zum Beispiel fiur die Regulation des pH-Wertes, des Volumens und der
elektrischen Aktivitat. Die am besten charakterisierten Chloridstrome sind der cAMP- und
Proteinkinase-A-abhangige Strom (Igpka), der Kalzium-aktivierte Strom (lgca) und der

schwellungsinduzierte Strom (g swer). Diese werden in den unterschiedlichsten Zelltypen und

16



Einleitung

Regionen des Herzens generiert. Verantwortlich fir die Gneerierung des Ig; pka ist eine Isoform
des epithelialen CFTR-Chloridkanals. Es gab eine Vielzahl von molekularen Kandidaten fiir
lcica UNd I swen (Okada, 1997; Pauli et al., 2000), darunter auch CLC-2 und CLC-3. Sie wurden
jedoch kontrovers diskutiert und nicht allgemein als verantwortliche Gene akzeptiert. Finf
Mitglieder der CLC-Chloridkanal-Familie werden im Herzen exprimiert. Das heif3t, in dieser
Familie gibt es eine groRe Anzahl von Kandidaten, die fir die bereits beschriebenen
Chloridstréme verantwortlich sein konnten. Auch im Zusammenhang mit kardiovaskularen
Krankheiten wird tber Chloridstrome berichtet. So wurde zum Beispiel im Herzen von Ratten
mit Hypertrophie die Zunahme eines auswartsrektifizierenden Chloridstromes (Bénitah et al.,
1997) und im Herzen von Hunden mit Herzinsuffizienz die Aktivierung eines
schwellungsinduzierten Chloridstromes (Clemo et al., 1999) beobachtet. Die verantwortlichen

Gene sind bisher nicht bekannt.

In der Niere sind uUberall Chloridkandle in der Plasmamembran und in intrazellularen
Organellen von Zellen zu finden. Dort spielen sie, wie erwahnt, eine Rolle bei der Salz- und
Wasserresorption, der Regulation des Zellvolumens, der Ansduerung des Urins und der
Ansauerung intrazelluldrer Organellen. Es gibt mehrere Chloridkandle mit unterschiedlichen
elektrophysiologischen Eigenschaften in verschiedenen Zelltypen des Tubulus (Reeves und
Andreoli, 1992). Acht Mitglieder der CLC-Chloridkanal-Familie werden in der Niere exprimiert.
Da die Salzresorption in der Niere eine Rolle bei der Regulation des extrazellularen Volumens
und des Flussigkeitsgehaltes im Korper spielt, konnten die Chloridkandle auch in die

Regulation des Blutdruckes involviert sein.

Aufgrund der noch nicht vollstandig geklarten physiologischen und pathophysiologischen
Funktionen der CLC-Chloridkanale und ihrem Vorkommen in Herz und Niere ist es interessant,
ihre eventuelle Bedeutung im kardiovaskuldren System herauszufinden. CLC-Chloridkanéle

konnten deshalb Zielmolekiile flir neue Arzneistoffe sein.

Die Pharmakologie kardialer Chloridkandle

Das Potential der Chloridkanale als therapeutische Zielmolekiile bei kardiovaskularen
Erkrankungen hat die Suche nach Modulatoren fur Chloridkanale, entweder als potentielle
pharmakologische Verbindungen oder als Hilfsmittel zur molekularen und funktionellen
Charakterisierung, verstarkt. Die Mehrheit der bisher verdffentlichten Studien beinhaltet als
Substanzen Anthranilsaurederivate (zum Beispiel NPPB, 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-
benzoesaure), Stilbendisulfonate (zum Beispiel DIDS, 4,4 -diisothiocyanostilben-2,2"-
disulfonat) und den Ostrogenantagonisten Tamoxifen. lhr Nutzen ist jedoch aufgrund ihrer
geringen Affinitat und damit auch ihrer unspezifischen Wirkung stark eingeschrankt (Mulvaney
et al., 2000).
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1.3 Tiermodelle fiir Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems

Tiere konnen die gleichen Krankheitsbilder und Symptome wie der Mensch entwickeln, wie
zum Beispiel Bluthochdruck, kardiale Hypertrophie, Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz oder
Herzrhythmusstérungen. Deshalb werden Tiermodelle in der Forschung sehr héufig
eingesetzt, um die Regulation bestimmter Gene oder Proteine zu beobachten oder um neue

Substanzen zu testen.

Die Ratte ist eines der am haufigsten benutzten Versuchstiere und gilt als das am besten
funktionell charakterisierte Modellsystem. Es bietet einzigartige Vorteile, menschliche
Krankheiten nachzuahmen, neue therapeutische Substanzen zu entwickeln und Reaktionen
auf Umwelteinflisse zu studieren. Die Grofle der Ratte ist ideal fir viele physiologische
Manipulationen (The Laboratory Rat, 1999). Zum Teil entstehen die Krankheiten aufgrund
eines genetischen Defektes in den Tieren, der meistens durch Ziichtung noch verstarkt wird.
Eine weitere Moglichkeit ist es, die Blutzufuhr zu wichtigen Organen operativ zu unterbrechen

und damit die Krankheit zu induzieren, wie zum Beispiel eine Herz- oder Niereninsuffizienz.

Die Wistar-Kyoto-Ratte (WKY)

Die Wistar-Kyoto-Ratte (WKY) wird haufig als Kontroll- oder Versuchstier, zum Beispiel beim
Niereninsuffizenz-Modell, eingesetzt. Bei der Wistar-Ratte (Rattus norvegicus var. albinos)
handelt es sich um die Albinoform der braunen Ratte (Rattus norvegicus). Nach Selektion der
Albinoform sind diese Ratten von Helen Dean King ab 1909 am Wistar-Institut in Philadelphia
gezlchtet worden. Die normotensive WKY-Ratte erreicht ein durchschnittliches Alter von 2,5
bis 3 Jahren.

Die spontan hypertensive Ratte (SHR)

Die spontan hypertensive Ratte (SHR), durch selektive Zucht aus Wistar-Ratten entstanden,
ist das am haufigsten benutzte Tiermodell, um Komplikationen im Herz-Kreislauf-System bei
Bluthochdruck zu untersuchen. Die Tiere entwickeln spontan einen Ilanganhaltenden
Bluthochdruck (systolischer Blutdruck tiber 150 mmHg), der Ahnlichkeiten mit dem essentiellen
Bluthochdruck des Menschen hat (Trippodo et al., 1981). SHR sterben im Alter von ungefahr
15 Monaten nach einer langen Periode einer stabilen, kompensierenden Hypertrophie von
Herz und Arterien als Folge des standigen Bluthochdruckes. Die wichtigsten kardiovaskularen
Komplikationen sind ventrikulare Fibrillationen aufgrund mehrerer Mikroinfarkte und
Herzinsuffizienz (Pfeffer et al., 1979a). AulRerdem entwickeln SHR Nierenschaden, die an die

Nephropathie beim Patienten erinnern (Feld ef al., 1990).
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Die SH-stroke-prone-Ratte (SHR-SP)

Maligne Hypertonie fiihrt zu strukturellen und funktionellen Veranderungen im Herz-Kreislauf-
System, verbunden mit einer erhéhten Mortalitdt und Morbiditat (Pitt et al., 1992). Die aus der
SHR abgeleitete SH-stroke-prone-Ratte (SHR-SP) ist ein experimentelles Tiermodell fir
malignen Bluthochdruck. Der systolische Blutdruck der SHR-SP steigert sich signifikant
innerhalb der ersten Lebensmonate und erreicht seinen Hohepunkt nach 12 Monaten bei bis
zu 230 mmHg. Das Herzgewicht und das Hydroxyprolin/Prolin-Verhaltnis, ein Mafl} fur die
Fibrose, sind signifikant erhéht (Linz et al, 1997; Linz et al., 1998). Die Tiere leiden an
schweren Herz-, Nieren- und Gehirnschaden und sterben im Alter von 9 bis 15 Monaten an
einem Schlaganfall (Okamoto et al.,, 1974; Okamoto et al., 1975). Dieselben Komplikationen
kénnen auch bei Hochrisiko-Patienten mit langanhaltendem Bluthochdruck beobachtet
werden (National High Blood Pressure Education Program Coordinating Committee, 1997).
Die Nieren der Ratten zeigen eine Arterienwandhypertrophie, eine arterielle fibrinoide Nekrose
und Verletzungen des Glomerulus und der tubuldren Zwischenrdume. Die
histomorphologischen Veranderungen in den Nieren sind vor allem ein Ergebnis der
chronischen Druckbelastung. Die fibrinoiden Nekrosen, die in den Arterien und in den
Glomeruli gefunden werden, entsprechen der dekompensierenden durch Bluthochdruck

induzierten Nephrosklerose im Menschen (Linz et al., 1998).

Die salz-sensitive und die salz-resistente Dahl-Ratte

Die salz-sensitiven Dahl-Ratten entwickeln nach Zugabe von 4-8% Salz zum Futter einen
Bluthochdruck von ca. 180 mmHg und eine Hypertrophie des Herzens (Dahl et al., 1967;
Pfeffer et al., 1984; Inoko et al., 1994). Sie leiden aul’erdem an glomerularer Sklerose und
Nekrose und einem unterdriickten Renin-Angiotensin-System (Jaffe et al., 1970; Rapp et al.,
1980). Im Gegensatz dazu bleiben salz-resistente Dahl-Ratten normotensiv und entwickeln
keine Herzhypertrophie. Die Ursache fir die Entstehung des Bluthochdruckes bei salz-
sensitiven Dahl-Ratten kdnnte eine erhéhte Chlorid-Rickresorption in der Henleschen Schleife
sein, die bereits vor der Salzzugabe zum Futter vorhanden ist (Roman et al., 1991; Kirchner et
al., 1992).

Das Aortic-Banding-Modell in der Ratte

Nach dem Abklemmen der abdominalen Aorta (Aortic-Banding, siehe Abschnitt 2.3.3)
entwickeln die Ratten einen Bluthochdruck mit hohen Reninspiegeln, kardialer Hypertrophie
und Fibrose. Der Abfall des renalen Blutdruckes fiihrt zu einer gesteigerten Freisetzung von
Renin und damit zu einer erhdhten Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems.
Bereits sechs Wochen nach der Operation sind der erhohte Blutdruck und die kardiale

Hypertrophie deutlich zu erkennen. Als Marker fir diesen Zustand sind eine Erhéhung der
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Plasmaspiegel und der mRNA-Expression des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) (Ogawa
et al., 1996), und eine Erniedrigung der mRNA-Expression der o,-Na*-K*-ATPase und von

Angiotensinogen (Ogawa et al., 1998) zu beobachten.

Das Herzinsuffizienz-Modell in der Ratte

Strukturelle und funktionelle Veranderungen (,Remodeling“) in den Ventrikeln sind nach einem
Herzinfarkt die wichtigste Ursache fir die Herzinsuffizienz (Pfeffer und Braunwald, 1990). Die
zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen lassen sich mit Hilfe des
Herzinsuffizienz-Modells in der Ratte untersuchen (Pfeffer et al., 1979b; Goldman und Raya,
1995). Hierbei wird ein Herzinfarkt in der Ratte induziert (siehe Abschnitt 2.3.4). Die
auftretenden Veranderungen in der Ratte sind denen im Patienten nach einem Herzinfarkt sehr
ahnlich. Die Ratte entwickelt eine ventrikulare Hypertrophie in der nicht vom Infarkt betroffenen
Region und eine starke Abnahme der vom Infarkt betroffenen linksventrikularen Wand. Man
beobachtet die klinischen Symptome einer chronischen Herzinsuffizienz, wie etwa periphere
Odeme, Dyspnoe, Lungengerdusche und eine gestorte Beweglichkeit. AuRerdem sind auch in
diesem Modell die Marker fiir die Hypertrophie verandert: man beobachtet einen Anstieg des
ANP-Plasmaspiegels (Kouchi et al., 2000) und eine Modifikation in der RNA-Expression der
Na*-K*-ATPase (Semb et al., 1998). Eine weitere Studie zeigte eine verminderte RNA-
Expression der Kaliumkandle Kv2.1, Kv4.2 und Kv4.3 drei Tage nach dem Infarkt in den
nichtinfarzierten linksventrikularen Myozyten (Huang et al., 2000).

Das Niereninsuffizienz-Modell in der Ratte

Akutes Nierenversagen (ANV) kann aus mehreren pathophysiologischen Zustanden
resultieren, wie zum Beispiel aus einem plotzlichen Abfall des renalen Blutflusses, aus einer
schnellen Verschlechterung der glomerularen Funktion und aus toxischen oder obstruktiven
Verletzungen der renalen Tubuli (Oliver et al. 1951; Anderson und Schrier, 1988; Hostetter und
Brenner, 1988; Bonventre, 1988; Bonventre, 1993). Unter mehreren Faktoren ist eine plotzlich
auftretende Ischamie die Hauptursache des ANV beim Menschen. Nach Wiederbeginn des
Blutflusses zur ischadmischen Niere kann sich die Nierenfunktion weiter verschlechtern. Dieser
Zustand wird als ,reperfusion injury bezeichnet (Bonventre, 1988; Bonventre, 1993). Man
nimmt an, dass die Schwere des ANV sowohl von der Dauer der Ischdmie als auch von dem
Ausmal} des ,reperfusion injury“ abhangig ist. Ischamisches ANV ist durch eine verminderte
Urinausscheidung (Oligurie) charakterisiert, was auf eine verminderte glomerulare Filtration
hinweist. Paradoxerweise entwickeln sich nach der oligurischen Phase und trotz friiher
Anzeichen einer Erholung der Nierenfunktion eine schwere Natriurese sowie Diurese. Eine
gesteigerte Ausscheidung von Salz und Wasser kann zu einem starken Volumenabfall fihren
und ist der Hauptfaktor fiir die Mortalitdt und Morbiditat, die wahrend dieser Zeit beobachtet
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werden (Anderson und Schrier, 1988). Renale Saugetierzellen antworten auf die Ischamie,
indem sie eine Reihe von Proto-Onkogenen und Wachstumsfaktoren induzieren (Klausner et
al. 1989; Ouelette et al. 1990; Rosenberg und Paler, 1991; Bonventre et al. 1991; Ingelfinger
und Dzau, 1991; Nigam und Lieberthal, 2000; Gobé et al. 2000). Ein daraus resultierender
positiver Nutzen wurde fur den Erholungsprozess vorgeschlagen (Bonventre, 1993; Rabb et al.
1995; Fervenza et al. 1996; Nigam und Lieberthal, 2000).

Es gibt eine Vielzahl von Transportern und Kanalen, deren Expression im Niereninsuffizienz-
Modell der Ratte (siehe Abschnitt 2.3.5) untersucht worden ist und die eine veranderte mRNA-
Expression aufweisen. So wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression von NHE-3 sehr stark
sowie die von NHE-2 und NHE-4 leicht vermindert ist (Wang et al, 1997a). Die
RNA-Expression der H*-K*-ATPase und von NHE-1 (Wang et al., 1997a) sind hingegen im
Cortex signifikant erhoht. Des Weiteren ist eine deutliche Abnahme der mRNA-Expression fiir
den Na*-K'-2Cl -Kotransporter, den Na*-Cl-Kotransporter und die Na*-K'-ATPase gezeigt
worden (Wang et al., 1997b). Die mRNA-Expression des epithelialen Natriumkanals blieb
hierbei unverandert. Aufllerdem ist eine Verminderung der mRNA-Expression fir den
Kaliumkanal ROMK und fir CHIF (Channel Inducing Factor, evtl. verantwortlich fir die
Regulation von Kaliumkanalen) beobachtet worden (Gimelreich et al, 2001). Eine weitere
Publikation beschreibt die Regulation des ATP-sensitiven Kaliumkanals im Niereninsuffizienz-
Modell (Sgard et al., 2000). Hierbei wurde eine Abnahme der mRNA-Expression fiir Kir4.1
sowie eine Zunahme der mRNA-Expression fir Kir6.1 gezeigt. Von einigen Kanalen und
Transportern wurde auch die Protein-Expression untersucht. Es zeigte sich, dass auch die
Proteinmenge des NHE-3, der Na'-K'-ATPase und des Na-P;-Kotransporters signifikant
herabgesetzt sind, wahrend eine Abnahme des Na*-K*-2Cl-Kotransporterproteins oder des
Na*-CI-Kotransporterproteins nur bei schwerem ANV (60 min Ischamie) erfolgte (Kwon et al.,
2000). Diese Veranderungen in der Protein-Expression korrelieren mit dem beobachteten
Verlauf der mRNA-Expression. Ferner ist auch eine Verminderung der Proteinmenge der
Wasserkanale Aquaporin-1, Aquaporin-2 und Aquaporin-3 beobachtet worden (Kwon et al.,
1999; Kim et al., 2000).

Um die molekularen Mechanismen der Niere zu verstehen, soll kurz auf deren Anatomie und
Physiologie eingegangen werden (The Laboratory Rat, 1999). Die Niere wird in Nierenrinde
(Cortex) und Nierenmark (Medulla) eingeteilt. Die funktionellen Einheiten sind die Nephrone,
wovon jede Rattenniere ca. 40000 besitzt. Ein einzelnes Nephron besteht aus Glomerulus
(Nierenkorperchen), Tubulus (Nierenkanalchen) und Sammelrohr. Die Glomeruli halten Zellen
und Proteine aus dem Blut zurtick und leiten den Primarharn an die Tubuli weiter. In den Tubuli

findet die Ruckresorption, Sekretion und Konzentrierung des Urins statt, um den Endharn zu
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produzieren, dessen Volumen weniger als 1% des Primarharns betragt. Der Tubulus wird in
mehrere Abschnitte unterteilt: in den proximalen Tubulus, die Henlesche Schleife und den
distalen Tubulus. Der proximale Tubulus (PT) resorbiert zwei Drittel der tubularen Flussigkeit
und der Elektrolyte und fast alle organischen Komponenten wie Glukose und Aminosauren.
Auf der luminalen Seite des PT befinden sich in der Plasmamembran des Birstensaumes
mehrere Transportsysteme, wie zum Beispiel der Na*-H'-Austauscher (NHE-3), der Na*-P;-,
der Na'-Glukose- oder der Na*-Aminosduren-Kotransporter. Die ubiquitér verteilte Na*-K'-
ATPase ist auf der basolateralen Seite des Epithels lokalisiert. Sie pumpt Na* im Austausch
gegen K* aus der Zelle in den peritubuldaren Raum mit einem Verhaltnis von 3 Na* gegen 2 K*.
Die apikale und basolaterale Membran beinhalten auRerdem eine grofRe Menge des
Wasserkanals Aquaporin-1. Die Henlesche Schleife besteht aus einem dinnen absteigenden,
einem dinnen aufsteigenden und einem dicken aufsteigenden Teil. Hier werden 25-30% des
NaCl resorbiert, vor allem im dicken Teil des aufsteigenden Astes. Die Trennung der NaCl-
und Wasserbewegung ist der wesentliche Teil des so genannten Gegenstromprinzips. Das
heillt, das Wasser wird im absteigenden diinnen Teil der Henleschen Schleife resorbiert
(Aquaporin-1) und die Resorption von NaCl erfolgt in dem fir Wasser wenig permeablen
dicken Teil des aufsteigenden Astes (hauptsachlich durch den Na*-K*-2Cl-Kotransporter). Die
Feineinstellung der Harnzusammenstellung findet im distalen Tubulus und im Sammelrohr
statt. Im distalen Tubulus werden 5-8% des NaCl mit Hilfe des Na’-CI-Kotransporters
resorbiert. Im Sammelrohr befinden sich u. a. luminale Na*-Kanale (ENaC, Epithelial Na*
Channel), apikale und basolaterale Kaliumkanale und Wasserkanale (vor allem Aquaporin-2).
Einige Hormone, wie Aldosteron, ANP und das antidiuretische Hormon (ADH), regulieren die

Na*- und Wasserresorption.

Das Rapid-Pacing-Modell im Kaninchen (Vorhofflimmern)

Das Vorhofflimmern (atriale Fibrillation, AF) ist durch eine verkirzte Aktionspotentialdauer und
eine verkurzte atriale Refraktarzeit charakterisiert. Es fihrt zu Veranderungen der
elektrophysiologischen Eigenschaften der Vorhofe, welche das Auftreten und den Erhalt dieser
Rhythmusstorung beglnstigen (Wijfels et al., 1995). Dieser Prozess wird als ,atriales
Remodeling“ bezeichnet und ist sowohl im Menschen als auch in verschiedenen Tiermodellen
beschrieben (Bosch et al., 2000). In Zellen von Patienten mit AF und im ,Rapid-Pacing-
Tiermodell der AF“ (zum Beispiel am Hund) wurden die elektrophysiologischen Veranderungen
charakterisiert. Sowohl beim Patienten als auch im Tiermodell wurde eine Abnahme des L-
Typ-Kalziumstromes Ic,. und des transienten Auswartsstromes |, beobachtet, wahrend es
widersprichliche Berichte Uber eine Abnahme der Stromdichte des Kaliumstromes I, gibt
(Van Wagoner et al., 1997; Bosch et al., 1999; Yue et al., 1997). Ferner fand sich eine

Steigerung der Stromdichte des einwartsrektifizierenden Kaliumstromes Ix; beim Patienten
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(Van Wagoner et al., 1997; Bosch et al., 1999). Das Vorhofflimmern fihrt zu einer Modifikation
der Genexpression des L-Typ-Kalziumkanals und von Kaliumkanalen. Hierbei ist vor allem
eine Anderung der mRNA-Expression der Kaliumkanal-Untereinheiten Kv4.3, Kv1.4, Kv1.5 und
IRK sowie der a-und B-Kalziumkanal-Untereinheiten zu erkennen (Lai et al., 1999a; Lai et al.,
1999b; Van Gelder et al., 1999; Grammer et al., 2000a; Grammer et al., 2000b; Yue et al.,,
1999).

1.4 Problemstellung

Wie beschrieben spielen lonenkanale eine wichtige Rolle in vielen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen des Herz-Kreislauf-Systems. Zu Beginn dieser Arbeit war die
physiologische Funktion der meisten CLC-Chloridkandle noch nicht bekannt. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe von RNA-Expressionsstudien, das hei3t mit Northern
Blots oder RT-PCR-Analysen, in sechs unterschiedlichen Tiermodellen eine mdgliche
Bedeutung der CLC-Chloridkanal-Familie bei Herz-Kreislauf-Krankheiten wie Bluthochdruck,
Hypertrophie und Herz- oder Niereninsuffizienz aufzudecken. Im Falle einer veranderten
Genexpression koénnten diese Mitglieder der CLC-Chloridkanal-Familie dann mdglicherweise
als Zielmolekile fur die Entwicklung neuer Arzneimittel fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen

dienen.

Auflerdem sollte durch RNA-Expressionsstudien wichtiger lonenkanale im Herzen ein neues
Tiermodell fur Vorhoffimmern charakterisiert werden. Bei chronischer atrialer Fibrillation
werden elektrophysiologische Veranderungen bei Kalium- und Kalziumstromen sehr rasch
nach Einsetzen des Vorhoffimmerns beobachtet. Wahrend bei langanhaltender atrialer
Fibrillation eine veranderte Genexpression bereits beschrieben wurde, war noch nichts
bekannt Uber den Zeitverlauf der transkriptionellen Veranderungen in dieser frihen Phase. Aus
diesem Grund sollten mit Hilfe von RNA-Expressionsstudien die molekularen Grundlagen des
frihen Vorhoffimmerns naher untersucht werden. Das Verstandnis der frihen molekularen
Anderungen des elektrischen Remodelings kénnte zur Entwicklung neuer Therapieansétze,
insbesondere zur Verhinderung des frihen Remodelings, fihren. Das Modell kénnte zudem
als wertvolles Instrument bei der Erprobung neuer Arzneimittel fir die Indikation

Vorhofflimmern eingesetzt werden.
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2 Material und Methoden

Dieses Kapitel beinhaltet eine Auflistung der verwendeten Materialien und eine Darstellung der
eingesetzten Tiermodelle, einschlieRlich der Beschaffung, Haltung und Versorgung der
Versuchstiere und der Vorgehensweise bei Operationen. Auflerdem werden die zur

Anwendung gekommenen molekularbiologischen Methoden erlgutert.

2.1 Chemikalien, Enzyme, Kitsysteme

Bio-Rad

Agarose Kat.-Nr. 162-0126
Bromphenolblau Kat.-Nr. 161-0404
Ethidiumbromid Kat.-Nr. 161-0433
Ladepuffer Kat.-Nr. 9703448
BlOzym

| MetaPhor-Agarose | Kat.-Nr. 850 180 |
DIFCO Laboratories

Bacto-Tryptone Kat.-Nr. 0123-17-3
Bacto-Yeast-Extract, Hefeextrakt Kat.-Nr. 0127-17-9
Bacto-Agar Kat.-Nr. 0140-01
GibcoBRL

CIAP und entsprechende Puffer Kat.-Nr. 18009-022
Glyzerin Kat.-Nr. 15514-011
Oligo(dT) 12-18 Primer Kat.-Nr. 1818-012
Phenol:Chloroform:Isoamyl Alkohol (25:24:1 v/v) Kat.-Nr. 15593-031
RNaseOUT-Ribonuclease-Inhibitor recombinant Kat.-Nr. 10777-019
Superscript || und entsprechende Puffer Kat.-Nr. 18064-014
T4-DNA-Ligase und entsprechende Puffer Kat.-Nr. 15224-017
Taqg-Polymerase, recombinant und entsprechende Puffer Kat.-Nr. 10342-020
Tris-Puffer Kat.-Nr. 15714-025
Merck

EDTA Kat.-Nr. 112029
Eisessig Kat.-Nr. 2789
Formaldehyd 37% Kat.-Nr. 2209
Kaliumacetat Kat.-Nr. 104830
Kaliumchlorid (KCI) Kat.-Nr. 105001
Kalziumchlorid (CaCl,) Kat.-Nr. 102382
Lichrosolv-Wasser Kat.-Nr. 115333
Magnesiumchlorid (MgCl, x 6H,0) Kat.-Nr. 103544
Magnesiumsulfat (MgSO, x 7 H,0) Kat.-Nr. 105883
Natriumacetat Kat.-Nr. 101539

PEBiosystems
| BigDye-Terminator-Ready-Reaction-Kit | Kat.-Nr. 4303153
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Qiagen

DyeEx-Spin-Kit (250) Kat.-Nr. 63106
OneStep-RT-PCR-Kit Kat.-Nr. 210212
QlAfilter-Plasmid-Midi-Kit (100) Kat.-Nr. 12245
QlAprep-Spin-Miniprep-Kit (250) Kat.-Nr. 27106
QIAquick-Gel-Extraction-Kit (250) Kat.-Nr. 28706
QIlAquick-Nucleotide-Removal-Kit Kat.-Nr. 28306
Proteinase-K Kat.-Nr. 19133
RNeasy-Maxi-Kit (12) Kat.-Nr. 75162
RNeasy-Midi-Kit (50) Kat.-Nr. 75144
RNeasy-Mini-Kit (250) Kat.-Nr. 74106
RNase-Free-DNase-Set (50) Kat.-Nr. 79254
Roche

Anti-Digoxigenin-AP-Fab-fragments Kat.-Nr. 1 093 274
CDP-Star Kat.-Nr. 1 685 627
DIG-Easy-Hyb Kat.-Nr. 1 603 558
DIG-RNA-Labeling-Kit (SP6/T7) Kat.-Nr. 1 175 025
DIG-Wash-and-Block-Buffer-Set Kat.-Nr. 1 585 762
Nylon membranes, positively charged Kat.-Nr. 1 417 240
RNA molecular weight marker Il digoxigenin labelled Kat.-Nr. 1 525 537
Riedel-de Haén

Ethanol absolut Kat.-Nr. 1170
Isopropanol Kat.-Nr. 1219
Roth
| Formamid CH;NO | Kat.-Nr. 6749
SIGMA

Ampicillin Kat.-Nr. A-9518
Dimethylpyrocarbonat (DMPC) Kat.-Nr. D-5520
Kanamycin Kat.-Nr. K-0879
2-Mercaptoethanol Kat.-Nr. M-1348
MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsdure) Kat.-Nr. M-1245
3M-Natriumacetat pH 5,2 Kat.-Nr. S-7899
Natriumchlorid (NaCl) Kat.-Nr. S-9625
RNase-ZAP Kat.-Nr. R-2020
SDS (Laurylsulfat) Kat.-Nr. L-4390
20 x SSC Puffer Kat.-Nr. S-6639
Tetracyclin Kat.-Nr. T-8032
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2.2 Puffer und Medien

2YT-Medium

16 g Bacto-Trypton (Caseinhydrolysat) DIFCO

1049 Hefe-Extrakt DIFCO
59 NaCl Sigma

ad 11 Millipore-Wasser

Die Bestandteile des Mediums wurden in Wasser geldst und anschlieRend autoklaviert.

2YT-Agar
11 2YT-Medium
159 Bacto-Agar DIFCO

Bei der Herstellung von Agarplatten wurde der auf ca. 50°C abgekuhlte Nahrboden mit dem
bendtigten Antibiotikum versetzt und anschlielend in Platten gegossen. Die Lagerung der

ausgeharteten Agarplatten erfolgte lichtgeschutzt bei 4°C.

LB-Medium

10g Bacto-Trypton DIFCO
5g Hefe-Extrakt DIFCO
59 NaCl Sigma
ad 11 Millipore-Wasser

TYM-Medium

20g Caseinhydrolysat DIFCO
5g Hefe-Extrakt DIFCO
5,54 g NaCl Sigma
2,54 g MgSO, x 7 H,O Merck
ad 11 Millipore-Wasser

Die Medien wurden nach dem Ldsen der Bestandteile in Wasser autoklaviert.

DMPC-Wasser

1 mi DMPC Sigma

ad 11 Millipore-Wasser

Das Wasser wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und danach autoklaviert
(VARIOKLAV-Dampfdestillator Typ 250 T, H + P Labortechnik GmbH).

10 x MOPS-Puffer

41,86 g MOPS Sigma
4149 Na-Acetat Merck
20 ml EDTAOQ05M Merck
ad 11 Millipore-Wasser

Der Puffer wurde auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert.

10% SDS-Losung

100 g SDS Sigma

ad 11 DMPC-Wasser
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50 x TAE-Puffer

242 g Tris GibcoBRL
57,1 ml Eisessig Merck
100 ml EDTAOQ05M Merck

ad 11 Millipore-Wasser

Der Puffer wurde auf pH 8,0 eingestellt.

TBF1-Puffer

30 mM Kaliumacetat Merck

50 mM MgCl, x 6 H,O Merck
100 mM KCI Merck

10 mM CaCl, x 2 H,0 Merck

0,2 mM EDTA Merck
15% Glyzerin GibcoBRL
TBF2-Puffer

10 mM MOPS Sigma
0,75 mM | CaCl, Merck

10 mM KCI Merck
15% Glyzerin GibcoBRL
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2.3 Tiermodelle

Folgende Rattenstamme wurden verwendet:

Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) Mollegaard, Svenved, Danemark
Spontan hypertensive Ratte (SHR) Mollegaard, Svenved, Danemark
SHR-stroke-prone (SHR-SP) Mollegaard, Svenved, Danemark
Salz-sensitive und salz-resistente Dahl-Ratte Harlan Sprague-Dawley, USA

Sprague-Dawley-Ratten Mollegaard, Svenved, Danemark

Die Tiere erhielten eine Diat der Firma Altromin GmbH (Nummer 1320) mit einem
Natriumgehalt von 0,2% und Trinkwasser ad libitum. Sie wurden in normierten Kafigen der
GroRe 4 in Dreiergruppen gehalten. Der Hell-Dunkel-Zyklus betrug 12 Stunden. Nach
Beendigung der Versuche wurden die Tiere mit Pentobarbital (60 mg/kg i. p.) anasthesiert, das
Herz und die Nieren entnommen, diese sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei —80°C gelagert. Alle Untersuchungen wurden unter Beachtung des

Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

2.3.1 Die spontan hypertensive Ratte (SHR) und die SH-stroke-prone-Ratte

In unseren Versuchen wurden fir diese beiden Tiermodelle WKY-Ratten als Kontrolltiere
verwendet. Die Analyse fir die SHR erfolgte im Alter von sechs Wochen oder 18 Monaten und

die fur die SHR-SP im Alter von drei oder neun Monaten.

2.3.2 Die salz-sensitive und die salz-resistente Dahl-Ratte

In unserem Versuch wurden salz-sensitive und salz-resistente Dahl-Ratten im Alter von zwei
Monaten auf eine Diat mit hohem Salzgehalt (4%) gesetzt. Die Analyse der Tiere erfolgte nach

drei Monaten.

2.3.3 Das Aortic-Banding-Modell in der Ratte

Erwachsene mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Korpergewicht von 270-280 g
bekamen 12 Stunden vor der Operation kein Futter mehr. Die Tiere wurden durch
intraperitoneale Injektion von 200 mg/kg Hexobarbital anasthesiert. Der Bauch wurde durch
einen Schnitt parallel zur Linea alba gedffnet, die abdominale Aorta oberhalb der linken
renalen Arterie freigelegt und ein Seidenfaden darunter gelegt. Nach Platzierung einer Kaniile

(0,9 x40 mm) langs in der Aorta, wurden sowohl Aorta als auch Kanile durch den Faden
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zusammengeschnurt. AnschlieBend erfolgte das Entfernen der Kaniile, so dass das Lumen
der Aorta den Durchmesser der Kaniile hatte. Vor der SchlieBung des Bauches erhielten die
Tiere 5,5mg Rolitetracyclin. Die Bauchschnitte wurden verndht und die Fellschnitte
geklammert. Die scheinoperierten Tiere unterlagen derselben Prozedur, jedoch ohne das
Abschniren der Aorta. Wahrend der ersten fiinf Tage nach der Operation erhielten die Tiere
Rolitetracyclin (1 g/350 ml) Uber das Trinkwasser. Der Versuch war nach zwei oder sechs

Wochen beendet; die Organe der Tiere wurden fir die Analyse verwendet.

2.3.4 Das Herzinsuffizienz-Modell in der Ratte

Mannliche SHR im Alter von 16 Wochen mit einem Kérpergewicht von 250-300 g wurden mit
einer intraperitonealen Injektion von Ketamin (35 mg/kg) und Xylazin (2 mg/kg) anasthesiert
und mechanisch beatmet. Nach Offnung des Perikards mittels einer linksseitigen
Thorakotomie wurde die linke Koronararterie 2 bis 3 mm distal ihres Ursprungs aus der Aorta
abgeklemmt. Es folgte das Vernahen der Bauchschnitte und das Klammern der Fellschnitte.
Die Scheinoperation wurde nach derselben Prozedur mit Ausnahme des Abklemmens
durchgefihrt. Wahrend der ersten drei Tage nach der Operation erhielten die Tiere
Oxytetracyclin (200 mg/l) Uber das Trinkwasser (ltter et al., 1998). Nach sechs Wochen war

der Versuch abgeschlossen, und die Organe wurden analysiert.

2.3.5 Das Niereninsuffizienz-Modell in der Ratte

Dieses Tiermodell wurde mit mannlichen WKY-Ratten mit einem Koérpergewicht von 250-300 g
durchgefiihrt. Ungefahr 16 Stunden vor dem operativen Eingriff bekamen die Tiere kein Futter
mehr. Die Anasthesie der Tiere erfolgte mit einer Kombination aus Xylazin (5 mg/kg
Koérpergewicht) und Ketamin (110 mg/kg Korpergewicht). Durch einen rechten und linken
Flankenschnitt gelangte man zu den Nieren, und nach Freipraparation der GefalRe wurden die
Nierenvenen und —arterien mittels GefalRklammern verschlossen. Die Ischamie wurde nach
40 min durch das Entfernen der Klammern beendet. Sofort mit Beginn der Reperfusion wurde
uber 30 min die Vehikelldsung (6,25 ml/kg Korpergewicht) bzw. die darin geléste Substanz
S3226 (20 mg in 6,25 ml/kg Kérpergewicht) Uber eine Kanlle in der Schwanzvene appliziert.
Nach Beendigung der Infusion folgte das Vernahen der Bauchdeckenschnitte und das
Klammern der Fellschnitte. Die Durchflihrung der Scheinoperation erfolgte nach derselben
Prozedur mit Ausnahme des Abklemmens der Gefale. Eine Gruppe wurde mit S3226
behandelt. Bei der Substanz S3226 handelt es sich um ein Bismethacryloyl-Guanidinderivat
(3-[2-(3-Guanidino-2-methyl-3-oxo-propenyl)-5-methylphenyl]-N-isopropyliden-2-methyl-acryl-
amiddihydrochlorid).
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Nach 24 Stunden und am Ende des Versuches erfolgte eine Blutabnahme bei den Tieren und
die Bestimmung der Kreatinin- und Harnstoffspiegel. Nach 8 Stunden bzw. 24 Stunden,
32 Stunden, 7 oder 14 Tagen wurden die Tiere mit CO, getétet. In diesem Versuch wurden
den Tieren nur die Nieren entnommen und diese dann mit Hilfe eines Skalpells in Medulla und
Cortex aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Nieren in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80°C gelagert.

Das Studiendesign sah folgendermafen aus:

Studie | 20 Tiere

2 Gruppen: Scheinoperierte und niereninsuffiziente Tiere

4 Zeitabschnitte: 8, 24, 32 Stunden und 7 Tage nach Operation

Studie Il 41 Tiere

3 Gruppen: Scheinoperierte, Placebo-behandelte und S3226-behandelte
niereninsuffizienteTiere

5 Zeitabschnitte: 8, 24, 32 Stunden und 7 bzw. 14 Tage nach Operation

2.3.6 Das Rapid-Pacing-Modell im Kaninchen

Nachdem bei einem weiblichen Kaninchen (New Zealand) am Vortag der Hals- und der obere
Thoraxbereich rasiert worden war, wurde das Tier mit Ketamin (70 mg/kg) und Xylazin
(5 mg/kgi.m.) anasthesiert und in Kopftieflage gelagert. Sauerstoff wurde Uber eine
Nasensonde zugefiihrt und ein Oberflachen-EKG angelegt. Nach Freipraparation der linken
Vena jugularis externa wurde die Vene 2-fach umschlungen und eine Splitkanile Uber eine
kleine Inzisur in die Vene eingefuhrt. Nun wurde die Stimulationselektrode durch die
Splitkantle unter Durchleuchtung vorgeschoben, wobei folgender Weg beschritten wurde: tiber
die Vena jugularis externa, die Vena cava superior sinistra und den Sinus coronarius zum
rechten Vorhof. Durch geschicktes Platzieren der Elektrode im rechten Vorhof wurden eine
gute Stimulationsreizschwelle und eine gute intraatriale Amplitude erreicht. Es folgte die
Entfernung der Splitkanlle, die Ligatur der Vena jugularis und die Fixierung der Elektrode in
der Subkutis. Dann erfolgte die SchlieBung der Wunde. Am nachsten Tag wurde mit der
Stimulation mittels Schrittmacher (600 bpm, 4,5V, 2 ms) begonnen. Aufgrund der schnellen

Stimulation von 600 bpm spricht man vom ,Rapid-Pacing-Modell“.
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Das Studiendesign sah folgendermafen aus:

Studie mit 24 Tieren
Gruppe: stimulierte Tiere mit eingesetzter Schrittmacherelektrode
5 Zeitabschnitte: 0 (scheinoperiert), 6, 12, 24 und 96 Stunden nach Operation

Die Aufnahme der lonenstrome geschah mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik in einzelnen

isolierten Myozyten des rechten Vorhofes.

2.4 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Die Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien erfolgte mit Hilfe zweier Methoden:
Transformation durch Hitzeschock oder durch Elektroporation. Als Bakterienstamm wurde
XL1-Blue (Stratagene), ein Abkdémmling des E. coli-Sicherheitsstammes K12 verwendet
(Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 suppE44 relA1 lac [F proAB laqfZAM15 Tn10
(Tet)]°). Bei der Herstellung kompetenter Bakterien und bei der Transformation kamen

autoklavierte bzw. sterile Materialien und Reagenzien zum Einsatz.

2.4.1 Hitzeschock

Zur Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakterien wurde eine XL1-Blue-Stammlésung auf
einer 2YT-Agarplatte (10 mg/l Tetracyclin, Sigma) ausgestrichen und die Platten ber Nacht
bei 37°C im Brutschrank inkubiert (Heraeus, Typ B5028). AnschlieBend wurden 50 mi
TYM-Medium (10 mg/l Tetracyclin) mit einer Einzelkolonie XL1-Blue-Bakterien angeimpft und
Uber Nacht bei 37°C und 225 rpm (Inkubator Braun Certomat HK) inkubiert. Am nachsten Tag
wurden 150 ml Medium mit 5 ml der Vorkultur angeimpft und weitere drei Stunden inkubiert,
bis eine ODgy von 0,5 bis 0,7 erreicht war. Es folgten eine Kihlung der Bakterienkultur fiir 2
min auf Eis, eine gleichmafige Verteilung auf vier kalte Réhrchen und eine Zentrifugation fur
10 min bei 3000 rpm und 4°C (Sorvall Standzentrifuge RC-5B, Rotor SS-34). Der Uberstand
wurde verworfen. Die Bakteriensedimente wurden jeweils in 10 ml kaltem TBF1-Puffer
resuspendiert, jeweils zwei Rohrchen vereint und 8 min zentrifugiert. SchlieRlich wurden die
Bakteriensedimente in 2,4 ml TBF2-Puffer resuspendiert, in 50 yl Aliquots aufgeteilt, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.

Die Hitzeschock-kompetenten Bakterien wurden zusammen mit 3 pl Ligierungsansatz (siehe
Abschnitt 2.8.2) oder 1-5 ng Plasmid-DNA 30 min auf Eis inkubiert und anschlieend 45 s in
einem Wasserbad bei 42°C erwarmt (Hitzeschock). Danach folgte die Abkiihlung der Bakterien
fir 2 min auf Eis und das Schiitteln fir 30 min in 1 ml 2YT-Medium bei 37°C. Von dieser
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Suspension wurden 100 pl (Plasmid-DNA) bis 300 pl (Ligierungsansatz) auf 2YT-Agarplatten
(200 mg/l Ampicillin, Sigma) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.4.2 Elektroporation

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 10 ml LB-Medium (10 mg/I Tetracyclin)
mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit dieser
Vorkultur wurde 1| LB-Medium angeimpft und 3-5 Stunden inkubiert, bis eine ODgy von 0,6
bis 0,8 erreicht worden war. Die Kultur wurde in vorgekihlte Zentrifugenbecher (Sorvall)
Uberfuhrt, 20 min auf Eis gekihlt und 10 min bei 3000 rpm und 4°C (GS3-Rotor) zentrifugiert.
Nach dem vollstéandigen Entfernen des Uberstandes wurde das Bakteriensediment in 11
eisgekuhltem Wasser resuspendiert und zentrifugiert. Danach wurde das Sediment in 400 ml
10%igem Glyzerin (w/v) resuspendiert und wieder zentrifugiert. Schlieflich erfolgte die
Aufnahme des Sedimentes in 40 ml und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in 5 ml
10%igem Glyzerin. Diese Bakteriensuspension wurde in 50 ul Aliquots aufgeteilt, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.

Die elektrokompetenten Bakterien wurden mit 1 pl Ligierungsansatz oder mit 1 ng
Plasmid-DNA bei 25 pF, 200 Q und 2,5kV im GenePulser (BioRad) transformiert. Die
Bakterien wurden in 1 ml 2YT-Medium ohne Antibiotikum suspendiert und 15 min bei 37°C
geschuittelt, wovon 100 pl bis 300 pl auf 2YT-Agarplatten (200 mg/l Ampicillin) ausplattiert und

Uber Nacht inkubiert wurden.

2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid-DNA kamen je nach gewlnschter Menge zwei Methoden zur
Anwendung: die Minipraparation und die Midipraparation. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde
anschlieBend zum Beispiel bei Restriktionsanalysen, Sequenzierungen und Herstellung von
nichtradioaktiven Sonden eingesetzt. Die Bestimmung der Menge bzw. der Qualitat der DNA
erfolgte photometrisch nach den jeweiligen Praparationen (siehe Abschnitt 2.6.4) und durch

eine Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.6.2).

2.5.1 Minipraparation

Fir die Minipraparation von Plasmid-DNA aus einer Bakterienkultur wurde der QIAprep-Spin-
Miniprep-Kit (Qiagen) mit den entsprechenden Puffern verwendet. Die Gewinnung und
Reinigung der Plasmid-DNA basiert auf einer alkalischen Lyse der Bakterien und einer
darauffolgenden Adsorption der DNA an eine Silikatmatrix in Gegenwart einer hohen

Salzkonzentration (Vogelstein und Gillespie, 1979).
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3 ml des mit 200 mg/l Ampicillin versetzten 2YT-Mediums wurden mit einer Einzelkolonie
transformierter Bakterien angeimpft und Uber Nacht (12-14 h) bei 37°C geschuttelt. Nach
Zentrifugation von 1,5 ml dieser Kultur fir 1 min bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge
(Biofuge Pico, Heraeus) wurde das Bakteriensediment in 250 pyl P1-Puffer resuspendiert.
AnschlieRend wurden 250 ul P2-Puffer zugegeben, es wurde vorsichtig durch mehrmaliges
Umdrehen gemischt, somit die alkalische Lyse induziert und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von 350 pl N3-Puffer (Neutralisierungspuffer) erfolgte nach
vorsichtigem Invertieren die Fallung der genomischen DNA, von Proteinen und Zelltrimmern.
Danach wurde fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand mit der Plasmid-DNA
auf die QlAprep-Saulen pipettiert. Die Durchflussfliissigkeit wurde nach Zentrifugation fur 1 min
(13000 rpm) verworfen. Es folgte ein Wasch-Schritt durch Zugabe von 750 yl PE-Puffer, der
70% Ethanol enthielt, um ein Auswaschen der DNA zu verhindern. Nach einer Zentrifugation
von 1 min wurde die Durchflussflissigkeit verworfen. Eine weitere Zentrifugation fir 1 min
(13000 rpm) entfernte das restliche Ethanol, das eventuell auf der Saule verblieben war und
nachfolgende Enzymreaktionen inhibieren wiirde. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 ul EB-

Puffer in der Tischzentrifuge.

2.5.2 Midipraparation

Fir die Midipraparation wurden der QlIAfilter-Plasmid-Midi-Kit (Qiagen) und die
entsprechenden Puffer verwendet. Die Adsorption der DNA an ein positiv geladenes Anionen-
Austauscher-Harz findet unter speziellen Salz- und pH-Bedingungen statt. RNA, Proteine und
niedermolekulare Verunreinigungen werden durch Waschen mit einem Puffer mittlerer
Salzkonzentration entfernt. Die Plasmid-DNA wird mit einem Puffer mit einer hohen
Salzkonzentration eluiert und die Lésung anschlie3end durch eine Isopropanolfallung entsalzt

und konzentriert.

25 ml einer Uber Nacht bei 37°C geschuttelten Bakterienkultur in 2YT-Medium (Ampicillin
200 mg/l) wurden 10 min bei 5000 rpm (Sorvall Standzentrifuge RC-5B, Rotor SS-34)
zentrifugiert. Nachdem das Sediment in 4 ml P1-Puffer resuspendiert war, folgte die Zugabe
von 4 ml P2-Puffer. Es wurde durch mehrmaliges Umdrehen gemischt und das Lysat fur 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Harzsaulen (Qiagen-tip 100)
mit 4 ml QBT-Puffer aquilibriert. Der Durchfluss erfolgte hier und in den folgenden Schritten
durch Gravitation. Nach der Inkubation fir 5 min wurden zu dem Lysat 4 ml gekuhlter P3-
Puffer (Kaliumacetat, zur Neutralisierung) gegeben, wodurch bakterielle Proteine, Zelltrimmer
und die genomische DNA gefallt wurden. Dann wurde wieder durch mehrmaliges vorsichtiges

Umschiitteln gemischt, anschlieRend das Lysat zum Abtrennen des Prazipitats durch eine
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QlAfilter-Spritze filtriert und das Filtrat direkt auf die zuvor aquilibrierte Harzsaule appliziert.
Nach zweimaligem Waschen der Harzséule mit 10 ml QC-Puffer wurde die Plasmid-DNA mit
5 ml QF-Puffer eluiert. Es folgte die Fallung der DNA durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol
und ein Zentrifugationsschritt fur 35 min bei 4°C und 11000 rpm (Sorvall Standzentrifuge). Das
DNA enthaltende Sediment wurde kurz an der Luft getrocknet, in 400 pl Wasser aufgenommen

und erneut mit Ethanol, wie in Abschnitt 2.7.2 beschrieben, gefallt.

2.6 Analyse von DNA

In diesem Abschnitt werden Methoden zur Analyse von DNA vorgestellt. Dazu gehéren der
Restriktionsverdau mit den entsprechenden Enzymen, die Agarose-Gelelektrophorese, die

Sequenzierung und die photometrische Untersuchung von DNA.

2.6.1 Restriktionsverdau von DNA

Die zu schneidende DNA wurde mit dem jeweiligen Restriktionsenzym gemall den
Herstellerangaben (NEB oder GibcoBRL) 1-2 Stunden inkubiert. In der Regel kamen Typ-2-
Endonukleasen zum Einsatz, die durch 50 mM EDTA deaktiviert, hitzeinaktiviert oder durch
den QIAquick-Nucleotide-Removal-Kit (Qiagen) entfernt werden konnten. Mit Hilfe einer
Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.6.2) erfolgte die Analyse der geschnittenen
DNA.

2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese ist die Standardmethode fiur die Identifizierung, Trennung und
Reinigung von linearen DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA sowie fir die praparative
Isolierung von DNA-Fragmenten (Sambrook et al, 1989). Durch die Variation der
Agarosekonzentration kénnen lineare DNA-Fragmente in unterschiedlichsten GréRen getrennt
werden. Zur Auftrennung sehr kleiner Fragmente (zum Beispiel bei der RT-PCR) wurden Gele
bis zu einer Konzentration von 3,5% mit einer speziellen Agarose (Metaphor-Agarose)

hergestellt.

Die Agarose (BioRad, bis 2%) wurde in TAE-Puffer in der Mikrowelle (Micromat, AEG)
aufgekocht. Nach Abkuhlung bei Raumtemperatur auf 50-60°C wurden 0,1 ug/ml
Ethidiumbromid zugegeben, und das Gel wurde gegossen. Nachdem die DNA-Proben mit 1/10
des Volumens an Ladepuffer (BioRad) versetzt waren, wurde das Gel mit TAE-Puffer
Uberschichtet, und die DNA-Proben wurden neben einem DNA-Molekulargewichtsstandard in

die Taschen des Gels pipettiert. Die angelegte Spannung betrug 60-120 V fur 1 bis 3 h. Die
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DNA konnte durch die Interkalation des Ethidiumbromids durch UV-Anregung auf einem

Transilluminator (Biometra TI1) sichtbar gemacht werden.

2.6.3 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977),
auch Didesoxynukleotidverfahren genannt. Mittels des BigDye-Terminator-Ready-Reaction-
Kits (PEBiosystems) wurden in einer enzymatischen, PCR-ahnlichen Reaktion basenspezifisch
terminierte  DNA-Fragmente erzeugt. Die Sequenzen wurden uber eine Polyacrylamid-
Gelmatrix, die sich in einer Glasfaserkapillare befand, aufgetrennt und spektroskopisch
ausgewertet. Diese Kapillarsequenzierung erfolgte im ABI-PRISM-310-Genetic-Analyzer (ABI-
Systems).

Der Kettenabbruch wird durch modifizierte Didesoxynukleotide herbeigefiihrt, die an Farbstoffe
mit einem jeweils fir eine Base spezifischen Emissionsspektrum gebunden sind. Wenn
wahrend der Reaktion ein Didesoxynukleotid eingebaut wird, kommt es zu einem
Kettenabbruch, da durch das Fehlen der 3‘-OH-Gruppe im Didesoxynukleotid keine
Phosphodiesterbriicke zum nachsten Nukleotid ausgebildet werden kann. Die Donorfarbstoffe
(Fluoresceinderivate) der  veranderten  Didesoxynukleotide = werden durch einen
Argonionenlaser angeregt. Die Energie wird auf den jeweiligen Akzeptorfarbstoff
(Dichlororhodaminderivate) tbertragen, der nach dieser Anregung Licht mit charakteristischer

Wellenlange emittiert.

Fir die Sequenzierungs-PCR (Thermocycler, PE Biosystems) wurden als Matrizen-DNA 2 pl
Miniprep- oder 0,5 ug Midiprep-Plasmid-DNA eingesetzt. Die Primer bestanden aus 22-24
Nukleotiden, endeten am 3’-Ende mit G oder C und besallen eine optimale Schmelz-
temperatur von 55°C. Die Primerkonzentration betrug 0,5 uM. Auflerdem wurden 4 pl des
BigDye-Terminator-Reaktionsmixes und besonders gereinigtes Wasser (Lichrosolv-Wasser,

Merck) ad 20 pl hinzugefiigt.

Die PCR-Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

96°C flr 10 sec
50°C flr 5 sec
60°C fir 4 min

Dieser Zyklus wurde 25 mal wiederholt. Vor dem ersten Zyklus wurde der Ansatz fir 5 min auf
95 °C aufgeheizt, um samtliche DNA zu denaturieren. Am Ende wurde die Temperatur auf 4°C
verringert. Nach diesem Verfahren wurden die Kettenabbruchprodukte mit Hilfe des DyeEx-

Spin-Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben gereinigt. Das Eluat wurde 2 min bei 95°C
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denaturiert, um Sekundarstrukturen aufzulésen, und schlieRlich mit dem ABI Prism 310
analysiert. Die Auswertung der Elektropherogramme erfolgte visuell und die der Sequenzen

mit Hilfe der Wisconsin-Package-Software (Version 10.1, Genetics Computer Group).

2.6.4 Photometrische Analyse

Um die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren zu bestimmen, wurde die Absorption
einer geeigneten Verdiinnung bei 260 und 280 nm mit dem Genequant Il (Pharmacia Biotech)
gemessen. Unter Anwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes liel3 sich die Konzentration
aus der Absorption und dem bekanntem Extinktionskoeffizienten berechnen, wobei die
Optische Dichte von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 ug/ml RNA
bzw. ~33 pg/ml einzelstrangigen Oligonukleotiden entsprach. Zur Abschatzung der Reinheit
der DNA-Lésung wurde der Quotient Aygo/Age (Wert fir den Proteinanteil in der Lésung)

herangezogen. Er sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

2.7 Reinigung von DNA

In diesem Abschnitt werden drei Methoden zur Reinigung der DNA beschrieben. Diese
beinhalten die Phenol-Chloroform-Extraktion, die Ethanolprazipitation und die Elution von

Nukleinsduren aus Agarosegelen.

2.7.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Proteinkontaminationen (zum Beispiel durch Restriktionsenzyme, alkalische Phosphatase,
Polymerasen etc.) lassen sich durch eine Phenol-Extraktion (Wallace, 1987) entfernen. Durch
seine denaturierende Wirkung fallt Phenol Proteine, die in der Interphase zwischen wassriger
DNA-Phase und der organischen Phenol-Phase angereichert werden. Der Zusatz von
Chloroform stabilisiert die Phasengrenze und verstarkt den denaturierenden Effekt. Nach
grindlichem Mischen von wassriger und organischer Phase wird das Erreichen der
Phasentrennung durch Zentrifugation beschleunigt. Die wassrige DNA-Phase wird
abgenommen, ohne denaturierte Proteine der Interphase mitzuschleppen. In der wassrigen
Phase gelostes Phenol wird anschlieRend mit Chloroform entfernt. In der Regel folgt eine

Ethanol-Fallung (siehe Abschnitt 2.7.2), um die DNA zu konzentrieren.

Die DNA-Losung wurde zweimal mit dem gleichen Volumen einer mit TE-Puffer gesattigten
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol(24:25:1)-Lésung (GibcoBRL) ausgeschuttelt und 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert (Heraeus, Biofuge Pico). Nach dem Entfernen der oberen wassrigen
Phase wurde mit Chloroform (GibcoBRL) ausgeschuttelt und erneut 5 min zentrifugiert. Die
obere Phase wurde abpippetiert und die DNA mit Ethanol geféllt (siehe Abschnitt 2.7.2).
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2.7.2 Ethanolprazipitation

Die Fallung mit Ethanol ist eine Standardmethode zur Verringerung der Salzkonzentration und
zur Konzentrierung der DNA. Nukleinsauren bilden in Gegenwart einwertiger Kationen in
Ethanol unlésliche Prazipitate. Diese werden zentrifugiert, gewaschen und getrocknet. Das

DNA-Sediment wird anschlieRend in einem kleinen Volumen Wasser aufgenommen.

Die DNA-L6sung wurde mit 1/10 des Volumens an 3M-Natriumacetat pH 5,2 (Sigma) und dem
2,5-fachen Volumen an absolutem Ethanol (Riedel-de Haén) versetzt und gemischt. Es folgte
eine Zentrifugation der gefallten DNA fir mindestens 30 min bei 13000 rpm und
Raumtemperatur (Heraeus, Biofuge Pico). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
verworfen. Das DNA-Sediment wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, ohne das Sediment
zu resuspendieren. Der Wasch-Schritt hatte den Zweck, restliche Salze zu entfernen.
AnschlieBend wurde 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Ethanol-Rickstande in dem DNA-Sediment wurden vollstdndig in der Vakuumzentrifuge
(Savant, Speed Vac Plus SC 11A und Refrigerated Vapor Trap RVT 100) entfernt. Die

Aufnahme des trockenen Sedimentes erfolgte in einem geeigneten Volumen Wasser.

2.7.3 Elution von Nukleinsduren aus Agarosegelen

Zur Reinigung und Gewinnung von DNA-Fragmenten wurde ein praparatives Agarosegel
hergestellt. Nach dem Ausschneiden der DNA-Bande mit einem sauberen Skalpell unter
UV-Licht wurde die DNA mit Hilfe des QIAquick-Gel-Extraction-Kits (Qiagen) nach Angaben

des Herstellers aus dem Agarose-Stiick extrahiert.

Zum Auflésen der Agarose wird chaotropischer Puffer eingesetzt, und die Nukleinsauren
binden selektiv an die Saulen mit immobilisierter Glasmilch. Verunreinigungen sowie Agarose

werden von der Sdule heruntergewaschen, und die DNA wird mit 30-50 pl Wasser eluiert.

2.8 Modifizierung von DNA

In diesem Abschnitt wird erklart, wie DNA modifiziert werden kann. Hierbei wird die
Dephosphorylierung und die Ligierung von DNA-Fragmenten sowie die Linearisierung von
Plasmid-DNA beschrieben.
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2.8.1 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Ligierung eines Vektorfragmentes mit sich selbst zu verhindern, wird die
Dephosphorylierung durchgefiihrt. Sind beide Enden dephosphoryliert, kdnnen sie nicht mehr

kovalent miteinander verknlpft werden.

Zur Dephosphorylierung wurde der Restriktionsansatz mit dem QIAquick-Nucleotide-Removal-
Kit (Qiagen) gemaf den Herstellerangaben gereinigt und daraufhin mit Dephosphorylierungs-
puffer (GibcoBRL) und alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (Calf Intestine Alkaline
Phoshatase, CIAP, GibcoBRL) fir 30 min bei 37°C und fiur 30 min bei 50°C inkubiert. Der
Ansatz bestand aus: 28 pl Eluat, 3,5 ul Dephosphorylierungspuffer, 2 pl Dilutionspuffer und
1,5l CIAP. Das Enzym wurde anschliefend fir 10 min bei 70°C inaktiviert und der

Reaktionsansatz mit dem QIAquick-Nucleotide-Removal-Kit (Qiagen) gereinigt.

2.8.2 Ligierung von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die kovalente Verknlpfungen zwischen 5'-Phosphat und
3'-OH-Gruppen. Durch die Hydrolyse von ATP als energiereichem Faktor wird diese
endergonische Reaktion thermodynamisch mdglich. Durch das SchlieBen von
Phosphodiesterbindungen werden DNA-Fragmente zu einem Strang bzw. Ring
zusammengeflugt. Die Ligierung wurde mit der T4-DNA-Ligase (GibcoBRL) durchgefinhrt.
Diese bendétigt zur vollstandigen Katalyse ca. 16 h bei 16°C. Das molare Mengenverhaltnis
Plasmid:Insert sollte etwa 1:5 betragen. Bei einem Einsatz von anderen Mengenverhaltnissen

kann es zu Religierungen oder Mehrfachinsertionen kommen.

Der Ligierungsansatz war folgender:

DNA-Fragmente, in Wasser gelost 7 ul

T4 DNA Ligase 1pl GibcoBRL

5 x Ligierungspuffer 2 ul GibcoBRL

Die Komponenten des Ansatzes wurden auf Eis pipettiert, gemischt und Uber Nacht im
Wasserbad bei 16°C inkubiert. Die Ligierung wurde bis zur Transformation (siehe Abschnitt
2.4) bei 4°C aufbewahrt.

2.8.3 Linearisierung von Plasmid-DNA

Die Linearisierung wurde zur Herstellung der nichtradioaktiven RNA-Sonden benétigt. 5-10 ug
Plasmid-DNA wurden in einem Restriktionsansatz geschnitten. Nach der Inkubation bei der fiir
das Enzym optimalen Temperatur fur 2-3 Stunden wurde die Vollstandigkeit der Linearisierung

auf einem Agarosegel (siehe Abschnitt 2.6.2) Gberpruft. AnschlieRend wurde die geschnittene
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DNA nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe Abschnitt 2.7.1) einer Ethanolfallung
(siehe Abschnitt 2.7.2) unterzogen und in 10 yl Wasser aufgenommen. Die Bestimmung der

Endkonzentration der Losung erfolgte photometrisch (siehe Abschnitt 2.6.4).

2.9 Ein-Schritt- und Zwei-Schritt-RT-PCR

Mit Hilfe der Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR, Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) lassen sich spezifisch RNA-Sequenzen
amplifizieren. Man kann die Genexpression auf der Stufe der RNA untersuchen, aber auch
speziell die Menge von RNA bestimmen. Bei der RT-PCR wird zuerst eine
cDNA-Erststrangsynthese mit Hilfe einer Reversen Transkriptase mit RNA als Matrize
durchgeflhrt. Darauf folgt eine PCR, in der die zuvor gebildete cDNA als Matrize dient. Wird
die Erststrangsynthese und die PCR in einem Schritt durchgeflhrt, spricht man von Ein-Schritt-
RT-PCR. Wird die RT-PCR hingegen in zwei Etappen durchgefiihrt, so nennt man sie
Zwei-Schritt-RT-PCR. Bei der cDNA-Erststrangsynthese konnen verschiedene Arten von
Primern, die sich je nach Zielsetzung der Experimente unterscheiden, fir die Polymerase-
reaktion verwendet werden. Entweder nimmt man einen Oligo(dT)-Primer (15-20 bp), der im
Bereich des poly(A)-Schwanzes am 3’-Ende der mRNA hybridisiert, und mit dessen Hilfe aus
der Gesamt-RNA alle mRNA-Molekile (2-4% der Gesamt-RNA) selektiv in cDNA
umgeschrieben werden. Oder man verwendet — im Falle der Ein-Schritt-RT-PCR — Gen-
spezifische Primer. Diese sind von Vorteil, wenn zum Beispiel ein Transkript mit geringer
Haufigkeit amplifiziert werden soll. Auf diese Weise wird schon bei der Erststrangsynthese
selektiv das gewtnschte Transkript in cDNA umgeschrieben und somit die Menge an

moglichen Nebenprodukten bei der anschlielenden Polymerasekettenreaktion verringert.

Die PCR (Saiki et al, 1988) wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt und dient zur
Vervielfaltigung der DNA. Die PCR ist eine sich wiederholende Reaktion in drei Schritten. Im
ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrang durch Hitze getrennt, die so genannte
Denaturierung. Es entstehen einzelstrangige DNA-Matrizenmolekile. Danach erfolgt im
zweiten Schritt die Hybridisierung der Primer (synthetische DNA-Oligonukleotide als
Startermolekiile) bei niedrigerer und fir die Zusammensetzung und Lange der Primer
spezifischen Temperatur an die einzelstrangige DNA (Annealing). Die Synthese findet im
dritten Schritt statt ausgehend vom 3°-Ende der Primer bei 72°C durch das Enzym
Tag-Polymerase. Die Tag-Polymerase ist eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem

thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus.
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Durchfiihrung der Zwei-Schritt-RT-PCR

SUPERSCRIPT II (GibcoBRL) wurde aus dem Moloney-Maus-Leukamie-Virus (MMLYV) isoliert
und ist eine RNase-H-Reverse-Transkriptase (RT), die einen komplementaren DNA-Strang
ausgehend von einzelstrangiger RNA oder DNA synthetisiert. Das Enzym besitzt eine Mutation
in der RNase-H-codierenden Sequenz und deshalb eine sehr geringe RNase-H-Aktivitat. Der
Abbau der RNA wahrend der Erststrangsynthese wird somit verhindert. Deshalb synthetisiert
die RT mehr cDNA-Molekile, welche die vollstandige Lange der mRNA abdecken, und

insgesamt groRere Mengen an cDNA.

Ein Reaktionsvolumen von 20 pl wurde fir 1-5pg Gesamt-RNA oder 50-500 ng mRNA
benutzt. Als erster Schritt erfolgte die cDNA-Synthese mit Hilfe der Reversen Transkriptase
SUPERSCRIPT Il .

Folgender Reagenzien wurden pipettiert:

Oligo (dT)42.4¢ (500 pg/ml) 1l GibcoBRL
Gesamt-RNA 1-5 ug
DMPC-Wasser ad 12 ul

Das Gemisch wurde fir 10 min bei 70°C inkubiert und anschliefend auf Eis gestellt. Nach

einer kurzen Zentrifugation wurden folgende Bestandteile zugegeben:

5 x First-Strand-Buffer 4 pl GibcoBRL
0,1 MDTT 2l GibcoBRL
10 mM dNTP-Mix 1l GibcoBRL

Nun wurde vorsichtig gemischt, fir 2 min bei 42°C inkubiert und zuletzt 1 yl SUPERSCRIPT Il
zugegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt. Es folgte eine Inkubation
fur 50 min bei 42°C und schlieBlich eine Inkubation fiir 15 min bei 70°C, um die Reaktion zu

inaktivieren.
Die cDNA konnte nun als Matrize zur Amplifikation in einer PCR benutzt werden.

Nur 10% der gewonnenen cDNA wurden bei der PCR eingesetzt. Die Zugabe von groReren

Mengen wirde keine gréRere Menge an PCR-Produkten ergeben.

Folgende Reagenzien wurden pipettiert:

10 x PCR-Puffer (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI) |5 pl GibcoBRL
50 mM MgCl, 1,5 ul GibcoBRL
10 mM dNTP-Mix 1l

Primer 1 (10 uyM) 1l

Primer 2 (10 uyM) 1ul

Taqg-DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,4 pl GibcoBRL
cDNA 2 ul

Wasser 38,1 ul Merck
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Die Reagenzien wurden vorsichtig gemischt, in das PCR-Geréat (Ts-Thermocycler, Biometra)

gestellt und zuerst 2 min bei 94°C denaturiert.

AnschlieRend wurde folgender Zyklus 30 mal durchgefiihrt:

94°C fur 30 sec Denaturierung
55°C fur 30 sec Annealing
72°C fur 1 min Synthese

Es folgte die Synthese fiir 10 min bei 72°C und ein Abkihlen der Reaktion auf 4°C.

Durchfiihrung der Ein-Schritt-RT-PCR

Der OneStep-RT-PCR-Kit (Qiagen) beinhaltet optimierte Komponenten, die sowohl eine
reverse Transkription als auch eine PCR-Amplifikation in einer als ,One-step“ (Ein-Schritt)
bezeichneten Reaktion ermoglichen. Die Reversen Transkriptasen ,Omniscript® und
»Sensiscript® sind im OneStep-RT-PCR-Enzym-Mix enthalten und ermdglichen eine
hocheffiziente und spezifische reverse Transkription. Omniscript wurde speziell fiir die reverse
Transkription von RNA-Mengen uber 50 ng entwickelt und Sensiscript fur den Gebrauch bei
sehr kleinen RNA-Mengen (<50 ng) optimiert. Diese spezielle Enzym-Kombination ermdglicht

eine reverse Transkription von einer RNA-Menge zwischen 1 pg und 2 ug.

AulRerdem ist die HotStar-Tag-DNA-Polymerase im OneStep-RT-PCR-Enzym-Mix enthalten
und ermdglicht einen Heilstart (,hot start“-PCR) fir eine hochspezifische Amplifikation. Das
bedeutet, dass die HotStar-Tag-DNA-Polymerase wahrend der reversen Transkription
komplett inaktiv ist und die Reaktion der Reversen Transkriptase nicht behindert. Nach Ablauf
der reversen Transkription wird das Reaktionsgemisch fur 15 min bei 95°C inkubiert. Die
HotStar-Tag-DNA-Polymerase wird aktiviert und gleichzeitig findet eine Inaktivierung der
Reversen Transkriptasen statt. Diese Heil3start-Prozedur vermeidet unspezifische

Hybridisierungen und die Bildung von Primerdimeren.

Die benétigten Komponenten wie RNA, Primer-Losungen, dNTP-Mix, 5 x OneStep-RT-PCR-

Puffer und RNase-freies Wasser wurden aufgetaut und auf Eis gestellt.

Folgender Reagenzien wurde pipettiert:

5 x OneStep-RT-PCR-Puffer 10 pl Qiagen
10 mM dNTP-Mix 2l Qiagen
5 x Q-Solution, wenn notwendig 10 Qiagen
Primer 1 (10 uyM) 3l

Primer 2 (10 yM) 3l

QIAGEN OneStep-RT-PCR-Enzym-Mix 2yl Qiagen
RNA 1pg—2ug

Wasser ad 50 pl Qiagen
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Die Reagenzien wurden vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren gemischt, kurz zentrifugiert

und in das PCR-Gerat (Ts-Thermocycler, Biometra) gestellt.

Dieses Programm wurde gestartet:

50°C 30 min Reverse Transkription
95°C 15 min PCR-Aktivierung, Heil3start
94°C 30 sec Denaturierung

Variabel 30 sec Annealing

72°C 1 min Synthese

72°C 10 min Synthese

Die Annealing-Temperatur war je nach Primer zu optimieren. Nach dem letzten Zyklus erfolgte
ein Abkuhlen auf 4°C.

2.10 Isolierung von RNA aus tierischem Gewebe

Die Isolierung von RNA aus tierischem Gewebe erfolgte mit Hilfe des RNeasy-Maxi-Kits
(Qiagen). Dieser Kit kommt zum Einsatz, wenn das Gewebe zwischen 0,15 und 1 g wiegt. Es
gibt weitere Produkte der Firma Qiagen, mit denen kleinere Gewebemengen verarbeitet
werden kénnen (RNeasy-Midi-Kit und RNeasy-Mini-Kit). Die eingesetzten Mérser und Pistille
wurden bei 240°C Uber Nacht erhitzt, so dass es zu keiner Kontamination mit RNasen

kommen konnte. Alle zugegebenen Puffer missen RNase-frei sein.

Die Gewebeproben werden zuerst in Gegenwart eines Puffers, der Guanidinisothiocyanat
enthalt, lysiert und homogenisiert. Guanidinisothiocyanat wirkt stark denaturierend, inaktiviert
sofort die RNasen und gewahrleistet so eine Isolierung intakter RNA. Ethanol wird zugefligt
und das lysierte Gewebe wird auf die Saulen, die eine Silikatgel-Membran besitzen und die
Gesamt-RNA binden, gegeben. Die restlichen Zellbestandteile werden durch Waschen

entfernt. Die RNA wird mit RNase-freiem Wasser eluiert.

Zuerst wurden 10 pl B-Mercaptoethanol zu 1 ml RLT-Puffer und das vierfache Volumen an
absolutem Ethanol zu dem RPE-Puffer zugesetzt. Der Moérser und das Pistill wurden mit
flissigem Stickstoff gekuhlt, das Gewebe gewogen und 0,5-1 g mit Hilfe des Pistills im Mérser
zerkleinert. Das Gewebe wurde unter standiger Kuhlung mit fliissigem Stickstoff zu einem sehr
feinen Pulver zerstol’en. Dieses Pulver wurde in bereits gekuhlte 50 ml-Falcon-Réhrchen
geschuttet und in 15 ml RLT-Puffer mit Hilfe eines Ultra-Turrax-T25 (IKA, Labortechnik)
homogenisiert. Das Lysat wurde 10 min bei 5000 rpm (Zentrifuge EBA 12, Hettich)
zentrifugiert. Das Sediment bestand aus Zellresten; manchmal bildete sich eine Fettschicht
tiber dem Uberstand. Deshalb musste beim Abpippetieren des Uberstandes vermieden
werden, das Sediment oder die Fettschicht mitzufiihren, da beides die Membran der Saule

verstopfen kdnnte. Nach Zugabe von 15 ml 70%igem Ethanol zu dem abpipettierten Lysat
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wurde gut gemischt und das Lysat auf die Saulen gegeben. Zur Bindung der RNA an die
Saulen folgte eine Zentrifugation fir 5 min bei 5000 rpom und danach das Verwerfen der
Durchflussflissigkeit. Das maximale Ladevolumen der S&ule betrug 15 ml, so dass dieser
Vorgang 2 bis 3 mal wiederholt wurde. Nachdem die Saule mit 7,5 ml RW1-Puffer gewaschen
war, wurde zentrifugiert (5 min, 5000 rpm). AnschlieRend erfolgte ein DNase-Verdau. Dafir
wurden 30 pl Dnase-I-Stocklésung (Qiagen) mit 210 pl RDD-Puffer angesetzt. Diese Lésung
wurde direkt auf die Membran der Saule gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgten die Zugabe von 7,5 ml RW1-Puffer auf die Saule und eine Inkubation von 5 min.
Dann wurde 5 min bei 5000 rpom zentrifugiert und die Durchflussflissigkeit verworfen. Die
Saule wurde mit 10 ml RPE-Puffer gewaschen, 2 min bei 5000 rpm zentrifugiert und die
Durchflussflissigkeit wieder verworfen. Es erfolgte ein zweiter Wasch-Schritt mit 10 ml
RPE-Puffer und wieder eine Zentrifugation fir 10 min. Die Saule wurde in ein neues
Reaktionsgefall Uberfiihrt und die RNA zweimal durch 3-miniitige Zentrifugation mit 80 pl
RNase-freiem Wasser eluiert.

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Skelettmuskel-, Herz- und Haut-Gewebe kann durch die
Menge an kontraktilen Proteinen, Bindegewebe und Kollagen erschwert werden. Zur
Entfernung dieser Proteine wurde das Standardprotokoll um einen Proteinase-Verdau-Schritt
erganzt: Nach dem Homogenisieren wurden fir den Proteinase-Verdau 15 ml RNase-freies
Wasser hinzugefiigt. Nach Zugabe von 250 yl Proteinase-K (Qiagen) wurde der Ansatz durch
Pipettieren grindlich gemischt. Es folgte eine Inkubation fir 20 min bei 55°C. AnschlieRend
wurde 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 50 ml ReaktionsgefaR
Uberfiihrt. Abweichend vom Standard-Protokoll fligte man anstelle von 70%igem Ethanol 11 mi
absolutes Ethanol dem Lysat hinzu und mischte durch Pipettieren. Dieses Gemisch wurde auf
die Saule gegeben und die RNA durch Zentrifugation an die Saule gebunden. Ab diesem

Schritt waren beide Protokolle identisch.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch wie in Abschnitt 2.6.4 beschrieben. Die
RNA wurde bei —80°C gelagert.

Gleiche Mengen von RNA einzelner Tiere wurden gemischt und als Pool bei der Northern Blot-
Analyse und der RT-PCR eingesetzt. Wenn es einen Hinweis auf einen moéglichen Unterschied
in der mRNA-Expression der untersuchten Kanale gab, wurden die Northern Blots oder die
RT-PCR-Analysen mit RNA von einzelnen Tieren wiederholt.

2.11 Northern Blot

Bei einem Northern Blot wird gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA auf eine Nylonmembran

transferiert und fixiert. Man nennt das Verfahren auch Kapillar-Blot, da der Transfer von dem
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Gel auf die Membran durch die Kapillarkrafte des Filterpapiers vollzogen wird. Es folgt ein
Nachweis spezifischer Sequenzen durch Hybridisierung mit einer nichtradioaktiv markierten
RNA-Sonde. Die Signale werden durch eine immunologische Detektion sichtbar gemacht. Ein
Nukleinsaure-Blot kann mehrfach verwendet und mit verschiedenen Proben hybridisiert

werden. Der Transfer und die Hybridisierung missen RNase-frei durchgefihrt werden.

2.11.1 Herstellung nichtradioaktiver Sonden

Zur Herstellung der Sonden wurden die CLC-Chloridkanalkonstrukte linearisiert. Die
Markierungsreaktion erfolgte mit Hilfe des DIG-RNA-Labeling-Kits (Roche). Dieses System
basiert nicht auf der Verwendung von Isotopen, sondern von Digoxigenin, einem Hapten,
welches ausschlieRlich in Digitalispflanzen vorkommt. So werden bei der Detektion der Sonde
endogene Hintergrundprobleme vermieden, die im Falle anderer Haptene wie zum Beispiel
Biotin auftreten kénnen. Eine RNA-Sonde hat den Vorteil, dass RNA-RNA-Hybride stabiler
sind als DNA-RNA-Hybride oder DNA-DNA-Hybride. Die RNA-Sonde ist einzelstrangig und

somit ist jede Sonde ein Partner fiir das Zielmolekil.

Die verwendeten DNA-Konstrukte (siehe Abschnitt 3.1) wurden mit einem Enzym linearisiert,
das einen 5-Uberhang erzeugt. Hierdurch wird eine nicht-spezifische Bindung der RNA-
Polymerasen an freie 3'-Enden vermieden. Die Vollstandigkeit der Linearisierung wurde auf
einem Agarosegel Uberprift (sieche Abschnitt 2.6.2). Das linearisierte Plasmid wurde einer
Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe Abschnitt 2.7.1) und einer Ethanol-Fallung (siehe
Abschnitt 2.7.2) unterzogen, um Proteinreste und RNasen zu entfernen. Die Reagenzien
wurden in angegebener Reihenfolge in ein steriles, RNase-freies Reaktionsgefall gegeben,
und ein RNase-Inhibitor wurde hinzugefugt. Nach vorsichtigem Mischen der Reagenzien
wurde der Ansatz kurz zentrifugiert. Es folgte eine Inkubation fur 2 h bei 37°C und ein
Abstoppen der Reaktion mit 2 yl EDTA (0,2 M, pH 8). Der Markierungsansatz wurde durch
Zugabe von DMPC-Wasser auf 100 pl aufgefullt.

Der Markierungsansatz war folgendermafen:

Linearisierte und gereinigte DNA 1 ug
NTP-Markierungs-Gemisch 2yl
10 x Transkriptions-Puffer 2yl
RNase-Inhibitor 1l
RNA-Polymerase T7 oder T3 2yl
DMPC-Wasser ad 20 ul
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2.11.2 Tiipfeltest

Ein Tapfeltest wurde durchgefihrt, um das Gelingen und die Ausbeute der
Markierungsreaktion zu Uberprifen. Nachdem eine Verdunnungsreihe der DIG-markierten
Sonde und der DIG-markierten Kontrol-RNA aus dem Kit hergestellt und auf eine
Nylonmembran (Roche) aufgetragen war, wurde eine Detektion, wie im Abschnitt 2.11.6
beschrieben, durchgefiihrt. So konnte die Sondenkonzentration fir die Hybridisierung optimal

eingestellt werden.

Fir die Herstellung der Verdinnungsreihe wurde DMPC-Wasser verwendet und die hier

aufgefuihrte Verdinnungsreihe hergestellt:

Gefal | RNA [pl] aus Gefall Nr. DMPC- Gesamt- | Verdinnung End-

Nr. Wasser volumen konzentration
1 2 pl aus Original/Kontrolle 198 pl 200 pl 1:100 1 ng/pl
2 15 ul aus Gefal Nr. 1 35 ul 50 ul 1:3.3 300 pg/ul
3 5 pl aus Gefal Nr. 1 45 pl 50 pl 1:10 100 pg/ul
4 5 pl aus Gefald Nr. 2 45 pl 50 pl 1:10 30 pg/ul
5 5 ul aus Gefal Nr. 3 45 ul 50 pl 1:10 10 pg/ul
6 5 ul aus Gefal Nr. 4 45 ul 50 ul 1:10 3 pg/ul
7 5 pl aus Gefald Nr. 5 45 pl 50 pl 1:10 1 pg/pl
8 5 yl aus Gefald Nr. 6 45 pl 50 pl 1:10 0,3 pg/ul
9 5 ul aus Gefall Nr. 7 45 ul 50 ul 1:10 0,1 pg/ul
10 5 ul aus Gefal Nr. 8 45 ul 50 pl 1:10 0,03 pg/ul
11 5 pl aus Gefal Nr. 9 45 pl 50 pl 1:10 0,01 pg/ul
12 0 50 pl 50 pl - 0

Nachdem ein Stiick Nylonmembran (Roche) zurecht geschnitten war, wurde je 1 pl der
Verdunnungen 5-12 pro Sonde auf die Membran aufgetragen. Die Membran wurde durch
kurzes Auflegen auf ein mit 2 x SSC-Puffer getranktes Whatman-Papier befeuchtet und die
RNA mit Hilfe des UV-Stratalinkers 2400 (Stratagene) auf der Membran fixiert. Die
immunologische Detektion erfolgte, wie im Abschnitt 2.11.6 beschrieben, und die Exposition

mit Hilfe des Lumi-Imagers (siehe Abschnitt 2.11.7).

Die Sonde gilt als sehr gut, wenn fiinf oder mehr Punkte der Verdinnungsreihe (0,1 pg/ul)
detektiert werden konnen. Das heif3t, man hat mindestens 10 ug DIG-markierte RNA-Sonde
hergestellt, und die Sondenkonzentration in dem Markierungsansatz betragt ungefahr
100 ng/pl. Bei der Hybridisierung wird dann 1 pl dieser Sonde pro 1 ml Hybridisierungslésung

eingesetzt.

2.11.3 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Bei einem RNA-Gel mussen alle beteiligten Materialien wie Pipettenspitzen,

Gelelektrophoresekammern, -schlitten und -kdmme RNase-frei sein. Wenn die Materialien
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nicht steril verpackt und RNase-frei sind, werden sie mit RNase-Zap (Sigma) behandelt und

anschlieRend mit DMPC-Wasser gesplilt.

Gel

Agarose 1,29 Bio-Rad
10 x MOPS-Puffer 12 mi

DMPC-Wasser 101,4 ml

37%iges Formaldehyd 6,6 mi Merck

Agarose, MOPS-Puffer und DMPC-Wasser wurden in der Mikrowelle aufgekocht und auf ca.
60°C abgekihlt. Es folgte die Zugabe von 6,6 ml Formaldehyd und das Gie3en des Gels in

einen Gelschlitten, der vorher mit einem Klebeband an den Seiten abgedichtet worden war.

RNA-Ladepuffer

Formamid 250 ul Roth

10 x MOPS-Puffer 50 pl

37%iges Formaldehyd 83 ul Merck
Bromphenolblau-Stammlésung 0,01% 10 pl Bio-Rad
Ethidiumbromid, bei Bedarf 3 ul Bio-Rad

Der Ladepuffer wurde stets frisch angesetzt, da es bei Lagerung des Puffers zu einer Reaktion

zwischen Formamid und Formaldehyd kommen kann, die zur Degradierung der RNA fiihrt.

RNA-Laufpuffer
1 x MOPS

Der Laufpuffer wurde aus 10 x MOPS-Puffer und DMPC-Wasser angesetzt.

Die Proben wurden mit dem 2-3-fachen Volumen an Ladepuffer versetzt und 10 min bei 65°C
denaturiert. Danach wurden sie wieder auf Eis gestellt. Wegen des Verzichts auf einen
Glyzerin-Zusatz im Ladepuffer (Gefahr der RNase-Kontamination) wurde das Gel trocken
beladen. Das heifldt, der Laufpuffer wurde nur bis zur Gel-Oberkante in die
Elektrophoresekammer gegossen, und die Proben wurden in die Taschen geladen und bei
Bedarf mit 1 x MOPS aufgeflllt. Die Proben lieR man ungefahr 10 min bei 60 V in das Gel
einlaufen. Danach wurde die Elektrophoresekammer mit 1 x MOPS aufgefillt und die
Gelelektrophorese Uber Nacht bei 15V durchgefiihrt. Durch den langsamen Gellauf wurden

die Banden sehr gut aufgetrennt.

2.11.4 Blotting

Das Gel wurde 10 min in RNase-freiem 20 x SSC-Puffer (Sigma) aquilibriert und dann
unterhalb der Taschen mit einem Skalpell abgeschnitten. Wahrend dieser Zeit wurde der Blot
vorbereitet: das Whatman-Papier, ein Stapel saugfahiges Papier und die Nylonmembran

(Roche) wurden zurecht geschnitten.
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Es folgte das Aufflllen des Pufferreservoirs mit Transferpuffer und das Benetzen der ,Briicke®,
bestehend aus einem umgedrehten Gelschlitten und einer Lage Whatman-Papier, mit dem
Transferpuffer (20 x SSC). Der Blot wurde, wie in Abbildung 9 dargestellt, aufgebaut und das
Gel hierbei mit der Unterseite nach oben auf die Bricke gelegt. Anschliefend wurden
eventuell entstandene Luftblasen entfernt und die Nylonmembran, drei Lagen Whatman-Papier
und ein Stapel saugfahiges Papier auf das Gel gelegt. Das Ganze wurde mit einer Platte
abgedeckt und mit einem Gewicht beschwert. Man lieR den Blot Uber Nacht bei
Raumtemperatur stehen. Am nachsten Morgen wurden das Gewicht, die Glasplatte und das
Papier entfernt und die transferierte RNA mit Hilfe des UV-Stratalinkers 2400 (Stratagene) auf
der Nylonmembran fixiert. Die Membran wurde kurz in DMPC-Wasser gewaschen, in Folie
eingeschweifdt (Schweifgerat Severin TYP 3600) und bei 4°C aufbewahrt.

Gewicht
Glasplatte

500 g | %
/ Papiertlicher

Whatman-Papier

Nylonmembran / Gel
\A ____________________ A/ Whatman-Papier
Transferpuffer
p ~ / - N\
T~ 7/ | Stiitze | AN
Abbildung 9: Der Aufbau fiir einen Kapillar-Blot in schematischer Darstellung. Auf einer Stltze befindet sich

eine Schicht Whatman-Papier, das wie eine Briicke auf beiden Seiten in den Transferpuffer hangt.
Darauf werden das Gel, die Nylonmembran, drei Lagen Whatman-Papier, ein Stapel saugfahiges
Papier, eine Glasplatte und ein Gewicht gestapelt. Die RNA wird mit Hilfe von Kapillarkraften vom

Gel auf die Nylonmembran Ubertragen.

2.11.5 Hybridisierung

Die Prahybridisierung und die Hybridisierung werden mit Hilfe von Hybridisierungsréhren in
einem Hybridisierungsofen (HYBAID Typ 743, Biometra) durchgefiihrt. Die Hybridisierungs-
réhren sind mit Hilfsmembranen bestiickt. Sowohl die Réhren als auch die Hilfsmembranen
werden mit DMPC RNase-frei gemacht. Wahrend der Hybridisierung darf die Membran nicht

an- oder austrocknen, da dies nach der Detektion zu hohen Hintergrundsignalen fiihren kann.

Zur Prahybridisierung wurde die eingeschweifte Nylonmembran mit der Hilfsmembran
eingerollt, in die Hybridisierungsrohre gegeben und dort wieder aufgerollt. Nach Zugabe von
15 ml DIG-Easy-Hyb-Puffer (Roche) wurde die Membran fiir mindestens 30 min bei 68°C im
Hybridisierungsofen prahybridisiert.
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Fir die Hybridisierung wurden 7 ml des auf 68°C vorgewarmten DIG-Easy-Hyb-Puffers
eingesetzt. Die benétigte Menge an DIG-RNA-Sonde, um eine Konzentration von 100 ng
DIG-markierte RNA-Sonde pro ml zu erhalten, wurde fir 5 min bei 100°C im Wasserbad
(Thermomix 1441, Braun) denaturiert und danach auf Eis gestellt. Nach Zugabe der
denaturierten Sonde zu dem vorgewarmten DIG-Easy-Hyb-Puffer wurde der
Prahybridisierungspuffer aus der Rohre entfernt und gegen den Hybridisierungspuffer mit der

Sonde ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte tber Nacht bei 68°C im Hybridisierungsofen.

2.11.6 Waschen und Detektion

Wahrend der Hybridisierung bilden sich Duplexmolekile zwischen Sonde und RNA aus. Um
Hybridisierungen zwischen weniger homologen Sequenzen zu verhindern, muss mit
entsprechender Stringenz gewaschen werden. Die Stringenz der Wasch-Schritte wird durch

die Variation der Salzkonzentration sowie der Temperatur erreicht.

Die zum Waschen bendétigten Puffer wurden mit DMPC-Wasser angesetzt und die Wasch-
Schritte in RNase-freien Gefallen durchgefihrt. Der “Hoch-Stringenz“-Waschpuffer wurde vor
Beginn der Wasch-Schritte auf 68°C vorgewarmt. Nach Abschluss der Hybridisierung wurde
zweimal fir 5 min mit “Niedrig-Stringenz“-Waschpuffer bei Raumtemperatur unter leichter
Bewegung auf einem Schuttler (Celloshaker Variospeed, Biotec-Fischer) gewaschen. Es
folgten zwei weitere Wasch-Schritte fir 15 min mit dem vorgewarmten “Hoch-Stringenz*-

Waschpuffer bei 68°C in einem Schittelwasserbad (Kéttermann).

Die Zusammensetzung der Waschpuffer war folgendermafen:

“Hoch-Stringenz“-Waschpuffer

20 x SSC 5 mil Sigma
10% SDS 10 ml Sigma
DMPC-Wasser ad 1000 ml

“Niedrig-Stringenz“-Waschpuffer:

20 x SSC 100 ml Sigma
10% SDS 10 ml Sigma
DMPC-Wasser ad 1000 ml

Die Hybride zwischen Ziel-RNA und DIG-markierter Sonde werden in einem immunologischen
Verfahren mit einem Anti-DIG-Antikérper detektiert. Der Antikérper wird als Konjugat mit
alkalischer Phosphatase eingesetzt. Die Bindung des Antikérpers wird durch eine
enzymatische Reaktion sichtbar gemacht. Dabei wird ein Chemilumineszenz-Substrat

verwendet, welches nach enzymatischer Umsetzung Licht emittiert.
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Die zur Detektion bendtigten Puffer wurden mit Hilfe des DIG-Wash-and-Block-Buffer-Sets
(Roche) nach Herstellerangaben mit DMPC-Wasser angesetzt. Bei jedem Detektionsvorgang
wurde sowohl die Antikdrperverdiinnung (Roche) (1:10000 in Blockierungslésung) als auch die
Verdiinnung des Chemilumineszenz-Substrats CDP-Star (Roche, 1:100 in Detektionspuffer)

frisch angesetzt. Die Arbeitsschritte erfolgten unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur.

Zuerst wurde die Membran flir 2min mit Waschpuffer aquilibriert und 30 min in
Blockierungslosung inkubiert. Daraufhin folgte die Antikorperbindung durch Zugabe der
Antikérperlésung fur 30 min. Es wurde zweimal je 15 min mit Waschpuffer gewaschen und
5 min mit Detektionspuffer aquilibriert. Die Durchfihrung der Chemilumineszenz-Reaktion war
folgendermalfien: Die Membran wurde mit der RNA-Seite nach oben auf eine Folie gelegt und
mit 1 ml CDP-Star-Losung betraufelt. AnschlieRend wurde sie mit der Folie abgedeckt und die
Losung vorsichtig verteilt; eventuell auftretende Luftblasen wurden entfernt. Nach einer
Inkubationszeit fir 5 min bei Raumtemperatur wurde der Uberschuss an CDP-Star durch

Ausstreichen entfernt und die Membran eingeschweil3t.

2.11.7 Auswertung mit dem Lumi-Imager

Die Lumi-Imager-Workstation (Roche) ermdéglicht die Analyse, Quantifizierung und
Dokumentation nichtradioaktiv markierter Nukleinsauren, die Uber Chemilumineszenz
detektiert werden. Der im Vergleich zum Roéntgenfilm mehr als 100-fach groRere dynamische

Bereich des Systems erlaubt eine exakte und verlassliche Quantifizierung.

Der Lumi-Imager besteht aus einer CCD-Kamera (Charged-Coupled Device) und optischen
Geraten in einem kleinen Dunkelraum. Der zentrale Teil der CCD-Kamera ist ein Siliziumchip,
der ein Lumineszenz-Signal in ein elektrisches Signal umwandelt. Der CCD-Chip wird mit Hilfe
eines Peltier-Kuhlsystems und Ventilatoren auf —35°C gekuhlt, um thermisches Rauschen zu
vermeiden und hdchste Sensitivitat zu erreichen. Das Gerat ist mit einem Computer
verbunden. Das Lichtsignal von dem Northern Blot wird von der CCD-Kamera detektiert und
zur Kontrolleinheit tGbertragen. Von dort werden die Daten an den Computer geschickt, wo sie
mit Hilfe einer Software (Lumi-Analyst, Media Cybernetics) analysiert und dokumentiert werden

konnen.

Aufgrund einer grof3en Vielfalt der Signale, von ganz schwach bis sehr intensiv, stellt sich die
Frage, ob die Auswertung mit Hilfe des Lumi-Imagers immer der Realitat entspricht, oder ob
eine ,Sattigung“ bei sehr intensiven Signalen zu erwarten ist. Ob die Messwerte des
Lumi-lmagers innerhalb eines linearen Bereiches liegen, wurde deshalb mittels einer
VerdUnnungsreihe der G3PDH-RNA-Sonde uberprift.
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Es wurde folgende Verdiinnungsreihe hergestelit:

GefaB Nr. |G3PDH-Sonde Wasser Verdiinnung Endkonzentration
1 2yl 198 pl 1:100 1 ng/pl

2 25 pul aus1 25 ul 1:2 500 pg/ul
3 15 yl aus 1 35 ul 1:3,3 300 pg/pl
4 5 uylaus 1 45 ul 1:10 100 pg/pl
5 5 ulaus 2 45 ul 1:10 50 pg/ul
6 5 ulaus 3 45 ul 1:10 30 pg/ul
7 5 yulaus 4 45 pl 1:10 10 pg/pl
8 5ulaus 5 45 ul 1:10 5 pg/ul

9 5 ulaus 6 45 ul 1:10 3 pg/ul
10 5uyulaus7 45 ul 1:10 1 pg/pl
11 5 ulaus 8 45 pl 1:10 0,5 pg/ul
12 5yulaus 9 45 pl 1:10 0,3 pg/ul
13 5 ylaus 10 45 pl 1:10 0,1 pg/ul

AnschlieRend wurden die Losungen aus den Gefalden 4 bis 13 in vier Ansatzen auf eine
Nylonmembran aufgetragen, detektiert (siehe Abschnitt 2.11.6) und mit Hilfe des Lumi-Imagers

analysiert. Die Nylonmembranen sind in Abbildung 10B abgebildet.

Es folgte eine Auswertung mit dem Lumi-Analyst und ein Auftragen der gemessenen Signale
pro Messpunkt in logarithmischer Darstellung (siehe Abbildung 10A). Hier war zu erkennen,
dass die Messpunkte der einzelnen Verdinnungen sehr nahe beieinander liegen und sich die
acht Verdinnungen, von 0,1 bis 30 pg/ul, nach einem linearen Fit annahrend auf einer
Geraden befinden (n = 8; Sd = 0,11583; p < 0,0001). Das bedeutet, dass dieser Messbereich
von 1000 bis 3000000 BLU optimal genutzt und ausgewertet werden kann. Bei hdheren
Signalen nimmt die Messgenauigkeit ab, und diese wurden deshalb nicht in die Auswertung

einbezogen.
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Abbildung 10:

Test 1
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Test 4
Linearer Fit
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Bei A ist auf der x-Achse die Konzentration der Probe gegen die Signalintensitat auf der y-Achse

aufgetragen. Die Messwerte aus den vier Versuchen (Test 1-4) sind mit verschiedenen Symbolen

(m o A V) dargestellt. In B werden die vier Nylonmembranen, auf die jeweils die

Verdiinnungsreihe aufgetragen wurde, nach der Detektion gezeigt.

2.11.8 Sondenentfernung

Um eine Sonde von einem schon hybridisierten Blot zu entfernen und diesen erneut zu

hybridisieren, wird der Blot mit einem speziellen Puffer gewaschen.

Der Puffer wurde folgendermafien hergestellt:

Formamid 50 ml Roth
10% SDS 50 ml Sigma
Tris-HCI 0,788 g GibcoBRL

Der Puffer wurde auf pH 7,5 eingestellt.
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Nach einem kurzen Waschen des Blots nach der letzten Detektion mit DMPC-Wasser wurde
er zweimal fur je 45 min im Schittelwasserbad bei 80°C mit dem Puffer inkubiert. Danach
wurde der Blot kurz mit 2 x SSC (mit DMPC-Wasser angesetzt) gewaschen. Er konnte nun
erneut prahybridisiert und hybridisiert werden. Nach jeder Hybridisierung erfolgte die
Sondenentfernung und die Hybridisierung mit einer G3PDH-Sonde (G3PDH-Kontrolle von
Clontech, Kat.-Nr. 9805-1, die nur noch markiert werden muss). Diese Sonde wurde als

Standard verwendet.

2.12 Auswertung und Statistik

Die Northern Blots wurden mit Hilfe des Lumi-Imagers und der dazugehérigen Software (Lumi-
Analyst, Version 3.0, Media Cybernetics) und die RT-PCR-Analysen mit dem Gel-Pro-Analyzer

(Intas) und der dazugehdorigen Software (Version 3.1, Media Cybernetics) ausgewertet.

Mittelwerte, Standardabweichung (Sd), Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M. fir Standard
Error of the Mean) wurden mit Hilfe von Origin Version 5.0 (Microcal Software) berechnet.

Ebenso wurden alle Diagramme mit Hilfe dieses Programms erstellt.

Die Werte wurden mit dem gepaarten Student t-Test auf Signifikanz geprift (p < 0,05 oder
p <0,01). Bei allen folgenden Abbildungen wird die Signifikanz mit einem * (p < 0,05), zwei **
(p < 0,01) oder drei Sternchen *** (p < 0,001) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

Die ersten drei Abschnitte in diesem Kapitel befassen sich mit der mRNA-Expression der
CLC-Chloridkanale in sechs verschiedenen Tiermodellen mit folgenden kardiovaskularen
Krankheitsbildern:  Bluthochdruck

Niereninsuffizienz. Der vierte Abschnitt widmet sich einem neu etablierten Tiermodell fir

und kardialer Hypertrophie, Herzinsuffizienz sowie

Vorhofflimmern und der Genexpression verschiedener lonenkanale im Herzen.

3.1 Bluthochdruck und kardiale Hypertrophie und die
Genexpression der CLC-Chloridkanéle

Eine der bedeutendsten Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist der Bluthochdruck und damit
verbunden die kardiale Hypertrophie. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die
mMRNA-Expression der CLC-Chloridkanale

Hypertrophie untersucht. Die Tiere entwickeln diese Symptome entweder spontan wie die SHR

in Tieren mit Bluthochdruck und kardialer

oder SHR-SP, aufgrund einer speziellen Salzdiat wie die Dahl-Ratten oder nach einer

Operation wie im Falle der Aortic-Banding-Ratten (siehe Abschnitt 1.3).

Fir die Chloridkandle CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-5, CLC-6 und CLC-7 wurden die Analysen
in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Northern Blots durchgefihrt. Dafir wurden die in

Tabelle 1 beschriebenen Konstrukte verwendet.

Tabelle 1: cDNA-Klone, die zur Herstellung der RNA-Sonden fir die Northern Blots verwendet wurden.
Aufgefiihrt sind die cDNA-Fragmente, die zur Linearisierung verwendeten Enzyme und die zur
Sondenmarkierung notwendigen RNA-Polymerasen.
cDNA-Klon cDNA- Neuer Linearisierung | Sonden- GroRe der
Fragment Vektor mit markierung mit |Sonde
rCLC-2 Aval — Sacl pSPT18 |Aval T7 RNA- 1,1 kb
Polymerase

hCLC-5 Sacl — Kpnl pSPT19 |EcoRI T7 RNA- 1,1 kb
Polymerase

hCLC-6 Xbal - Smal pSPT18 |Xbal T7 RNA- 1,2 kb
Polymerase

rCLC-7 BamHI - EcoRl |pSPT18 |BamHI T7 RNA- 2,2 kb
Polymerase

hCLC3 Volle Lange pClneo ApalLl T3 RNA- 1,6 kb
Polymerase

hCLC4 Volle Lange pClneo Apall T3 RNA- 1,6 kb
Polymerase
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Als Standard diente G3PDH. Fir die Transkripte der einzelnen CLC-Chloridkanale und
G3PDH wurden die in der Tabelle 2 aufgezeigten Bandengréen im Northern Blot beobachtet:

Tabelle 2: TranskriptgroRen der CLC-Chloridkanale.

Chloridkanal bzw. Standard GroRe des Transkripts
CLC-2 ~ 3,3 kb und 4,5 kb
CLC-3 ~ 4,0 kb und 6,5 kb
CLC-4 ~4,5kbund 7,5 kb
CLC-5 ~9,5kb

CLC-6 ~ 6,0 kb

CLC-7 ~4,2kb

G3PDH ~1,3kb

Fir die Chloridkandle CLC-K1 und CLC-K2 erfolgte die Analyse der mRNA-Expression
aufgrund ihrer grol3en Homologie mit Hilfe der Zwei-Schritt-RT-PCR. Dafiir wurden die bereits
in der Literatur beschriebenen Primer und Reaktionsbedingungen (siehe Abschnitt 2.9)
verwendet (Kieferle et al., 1994). Die Primer fir CLC-K1, CLC-K2 und fir den internen
Standard B-Actin sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Produkte aus der RT-PCR waren fiir
CLC-K1 sowie CLC-K2 275 bp und fur B-Actin 240 bp grof3.

Tabelle 3: Primer, die fir die Zwei-Schritt-RT-PCR-Analyse fir CLC-K1, CLC-K2 und den Standard B-Actin

verwendet wurden.

Primer Sequenz

rCLC-K1 vorwarts AGA CCATGC TGT CCG GTG TGG 3

rCLC-K1 rickwérts GAA GGG GGCTGC GAAAACT &

rCLC-K2 vorwarts AAA CCATCT TGACAG GTGTGA 3

rCLC-K2 rlckwarts GAT TGG GGC GGC GAAGACC &

B-Actin vorwarts CGT GGG CCG CCCTAG GCACCA &

oy gy ooy oo

B-Actin rickwaérts TTG GCCTTAGGG TTCAGG GGG G &

Die Northern Blot- und RT-PCR-Analysen wurden mit Pools von RNA generiert, das heilt, ein
Wert entspricht bereits einem Mittelwert von mehreren Tieren. Eine statistische Auswertung mit
Standardfehler oder Mittelwert ist deshalb nicht moglich. Zur Bestatigung der Ergebnisse

wurden die Northern Blots und RT-PCR-Analysen mehrmals wiederholt.
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3.1.1 Das Modell der spontan hypertensiven Ratte (SHR)

Die Nieren und das Herz der SHR wurden im Alter von 6 Wochen und 18 Monaten untersucht.
Die 6 Wochen alten Tiere haben einen normalen Blutdruck. Ab dem Alter von 13 Wochen
manifestiert sich der hohe systolische Blutdruck (bis zu 180 mmHg) und fuhrt zu einer

linksventrikularen Hypertrophie und Nephropathie der 18 Monate alten Tiere.

Abbildung 11 zeigt die Resultate von Northern Blot-Analysen fur die CLC-Chloridkanale
CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-6 und CLC-7 im Herzen der SHR. Aufgrund seines spezifischen
Vorkommens in der Niere beschrankte sich die Analyse des Chloridkanals CLC-5
ausschlielich auf dieses Organ. Es wurde eine gleichmafige Signalintensitat fur die mRNA-
Expression der CLC-Chloridkanale beobachtet. Die Grofken der Banden entsprachen den

Werten, die in Tabelle 2 beschrieben wurden.

Herz
Herz Herz Herz
6 Wochen 18 Monate 6 Wochen 18 Monate 6 Wochen 18 Monate
w s W S W s W S w s W S
[ ol e
CLC-2 - - CLC-3 CLC4

G3PDH @S G3PDH s  c3roH DD

Herz Herz
6 Wochen 18 Monate 6 Wochen 18 Monate
W § W s w § W S
CLC-6 CLC-7 ——— —

G3PDH (DD csron  (EEDEDED

Abbildung 11: Exemplarische Northern Blots fiir die Chloridkanédle CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-6 und CLC-7 und
den Standard G3PDH. Untersucht wurden die Herzen von spontan hypertensiven Ratten (S) und

Wistar-Kyoto-Ratten (W) in 6 Wochen bzw. 18 Monate alten Tieren.

In Abbildung 12 werden Northern Blots und ein Agarosegel mit Produkten aus den RT-PCR-
Experimenten der CLC-Chloridkanale gezeigt, die mit RNA aus den Nieren der SHR und
WKY-Ratten hergestellt wurden.
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Abbildung 12:

A und B Ergebnisse exemplarischer Northern Blot-Analysen fiir die Chloridkandle CLC-2 bis
CLC-7 und den Standard G3PDH. Bei C sind die Produkte aus der RT-PCR-Analyse fir CLC-K1
und CLC-K2 und den Standard B-Actin in einem Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel
dargestellt. Untersucht wurden die Nieren von spontan hypertensiven Ratten (S) und Wistar-
Kyoto-Ratten (W) in 6 Wochen bzw. 18 Monate alten Tieren.
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Zwei Beispiele fur Northern Blots, die mit RNA aus einzelnen Tieren generiert wurden, sind in
Abbildung 12A (CLC-2 und CLC-3) abgebildet. Hierbei wurden Schwankungen in der
Signalintensitat zwischen den einzelnen Tieren beobachtet. Diese lagen jedoch identisch in
dem Standard G3PDH vor und ergaben insgesamt betrachtet keinen Unterschied zwischen
den SHR und den WKY-Ratten. AuRerdem ist die mRNA-Expression von CLC-4 bis CLC-7
(siehe Abbildung 12B) mit Hilfe reprasentativer Northern Blots gezeigt. Die Produkte aus der
RT-PCR-Analyse fur CLC-K1 und CLC-K2 sind in einem Ethidiumbromid enthaltenden
Agarosegel zu sehen (siehe Abbildung 12C).
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Abbildung 13: Relative Signalintensitat der CLC-Chloridkanale in Herzen und Nieren der A 6 Wochen bzw. B 18
Monate alten Tiere. Die SHR (n = 4) sind mit grauen und die Wistar-Kyoto-Ratten (WKY; n = 4) mit

schwarzen Balken abgebildet.

In Abbildung 13 wird das Verhaltnis der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale zu G3PDH
oder zu B-Actin im Herzen und in den Nieren der 6 Wochen (siehe Abbildung 13A) und der
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18 Monate alten SHR (siehe Abbildung 13B) gezeigt. Als Kontrolltiere dienten gleichaltrige
Wistar-Kyoto-Ratten (WKY).

Es wurde kein Unterschied in der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale in den SHR
im Vergleich zu den normotensiven Kontrolltieren (WKY) sichtbar. Aulerdem konnten
die bereits bekannten Unterschiede in der mRNA-Expression, wie zum Beispiel ein
schwaches Signal von CLC-2 im Herzen im Vergleich zur Niere (Thiemann et al., 1992)
und eine starkere mRNA-Expression von CLC-3 im Herzen im Vergleich zu CLC-2
(Britton et al., 2000), bestatigt werden.

3.1.2 Das Modell der SH-stroke-prone-Ratte (SHR-SP)

Die Nieren und das Herz der SHR-SP wurden nach 3 bzw. 9 Monaten untersucht. SHR-SP
entwickeln einen malignen Bluthochdruck (bis zu 230 mmHg systolisch), der bereits im Alter
von 3 Monaten ausgepragt ist. Die Tiere haben eine verringerte Lebenserwartung, und in den
9 Monate alten Tieren sind die pathologischen Folgen des erhéhten Blutdruckes noch starker

ausgebildet als bei den SHR.

Herz Herz Herz
3 Monate 9 Monate 3 Monate 9 Monate 3 Monate 9 Monate
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Abbildung 14: Exemplarische Northern Blots fiir die Chloridkandle CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-6 und CLC-7 und
den Standard G3PDH. Untersucht wurden die Herzen von SHR-SP (SP) und Wistar-Kyoto-Ratten

(W) in 3 Monate bzw. 9 Monate alten Tieren.
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In Abbildung 14 werden exemplarisch einige Northern Blots fur CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-6
und CLC-7 mit RNA aus dem Herzen der 3 und 9 Monate alten SHR-SP gezeigt. Auch hier

wurde ein gleichmaRiges Bandenmuster und Signale in der richtigen Grofe beobachtet.

Die Northern Blots und die Produkte aus den RT-PCR-Experimenten der CLC-Chloridkanéle,
die mit RNA aus der Niere der SHR-SP gewonnen wurden, sind in Abbildung 15 dargestellt:
Hier werden reprasentative Northern Blots fiir CLC-2 bis CLC-7 (siehe Abbildung 15A) und ein
reprasentatives Agarosegel mit RT-PCR-Produkten von CLC-K1 und CLC-K2 (siehe Abbildung
15B) gezeigt. Alle BandengréRen entsprechen den erwarteten Werten.
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Abbildung 15: A Reprasentative Northern Blots fir die Chloridkandle CLC-2 bis CLC-7 und den Standard

G3PDH und B Produkte aus der RT-PCR-Analyse fir CLC-K1 und CLC-K2 mit dem Standard
B-Actin in einem Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel. Untersucht wurden die Nieren von in 3
Monate bzw. 9 Monate alten SHR-SP (SP) und Wistar-Kyoto-Ratten (W).
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In Abbildung 16 ist das Verhaltnis der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale zu G3PDH
oder zu B-Actin in den Herzen und in den Nieren der 3 Monate und der 9 Monate alten
SHR-SP dargestellt. Als Kontrolltiere dienten gleichaltrige Wistar-Kyoto-Ratten (WKY).
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Relative Signalintensitét der CLC-Chloridkanéle in Herzen und Nieren von A 3 Monate bzw. B

9 Monate alten Tieren. Die SHR-SP (n = 4) sind mit grauen und die Wistar-Kyoto-Ratten (WKY;

n = 4) mit schwarzen Balken abgebildet.

Es wurde kein Unterschied in der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanédle in den

hypertensiven SHR-SP im Vergleich zu den normotensiven gleichaltrigen Wistar-Kyoto-

Ratten festgestellt.
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3.1.3 Das Modell der salz-sensitiven Dahl-Ratte

Die salz-sensitiven Dahl-Ratten entwickeln nach einer dreimonatigen Diat mit hohem
Salzgehalt einen hohen Blutdruck (bis zu 150 mmHg), die salz-resistenten Dahl-Ratten
hingegen nicht. In Abbildung 17 sind Northern Blots und RT-PCR-Produkte als Beispiele

dargestellt.
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Abbildung 17: A Exemplarische Northemn Blots fiir die Chloridkandle CLC-2 bis CLC-7 und den Standard G3PDH
und B Produkte aus der RT-PCR-Analyse fir CLC-K1 und CLC-K2 mit dem Standard B-Actin (in
einem Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel). Untersucht wurden die Herzen und die Nieren

von salz-sensitiven (SS) und salz-resistenten (R) Dahl-Ratten.

Abbildung 18 zeigt das Verhaltnis der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale zu G3PDH
oder zu B-Actin im Herzen und in der Niere von salz-sensitiven und salz-resistenten Dahl-

Ratten nach der beschriebenen dreimonatigen salzreichen Diat.
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Abbildung 18: Relative Signalintensitat der CLC-Chloridkanédle in A Herzen und B Nieren der beiden Dahl-
Rattenstdmme. Die salz-sensitiven Dahl-Ratten (Dahl SS; n = 3) sind mit grauen und die salz-

resistenten Dahl-Ratten (Dahl R; n = 3) mit schwarzen Balken abgebildet.

Weder im Herzen noch in der Niere von salz-sensitiven und salz-resistenten Dahl-Ratten
wurden Unterschiede in der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanédle nach der

Salzzufuhr sichtbar.

3.1.4 Das Modell der Aortic-Banding-Ratte

Das Abschnuren der abdominalen Aorta oberhalb der linken renalen Arterie verursacht
innerhalb eines Zeitraumes von zwei Wochen einen Renin-abhangigen Anstieg des
Blutdruckes und nach langerer Zeit eine Hypertrophie der Herzkammern. Au3erdem kann es
zur Verkleinerung der linken Niere kommen, weshalb hier auch die linke und die rechte Niere

getrennt untersucht wurden.

Als Beispiel fir die mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale im Aortic-Banding-Modell sind in
Abbildung 19 einige Northern Blots und Agarosegele mit RT-PCR-Produkten dargestellt. Es
wurde RNA aus dem linken Ventrikel des Herzens und aus den Nieren der Aortic-Banding-

Ratten sowie von scheinoperierten Tieren verwendet.
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Abbildung 19: A Exemplarische Northern Blots fiir die Chloridkandle CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-6 und CLC-7
und den Standard G3PDH und B Produkte aus der RT-PCR-Analyse fiir CLC-K1 und CLC-K2 mit
dem Standard B-Actin (in einem Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel). Untersucht wurden
die linken Ventrikel (Herz LV) und die Nieren der Aortic-Banding-Ratten (AB) und der
scheinoperierten Tiere (Sh).
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Abbildung 20 zeigt das Verhaltnis der mRNA-Expression der Chloridkanale CLC-2, CLC-3,
CLC-4, CLC-6 und CLC-7 zu G3PDH im linken und rechten Ventrikel des Herzens bzw. das
Verhaltnis der mRNA-Expression von CLC-2 bis CLC-7 sowie CLC-K1 und CLC-K2 zu G3PDH
bzw. zu B-Actin in der linken und rechten Niere nach 2 (siehe Abbildung 20A) oder 6 Wochen
(siehe Abbildung 20B, folgende Seite).
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Abbildung 20A: Relative Signalintensitat der CLC-Chloridkanale im linken und rechten Ventrikel des Herzens bzw. in
den linken und rechten Nieren 2 Wochen nach der Operation. Aortic-Banding-Ratten (AB; n = 4)
sind mit grauen und die scheinoperierten Kontrollratten (Sham; n = 2) mit schwarzen Balken
abgebildet.
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Abbildung 20B:  Relative Signalintensitat der CLC-Chloridkanale im linken und rechten Ventrikel des Herzens bzw.
in den linken und rechten Nieren 6 Wochen nach der Operation. Aortic-Banding-Ratten (AB; n = 4)
sind mit grauen und die scheinoperierten Kontrollratten (Sham; n = 2) mit schwarzen Balken
abgebildet.

Weder 2 noch 6 Wochen nach der Operation konnte eine Veranderung in der
mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale in den hypertrophierten Ventrikeln und in den
Nieren im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrolltieren beobachtet werden. Es wurde
auch keine Abweichung in der RNA-Expression in der linken im Vergleich zur rechten

Niere festgestellt.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die mMRNA-Expression der CLC-Chloridkanéle
im Herzen und in der Niere der analysierten Tiermodelle mit den Krankheitsbildern
Bluthochdruck und kardiale Hypertrophie im Vergleich zu den Kontrolltieren unverandert
blieb. In den Tiermodellen der spontan hypertensiven Ratte und der SH-stroke-prone-
Ratte, die genetisch bedingt Hypertonie oder Hypertrophie entwickeln, wurde keine
veranderte mRNA-Expression festgestellt. Auch im Modell der salz-sensitiven Dahl-
Ratte, in dem erst nach Verabreichung einer salzhaltigen Diadt das Krankheitsbild
entsteht, konnte keine Anderung der Expression beobachtet werden. Dasselbe ergab
sich fir das Aortic-Banding-Modell, in dem die Ratten nach einem operativen Eingriff

einen Renin-abhangigen Bluthochdruck zeigen.

3.2 Herzinsuffizienz und die Genexpression der CLC-Chloridkanéle

Die Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten Todesursachen in den westlichen Industrielandern.
Meist steht im Mittelpunkt steht der Verlust von Herzmuskulatur und deren Ersatz durch
Bindegewebe. Parallel zu der zunachst kompensatorischen kardialen Hypertrophie kommt es
zu einer stetigen Zunahme der Kollagenmatrix. Stérungen auf biochemischer Ebene fiihren zu
anatomischen Veranderungen des Herzens und letztlich zur Einschrdnkung der Kontraktilitat.
Mit Hilfe eines Rattenmodells wurde die mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale im Herzen

und in der Niere der kranken Tiere im Vergleich zu scheinoperierten Kontrolltieren untersucht.

3.2.1 Das Herzinsuffizienz-Modell in der Ratte

Sechs Wochen nach der Ligatur der Koronararterie entwickeln die Ratten eine
Herzinsuffizienz, die durch strukturelle und funktionelle Veradnderungen im Herzen

charakterisiert ist.

In Abbildung 21 sind einige reprasentative Northern Blots fir die Chloridkanale CLC-2 bis
CLC-7 (siehe Abbildung 21A) und reprasentative Agarosegele mit Produkten aus der RT-PCR-
Analyse fir CLC-K1 und CLC-K2 (siehe Abbildung 21B) dargestellt. Die RNA wurde aus dem

Herzen und den Nieren der herzinsuffizienten und scheinoperierten Ratten gewonnen.
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Abbildung 21: A Exemplarische Northern Blots fiir die Chloridkandle CLC-2 bis CLC-7 und den Standard G3PDH
und B Produkte aus der RT-PCR-Analyse fir CLC-K1 und CLC-K2 mit dem Standard B-Actin in
einem Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel abgebildet. Untersucht wurden das Herz und die

Nieren von herzinsuffizienten Ratten nach einem Myokardinfarkt (MI) und scheinoperierten Ratten
(Sh).

Das Verhaltnis der mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale zu G3PDH oder zu B-Actin im
Herzen oder in der Niere wird In Abbildung 22 aufgezeigt. Weder im Herzen noch in der Niere
der herzinsuffizienten Tiere wurden Unterschiede in der mRNA-Expression im Vergleich zu
den scheinoperierten Tieren beobachtet.
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Relative Signalintensitdt der CLC-Chloridkanéle A im Herzen bzw. B in den Nieren. Ratten mit
Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt (Ml; n = 3) sind mit grauen und die scheinoperierten

Kontrollratten (Sham; n = 3) mit schwarzen Balken abgebildet.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass die mMRNA-Expression der CLC-Chloridkanale
im Tiermodell fur die Herzinsuffizienz, in welchem die Ratten durch die Ligatur der
Koronararterie einen Herzinfarkt bekommen, weder im Herzen noch in der Niere der

Ratten im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrolltieren verandert wurde.
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3.3 Niereninsuffizienz und die Genexpression der
CLC-Chloridkanale

Eine akute Unterbrechung der renalen Blutversorgung, gefolgt von einer erneuten
Durchblutung, ist eine haufig vorkommende klinische Situation, welche oft mit einer schweren
Dysfunktion der Nieren verbunden ist. In diesem Abschnitt wird die Untersuchung der mRNA-
Expression von CLC-Chloridkanalen in zwei Tierstudien mit Hilfe eines Rattenmodells fir die
Niereninsuffizienz beschrieben. In der ersten Studie wurde die mRNA-Expression der
CLC-Chloridkanale in niereninsuffizienten Ratten untersucht. In der zweiten Studie wurde dann
die mRNA-Expression der CLC-Chloridkanéle in niereninsuffizienten Ratten analysiert, die
entweder mit einer bei Niereninsuffizienz wirksamen Substanz oder mit Placebo behandelt

wurden.

3.3.1 Das Niereninsuffizienz-Modell in der Ratte: Studie |

In der ersten Tierstudie wurden 20 Ratten operiert und in zwei Gruppen aufgeteilt. Die erste
Gruppe enthielt Tiere, die nach akutem Nierenversagen eine Niereninsuffizienz entwickeln und
die zweite Gruppe bestand aus scheinoperierten Ratten. Zu vier verschiedenen Zeitpunkten
nach dem Eingriff (8, 24, 32 Stunden und 7 Tage) wurden die Nieren der Tiere entnommen
und in Nierenmark (Medulla) und Nierenrinde (Cortex) getrennt. AnschlielRend wurde die
daraus isolierte RNA untersucht. Den Tieren wurde nach 8, 24, 32 Stunden oder 7 Tagen Blut
abgenommen, um die klinischen Parameter wie Kreatinin- und Harnstoffspiegel zu bestimmen.
In Abbildung 23 sind die Kreatinin- und Harnstoffwerte der niereninsuffizienten und
scheinoperierten Tiere dargestellt. Sie dienten als Indikator fir das AusmaR der
Niereninsuffizienz. Nur Tiere mit einem Kreatininwert gréf3er als 150 pmol/l, 24 Stunden nach

dem Eingriff, wurden als niereninsuffizient betrachtet und in die Studie aufgenommen.

Bereits 8 Stunden nach der Ischdmie wurde bei den niereninsuffizienten Tieren ein
deutlicher Anstieg der Kreatininwerte auf das Vierfache beobachtet. Nach 24 bzw. 32
Stunden wurden die Spitzenwerte erreicht, die bis um das Zehnfache héher waren als
bei den scheinoperierten Tieren. Nach 7 Tagen waren die Werte fast wieder auf dem
normalen Niveau der scheinoperierten Tiere. Die Harnstoffwerte der niereninsuffizienten
Tiere verhielten sich ahnlich wie die Kreatininwerte: Sie waren nach 8 Stunden auf das
Doppelte und nach 24 bzw. 32 Stunden auf das Funffache angestiegen. Nach 7 Tagen
befanden sich die Werte fast wieder auf dem Niveau der scheinoperierten Tiere.
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Abbildung 23:
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Kreatinin- und Harnstoffspiegel der Ratten mit Niereninsuffizienz nach akutem Nierenversagen

(ANV, graue Balken) und der scheinoperierten Ratten

(Sham, weile Balken) bei vier

verschiedenen Zeitpunkten. Es sind A die Werte der Einzeltiere und B die Werte der jeweiligen
Tiergruppen als Balkendiagramme abgebildet. C zeigt den Verlauf als Kurve.
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Um die RNA-Expression der CLC-Chloridkanale zu veranschaulichen, sind in Abbildung 24
zwei reprasentative Northern Blots fiir die Chloridkanale CLC-4 und CLC-5 abgebildet. Hierbei
ist ein Unterschied in der Signalintensitat fur die Tiere mit Niereninsuffizienz im Vergleich zu

den Kontrolltieren ersichtlich.
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Abbildung 24: Représentative Northern Blots fir die CLC-Chloridkandle CLC-4, CLC-5 und den Standard
G3PDH. Untersucht wurden Cortex und Medulla von niereninsuffizienten Tieren nach akutem

Nierenversagen (ANV) und scheinoperierten Ratten (Sh).

Die RNA-Expressionsanalyse ergab eine verminderte mRNA-Expression der CLC-Chlorid-
kanale im Cortex und in der Medulla, wobei dieser Effekt in der Medulla oftmals noch starker
ausgepragt war. Die Abnahme war bereits nach 8 Stunden zu beobachten und erreichte oft
nach 24 bzw. 32 Stunden ihren Tiefstand. Nach 7 Tagen kehrten die Expressionswerte wieder
in Richtung Normalzustand zurlck. In Abbildung 25 sind die Expressionsdaten fir die

einzelnen CLC-Chloridkanale dargestellt.

Die RNA-Signalwerte des Chloridkanals CLC-2 waren in der niereninsuffizienten Ratte sowohl
in der Medulla als auch im Cortex massiv vermindert, zum Beispiel nach 24 Stunden um ca.
90% im Vergleich zu den Expressionswerten des Kontrolltieres. Nach 7 Tagen waren die

Werte noch um ca. 40% im Cortex bzw. 10% in der Medulla herabgesetzt.
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Abbildung 25:
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mRNA-Expressionswerte der Chloridkandle CLC-2 bis CLC-7, die mit gepoolter RNA aus Cortex
und Medulla erstellt wurden. Die Messwerte sind bezogen auf die Kontrolltiere (n = 2) normiert (BLU
(x-Achse). Die Werte der

niereninsuffizienten Tiere (n = 3) sind fir den Cortex mit dunkelgrauen und fiir die Medulla mit

norm, Yy-Achse) und gegen die Zeitabschnitte aufgetragen

hellgrauen Balken abgebildet.

Die mRNA-Expressionswerte von CLC-3 waren in der Medulla bereits nach 8 Stunden und im
Cortex nach 24 Stunden deutlich um 40-60% bezlglich der Kontrollwerte verringert. Nach

7 Tagen waren die Werte im Cortex wieder normal, in der Medulla hingegen noch immer um

ca. 50% vermindert.
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Eine drastische Abnahme der mRNA-Expressionswerte in der Medulla war bei CLC-4 zu
beobachten. Dort waren die Werte um ca. 90% im Vergleich zu den Kontrolltieren wahrend des
gesamten Versuchsverlaufs herabgesetzt. Im Cortex hingegen waren sie um 30-80%

vermindert.

Die mRNA-Expressionswerte des Chloridkanals CLC-5 nahmen im Cortex um ca. 40% zu
jedem untersuchten Zeitpunkt ab. In der Medulla sah man allerdings einen Abfall der Werte
nach 8 Stunden um ca. 20%, nach 24 Stunden um ca. 70%, nach 32 Stunden um ca. 50% und

nach 7 Tagen um noch ca. 30%.

Bei CLC-6 war ein ahnlicher erst ab- und dann wieder zunehmender Verlauf bei den Werten in
Medulla und Cortex zu beobachten. Die Werte waren hier im Vergleich zu den Kontrolltieren

um 20-80% verringert.

Die Werte von CLC-7 waren im Cortex um ca. 20% und in der Medulla um 50-60% in dem
Zeitraum zwischen 8 und 32 Stunden reduziert. Nach 7 Tagen hatten die Werte in Cortex und

Medulla wieder das Niveau der Kontrolltiere erreicht.

In Abbildung 26 sind die mMRNA-Expressionswerte fir die RT-PCR-Analyse der Chloridkanale
CLC-K1 und CLC-K2 dargestellt. CLC-K1 wurde aufgrund seines Vorkommens im dinnen

aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife nur in der Medulla analysiert.
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Abbildung 26: Verlauf der Genexpression der Chloridkandle CLC-K1 und CLC-K2, die durch RT-PCR-Analyse
mit gepoolter RNA aus Cortex und Medulla erstellt wurden. Die Messwerte sind auf die Werte der
Kontrolltiere (n = 2) normiert (IOD norm, y-Achse) und gegen die Zeit aufgetragen (x-Achse). Die
Werte der niereninsuffizienten Tiere (n = 3) sind im Cortex mit dunkelgrauen und in der Medulla

mit hellgrauen Balken abgebildet.
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Die Abnahme der mRNA-Expressionswerte von CLC-K1 und CLC-K2 war nicht so drastisch
wie die der anderen CLC-Chloridkanale. Die maximale Reduktion der Expressionswerte fir
CLC-K1 in der Medulla betrug nach 24 Stunden ca. 30% im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Nach 7 Tagen waren die Werte der Kontrolltiere wieder erreicht.

Bei CLC-K2 waren die mRNA-Expressionswerte in der Medulla bzw. im Cortex um 20-60%

bezliglich der Kontrolltiere verringert.

In der ersten Studie des Niereninsuffizienz-Modells, bei welchem die Ratten nach
akutem Nierenversagen durch Abklemmen der renalen Venen und Arterien eine
Niereninsuffizienz entwickelten, wurden 20 Tiere operiert und sowohl Cortex als auch
Medulla analysiert. Die mRNA-Expressionsanalyse ergab flr alle untersuchten
CLC-Chloridkanale, CLC-2 bis CLC-7 sowie CLC-K1 und CLC-K2, eine Abnahme der
mRNA-Expression, die innerhalb der ersten 32 Stunden nach der Operation am
starksten war und nach 7 Tagen wieder in Richtung Kontrollniveau anstieg. Oftmals war
eine groRere Abnahme der mRNA-Expression in der Medulla im Vergleich zum Cortex
zu beobachten.

3.3.2 Validierung durch die Genexpression von NHE-3

Eine Abnahme der mRNA-Expression des Natrium-Protonen-Austauschers (NHE-3) um 75%
in Cortex und Medulla von niereninsuffizienten Ratten nach 12 bzw. 24 Stunden wurde in einer
Studie beschrieben (Wang et al., 1997). Deshalb wurde NHE-3 in unserer Studie als Positiv-
Kontrolle fur die mRNA-Expression verwendet. Auch in unserem Versuch wurde eine
Abnahme der mRNA-Expression von NHE-3 bei den niereninsuffizienten Tieren im Northern
Blot um 60-80% innerhalb der ersten 32 Stunden und um 50-70% nach 7 Tagen beobachtet
(siehe Abbildung 27). Damit wurden sowohl die Ergebnisse der oben genannten Studie

bestatigt und zum anderen auch das verwendete Niereninsuffizienz-Modell validiert.
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Abbildung 27: A mRNA-Expression des NHE-3 als Balkendiagramm. Die Messwerte sind auf die Kontrolltiere
normiert (BLU norm, y-Achse) und gegen die Zeit aufgetragen (x-Achse). Die Werte der
niereninsuffizienten Tiere sind im Cortex mit dunkelgrauen und in der Medulla mit hellgrauen
Balken abgebildet. Bei B ist ein Beispiel fir eine Northern Blot-Analyse gezeigt, die mit gepoolter
RNA aus Cortex und Medulla von niereninsuffizienten Tieren (ANV; n = 3) und scheinoperierten

Kontrollratten (Sh; n = 2) durchgefiihrt wurde.

Mit Hilfe der mRNA-Expression von NHE-3 konnten die in diesem Tiermodell fur die
CLC-Chloridkanale erzielten Ergebnisse validiert werden. Wie in der Literatur
beschrieben, wurde eine Reduktion der mRNA-Expression beobachtet. Damit ist es
moglich, die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Daten fur die CLC-Chloridkanal-
Genexpression mit den in der Literatur am gleichen Tiermodell bereits beschriebenen

Resultaten zu vergleichen.
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3.3.3 Einfluss der NHE-3-Blockade auf die Genexpression der CLC-
Chloridkanale: Studie Il

Fruhere Studien haben gezeigt, dass die Behandlung von niereninsuffizienten Ratten mit
einem NHE-3-Inhibitor zu einem verringerten Anstieg der Kreatininwerte und einer
verbesserten Uberlebensrate der Tiere fiihrt (Hropot et al., 1998 und in Druck). Um den
Zusammenhang zwischen der Abnahme der RNA-Expression und dem Verlauf der
Niereninsuffizienz zu untersuchen und um die Ergebnisse der ersten Studie zu bestatigen,
wurde eine zweite Tierstudie durchgefihrt. In diesem Versuch wurden die Tiere Uber einen
langeren Zeitraum beobachtet, und eine Gruppe der niereninsuffizienten Tiere wurde mit dem
NHE-3-Hemmer S3226 behandelt. Insgesamt wurden 41 Ratten operiert und in drei Gruppen
aufgeteilt: in Ratten mit Niereninsuffizienz, die entweder mit S3226 oder mit Placebo zu Beginn
der Reperfusion behandelt wurden, sowie in scheinoperierte Ratten. Nach fiinf verschiedenen
Zeitabschnitten, namlich nach 8, 24, 32 Stunden sowie 7 und 14 Tagen, wurden Medulla und

Cortex der Tiere analysiert.

In Abbildung 28 sind die Kreatinin- und Harnstoffwerte der mit Placebo und S3226
behandelten niereninsuffizienten Ratten im Vergleich zu den Werten der scheinoperierten
Tiere dargestellt. Auch in dieser Studie dienten diese Werte als Marker fir das Ausmalf der
erzielten Niereninsuffizienz. Ein Kreatininwert groRer als 150 pmol/l 24 Stunden nach dem
akuten Nierenversagen galt als Voraussetzung fir die Aufnahme der Tiere in die Studie. Ein
deutlicher Anstieg der Kreatininwerte auf das Vier- bis Filnffache wurde bei den
niereninsuffizienten Tieren bereits nach 8 Stunden beobachtet. Nach 24 bzw. 32 Stunden
wurden die hochsten Werte erreicht, die bei den niereninsuffzienten Ratten zehn- bis
vierzehnmal so hoch waren wie bei den scheinoperierten Tieren. Nach 7 bzw. 14 Tagen waren
die Werte wieder auf dem Niveau der scheinoperierten Kontrollratten angelangt. Die
Harnstoffwerte verhielten sich ahnlich. Sie waren nach 8 Stunden auf das Doppelte und nach
24 bzw. 32 Stunden auf das Funffache angestiegen. Nach 7 bzw. 14 Tagen waren die Werte

auf das Niveau der scheinoperierten Ratten zurlickgekehrt.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass der Verlauf der Kreatinin- und Harnstoffwerte
der niereninsuffizienten und scheinoperierten Tiere aus der zweiten Studie mit dem der
ersten Studie Ubereinstimmte (siehe Abbildung 23). Zwischen den mit Placebo und den
mit S3226 behandelten niereninsuffizienten Tieren konnte kein signifikanter Unterschied

in den Kreatinin- bzw. Harnstoffspiegeln nachgewiesen werden.
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Abbildung 28:  Kreatinin- und Harnstoffspiegel der Ratten mit Niereninsuffizienz nach akutem Nierenversagen
(ANV), die entweder mit Placebo (dunkelgraue Balken) oder mit S3226 (hellgraue Balken) behandelt
wurden, und die der scheinoperierten Ratten (Sham, weile Balken) zu funf verschiedenen
Zeitpunkten. Bei A sind die Werte der Einzeltiere und bei B die Werte der Gruppen als
Balkendiagramme abgebildet. C zeigt den Verlauf als Kurve.
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Um zu bestatigen, dass die nach 7 oder 14 Tagen analysierten Tiere, bei denen die Kreatinin-
und Harnstoffwerte identisch waren mit denen der Kontrolltiere, auch tatsachlich zuvor
niereninsuffizient waren, wurden die Kreatinin- und Harnstoffspiegel dieser Tiere auch nach 24
Stunden Uberprift. In Abbildung 29 sind die Werte der Tiere, die nach 7 Tagen und in
Abbildung 30 die Werte der Tiere, die nach 14 Tagen analysiert wurden, dargestellt. Es wurde
der erwartete Verlauf mit einem drastischen Anstieg nach 24 Stunden und eine Normalisierung
der Werte nach 7 bzw. 14 Tagen beobachtet.
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Abbildung 29: Kreatinin- und Harnstoffspiegel der Ratten mit Niereninsuffizienz (ANV) 7 Tage nach der
Operation, die entweder mit Placebo (dunkelgraue Balken) oder mit S3226 (hellgraue Balken)
behandelt wurden, und die der scheinoperierten Ratten (Sham, weilRe Balken). A zeigt die Werte

der Einzeltiere und B die Werte der Tiere als Gruppe zusammengefasst.
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Kreatinin- und Hamstoffspiegel der Ratten mit Niereninsuffizienz (ANV) 14 Tage nach der
Operation, die entweder mit Placebo (dunkelgraue Balken) oder mit S3226 (hellgraue Balken)
behandelt wurden, und die der scheinoperierten Ratten (Sham, weilRe Balken). A zeigt die Werte

der Einzeltiere und B die Werte der Tiere als Gruppe zusammengefasst.

In Abbildung 31 ist das Resultat einer reprasentativen Northern Blot-Analyse, die mit RNA aus
dem Cortex durchgefuhrt wurde, am Beispiel von CLC-7 abgebildet. Eine Abnahme der

Signalintensitat von CLC-7 im Verlauf der Niereninsuffizienz ist deutlich erkennbar.

Abbildung 31:

Cortex

Cortex
8h 24h 32h 14d
Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226
CLC-7 v v e — e R e — — -

G3PDH m - - .

Northern Blot-Analyse von CLC-7 und dem Standard G3PDH. Untersucht wurde die RNA aus

dem Cortex von niereninsuffizienten Tieren, die mit Placebo (P) oder S3226 (3226) behandelt

wurden, und von scheinoperierten Ratten (Sh).
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In Abbildung

32 sind die mRNA-Expressionsdaten der Northern Blot-Analysen, die mit RNA

aus dem Cortex der niereninsuffizienten und scheinoperierten Tiere hergestellt wurden, fiir die

CLC-Chloridkanale CLC-2 bis CLC-7 dargestellt. Insgesamt konnte man feststellen, dass mit

der Gabe von S3226 keine Verbesserung der RNA-Expressionswerte zu beobachten war. Der

zeitliche Verlauf der Abnahme der mRNA-Expressionsdaten stimmte mit dem aus der ersten

Studie Uberein. Damit konnten die in der ersten Studie festgestellten Veranderungen in der

mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale bestatigt werden.
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mRNA-Expressionswerte der Chloridkanale CLC-2 bis CLC-7, die mit gepoolter RNA aus dem
Cortex generiert wurden. Die Messwerte sind auf die Kontrolltiere (n = 2) normiert (BLU norm,
y-Achse) und gegen die Zeit aufgetragen (x-Achse). Die Werte der niereninsuffizienten Tiere sind fir
die mit Placebo behandelten Tiere (n = 3-4) mit schwarzen und die mit S3226 behandelten Tiere (n

= 2-3) mit grauen Balken abgebildet.
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In Tabelle 4 wird die prozentuale Abnahme der mRNA-Expression in den mit Placebo
behandelten niereninsuffizienten Tieren aus der Studie |l mit der in den niereninsuffizienten

Tieren aus der Studie | verglichen.

Tabelle 4: Vergleich der veranderten Genexpression zwischen Studie | und Studie Il: Die Abnahme der
mRNA-Expression der CLC-Chloridkanale im Cortex der niereninsuffizienten Ratten beziglich der

Kontrolltiere ist in % dargestellt.

Kanal Studie 8h 24h 32h 7d
cLe-2 Ssttlﬂﬁ |I| gg 28 28 400
cLe-s sstt:;ﬁ |I| 600 gg gg 5?0
CLe4 | Sudel 50 50 70 50
CLeS | Sudel 50 50 % o
cLc-e SStt:c?iI: |I| 600 ;8 28 28
cLer SSttLLJJ((ijllee |I| gg gg gg 500
CLoK2 | Sugel % 40 20 10

Die mRNA-Expressionswerte des Chloridkanals CLC-2 waren in niereninsuffizienten Ratten
innerhalb der ersten 32 Stunden um 50-60% im Vergleich zu den Kontrolltieren herabgesetzt.
Nach 7 bzw. 14 Tagen hatten die Werte der niereninsuffizienten Tiere aber wieder ungefahr
die Kontrollwerte erreicht. Diese Tendenz entspricht den Werten aus der ersten Studie (siehe
Tabelle 4).

Die Expressionswerte der mRNA von CLC-3 waren im Laufe der ersten 7 Tage um 50-60% im
Vergleich zu den Kontrollwerten verringert. Nach 14 Tagen waren die Werte wieder
normalisiert. In der ersten Studie war die Abnahme erst nach 24 Stunden deutlich zu erkennen

und die Werte waren bereits nach 7 Tagen wieder auf normalem Niveau (siehe Tabelle 4).

Beim Chloridkanal CLC-4 war ein ahnlicher Verlauf zu beobachten. Die mRNA-
Expressionswerte sanken um 60-80% im Vergleich mit den Kontrolltieren im Zeitraum von
8 Stunden bis zu 7 Tagen. Nach 14 Tagen kehrten sie in Richtung Normalzustand zurlick. Die
beobachteten Expressionsdaten stimmen mit denen aus der ersten Studie Uberein (siehe
Tabelle 4).

Die mRNA-Expressionswerte des CLC-5 nahmen um 40-70% ab und erreichten nach
14 Tagen wieder das Niveau der Kontrolltiere. Bei der mRNA-Expression von CLC-6 war ein
ahnlicher Verlauf bei den Werten zu verzeichnen. Die Werte waren hier im Vergleich zu den

Kontrolltieren um 20-70% verringert und erreichten ebenfalls nach 14 Tagen wieder fast die
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entsprechenden Kontrollwerte. Fiir CLC-5 und CLC-6 wurden somit die Werte aus der ersten
Studie bestatigt (siehe Tabelle 4).

Auch fur die mRNA-Expressionswerte des CLC-7 ergab sich ein ahnliches Bild mit einer
Abnahme um 30-60% und einer Ruckkehr zum Ausgangsniveau nach 14 Tagen. Die
Abnahme war in dieser Studie etwas friher und starker als in der ersten Studie zu beobachten
(siehe Tabelle 4).

In Abbildung 33 sind drei Northern Blots, die mit RNA aus der Medulla hergestellt wurden,
dargestellt. Eine Abnahme der Signalintensitat der RNA von CLC-3, CLC-5 und CLC-7 war bei
den niereninsuffizienten Tieren im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren zu beobachten.
Auflerdem ist der Unterschied in der Signalintensitat zwischen den mit S3226 und den mit

Placebo behandelten Tieren nach 8 Stunden deutlich zu erkennen.
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Abbildung 33: Drei reprasentative Northern Blot-Analysen fiir CLC-3, CLC-5 sowie CLC-7 und den Standard
G3PDH. Untersucht wurde die RNA aus der Medulla von niereninsuffizienten Tieren, die mit
Placebo (P) oder S3226 (3226) behandelt wurden, sowie von scheinoperierten Ratten (Sh).
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Die mRNA-Expressionswerte der Northern Blot-Analysen, die mit RNA aus der Medulla
durchgefiihrt wurden, sind in Abbildung 34 dargestellt. Auch hier ergibt sich eine

Ubereinstimmung im Verlauf der mRNA-Expression mit der ersten Studie.
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mRNA-Expressionswerte der Chloridkandle CLC-2 bis CLC-7, die mit gepoolter RNA aus der
Medulla erstellt wurden. Die Messwerte sind auf die Kontrolltiere (n = 2) normiert (BLU norm,
y-Achse) und gegen die Zeit aufgetragen (x-Achse). Die Werte der niereninsuffizienten Tiere sind
fir die mit Placebo behandelten Tiere (n = 3-4) mit schwarzen und die mit S3226 behandelten

Tiere (n = 2-3) mit grauen Balken abgebildet.
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Die in den Studien | und |l beobachtete Reduktion der mMRNA-Expression der
CLC-Chloridkanéle in der Medulla ist in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Vergleich der veranderten Genexpression zwischen Studie | und Studie |l: Die Abnahme der
mRNA-Expression der CLC-Chloridkandle in der Medulla der niereninsuffizienten Ratten

bezliglich der Kontrolltiere ist in % dargestellt.

Kanal Studie 8h 24h 32h 7d
2 | Sugel 50 B0 B0 0
3 | Sudel 7 0 B0 50
L4 | Suden 50 80 80 70
CLCS | Sudien 50 70 50 50
CLC6 | Sugel 80 B0 B0 B0
cLe7 SSttLLJJ((ijllee |I| gg 28 gg 400
cLe-ki gtt:glg |I| 4118 gg 58 200
CLOK2 | gidien 0 40 0 %

Die mRNA-Expressionswerte des Chloridkanals CLC-2 waren in den Ratten mit
Niereninsuffizienz innerhalb der ersten 32 Stunden um 50-80% im Vergleich zu den
Kontrolltieren herabgesetzt. Nach 7 Tagen waren sie noch um 20-40% vermindert, und nach
14 Tagen hatten die Werte wieder ungefahr das Niveau der Kontrollwerte erreicht. Dieselbe

Tendenz war in der ersten Studie zu beobachten (siehe Tabelle 5).

Die mRNA-Expressionswerte von CLC-3 waren wahrend des ganzen Zeitraumes von 14
Tagen um 50-80% verringert, was mit den Werten aus der ersten Studie Ubereinstimmt. Nach
8 Stunden war eine starkere Abnahme der Expression bei den mit Placebo im Vergleich zu
den mit S3226 behandelten Tieren zu erkennen. Der Verlauf der Abnahme der mRNA-

Expression von CLC-3 entsprach dem der ersten Studie (siehe Tabelle 5).

Die mRNA-Expressionswerte des Chloridkanals CLC-4 waren wahrend der ersten 7 Tage um
60-80% bezuglich der Kontrollwerte reduziert. Nach 14 Tagen war nur noch eine Abnahme um

ca. 30% zu beobachten. Die Werte entsprachen denen der ersten Studie (siehe Tabelle 5).

Die mRNA-Expressionswerte von CLC-5 nahmen um 50-70% ab und blieben 14 Tage lang auf
diesem Niveau. Wie bei CLC-3 war nach 8 Stunden ein Unterschied zwischen den mit Placebo

und den mit S3226 behandelten Tieren zu beobachten. Insgesamt betrachtet war die
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Abnahme der mRNA-Expression starker als in der ersten Studie und anderte sich auch nicht

nach einem langeren Zeitraum von 7 oder 14 Tagen (siehe Tabelle 5).

Bei CLC-6 war im Vergleich zu den Kontrolltieren eine Abnahme der mRNA-Expression um
70-80% zu sehen. Nach 14 Tagen erreichten die Werte wieder fast die entsprechenden
Kontrollwerte. Fur CLC-6 nahmen die Werte, verglichen mit der ersten Studie, schneller um
20-80% ab (nach 8 Stunden) und erholten sich erst etwas spater wieder (nach 14 Tagen; siehe
Tabelle 5).

Schlie3lich ergab sich fir CLC-7 eine Reduktion der mRNA-Expressionswerte um 20-80%
innerhalb der ersten 7 Tage und ein Anstieg in Richtung Kontrollwerte nach 14 Tagen. Nach
8 Stunden war eine starkere Abnahme der Expression bei den mit Placebo im Vergleich zu
den mit S3226 behandelten Tieren, deren Werte zu diesem Zeitpunkt unverandert waren, zu
beobachten. Der Verlauf der Abnahme der mRNA-Expression von CLC-7 war dem der ersten
Studie sehr ahnlich (siehe Tabelle 5).

In Abbildung 35 werden reprasentative Agarosegele mit Produkten aus den RT-PCR-Analysen
fur CLC-K2 und B-Actin gezeigt, die mit RNA aus dem Cortex und aus der Medulla der

niereninsuffizienten und scheinoperierten Tiere hergestellt wurden.

Cortex und Medulla

Cortex
8h 24h 32h 7d 14d
Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226

300bp ——

CLC-K2
B-Actin

200bp —

Medulla

8h 24h 32h Zd 14d
Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226 Sh P 3226

CLC-K2
| B-Actin

Abbildung 35: CLC-K2-Amplifikationsprodukte mit dem Standard B-Actin (in einem Ethidiumbromid enthaltenden
Agarosegel). Untersucht wurden Cortex und Medulla der niereninsuffizienten Tiere, die mit
Placebo (P) oder S3226 (3226) behandelt wurden, und der scheinoperierten Tiere (Sh).
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Die Werte fir die mRNA-Expression der Chloridkandle CLC-K1 und CLC-K2 in Cortex und
Medulla wurden mit Hilfe der RT-PCR-Analyse gewonnen und sind in Abbildung 36 abgebildet.
CLC-K1 wurde, wie bereits erwahnt, aufgrund seines Expressionsmusters nur in der Medulla

untersucht.

Die mRNA-Expressionswerte von CLC-K1 in der Medulla waren bei den niereninsuffizienten
Tieren nach 8 Stunden im Vergleich zu den Kontrollwerten um ca. 40%, nach 24 Stunden um
ca. 60% und nach 32 Stunden um ca. 70% reduziert. Nach 7 Tagen befanden sich die Werte
wieder auf normalem Niveau, wohingegen sie nach 14 Tagen wieder etwas erniedrigt waren.
Zwischen den mit Placebo und den mit S3226 behandelten Tieren war kein Unterschied zu
erkennen. Der Verlauf der Abnahme der mRNA-Expression entsprach dem der ersten Studie

(siehe Tabelle 5).
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Abbildung 36: mRNA-Expressionswerte der RT-PCR-Analyse der Chloridkanédle CLC-K1 und CLC-K2, die mit
gepoolter RNA aus Cortex und Medulla erstellt wurden. Die Messwerte sind auf die Kontrolltiere
(n = 2) normiert (IOD norm, y-Achse) und gegen die Zeit aufgetragen (x-Achse). Die Werte der
niereninsuffizienten Tiere sind fiir die mit Placebo behandelten Tiere (n = 3-4) mit schwarzen und

die mit S3226 behandelten Tiere (n = 2-3) mit grauen Balken abgebildet.

86



Ergebnisse

Die mRNA-Expressionswerte von CLC-K2 in der Medulla waren bei den niereninsuffizienten
Tieren innerhalb der ersten 7 Tage um 30-50% herabgesetzt. Auffallig war hier die
mRNA-Expression nach 8 Stunden, da hier, wie bereits bei den Chloridkanalen CLC-3, CLC-5
und CLC-7 beobachtet, die Werte der mit S3226 behandelten Tiere weniger stark vermindert
waren als die der mit Placebo behandelten Tiere. Nach 14 Tagen entsprachen die Werte
wieder den Kontrollwerten. Verglichen mit der ersten Studie stimmten auch hier die Werte

Uberein (siehe Tabelle 5).

Die mRNA-Expression von CLC-K2 im Cortex sah folgendermalen aus: Innerhalb der ersten
32 Stunden war bei den niereninsuffizienten Tieren eine Abnahme der mRNA-Expression um
30-40% zu beobachten. AnschlieRend erreichten die Werte nach 7 bzw. 14 Tagen wieder das
Niveau der Kontrollwerte. Im Cortex war kein Unterschied zwischen den mit Placebo und den
mit S3226 behandelten Tieren erkennbar. Die festgestellten Anderungen in der mRNA-
Expression in den niereninsuffizienten Ratten entsprachen denen aus der ersten Studie (siehe
Tabelle 4).

Insgesamt wurden keine deutlichen Unterschiede zwischen den mit S3226 und den mit
Placebo behandelten Tieren festgestellt. Eine mdgliche Beeinflussung der mRNA-Expression
durch die Behandlung mit S3226 wurde allenfalls bei den Chloridkandlen CLC-3, CLC-5,
CLC-7 und CLC-K2 nach 8 Stunden beobachtet (siehe Abbildung 34 und Abbildung 36). Die
Expressionswerte der mit S3226 behandelten Tiere waren hier offenbar erhéht im Vergleich zu
den mit Placebo behandelten Tieren. Deshalb wurden Northern Blot- und RT-PCR-Analysen
mit RNA von einzelnen Tieren zur Verifizierung dieser Ergebnisse wiederholt. In Abbildung 37

sind die Resultate anhand reprasentativer Northern Blots und RT-PCR-Analysen dargestellt.

Das Signal war in den Northern Blots bei den mit Placebo behandelten Tieren extrem schwach
im Vergleich zu den mit S3226 behandelten oder scheinoperierten Tieren. Die Auswertung der
Signale ergab jedoch zum Teil sehr starke Schwankungen bei den Werten der Einzeltiere, die
mit S3226 behandelt worden waren (zum Beispiel bei CLC-5 und CLC-7, siehe Abbildung 37B
und C). Auch bei der RT-PCR-Analyse waren Unterschiede in der Signalintensitat zu
beobachten (siehe Abbildung 37D). Hier war ein intensiveres Signal bei den mit S3226
behandelten im Vergleich zu den mit Placebo behandelten und den scheinoperierten Tieren zu

erkennen. Die Schwankungen der Signale waren hier weniger stark ausgepragt.
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Abbildung 37: Reprasentative Northern Blots fir A CLC-3, B CLC-5 und C CLC-7 und den Standard G3PDH,
und D eine reprasentative RT-PCR-Analyse fir CLC-K2. Untersucht wurde die RNA von einzelnen
Tieren aus der Medulla von niereninsuffizienten Tieren, 8 Stunden nach der Operation. Die
niereninsuffizienten Tiere waren mit Placebo (n = 3) oder S3226 (n = 3) behandelt worden, und als

Kontrolltiere dienten scheinoperierte Ratten (Sham; n = 2).

Die statistische Auswertung der Ergebnisse flir die Einzeltiere ist in Abbildung 38 dargestellt.
Bei der Interpretation dieser Analyse muss jedoch berilcksichtigt werden, dass die Anzahl der

Tiere relativ gering war.
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Abbildung 38: mRNA-Expressionswerte der CLC-Chloridkanale CLC-3, CLC-5, CLC-7 und CLC-K2. Sie wurden
mit Hilfe von Northern Blot- oder RT-PCR-Analysen mit der RNA aus der Medulla von
Einzeltieren, 8 Stunden nach der Operation, generiert. Die niereninsuffizienten Tiere waren mit
Placebo (n = 3) oder S3226 (n = 3) behandelt worden; als Kontrolltiere dienten scheinoperierte
Ratten (Sham, n = 2). Eine Signifikanz der mit Placebo behandelten Tiere im Vergleich zu den
scheinoperierten Tieren ist durch *, eine Signifikanz der mit Placebo im Vergleich zu den mit
S3226 behandelten Tieren durch § und eine Signifikanz der mit S3226 behandelten Tiere im
Vergleich zu den scheinoperierten Tieren durch # gekennzeichnet.

Es zeigte sich bei CLC-3 ein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression der mit S3226
im Vergleich zu den mit Placebo behandelten niereninsuffizienten Tieren. Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression der mit S3226 und mit Placebo
behandelten Tiere im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren festgestellt werden. Ursache
hierfir war wahrscheinlich die groBe Schwankung in der mRNA-Expression der

scheinoperierten Tiere und die geringe Zahl der untersuchten Tiere (n = 2).

Fur die Chloridkandle CLC-5 und CLC-7 wurde kein signifikanter Unterschied in der

mMRNA-Expression der mit S3226 im Vergleich zu den mit Placebo behandelten Tieren
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beobachtet. Die Ursache hierfir kdnnte u.a. die bereits erwahnte grofRRe interindividuelle
Schwankung der mit S3226 behandelten Tiere gewesen sein. Zwischen den mit Placebo

behandelten und den scheinoperierten Tieren gab es einen signifikanten Unterschied.

Fur den Chloridkanal CLC-K2 ergab sich wie bei CLC-3 ein signifikanter Unterschied in der
mRNA-Expression der mit S3226 im Vergleich zu den mit Placebo behandelten
niereninsuffizienten Tieren. AuRerdem war der Unterschied in der mRNA-Expression der mit
S3226 behandelten Tiere im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren signifikant, das heif3t die

mRNA-Expression von CLC-K2 wurde durch S3226 sogar gesteigert.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in der zweiten Studie des Niereninsuffizienz-
Modells 41 Tiere operiert und die niereninsuffizienten Tiere entweder mit S3226, einem
NHE-3-Inhibitor, oder mit Placebo behandelt wurden. Die mRNA-Expressionsanalyse
ergab fur alle untersuchten CLC-Chloridkanale, CLC-2 bis CLC-7 sowie CLC-K1 und
CLC-K2, sowohl im Cortex als auch in der Medulla eine Abnahme der
mRNA-Expression. Damit wurden die Ergebnisse aus der ersten Studie bestatigt. Der
Verlauf der Abnahme stimmte ebenfalls tendenziell mit den Werten aus der ersten Studie
Uberein, das heif’t, innerhalb der ersten 32 Stunden nach der Operation war die
Reduktion der mRNA-Expressionswerte am starksten und nach 7 bzw. 14 Tagen wurde

wieder ein Anstieg in Richtung der Kontrollwerte beobachtet.

Zwischen den Expressionsdaten der Tiere, die mit S3226 oder Placebo behandelt
wurden, zeigte sich im Cortex kein Unterschied. In der Medulla war insgesamt kaum eine
Veranderung in der mRNA-Expression zu erkennen; es fiel jedoch ein Zeitpunkt ins
Auge: 8 Stunden nach der Operation zeigte sich fir CLC-3, CLC-5, CLC-7 und CLC-K2
eine erhohte mRNA-Expression der mit S3226 im Vergleich zu den mit Placebo
behandelten Tiere. Weitere Analysen mit Einzeltieren erharteten den Hinweis darauf,
dass die Gabe von S3226 einen Einfluss auf die mRNA-Expression einiger CLC-
Chloridkanale 8 Stunden nach akutem Nierenversagen hat. Am deutlichsten war dieser
Effekt auf die mMRNA-Expression von CLC-3 und CLC-K2.
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3.4 Atriale Fibrillation und die Genexpression von Kalium- und
Kalziumkanal-Untereinheiten

Neben Bluthochdruck, Hypertrophie und Herzinsuffizienz wurde als weitere pathophysio-
logische Veranderung Vorhofflimmern untersucht. Die atriale Fibrillation ist die am haufigsten
vorkommende Arrhythmieform beim Menschen und wird charakterisiert durch Veranderungen
der elektrophysiologischen und strukturellen Eigenschaften des Vorhofes, wodurch das
Auftreten und der Erhalt der Arrhythmie beginstigt werden. Dieser Prozess wird als
,Remodeling“ bezeichnet (Wijffels et al., 1995). Aufgrund des Vorhofflimmerns kommt es durch
eine Abnahme der Expression der zugrunde liegenden lonenkanalgene zu einer Verringerung
der L-Typ-Kalziumstréome (Ic,.) und der l,-Kaliumstréme. Dies wurde bisher beim Menschen
und an einigen Tierspezies gezeigt (Bosch et al., 2000). Diese Veranderungen beginnen sehr
rasch nach Einsetzen des Vorhoffimmerns. Der Zeitverlauf der transkriptionellen
Veranderungen in dieser friihen Phase sollte in diesem Teil der vorliegenden Arbeit genauer
untersucht werden. Deshalb wurde in Zusammenarbeit mit der Medizinischen Universitatsklinik
Tubingen ein neues Tiermodell fir das Vorhofflimmern, das so genannte Rapid-Pacing-Modell
im Kaninchen (siehe Abschnitt 2.3.6), etabliert und dieses sowohl elektrophysiologisch als
auch molekularbiologisch charakterisiert. Die elektrophysiologischen Untersuchungen des
L-Typ-Kalziumstromes |c,. und des Kaliumstromes |, wurden in Tubingen und die
entsprechenden mRNA-Expressionsanalysen der fur diese Strome verantwortlichen Kalzium-

und Kaliumkanal-Untereinheiten bei Aventis durchgefihrt.

In dieser Tierstudie wurden fir das Rapid-Pacing-Modell 24 Kaninchen operiert und
unterschiedlich lange mit Hilfe einer Schrittmacherelektrode im Vorhof stimuliert. Deshalb
erfolgte eine Aufteilung in finf Gruppen (n = 4-6): Kaninchen mit einer Vorhofstimulationsdauer
von 6, 12 oder 24 Stunden sowie 4 Tagen und scheinoperierte Kaninchen ohne Stimulation.
Nach Beendigung des Versuches wurden den Tieren die Vorhofe der Herzen entnommen, und
anschlieBend wurde die daraus isolierte RNA mittels der Ein-Schritt-RT-PCR-Analyse
untersucht.

3.4.1 Optimierung der RT-PCR-Bedingungen

Die mRNA-Expressionsstudien der ausgewahlten Kalium- und Kalziumkanal-Untereinheiten
erfolgten mit Hilfe der semiquantitativen Ein-Schritt-RT-PCR-Analyse. Da dies fur die im
Kaninchen exprimierten Kanal-Untereinheiten bisher nicht beschrieben wurde, erfolgte zuerst
eine Datenbanksuche nach der DNA-Sequenz der im Kaninchen vorkommenden Kalium- und
Kalziumkanal-Untereinheiten, um Oligonukleotidprimer fur die geplante RT-PCR-Analyse

abzuleiten.
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Dabei wurden die in Tabelle 6 aufgefihrten Datenbankeintrdge, die jedoch nicht alle eine
vollstandige Sequenz lieferten, gefunden und fur die Generierung der Primer verwendet. Fur
die Kaliumkanal-Untereinheiten Kv1.4, Kv1.5, Kv4.2 und Kv4.3 wurden Homologe im
Kaninchen entdeckt. Aufderdem fanden sich fir den L-Typ-Kalziumkanal die homologen
a-Untereinheiten alpha1 und alpha2 und die homologen B-Untereinheiten CaB2 sowie CaB3.

Die B-Untereinheit CaB2 kommt in zwei Spleivarianten CaB2a und CaB2b vor.

Tabelle 6: In der offentlichen Datenbank GenBank gefundene Eintrage zu den untersuchten Kanal-

Untereinheiten im Kaninchen.

Kanal-Untereinheit im Kaninchen Referenznummer in der Datenbank
Kv1.4 AJ291314
Kv1.5 AF149787
Kv4.2 AJ291315
Kv4.3 AF198445
alpha1 X15539
alpha2 M21948
CaB2a X64297
CaB2b X64298
CaB3 X64300
G3PDH L23961

Aus den gefundenen Sequenzen wurden mehrere Primer abgeleitet und getestet. Die in

Tabelle 7 aufgelisteten Primer wurden flr die RT-PCR-Analysen verwendet.

Tabelle 7: Fir die Ein-Schritt-RT-PCR-Analyse verwendete Oligonukleotidprimer.

Kanal- Bezeichnung des

Untereinheit Oligonukleogt]ids DNA-Sequenz

Kv1.4 Kv1.4 f1 5 TTATGGTTATGCAGCCCAG 3
Kv1.4 rev1 5 TCCTCCTCGTCTTCCTCTTC 3

Kv1.5 Kv1.5 f1 5° CCT CAT CTC CAT CAT CAC &

) Kv1.5 rev2 5" TGA AGA TGC GGA ACACAC &

Kva.2 Kv4.2 f 5 CAA GGC AGG AGA GAAAAAG 3
Kv4.2 rev1 5 ATT CAG GAT GTG ACG GAAG 3

Kva.3 Kv4.3 f 5 TTCCTCCTCTTCTCC CTCAC 3
Kv4.3 rev 5 GCTTTCTTT TGT GCC CTG 3

alphat alpha1 rabbit s3 5 GAC TCC ACT TTC ACC CCC 3
alpha1 rabbit as3 5 TCTCCCCCTTGATTCTTCTGCC 3

alpha2 alpha2 rabbit s 5° GCC TCC ATG TCA AAG CAG AGC 3
alpha2 rabbit as 5 ACATTGTTG TCAAAG CAGACATC 3

CaB2a CaB2a f 5: AGC TTGCGC TGAGTTCTT GC 3 ‘

CaB2b CaB2b f2 5 GCTTCCATTTTTCTCTGCTTCC 3
CaB2 rev 5 TCCCTTGCTTTGCTCTCTG 3

CaB3 Cab3 s 5° TGG CAA GAG GAC CATCATTGAG 3
CaB3 as 5 CGTCCGCATAGTCTTCCTC 3

G3PDH G3PDH rabb.it f 5 GCTTTT AAC TCT GGC AAAGTG 3
G3PDH rabbit rev 5 GAT GATGACCCTTTTGGCTC 3
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Fir die Amplifikation der Kalziumkanal-Untereinheiten CaB2a und CaB2b wurden aufgrund
ihrer hohen Sequenzidentitat unterschiedliche Hinprimer (der Primer CaB2a f fir CaB2a und
der Primer CaB2bf2 fir CaB2b), jedoch derselbe Rickprimer (CaB2rev) eingesetzt.
AnschlieRend erfolgte die Optimierung der Reaktionsbedingungen fir die nachfolgende
RT-PCR-Analyse, um die optimale Annealing-Temperatur und Zyklenanzahl sowie den Effekt

der Q-Solution (Zusammensetzung nicht bekannt, Qiagen) zu ermitteln.

Zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur der Primer wurden fir jede Untereinheit
RT-PCR-Analysen bei verschiedenen Temperaturen durchgefihrt. Nachdem eine deutliche
Bande mit ausreichender Signalintensitat erreicht wurde, erfolgten alle weiteren Versuche bei
dieser Temperatur. AuBerdem wurden RT-PCR-Analysen mit und ohne Q-Solution aus dem
OneStep-RT-PCR-Kit durchgefiihrt. Meistens war es mdglich, durch den Einsatz der
Q-Solution die Spezifitat der Reaktion zu erhdhen und die Amplifizierung unspezifischer

Banden zu verhindern, wie am Beispiel der alpha1-Untereinheit in Abbildung 39 ersichtlich

wird.
Abbildung 39: Produkte aus zwei RT-PCR-Analysen mit zunehmender Zyklenanzahl fiir die Kalziumkanal-

Untereinheit alpha1, mit und ohne Q-Solution, in einem Ethidiumbromid-enthaltenden Agarosegel.

Fur die Optimierung der Zyklenanzahl wurden zunadchst RT-PCR-Analysen mit hoher
Zyklenanzahl angefertigt und Proben zu unterschiedlichen Zeiten aus dem Reaktionsansatz
entnommen. Die daraus gewonnenen Produkte wurden auf einem Agarosegel analysiert
(siehe Abbildung 40). Fir jede Kanal-Untereinheit wurde die Zyklenanzahl ausgesucht, bei der
noch keine Sattigung der Signalintensitat erreicht war. So lie sich zum Beispiel fir die

Kalziumkanal-Untereinheit alpha1 eine optimale Zyklenanzahl von n = 34 definieren.
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Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Kv1.4

300bp -

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
500bp =

Kv1.5

Zyklen 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Kv4.2

200bp -

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Kv4.3

300bp-

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

alpha1

500bp -

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
300bp -

alpha2

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
500bp -

CaB2a

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

CaB2b

600bp -

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

CaB3

600bp-

Zyklen 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

G3PDH

300bp -

Abbildung 40: Optimierung der Zyklenanzahl fiir die Ein-Schritt-RT-PCR-Analyse fiir die verschiedenen Kanal-
Untereinheiten sowie fiur G3PDH. Die RT-PCR-Produkte wurden auf ein Ethidiumbromid-
enthaltendes Agarosegel aufgetragen. Die richtige BandengroRe (links neben den Abbildungen)
wurde mit Hilfe eines Grofenstandards Uberpriift. Die optimale Zyklenanzahl war erreicht, wenn

noch keine Sattigung in der Signalintensitat aufgetreten war.

In Tabelle 8 sind die fir die nachfolgenden Versuche verwendeten Parameter
zusammengefasst. Die zu erwartenden GroRen der RT-PCR-Amplifikationsprodukte sind
ebenfalls aufgefiihrt.
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Tabelle 8: Fur die RT-PCR-Analyse verwendete Reaktionsbedingungen.
Kanal- Annealing- GroRe des PCR- .
Untereinheit Temperat?:r Zyklenanzahl Produktes Q-Selution
Kv1.4 58°C 34 336 bp Q
Kv1.5 57°C 34 460 bp Q
Kv4.2 51°C 38 200 bp Q
Kv4.3 57°C 34 308 bp Q
alpha1 65°C 34 490 bp Q
alpha2 54°C 30 290 bp -
CaB2a 52°C 34 500 bp Q
CaB2b 60°C 34 620 bp Q
CaB3 64°C 36 580 bp Q
G3PDH 50°C 28 300 bp -

3.4.2 Die Genexpression der fiir den |, Kaliumstrom verantwortlichen
Kaliumkanal-Untereinheiten: Kv4.3, Kv4.2 und Kv1.4

Elektrophysiologische Messungen, die von Norman Rib an der Medizinischen Universitats-

klinik Tibingen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik in einzelnen Myozyten aus dem Vorhof des

Kaninchens (siehe Abbildung 41) durchgefiihrt wurden, zeigten, dass die Stromdichten von I,

nach einer Schrittmacher-Stimulationsdauer von 24 Stunden um ungeféhr 50% abnehmen.

B

[PA/PF]
80

TP [mV]
400ms
1000pA
100ms 40
80— -
Abbildung 41: Transienter Auswartskaliumstrom li, beim stimulierten Vorhofflimmern im Kaninchen. Bei A sind

reprasentative lo,-Stromkurven von einer Vorhofzelle zum Zeitpunkt O (scheinoperiertes Tier,

Sham), nach 24 Stunden und 4 Tagen abgebildet. B zeigt die Strom-Spannungsbeziehung der

lo-Stromdichten. TP: Testpotential. Eine signifikante Anderung ist durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01)

und *** (p < 0,001) gekennzeichnet.
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Nach viertagiger Stimulationsdauer befanden sich die Stromdichten annahrend auf demselben
Niveau. Da die Kaliumkanal-Untereinheiten Kv4.3, Kv4.2 und Kv1.4 die molekularen
Kandidaten flir den transienten Kaliumauswartsstrom |, im Kaninchen sind (siehe Abschnitt
1.1), wurde die mRNA-Expression dieser Kaliumkanal-Untereinheiten in den Vorhdfen der
Herzen mit Hilfe der Ein-Schritt-RT-PCR-Analyse untersucht.

In Abbildung 42 sind reprasentative Agarosegele fir die Kaliumkanal-Untereinheiten Kv4.3,
Kv4.2, Kv1.4 und den Standard G3PDH sowie die densitometrische Auswertung der Signale

dargestellt.

Die mRNA-Expression der Kaliumkanal-Untereinheit Kv4.3 war nach einer Stimulationsdauer
von 12 Stunden signifikant gegenuiber den Kontrolltieren vermindert. Dieser Effekt wurde nach
einer 24-stiindigen Stimulationsdauer noch deutlicher und war auch nach einer
Stimulationsdauer von 4 Tagen noch vorhanden. Die maximale Abnahme der mRNA-
Expression betrug ca. 20% im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrolltieren. Die
mRNA-Expression der verwandten Isoform Kv4.2 blieb hingegen weitgehend unverandert und
war sogar nach einer Stimulationsdauer von 4 Tagen im Vergleich zum Kontrollwert leicht
erhéht.

Fir die Kaliumkanal-Untereinheit Kv1.4 wurde ebenso wie fur Kv4.3 eine Abnahme der
mRNA-Expression beobachtet. Bereits nach 6, wie auch nach 12 Stunden, war die mRNA-
Expression signifikant um ca. 40% im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrolltieren

herabgesetzt. Diese Reduktion war auch nach 24 Stunden und noch nach 4 Tagen erkennbar.
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Abbildung 42: Effekte der Vorhoffrequenzstimulation im Kaninchen auf die mRNA-Expression der Kaliumkanal-

Untereinheiten Kv4.3, Kv4.2 und Kv1.4 in den Vorhdofen des Herzens. Hier sind bei A
reprasentative RT-PCR-Produkte fir Kv4.3, Kv4.2 und Kv1.4 in einem Ethidiumbromid-
enthaltenden Agarosegel abgebildet. B zeigt ein Balkendiagramm der densitometrischen
Auswertung. Die Werte sind als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt. Eine signifikante Anderung der
mRNA-Expression der stimulierten Kaninchen im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren ist
durch * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01) gekennzeichnet.
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In Abbildung 43 ist die Korrelation zwischen der Abnahme des transienten Auswartsstromes |,

und der Genexpression der Kaliumkanal-Untereinheiten Kv4.3 und Kv1.4 dargestellt.

120 Kv4.3, Kv1.4 (l,,)

80 -

Y
o
1

—IT Kv4.3 mRNA
—A— Kv1.4 mRNA

% beziiglich der Kontrolle
[*2]
o
1

201 - I, Stromdichten
0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Stimulationsdauer (Stunden)
Abbildung 43: Zeitlicher Verlauf der Veranderungen des transienten Auswartsstromes l, und der mRNA-

Expression der Kaliumkanal-Untereinheiten Kv4.3 und Kv1.4 Herzvorhof. Aufgetragen ist die
prozentuale Abnahme der Werte der frequenzstimulierten Kaninchen im Vergleich zu den
scheinoperierten Tieren gegen die unterschiedlich lange Stimulationsdauer des Vorhofes. Eine
signifikante Anderung im Vergleich zur Kontrolle ist durch * (p < 0,05) oder ** (p<0,01)

gekennzeichnet.

Sowohl die Kaliumstromdichte als auch die Genexpression der zugrundeliegenden
Kaliumkanal-Untereinheiten waren herabgesetzt und blieben mit zunehmender Dauer der
Vorhofstimulation weiterhin erniedrigt. Die transkriptionelle Abnahme ging der Abnahme des
Stromes voraus. So waren bereits nach 6-12 Stunden die Kaliumkanal-Untereinheiten Kv1.4
und Kv4.3 herunterreguliert, wahrend die Abnahme der Stromdichte des I, erst nach 24

Stunden erfolgte.
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Bei den Tieren mit atrialer Fibrillation war in den Vorhdfen des Herzens eine signifikante
Verringerung der mRNA-Expression der Kaliumkanal-Untereinheiten Kv4.3 und Kv1.4
und eine unveranderte Genexpression von Kv4.2 im Vergleich zu den scheinoperierten
Tieren zu beobachten. Die Abnahme der mRNA-Expression war bei Kv1.4 starker
(ca. 40%) und trat schneller ein, namlich bereits nach 6 Stunden. Die Abnahme der
mRNA-Expression bei der Kaliumkanal-Untereinheit Kv4.3 trat hingegen erst spater nach

12 Stunden ein und war um ca. 20% herabgesetzt.

Die Abnahme der Genexpression der Kaliumkanal-Untereinheiten Kv1.4 und Kv4.3 ging
der Abnahme in der Stromdichte des Kaliumstromes |, voraus. Das Ausmal} der
Reduktion in der Stromdichte entsprach der summierten Reduktion der Genexpression

beider Kaliumkanal-Untereinheiten.

3.4.3 Die Genexpression der Kaliumkanal-Untereinheit Kv1.5

Die Kaliumkanal-Untereinheit Kv1.5 ist fiur die Hauptkomponente des repolarisierenden
Kaliumstromes Ik, im Vorhof des menschlichen Herzens verantwortlich (siehe Abschnitt 1.1).
Der Ik, konnte jedoch im Kaninchen bisher noch nicht gemessen werden. Die Untereinheit
Kv1.5 ist aber auch im Kaninchen auf mRNA-Ebene nachweisbar. Uber die Regulation der
Kv1-5-Genexpression bei atrialer Fibrillation im Mensch und in Tiermodellen gibt es
widersprichliche Resultate (Van Wagoner et al.,, 1997; Yue et al., 1997; Lai et al., 1999a;
Grammer et al., 2000a; Van der Velden et al.,, 2000; Yamashita et al., 2000; Brundel et al.,

2001b). Deshalb wurde diese Kaliumkanal-Untereinheit in die Untersuchungen miteinbezogen.

Die Abbildung 44 zeigt ein reprasentatives Ergebnis der RT-PCR-Analyse fur die Kaliumkanal-
Untereinheit Kv1.5 und G3PDH sowie die densitometrische Auswertung der Signale in Form

eines Balkendiagramms.
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Abbildung 44:

32] Kv1.5
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Verlauf der mRNA-Expression der Kaliumkanal-Untereinheit Kv1.5 in den Vorhéfen des Herzens
nach Vorhofstimulation. Bei A sind reprasentative RT-PCR-Produkte fir Kv1.5 in einem
Ethidiumbromid-enthaltenden Agarosegel abgebildet. B zeigt ein Balkendiagramm der
densitometrischen Analyse. Die ermittelten Expressionswerte sind als Mittelwerte + S.E.M.
dargestellt. Eine signifikante Anderung der mRNA-Expression der stimulierten Kaninchen im

Vergleich zu den scheinoperierten Tieren ist durch ** (p < 0,01) gekennzeichnet.

Im Verlauf der atrialen Stimulation war eine signifikante Abnahme der

mRNA-Expressionswerte von Kv1.5 in den Vorhéfen des Herzens nach einer

Stimulationsdauer des Vorhofes von 12 Stunden um ca. 50% zu beobachten. Auch nach
24-stiindiger sowie nach 4-tagiger Stimulationsdauer blieben die Werte signifikant um

denselben Prozentsatz herabgesetzt.

3.4.4 Die Genexpression der fiir den lc,. Kalziumstrom verantwortlichen

Kalziumkanal-Untereinheiten: alpha1, alpha2, CaB2a, CaB2b und CaB3

Messungen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik in einzelnen isolierten Vorhofmyozyten des

Kaninchens (siehe Abbildung 45) zeigten, dass es bereits nach einer Vorhofstimulationsdauer

von 6 Stunden zu einer Abnahme des Kalziumstromes Ic,. kommt. Nach einer Stimulations-

dauer von 12 Stunden war der L-Typ-Kalziumstrom auf ungefahr 50% seines urspriinglichen

Wertes reduziert, und nach einer Stimulationsdauer von 4 Tagen war der Kalziumstrom fast

nicht mehr zu beobachten.
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-8
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Abbildung 45: A zeigt Originalaufnahmen von Stromkurven des lcaL in Vorhofzellen der scheinoperierten
Kontrollgruppe (Sham) und nach 12 Stunden und 4 Tagen atrialer Stimulation. Alle drei Zellen
hatten eine vergleichbare Kapazitdt. Bei B ist die Strom-Spannungsbeziehung der Kalzium-
Stromdichten fiir die verschiedenen Gruppen dargestellt. TP: Testpotential. Eine signifikante
Anderung ist durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < 0,001) gekennzeichnet.

Die Kalziumkanal-Untereinheit alpha1 ist die wichtigste Untereinheit im Komplex des L-Typ-
Kalziumkanals, da sie die Pore des Kanals bildet (siehe Abschnitt 1.1.). Eine Verringerung der
mMRNA-Expression der alpha1-Untereinheit wurde bereits im Menschen mit chronischem
Vorhoffimmern und im Hunde-Modell fur die atriale Fibrillation mehrfach beschrieben
(Grammer et al., 2000b; Lai et al., 1999b; Van Gelder et al., 1999; Yue et al., 1999).

Wie in Abbildung 46 zu erkennen ist, konnte auch im Kaninchenmodell eine Abnahme der
mRNA-Expression der alpha1-Untereinheit nachgewiesen werden. Nach einer Stimulations-
dauer von 24 Stunden war die mRNA-Expression im Vergleich zu den scheinoperierten
Kontrolltieren signifikant um ca. 40% vermindert. Nach 4 Tagen lag immer noch eine
signifikante Verringerung der mRNA-Expression von alphal um ca. 50% vor. Im Gegensatz
dazu wurde bei der alpha2-Untereinheit keine Veranderung in der mRNA-Expression nach

Vorhofstimulation festgestellt (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46: Verlauf der mRNA-Expression der Kalziumkanal-Untereinheiten alpha1l und alpha2 in den

Vorhéfen des Herzens nach Vorhofstimulation. Bei A sind reprasentative RT-PCR-Produkte fiir

alpha1l und alpha2 in einem Ethidiumbromid-enthaltenden Agarosegel abgebildet. B zeigt ein

Balkendiagramm der densitometrischen Analyse. Die Werte sind als Mittelwerte + S.E.M.

dargestellt. Eine signifikante Anderung der mRNA-Expression der stimulierten Kaninchen im

Vergleich zu den scheinoperierten Tieren ist durch * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01) gekennzeichnet.

Neben den a-Untereinheiten wurden auch die Kalziumkanal-B-Untereinheiten CaB2a, CaB2b

und CaB3 untersucht (siehe Abbildung 47). Bei allen drei Untereinheiten war eine

Verringerung der mRNA-Expression in den Vorhéfen des Herzens zu erkennen. Die

Genexpression von CaB2a wurde bei einer Stimulationsdauer von 12, 24 Stunden und

4 Tagen signifikant um ca. 45-55% im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrolltieren

herabgesetzt. Bei der SpleiRvariante CaB2b war nach einer 6-, 12-, und 24-stiindigen, sowie

nach einer 4-tagigen Stimulationsdauer eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression um

ca. 30% zu beobachten. Die mRNA-Expressionswerte der dritten Isoform CaB3 waren wie die

Untereinheit CaB2b bei jeder analysierten Stimulationsdauer signifikant um ca. 20%

vermindert.
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Abbildung 47: Verlauf der mRNA-Expression der Kalziumkanal-Untereinheiten CaB2a, CaB2b und CaB3 in den
Vorhéfen des Herzens nach Vorhofstimulation. Bei A sind reprasentative RT-PCR-Produkte fiir
CaB2a, CaB2b und CaB3 in einem Ethidiumbromid-enthaltenden Agarosegel abgebildet. B zeigt
ein Balkendiagramm der densitometrischen Analyse. Die Werte sind als Mittelwerte + S.E.M.
dargestellt. Eine signifikante Anderung der mRNA-Expression der stimulierten Kaninchen im

Vergleich zu den scheinoperierten Tieren ist durch * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01) gekennzeichnet.

In Abbildung 48 sind die Stromdichten des Ic,. und die mRNA-Expressionswerte der
Kalziumkanal-Untereinheiten alpha1, CaB2a, CaB2b und CaB3 zusammengefasst. Ein
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Zusammenhang zwischen dem Verlauf der Stromdichten des Ic, . und der Genexpression der
Untereinheiten des L-Typ-Kalziumkanals ist deutlich erkennbar. Die Abnahme des lc,,-

Stromes und die Abnahme der Expression der Kalziumkanal-Untereinheiten verlauft parallel.
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Abbildung 48: Zeitlicher Verlauf der Veranderungen des L-Typ-Kalziumstromes IcaL in den Vorhofmyozyten und

Verlauf der mRNA-Expression der Kalziumkanal-Untereinheiten alpha1, CaB2a, CaB2b und CaB3
in den Vorhofen des Herzens. Aufgetragen ist die prozentuale Abnahme der Werte der
stimulierten Kaninchen im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren gegen die unterschiedlich
lange Stimulationsdauer des Vorhofes. Eine signifikante Anderung ist durch * (p < 0,05) oder ** (p

< 0,01) gekennzeichnet.

Das bedeutet zusammengefasst flr die Kalziumkanal-Untereinheiten, dass im
Kaninchenmodell flir das Vorhoffimmern die mRNA-Expression der wichtigen
porenbildenden alpha1-Untereinheit und der akzessorischen Untereinheiten CaB2a,
CaB2b und CaB3 in den Vorhdfen des Herzens signifikant verringert wurde. Die
Genexpression der Untereinheit alpha2 blieb hingegen unverandert. Parallel dazu lie®
sich eine drastische Reduktion der Stromdichte des Kalziumstromes Ic,. in den

Vorhofmyozyten beobachten.
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4 Diskussion

In diesem Kapitel wird zuerst die mogliche Bedeutung der CLC-Chloridkanale in
unterschiedlichen Tiermodellen, die fiir die Indikation Herz-Kreislauf relevant sind, diskutiert.
Dann wird erortert, wie die veranderte Genexpression der CLC-Chloridkandle im
Niereninsuffizienz-Modell im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild stehen konnte. Welche
Rolle die veranderte Genexpression einiger Kalium- und Kalziumkanal-Untereinheiten im
Tiermodell fur die atriale Fibrillation bei den beobachteten pathophysiologischen und
elektrophysiologischen Veranderungen im Herzen spielt, ist Gegenstand der weiteren
Betrachtungen. SchlieBlich wird in einem Ausblick die Relevanz der in dieser Arbeit

gewonnenen Erkenntnisse fur zukinftige Forschungsprojekte erlautert.

4.1 Die CLC-Chloridkandéle und ihre mégliche Bedeutung fiir die
kardiovaskuldren Erkrankungen Bluthochdruck, kardiale
Hypertrophie und Herzinsuffizienz

Die in dieser Arbeit untersuchten Tiermodelle sind mehrfach beschrieben und umfassend
charakterisiert worden. Die funktionellen und strukturellen Verdnderungen im Herz-Kreislauf-
System dieser Modelle besitzen groRe Ahnlichkeiten mit den Verénderungen, die bei

Bluthochdruck, kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz des Menschen beobachtet werden.

Genexpression der CLC-Chloridkanale in SHR und SH-stroke-prone-Ratten

Das Ziel der Genprofilierungsstudien in der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob die
in Herz und Niere exprimierten CLC-Gene auf transkriptioneller Ebene unterschiedlich reguliert
werden. Der Grund hierfir ist die Annahme, dass eine erhohte oder eine verminderte
Genexpression zu der Pathologie dieser Erkrankungen beitragen konnte. Es ist denkbar, dass
die spezifisch in der Niere vorkommenden Kanale CLC-5, CLC-K1 und CLC-K2 bei der

Entstehung des Bluthochdruckes und der Nephropathie eine Rolle spielen.

Es konnten jedoch keine auffalligen Unterschiede in der mRNA-Expression der CLC-Gene in
den Organen der hypertensiven Ratten im Vergleich zu den Organen der normotensiven
Kontrolltiere nachgewiesen werden (siehe Abbildung 13 und Abbildung 16, auf den Seiten 57
und 60). Damit konnte gezeigt werden, dass die Genexpression der CLC-Gene bei diesen

Krankheitsbildern in den beiden Tiermodellen SHR und SHR-stroke-prone nicht verandert ist.

Genexpression der CLC-Chloridkanéle in salz-sensitive Dahl-Ratten

Die Chloridaufnahme in der Henleschen Schleife ist bei den salz-sensitiven Dahl-Ratten im

Gegensatz zu den salz-resistenten Dahl-Ratten bereits vor Eintritt der Hypertonie erhdht
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(Roman und Kaldunski, 1991; Kirchner, 1992). Diese gesteigerte Chloridresorption konnte die
Pradisposition dieser Tiere, nach einer salzreichen Diat Bluthochdruck zu entwickeln, erklaren.
Ubereinstimmend damit wurde eine leichter Anstieg der mRNA-Expression von CLC-K2 um
den Faktor 1,7 in der inneren Medulla von salz-sensitiven Dahl-Ratten im Vergleich zu salz-
resistenten Dahl-Ratten beschrieben (Castrop et al., 2000). AuRerdem verursachte die
salzhaltige Diat eine Abnahme der mRNA-Expression von CLC-K2 in der Medulla der beiden
Rattenstdmme um 40-50%, wodurch die urspriingliche Differenz in der CLC-K2-Expression
jedoch mehr oder weniger unbeeinflusst blieb. In unseren Versuchen konnten wir den
Unterschied in der CLC-K2-Expression zwischen den beiden Rattenstammen jedoch nicht
bestatigen. In unserer Studie wurde aber weder die mMRNA-Expression zwischen den beiden
Stdmmen unter normaler Diat verglichen, noch wurde zwischen den verschiedenen
Nierenabschnitten unterschieden. Stattdessen wurde die ganze Niere untersucht. Es ist
méglich, dass dadurch geringfiigige Anderungen in der Genexpression in einem bestimmten
Tubulusabschnitt unbemerkt blieben. Ob die beschriebenen geringfligigen Unterschiede in der
CLC-K2-Expression die Sensitivitat der salz-sensitiven Dahl-Ratten gegenulber der Salzdiat
erklaren kénnen, bleibt jedoch unklar. Auch fir die anderen CLC-Chloridkanale konnten keine
auffalligen Unterschiede in ihrer mRNA-Expression zwischen den salz-sensitiven Dahl-Ratten

und den salz-resistenten Dahl-Ratten nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18, Seite 62).

Genexpression der CLC-Chloridkanéle im Aortic-Banding-Modell

Nach dem Abklemmen der suprarenalen Aorta (Aortic-Banding) entwickeln die Ratten
ebenfalls Bluthochdruck und kardiale Hypertrophie. Fir die Hypertrophie charakteristische

biologische Marker sind bereits sechs Wochen nach der Operation sichtbar.

Das Aortic-Banding in der Ratte induziert einen auswartsrektifizierenden Chloridstrom in den
hypertrophierten ventrikularen Myozyten (Bénitah et al., 1997). Da es bei der Hypertrophie zu
einer Zunahme des Zellvolumens kommt, handelt es sich bei diesem Chloridstrom sehr
wahrscheinlich  um  schwellungs-sensitive  Chloridkanale, die ebenfalls auswarts-
gleichrichtende Stromeigenschaften zeigen. In den hypertrophierten Herzzellen ist die Dauer
des Aktionspotentials erhoht (Bénitah et al., 1997). Die Aktivierung eines Chloridstromes wiirde
aber eine schnellere Repolarisation der Zellmembran, und damit eine Verkirzung des
Aktionspotentials bewirken. Man nimmt deshalb an, dass Chloridkandle bei der kardialen
Hypertrophie einer ibermafigen Verlangerung der Aktionspotentialdauer entgegenwirken, und
damit mdglicherweise das Auftreten von Arrhythmien verhindern helfen. Der CLC-3-Kanal
wurde als mdogliches Kandidatengen fiir den schwellungs-sensitiven Chloridkanal betrachtet.
Um die molekulare Identitdt des unbekannten Chloridstromes aufzuklaren, wurde untersucht,

ob die Mitglieder der CLC-Chloridkanal-Familie in diesem Tiermodell transkriptionell
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hochreguliert sind. AuRer CLC-3 (Li et al., 2000) besitzt auch CLC-4 auswartsgleichrichtende
Stromeigenschaften (Friedrich et al., 1999). Es konnte allerdings fir keines der analysierten
CLC-Gene eine aufféllige Veranderung in der mRNA-Expression nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 20, Seite 64). Kirzlich konnte mit Hilfe der CLC-3 Knock-out-Maus eindeutig
nachgewiesen werden, dass der CLC-3 nicht der schwellungs-sensitive Chloridkanal ist
(Stobrawa et al., 2001). Es ist aus diesem Grund eher unwahrscheinlich, dass der bei kardialer
Hypertrophie induzierte Chloridstrom durch einen CLC-Chloridkanal vermittelt wird. Es ist
zudem moglich, dass die beobachtete Induktion dieser Chloridleitfahigkeit in den
hypertrophierten Myokardzellen nicht auf einer verstarkten Genaktivierung beruht, sondern

durch die Aktivierung eines bisher unbekannten Kanalproteins selber zustande kommt.

Genexpression der CLC-Chloridkanéle im Herzinsuffizienz-Modell

Das ventrikuldre Remodeling nach einem Myokardinfarkt ist eine der wichtigsten Ursachen fur
die chronische Herzinsuffizienz (Pfeffer et al.,, 1990). Mit Hilfe eines Rattenmodells (Pfeffer et
al., 1979; Goldman et al., 1995) sind die pathophysiologischen Mechanismen, die diesem
Prozess zugrunde liegen, untersucht worden. Die Herzinsuffizienz in diesem Rattenmodell ist
durch eine erhdhte Zuriickhaltung von Wasser charakterisiert, die sehr wahrscheinlich durch
eine Hochregulation der mRNA- und Protein-Expression des Wasserkanals Aquaporin-2 in den
Nieren verursacht wird (Xu et al., 1997). Der Anstieg der Expression des Wasserkanals wird
begleitet von einem Anstieg des Vasopressin-Plasmaspiegels. Da neben dem Aquaporin-2
Kanal auch CLC-K1 an der Konzentrierung des Urins beteiligt ist (Matsumura et al., 1999),
ware eine Veranderung in seiner Genexpression ebenfalls naheliegend. Es konnte aber keine
Anderung in der mRNA-Expression von CLC-K1 nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung
mit den an den anderen Tiermodellen erhaltenen Ergebnissen konnte auch in dem
insuffizienten Herz keine Anderung des Expressionsmusters fiir die verschiedenen CLC-Gene
gefunden werden (siehe Abbildung 22, Seite 68).

Bedeutung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Von einigen CLC-Chloridkanalen ist bekannt, dass sie auf der transkriptionellen Ebene stark
reguliert werden koénnen. So wird zum Beispiel CLC-1 wahrend der Reifung der
Skelettmuskulatur auf RNA-Ebene hochreguliert (Steinmeyer et al., 1991), und CLC-2 ist
wahrend der Reifung der Lunge herunterreguliert (Murray et al., 1995). Auflerdem wird die
mRNA-Expression von CLC-5 durch das Parathormon in der Nierenrinde hochreguliert (Silva
et al., 2000), und die MRNA-Expression von CLC-K1 wird durch Wasserentzug bei den Tieren
stark erhdht (Uchida et al, 1993; Vandewalle et al, 1997). Obwohl wir &hnliche
Analysemethoden wie in den erwahnten Arbeiten benutzt haben, konnten wir keine

Unterschiede in der mRNA-Expression der verschiedenen CLC-Gene in den finf untersuchten
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kardiovaskularen Tiermodellen beobachten. Es lasst sich zwar nicht ganz ausschlieRen, dass
geringe Unterschiede in der mRNA-Expression in unseren Untersuchungen nicht entdeckt
wurden, dennoch ist es eher unwahrscheinlich, dass solche geringen Veranderungen einen
bedeutenden Beitrag zu den schweren Krankheitsbildern der untersuchten Tiermodelle leisten

kénnten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die mRNA-Expression der CLC-Chlorid-
kanale in den untersuchten kardiovaskularen Tiermodellen nicht auffallig verandert wurde. Eine
ursachliche Beteiligung der CLC-Chloridkanale bei den untersuchten Erkrankungen ist deshalb
aufgrund dieser Resultate unwahrscheinlich. Die CLC-Chloridkanale scheinen daher auf den
ersten Blick nicht sehr vielversprechend als potentielle Zielgene bei der Behandlung von
Bluthochdruck, kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz zu sein. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass die CLC-Chloridkanale in bestimmten Geweberegionen eine
Rolle bei diesen Erkrankungen spielen, die in unseren Studien nicht analysiert wurden.
Aulerdem ist eine Regulation der Chloridkandle auf einer anderen Ebene, wie der Protein-
Expression, mdglich. Auch wenn die CLC-Chloridkanale bei den untersuchten Erkrankungen
vielleicht nicht direkt beteiligt sind, koénnte die pharmakologische Modulation der
Chloridkanalaktivitdt durchaus therapeutisch sinnvoll sein. So sind beispielsweise Diuretika
wichtige Bestandteile der medikamentosen Therapie bei der Herzinsuffizienz. Eine
pharmakologische Hemmung der CLC-K-Chloridkanale hatte aufgrund ihrer renalen

Funktionen sehr wahrscheinlich eine starke Natriurese und Diurese zur Folge.

4.2 Die CLC-Chloridkanéle und ihre mégliche Bedeutung fiir die
Niereninsuffizienz

In diesem Abschnitt wird die veranderte Genexpression der CLC-Chloridkanale in den Nieren
der Tiere mit Niereninsuffizienz erldutert. Auflerdem werden die Auswirkungen einer
medikamentdsen Behandlung der Tiere mit einer Substanz, welche bei der Niereninsuffizienz

wirksam ist, auf die Genexpression diskutiert.

4.21 Die Veranderung der Genexpression der CLC-Chloridkanile

Die Unterbrechung des renalen Blutflusses fiihrt zu akuter Ischamie und damit zu akutem
Nierenversagen. Die Diagnose des akuten Nierenversagens basiert auf dem Nachweis
erhéhter Serumkreatininwerte und einer Verminderung der glomeruldren Filtrationsrate. Da
das Nierenepithel stark in die Bewegung von Wasser und lonen involviert ist, sind viele der
daran beteiligten Transporter und lonenkandle im Rattenmodell der Niereninsuffizienz

untersucht worden, und fir die meisten wurde eine Reduktion der mRNA-Expression gezeigt.
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Trotz einer Verbesserung der glomerularen Filtrationsrate bleibt die mRNA- und Protein-
Expression vieler Transporter und lonenkandle weiterhin herabgesetzt. Dies kénnte zu der
gesteigerten Natrium-, Chlorid- und Wasserausscheidung wahrend der Erholungsphase nach
einem akuten Nierenversagen beitragen (Anderson und Schrier, 1988). Die Ursachen der
FlUssigkeits- und Elektrolytstérungen nach einer akuten tubuldren Nekrose kénnte neben der
Zerstorung von Gewebe also auch in einer komplexen Regulation von Transportsystemen
begriindet sein. Es lag deshalb nahe, auch die mRNA-Expression der in der Niere exprimierten
Mitglieder der CLC-Chloridkanal-Familie zu analysieren. In zwei unabhangigen Tierstudien
beobachteten wir eine Abnahme in der mRNA-Expression aller untersuchten CLC-Chlorid-
kanale. Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass die mRNA-Mengen in den ersten
32 Stunden nach dem operativen Eingriff am starksten vermindert waren, und nach 7 bzw.
14 Tagen wieder ihre Ausgangswerte erreichten. Die Ruckkehr der mRNA-Expressionswerte
zum Ausgangsniveau verlief parallel zu der Normalisierung der Kreatinin- und Harnstoffwerte
nach 7 bzw. 14 Tagen. Dies kdnnte also bedeuten, dass sich die mRNA-Expression der
CLC-Chloridkanale ahnlich verhalt wie der Zustand der Nieren, d. h. dass bei einer
Verbesserung der Nierenfunktion auch eine Erholung der mRNA-Expression auftritt. Oftmals
war zudem ein stérkerer Effekt in der Medulla als im Cortex der niereninsuffizienten Tiere zu
erkennen (siehe Abbildung 25, Abbildung 26, Abbildung 32, Abbildung 34 und Abbildung 36,
auf den Seiten 72, 73, 80, 83 und 86).

Wahrend die Funktionen fir die nierenspezifischen Chloridkandle CLC-5, CLC-K1 und CLC-K2
in der Niere inzwischen gut untersucht sind, trifft dies fur die anderen CLC-Chloridkanéle
bisher nicht zu. Der Chloridkanal CLC-5 spielt eine wichtige Rolle bei der Endozytose, die
deshalb in der Knock-out-Maus beeintrachtigt ist (Piwon et al., 2000; Wang et al., 2000). Er ist
im proximalen Tubulus zusammen mit der Protonen-ATPase in subapikalen Endosomen
lokalisiert. Im Sammelrohr kommt er zusammen mit der Protonen-ATPase in der apikalen
Membran von Saure-sezernierenden Zellen vor. Die positive Ladung, die wahrend der
Ansauerung durch die Protonen-ATPase entsteht, kann durch die von CLC-5 erzeugten
Chloridstréme neutralisiert werden. Auch NHE-3 und der Na-P-Kotransporter sind teilweise in
den endozytotischen Kompartimenten vorhanden (Biemesderfer et al., 1997; D Souza et al.,
1998; Murer et al., 1999). Fur diese Transporter wurde bereits eine Abnahme der mRNA- und
Protein-Expression im Niereninsuffizienz-Modell beschrieben (Wang et al., 1997a; Kwon et al.,
2000). In der fiur CLC-5-defizienten Maus ist die Zelloberflachenexpression dieser
Transportproteine ebenfalls vermindert (Piwon et al., 2000). Die Abnahme der Expression von
NHE-3 und des Na-P-Kotransporters in der Niereninsuffizienz kénnte also durch die

verringerte CLC-5-Genexpression verursacht sein.
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CLC-K1 ist im dunnen aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife fir den transepithelialen
Chlorid-Transport und damit flir die Konzentrierung des Urins verantwortlich (Uchida et al.,
1993; Vandewalle et al., 1997). Bei Funktionsverlust des CLC-K1-Chloridkanals kommt es in
der Maus zu einer verminderten Wasserresorption und damit zu einem erhdhten Harnvolumen
(Matsumara et al., 1999). Die Abnahme der CLC-K1-mRNA-Expression in unserem Tiermodell
kénnte an dem verringerten transepithelialen Chlorid-Transport und der damit verbundenen
erhoéhten Chlorid- und Wasserausscheidung beteiligt sein, die in der Erholungsphase nach

dem akuten Nierenversagen beobachtet wird (Anderson und Schrier, 1988).

Im dicken aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife wird die Natrium- und Chloridresorption
an der apikalen Membran vom Na*-K*-2CI-Kotransporter vermittelt. Kalium wird durch den
Kaliumkanal ROMK in der luminalen Membran zurlicktransportiert, wahrend Chlorid die Zelle
basolateral durch CLC-Kb/K2-Kanale verlasst. Mutationen in Genen des CLC-Kb, des
Na*-K*-2Cl-Kotransporters oder des Kaliumkanals ROMK verursachen beim Menschen das
Bartter-Syndrom (Simon et al, 1996a, 1996b und 1997). Es wurde bereits gezeigt, dass
sowohl die mRNA-Expression des Kaliumkanals ROMK (Gimelreich et al., 2001) als auch die
mRNA-Expression des Na"K*-2CI-Kotransporters (Wang et al., 1997b) in dem Tiermodell der
Niereninsuffizienz herabgesetzt ist. Somit passt auch die in unserer Studie beobachtete
Abnahme der CLC-K2-mRNA-Expression in das bisher bekannte Gesamtbild. Alle
Beobachtungen stimmen mit einer erhohten Ausscheidung von Wasser, Natrium- und

Chloridionen in der Erholungsphase nach dem akuten Nierenversagen Uberein.

Die funktionelle Bedeutung firr die anderen Chloridkanale, CLC-3, CLC-4, CLC-6 und CLC-7,
in der Niere ist bisher nicht bekannt. Vermutlich sind sie wie CLC-5 in unterschiedlichen
intrazellularen Kompartimenten lokalisiert und damit nicht direkt am transepithelialen Transport
beteiligt. Insgesamt kommt es bei der Niereninsuffizienz hauptsachlich zu einer Abnahme der
mMRNA-Expression flr lonenkanale und Transporter, und nur in seltenen Fallen kann auch eine
kurzzeitige Zunahme der mRNA-Expression erfolgen. Dies kénnte eine physiologische
Anpassung an die notwendige Senkung des ATP-Verbrauchs sein. Ein weiterer Grund fiir die
verminderte mRNA-Expression kdnnte auch die teilweise Zerstérung bzw. Nekrose von
Nierengewebe sein. So verursacht im Rattenmodell das langanhaltende Abklemmen der
abdominalen Aorta auch nach dem Offnen der Klemmen eine schlechte Wiederdurchblutung
des Cortex und der aufReren Medulla (Franklin et al., 1974; Mason et al., 1987). Daraus kann
ein medulléarer Infarkt resultieren, was die urspringlichen Schaden in diesem Modell noch
weiter verschlimmern wirde (Molitoris et al, 2000). Dies kénnte die zum Teil starker
verminderte mMRNA-Expression der CLC-Chloridkanale in der Medulla im Vergleich zum Cortex

erklaren.
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4.2.2 Einfluss der NHE-3-Hemmung auf die Genexpression der CLC-
Chloridkanale

Auf der Suche nach einer wirksamen Substanz zur Bekdmpfung des akuten Nierenversagens
wurde S3226 entwickelt, eine Substanz, die spezifisch NHE-3 blockiert (ICsq = 0,02 pmol/l fir
die menschliche Isoform, gemessen in vitro in Fibroblasten; Schwark et al., 1998). Die
Behandlung der niereninsuffizienten Tiere vor oder nach der Ischdmie mit S3226 verringerte
den Anstieg der Kreatininwerte und verbesserte die Uberlebensrate der Tiere (Hropot et al.,
1998 und im Druck). Die Halbwertszeit der Substanz betragt 30 min nach intravendser Gabe
von 10 mg/kg und eine pharmakokinetische Untersuchung ergab, dass nur 10% der Substanz
Uber die Nieren ausgeschieden werden und der grofite Teil von S3226 in der Leber
metabolisiert wird. Wie bereits beschrieben (Hropot et al., im Druck), wurden in unserem
Versuch 20 mg/kg zu Beginn der Reperfusion in die Schwanzvene appliziert. Anhand der
Kreatinin- und Harnstoffwerte wurde in unserer Studie kein Unterschied zwischen behandelten
und nicht behandelten Tieren sichtbar, was moglicherweise an der geringen Anzahl der Tiere
und dem gewahlten Zeitfenster der Messung lag. In den frilheren Untersuchungen wurde
gezeigt, dass die grofdten Effekte der Substanz auf die Kreatininspiegel erst zwei bis drei Tage
nach der Ischamie zu beobachten waren, und dass die Kreatininwerte nach einem Tag im

Vergleich zu den Kontrolltieren nur um ca. 10% reduziert waren.

Durch die Behandlung der Tiere mit S3226 sollte iberpruft werden, ob eine Verbesserung oder
Abschwachung der allgemeinen Symptome auch gleichzeitig eine geringere Abnahme oder
eine schnellere Ruckkehr zu den Ausgangswerten der mRNA-Expression der
CLC-Chloridkanale erreicht werden kann. Insgesamt konnte jedoch kein groRer Unterschied
zwischen den mit S3226 behandelten niereninsuffizienten Ratten und den mit Placebo
behandelten Tieren beobachtet werden. Bei der Auswertung der mRNA-Expression der
CLC-Chloridkanéle fiel aber auf, dass 8 Stunden nach der Ischamie die Werte der mRNA-
Expression von CLC-3, CLC-5, CLC-7 und CLCK2 in der Medulla der mit S3226 behandelten
Tiere im Vergleich zu den mit Placebo behandelten Tieren erhoht waren. Zur Bestatigung
dieser Befunde wurde zu diesem Zeitpunkt die Genexpression in Einzeltieren Uberpriift (siehe
Abbildung 37 und Abbildung 38, auf den Seiten 88 und 89). Das Resultat ergab, dass die
Gabe von S3226 zu diesem friihen Zeitpunkt nach dem akuten Nierenversagen wahrscheinlich
einen Einfluss auf die mRNA-Expression einiger CLC-Chloridkanale hatte. So wurde sowohl
bei CLC-3 als auch bei CLC-K2 eine signifikant hdhere mRNA-Expression in den mit S3226
behandelten Tieren im Vergleich zu den mit Placebo behandelten Tieren beobachtet. Im
Gegensatz dazu konnte fir CLC-5 und CLC-7 keine signifikante Steigerung der mRNA-
Expression erzielt werden, was aber sehr wahrscheinlich an den starken Schwankungen der

Einzeltier-Werte lag.
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Die erhaltenen Ergebnisse kdnnen deshalb nur als Hinweis darauf gedeutet werden, dass die
NHE-3-Hemmung eine positive Wirkung auf die Genexpression der CLC-Chloridkanéle hat.
Dies wurde wiederum bedeuten, dass die Expression einiger CLC-Chloridkanéle direkt mit
dem Ausmall der Niereninsuffizienz korreliert. Um diesen Zusammenhang noch klarer
aufzuzeigen, sollte in zukunftigen Studien eine hdhere Dosis oder ein potenterer NHE-3-
Inhibitor verwendet werden, damit deutlichere Effekte auf die mRNA-Expression der

CLC-Gene sichtbar werden.

4.3 Kalium- und Kalziumkanal-Untereinheiten und ihre Bedeutung
fiir die atriale Fibrillation

Das Vorhofflimmern fihrt zu einer Verklrzung des atrialen Aktionspotentials, zu einer
Veranderung der Aktionspotential-Morphologie mit Verlust der Plateauphase und zu
elektrophysiologischen und strukturellen Veranderungen. Wahrend dieses Remodeling auf
molekularer und zellularer Ebene bei der chronischen atrialen Fibrillation relativ gut untersucht
sind, ist Uber die Remodelingprozesse der friilhen Phase der Arrhythmie noch sehr wenig
bekannt. In dem folgenden Abschnitt werden friihe Auswirkungen auf die mRNA-Expression
einiger kardialer Kalium- und Kalziumkanal-Untereinheiten in einem neuen Kaninchenmodell
fur atriale Fibrillation erdrtert. AuBerdem wird der Zusammenhang zwischen diesen
gefundenen Verénderungen und den entsprechenden Anderungen der Kalium- und

Kalziumstréme diskutiert.

4.3.1 Die Genexpression der Kaliumkanal-Untereinheiten

Die meisten der bisher beschriecbenen mRNA-Expressionsstudien wurden an Patienten mit
langanhaltendem Vorhofflimmern (Lai et al, 1999a; Grammer et al., 2000a; Brundel et al.,
2001a; Brundel et al, 2001b) oder in verschiedenen Tiermodellen nach langerer schneller
Stimulation der Vorhofe durchgefiihrt, wie zum Beispiel beim Hund nach 7- oder 42-tagiger
Stimulation (Yue et al., 1999), bei der Ziege nach 2-monatiger Stimulation (Van der Velden et
al., 2000) oder bei der Ratte nach 2- bis 8-stlindiger Stimulationsdauer (Yamashita et al.,
2000). Im hier verwendeten Kaninchen-Tiermodell wurde die mRNA-Expression der
Kaliumkanal-Untereinheiten erstmals in dem frihen Zeitraum von 6 Stunden bis 4 Tagen
untersucht, um die Prozesse zu untersuchen, die beim friihen elektrischen Remodeling eine
Rolle spielen (siehe Abbildung 42, Seite 97).

In den Versuchen wurde eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression von Kv4.3 und
Kv1.4 im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich. Die mMRNA-Expression von Kv4.3 war nach

12-stlindiger Stimulationsdauer um ca. 20% vermindert. Fir Kv1.4 wurde eine 40%-ige

112



Diskussion

Verminderung der Genexpression bereits nach 6 Stunden nachgewiesen. Die ebenfalls
analysierte Kv4.2 Kaliumkanal-Untereinheit blieb hingegen unverandert. Damit wurde die
bereits zuvor beim Patienten und in verschiedenen Tiermodellen (Yue et al., 1999; Grammer et
al., 2000a; Yamashita et al., 2000; Brundel et al., 2001a und 2001b) beobachtete Abnahme
der mRNA-Expression fir Kv4.3 im neuen Kaninchenmodell bestatigt. Das Ausmal} der
gefundenen Reduktion der Genexpression im Kaninchenherz stimmte mit dem von Brundel
und Mitarbeitern (Brundel et al., 2001a) beim Patienten beschriebenen Wert uberein. In
anderen Studien, die auch bei Patienten mit chronischem Vorhofflimmern (Abnahme um 61%;
Grammer et al., 2000a), beim Hund nach Stimulationsdauer von 42 Tagen (Abnahme um 74%;
Yue et al., 1999) und bei der Ratte nach einer kurzen Stimulation von 8 Stunden (Abnahme um
ca. 50%; Yamashita et al., 2000) erfolgten, war die Abnahme der Kv4.3 Genexpression aber

noch starker ausgepragt.

Fir Kv4.2 wurde in unserer Studie, entsprechend der im Ziegenmodell gefundenen Resultate
(Van der Velden et al., 2000), keine veranderte Genexpression nachgewiesen. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu einer verringerten Kv4.2-mRNA-Expression in der Ratte
(Yamashita et al., 2000). Auch die im Menschen und in der Ratte beschriebene unveranderte
mMRNA-Expression von Kv1.4 (Grammer et al, 2000a; Yamashita et al., 2000) konnte in
unserer Studie nicht bestatigt werden. Im Gegensatz dazu wurde eine Abnahme der Kv1.4-

mMRNA-Expression im Kaninchenherz beobachtet.

Die zum Teil gegensétzlichen Beobachtungen bezlglich der mRNA-Expression der Kv4.3-,
Kv4.2- und Kv1.4-Kaliumkanale in derselben Spezies bzw. in verschiedenen Spezies lassen
sich einerseits durch eine individuelle Variabilitat, andererseits durch eine unterschiedliche
molekulare Zusammensetzung des kardialen l,-Kaliumkanals in verschiedenen Spezies
erklaren. So ist die Kaliumkanal-Untereinheit Kv4.3 sowohl im Menschen als auch im
Kaninchen und in der Ratte sehr stark im Herz exprimiert (Serodio et al., 1996; Dixon et al.,
1996; Wang et al., 1999) und gilt im Menschen als die Hauptkomponente fiir den kardialen
l,-Kaliumkanal. In Ubereinstimmung damit ist die mRNA-Expression von Kv4.3 auch in allen
drei Spezies bei atrialer Fibrillation vermindert. Kv4.2 wird hingegen vor allem eine Bedeutung
fur den I, in der Ratte zugesprochen (Barry et al., 1995; Dixon und McKinnon, 1994), was eine
verringerte MRNA-Expression in der Ratte im Gegensatz zum Patienten oder zum Kaninchen
erklart. Die Kaliumkanal-Untereinheit Kv1.4 spielt im Kaninchen eine wesentliche Rolle beim
l,-Strom (Wang et al., 1999), wodurch sich auch die Abnahme der mRNA-Expression von
Kv1.4 in unserem Kaninchenmodell erklaren lasst, wahrend seine Expression beim Patienten
oder im Rattenmodell nicht verandert ist (Grammer et al., 2000a; Yamashita et al., 2000). Die

beim Menschen und in den Tiermodellen fur Vorhofflimmern gefundenen Genprofile stimmen
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also sehr gut mit der allgemeinen Annahme Uberein, dass beim Menschen der Kv4.3, in der
Ratte Kv4.3 und Kv4.2, und im Kaninchen Kv1.4, Kv4.2 und Kv4.3 an der Bildung des
l,-Stromes beteiligt sind. Die gemeinsame Beteiligung von Kv1.4 und Kv4.3 erklart auch die
starke Abnahme des l,,-Stromes im Kaninchenherzen um 50%, wahrend die Genexpression
beider Kanéle zu einem geringeren Prozentsatz vermindert ist. Das Ausmalf} der gefundenen
Stromreduktion in den Herzzellen des Kaninchens stimmt sehr gut mit der an Herzzellen von
Patienten gefundenen Abnahme uberein (Van Wagoner et al., 1997; Bosch et al., 1999). Diese
Resultate deuten daraufhin, dass die Kaliumkanalgene Kv4.3 und Kv1.4 bei den frihen

Prozessen des elektrischen Remodelings bei Vorhofflimmern eine wichtige Rolle spielen.

Fur die Kaliumkanal-Untereinheit Kv1.5 wurde im Kaninchen ebenfalls eine signifikante
Abnahme der mRNA-Expression um ca. 50% bereits nach einer Stimulationsdauer von
12 Stunden beobachtet (siehe Abbildung 44, Seite 100). Dies bestatigt bereits veroffentlichte
Expressionsstudien mit RNA aus Patienten (Abnahme um ca. 40%; Lai et al., 1999a) und aus
der Ziege (Abnahme um 45%; Van der Velden et al., 2000). AuRerdem gibt es
Untersuchungen, in denen entweder keine Veranderung oder sogar eine Zunahme in der
Kv1.5-Genexpression (Grammer et al., 2000a; Yamashita et al, 2000) sowie auch der
l~Stromdichte (Van Wagoner et al., 1997; Yue et al., 1997; Bosch et al., 1999; Brundel et al.,
2001a) gefunden wurden. Es ist bislang noch nicht gelungen, den l,,-Strom im Kaninchenherz
nachzuweisen, weshalb seine mdgliche physiologische Funktion vollig unklar ist. Die mRNA
von Kv1.5 ist aber im Kaninchenherz exprimiert und wie hier gezeigt bei der atrialen Fibrillation
auch stark herunterreguliert. Dies kann als starker Hinweis auf die Beteiligung von Kv1.5 beim
Aktionspotential des Kaninchenherzens und beim frilhen elektrischen Remodeling beim

Vorhofflimmern gewertet werden.

4.3.2 Die Genexpression der Kalziumkanal-Untereinheiten

Veranderungen des L-Typ-Kalziumstromes Ic,. haben einen groen Einfluss auf die
Aktionspotentialdauer und die Frequenzadaptation der Repolarisation (Li und Nattel, 1997).
Die Stromdichte des I, ist bei Vorhofflimmern stark vermindert, was zu einer Verringerung
des Kalziumeinstromes in die Zelle und zu einer Verkirzung der Aktionspotentialdauer fihrt..
In den bisher verdffentlichten Untersuchungen zur Genexpression der Kalziumkanal-
Untereinheiten wurde RNA aus Patienten mit permanentem oder anfallsartig auftretendem
Vorhofflimmern verwendet (Brundel ef al., 1999 und 2001a; Lai et al., 1999b; Van Gelder et al.,
1999; Grammer et al., 2000b und 2001). Als Tiermodelle wurden Hunde, die fir 7 bzw. 42
Tage stimuliert wurden (Yue et al., 1999), oder Ziegen mit chronischer atrialer Fibrillation (Van

der Velden et al., 2000) untersucht. In unserer Studie am Rapid-Pacing-Kaninchenmodell
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wurde die mRNA-Expression der Kalziumkanal-Untereinheiten alpha1 und alpha2 sowie von
CaB2a, CaB2b und CaB3 untersucht (siehe Abbildung 46 und Abbildung 47, auf den Seiten
102 und 103).

Hierbei wurde eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression der wichtigen porenbildenden
alpha1-Untereinheit um 40-50% nach einer Stimulationsdauer von 24 Stunden bzw. 4 Tagen
beobachtet. Die mMRNA-Expressionswerte der Kalziumkanal-Untereinheit alpha2 waren nicht
verandert. Die B-Untereinheiten CaB2a und CaB2b, bei denen es sich um zwei
SpleiRvarianten handelt, und die Untereinheit CaB3 zeigten ebenfalls eine signifikante
Abnahme der mRNA-Expression. Die mRNA-Menge von CaB2a war nach 12 Stunden
signifikant um 45-55%, die von CaB2b bereits nach 6 Stunden signifikant um ca. 30% und die
von CaB3 um ca. 20% vermindert. Die verringerte Genexpression von alpha1 war aufgrund
ahnlicher und bereits publizierter Daten zu erwarten, die durch unsere Ergebnisse nochmals
bestatigt wurden. So war die mRNA-Expression der Kalziumkanal-Untereinheit a;. beim
Patienten je nach Dauer und Art des Vorhofflimmerns um 15-60% (Brundel et al., 1999 und
2001a; Lai et al, 1999b; Van Gelder et al., 1999; Grammer et al., 2000b und 2001), im
Hundemodell um 60-70% (Yue et al., 1999) und im Ziegenmodell um ca. 30% reduziert. Zur
Genexpression der alpha2-Untereinheit gibt es zwei widersprichliche Ergebnisse. Zum einen
wurde eine Abnahme der mRNA-Expression der humanen a,/6;-Untereinheit um ca. 31%
(Grammer et al., 2001), zum anderen aber eine unveranderte mRNA-Expression (Grammer et

al., 2000b) beschrieben. Letzteres Ergebnis entspricht unseren Befunden.

Die mRNA-Expression der {-Kalziumkanal-Untereinheiten ist bisher nur in Studien an
Patienten beschrieben worden. Hierbei wurde eine Abnahme der mRNA-Expression fir die
Untereinheiten B, und ., die auch zwei Spleilvarianten darstellen, um ca. 78% gezeigt,
wahrend die Untereinheit B, unverdndert war (Grammer et al., 2000b und 2001). Eine
Reduktion des Proteingehaltes vervollstandigt das Bild und weist auf eine deutlich geringere
Anzahl an funktionellen Kanalen in der Zellmembran hin (Brundel et al, 1999 und 2001a).
Beim Vergleich der Genexpressionsdaten der Kalziumkanal-Untereinheiten alpha1, CaB2a,
CaB2b und CaB3 mit den Daten der Stromdichtemessungen des I¢,, im Kaninchen, ergibt sich
ein paralleler zeitlicher Verlauf (siehe Abbildung 48, Seite 104). Die fast vollstdndige Hemmung
des kardialen Ic, -Stromes in unserem Kaninchenmodell |&sst sich durch die Abnahme der
Genexpression aller Kalziumkanal-Untereinheiten, insbesondere aber der der porenbildenden

alpha1-Untereinheit erklaren.
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4.4 Ausblick

Aufgrund ihrer Beteiligung an wichtigen Prozessen von Herz und Niere, wie der Erregbarkeit
des Herzens, der Regulation des Zellvolumens oder dem transepithelialen Transport von
lonen, stellen lonenkanale wichtige Zielmolekile fir die Behandlung von Erkrankungen des
Herz-Kreislauf-Systems dar. Ein experimenteller Ansatz, um eine mogliche Beteiligung von
Genen an diesen Erkrankungen nachzuweisen, ist die Profilierung der Genexpressions-muster
im krankhaft veranderten Gewebe mit dem Ziel, hochregulierte oder herunterregulierte Gene
zu identifizieren. Diese konnten entweder ursachlich an der Entstehung der Erkrankungen oder

bei der Auspragung der Symptome malfigeblich beteiligt sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal Genprofilierungen einer ganzen
lonenkanalfamilie durchgefuhrt. Alle Mitglieder der CLC-Chloridkanal-Familie, die im Herzen
oder in der Niere exprimiert sind, wurden in finf Tiermodellen fir die Indikationen Hypertonie,
kardiale Hypertrophie oder Herzinsuffizienz untersucht. Es konnten allerdings keine auffalligen
Veranderungen der mRNA-Expression dieser Chloridkanalgene nachgewiesen werden. Dies
muss jedoch nicht unbedingt bedeuten, dass CLC-Chloridkandle keine geeigneten
Zielmolekile fur die Behandlung dieser Erkrankungen darstellen. Mit der Analyse der
Genexpressionsmuster werden nur quantitative Anderungen der mRNA, das heilt die
Regulation auf der Ebene der Transkription erfasst. Eine Regulation kann jedoch genauso
wahrscheinlich auf der posttranslationalen Ebene erfolgen. Quantitative Veranderungen der
lonenkanalproteine werden mit der verwendeten Methodik nicht erfasst. Es ware deshalb
notwendig, in zukinftigen Untersuchungen nach méglichen Anderungen in den
Chloridkanalproteinen zu schauen. Hierfiir waren aber fiir die einzelnen Chloridkanalproteine
spezifische Antikdrper notwendig, die derzeit jedoch noch nicht allgemein zur Verfliigung

stehen.

Im Tiermodell fur die Niereninsuffzienz wurde dagegen eine starke Abnahme der mRNA-
Expression fur alle CLC-Chloridkanale gezeigt. Inwiefern diese Abnahme mit dem allgemeinen
Schweregrad der Niereninsuffizienz korreliert oder die Folge einer komplexen Regulation von
vielen lonenkanalen und Transportern in der Niere ist, ist bisher nicht bekannt. Erste Befunde
nach Behandlung der niereninsuffizienten Tiere mit einem NHE-3-Inhibitor deuteten an, dass
bei einer verbesserten Nierenfunktion die Abnahme der mRNA-Expression bestimmter
CLC-Gene schwacher ausgepragt ist. Es ist deshalb lohnenswert, diesen mdglichen
Zusammenhang in Zukunft noch detaillierter zu untersuchen. Die Beobachtung, dass das
NHE-3-Gen selbst bei akutem Nierenversagen in seiner Expression reduziert ist, und dass die
pharmakologische Hemmung der NHE-3-Aktivitdt trotzdem noch einen therapeutischen

Nutzen aufweist (Hropot et al., 1998 und im Druck), lasst die Mdglichkeit zu, dass auch die
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Inhibition von Chloridkanalen bei dieser Krankheit eine guinstige Auswirkung haben kénnte. Es
wird interessant sein, in zukulnftigen Untersuchungen zu sehen, ob spezifische Chloridkanal-

Inhibitoren bei der Niereninsuffizienz ein therapeutisches Potential besitzen.

Mit Hilfe des neu etablierten Kaninchenmodells fur die atriale Fibrillation konnte erstmals der
frihe Verlauf der mRNA-Expression verschiedener Kalium- und Kalziumkanal-Untereinheiten
beim Vorhoffimmern analysiert werden. Hierbei wurde eine rasche und signifikante Abnahme
der Expression verschiedener Kalium- und Kalziumkanalgene nachgewiesen, die die
gleichzeitig beobachtete Abnahme des Kaliumstromes |, und des L-Typ-Kalziumstromes Ig,,
erklaren kann. Dadurch wird die Annahme unterstitzt, dass diese lonenkanéale eine wichtige
Rolle bei den frihen elektrischen Veranderungen in den Herzvorhdfen spielen, die fir die

Aufrechterhaltung des Vorhofflimmerns wichtig sind.

Die gleichzeitige elektrophysiologische und molekularbiologische Charakterisierung dieses
Vorhoffimmermodells konnte somit bereits interessante neue Befunde zu dem elektrischen
Remodelingprozess im Herzen liefern, die sehr wahrscheinlich auch auf das Vorhofflimmern
beim Menschen ubertragbar sind. Das etablierte Kaninchen-Pacing-Modell kénnte deshalb ein
fur die menschliche atriale Fibrillation relevantes Tiermodell darstellen. Die Analyse weiterer,
fur die Erregbarkeit des Herzens wichtiger lonenkanale sollte helfen, die Mechanismen des
elektrischen Remodelings auf molekularer Ebene in Zukunft noch besser zu verstehen. Dies

konnte letztlich auch zur Entwicklung neuer Therapieansatze fihren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die mdgliche Regulation verschiedener lonenkanalgene bei
Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit Hilfe von Northern Blots, der semiquantitativen RT-PCR-
Technik und zum Teil durch elektrophysiologische Untersuchungen analysiert. Ziel war es,
solche Gene zu identifizieren, deren mMRNA-Spiegel hochreguliert oder herunterreguliert
waren, da diese moglicherweise eine wichtige Rolle bei den kardiovaskularen Erkrankungen
spielen kénnten. Diese Untersuchungen sollten zu einem besseren Verstandnis der renalen
und kardialen Funktion dieser lonenkanale und der Pathogenese der untersuchten
Krankheiten beitragen, aber auch helfen, neue Kandidatengene fir diese Krankheiten zu
identifizieren. Es wurden insgesamt funf Tiermodelle mit Hypertonie, kardialer Hypertrophie,

Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz und Vorhofflimmern untersucht.

Ein Schwerpunkt dieser Untersuchungen waren die CLC-Chloridkanéle, deren kardiovaskulére
Funktionen noch wenig untersucht sind. Die Genprofile der Chloridkanale CLC-2, CLC-3,
CLC-4, CLC-5, CLC-6 und CLC-7 sowie CLC-K1 und CLC-K2 wurden in den Herzen und
Nieren der folgenden Tiermodelle analysiert: (1) In spontan hypertensiven Ratten (SHR) und
(2) in SH-stroke-prone-Ratten, die eine genetisch bedingte Hypertonie und Herzhypertrophie
entwickeln. (3) In salz-sensitiven Dahl-Ratten, die Hypertonie und Herzhypertrophie erst nach
einer salzhaltigen Diat, und (4) in Aortic-Banding-Ratten, die nach einem operativen Eingriff
Bluthochdruck und kardiale Hypertrophie entwickeln. (5) Schliellich wurde noch ein
Rattenmodell untersucht, in dem durch die Ligatur der Koronararterie ein Herzinfarkt induziert
wurde, der letztlich zur Herzinsuffizienz fuhrte. In keinem dieser Tiermodelle wurde jedoch eine
auffallige Veranderung in der mRNA-Expression der acht untersuchten CLC-Chloridkanale in

den erkrankten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet.

Die CLC-Chloridkanale wurden ferner in einem Niereninsuffizienz-Modell untersucht, bei dem
in Ratten durch Abklemmen der renalen Arterien und Venen ein akutes Nierenversagen und
letztlich eine Niereninsuffizienz hervorgerufen wurde. In diesem Tiermodell war bereits eine
Herunterregulation vieler anderer lonenkanale und Transporter beschrieben worden. In zwei
unabhangigen Tierstudien wurde eine unterschiedlich starke Abnahme der mRNA-Expression
fir die einzelnen CLC-Chloridkandle beobachtet. In einer weiteren Studie konnte die
Behandlung von niereninsuffizienten Ratten mit einem bei Niereninsuffizienz wirksamen
Inhibitor des NHE-3-Transports das AusmaR der Reduktion einzelner CLC-Gene
abschwachen. Weitere Studien mit héheren Dosen oder potenteren Substanzen sind

notwendig, um diese vorlaufigen Befunde zu bestatigen.
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Zusammenfassung

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der kardialen
lonenkanaldichten bei einem neuen Kaninchenmodell fiir Vorhofflimmern, die in
Zusammenarbeit mit der Universitatsklinik Tlbingen durchgefiihrt wurde. Das Vorhofflimmern
ist eine sehr haufige Herzerkrankung bei alteren Menschen, und anhand dieses Tiermodells
sollten vor allem frilhe Prozesse des elektrischen Remodelings, das fur das Auftreten und die
Aufrechterhaltung des Vorhofflimmerns von Bedeutung ist, untersucht werden. Mit Hilfe der
semiquantitativen RT-PCR-Analyse konnte in diesem Tiermodell erstmals eine Reduktion der
mRNA fiir die Kaliumkanalgene Kv1.4, Kv4.3 und Kv1.5 sowie fiir die Kalziumkanalgene
alpha1, CaB2a, CaB2b und CaB3 im frihem Stadium des Vorhoffimmerns nachgewiesen
werden. Diese Befunde konnten die Resultate von Patch-Clamp-Messungen erklaren, die
gleichzeitig an der Universitat Tubingen an isolierten Vorhofzellen durchgefiihrt wurden. In
diesen Studien wurde in Ubereinstimmung mit den erzielten mRNA-Daten eine Abnahme des
l,-Kaliumstromes und des Ic, -Kalziumstromes nachgewiesen. Mit diesen Untersuchungen
konnten friihere Resultate, die auch an Patienten mit chronischem Vorhofflimmern erhoben
wurden, bestatigt werden. Die gefundene Regulation zeigt, dass diese lonenkanalgene eine
wichtige Rolle bei dem frihen elektrischen Remodeling spielen und dass das Rapid-Pacing-

Kaninchenmodell ein geeignetes Tiermodell fur das Vorhoffimmern beim Menschen ist.
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