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Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen in Folge einer Atherosklerose sind die héaufigste
Todesursache weltweit und daher aus medizinischen, sozialen und 6konomischen Aspekten
wichtig. Die Atherogenese ist noch immer nicht vollstindig verstanden. Es wird von einer
chronisch-inflammatorischen Erkrankung ausgegangen, die iiber Lipidablagerungen unter
Einfluss des zelluldiren Immunsystems mit Bildung von GefaBBwand-Plaques einhergeht.
Kalium ist das quantitativ wichtigste Kation des Intrazellularraums. Neben einer Senkung
des Blutdrucks werden ihm auch direkte gefdBprotektive, anti-oxidative Effekte
zugeschrieben. Ein ApoE-defizientes Mausmodell wurde in dieser Arbeit iiber sechs Wochen
mit sich im Kaliumgehalt unterscheidenden Diéten gefiittert, um den Einfluss von Kalium
auf Atherosklerose und myokardiale Fibrose zur untersuchen. Eine Gruppe erhielt eine
niedrig-Kalium- (0%), eine zweite eine normal-Kalium- (0,5%) und eine dritte eine hoch-
Kalium-Diét (5%). Bluthochdruck als weiterer Risikofaktor wurde durch eine permanente
Infusion von Angiotensin II (500ng/kg/min) ausgeschaltet. Die Aorten der Méuse wurden
auf atherosklerotische Plaques, der Urin hinsichtlich Kalium-, Natrium- und
Aldosteronsekretion und die Herzen auf eine Expression profibrotischer Proteine analysiert.
Zusitzlich  erfolgten kardiale MRT-Untersuchungen zwecks Bestimmungen der
Dimensionen und Ejektionsfraktion. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Kalium-arme
Erndhrung am Mausmodell zu einer signifikant gesteigerten Atherosklerose und zu einem
dilatierten linken Ventrikel bzw. zur geringeren myokardialen Hypertrophie bei hoch
signifikant erhohter Expression von ANP im Herzen fiihrte. Bei Kalium-reicher Didt kam es
hingegen zu einer tendenziell geringeren Expression kardialer Fibrosemarker. AuBBerdem
war bei diesen Méusen die Aldosteron-, Kalium- und Natriumexkretion im Urin erhéht. Da
der Blutdruck in den Versuchsgruppen gleich war, wird eine erhdhte Aldosteronsynthese im
Sinne einer Gegenregulation auf die durch die Erndhrung herbeigefiihrte Hyperkalidmie als
Ursache postuliert.

Die hier erhobenen Daten weisen darauf hin, dass eine kaliumarme Diit bei hypertensiven,
hypercholesterinimen Méusen blutdruckunabhéngig zu einem Progress der Atherosklerose
und Herzfibrose fiihrt. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind nach aktuellem Stand

noch weitestgehend unbekannt und stellen ein vielversprechenden Forschungsansatz dar.



Summary

Atherosclerotic cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide and
therefore of medical, social and economic interest. The pathogenesis of atherosclerosis is
still not fully understood. It is assumed to be a chronic inflammatory disease that — under
the influence of the cellular immune system — involves the development of vascular wall
plaques. Potassium is the quantitatively most important cation of the intracellular space. In
addition to lowering blood pressure, it is also attributed direct vascular protective, anti-
oxidative effects. In this study an ApoE-deficient mouse model was fed diets for six weeks
differing in potassium concentration to investigate the influence of potassium on
atherosclerosis and myocardial fibrosis. One group received a low-potassium (0%), a
second a normal-potassium (0,5%) and a third a high-potassium diet (5%). Blood pressure
— as influencing factor — was switched off by infusion of a high dose of angiotensin II
(500ng/kg/min). The aortas of the mice were analyzed for atherosclerotic plaques, the urine
for potassium, sodium and aldosterone secretion and the hearts for expression of
profibrotic proteins. In addition, cardiac MRI examinations were performed to determine
the dimensions and ejection fraction. The results showed that a potassium-poor diet in the
mouse model led to a significantly increased atherosclerosis and to a dilated left ventricle
or to a lower myocardial hypertrophy including a significantly increased expression of
ANP in the heart. In contrast, a potassium-rich diet resulted in a tendency towards lower
expression of cardiac fibrosis markers. In addition, these mice excreted significantly more
aldosterone and potassium whereby an increased aldosterone synthesis — while measuring
equal blood pressure levels in all three groups — was postulated as a counter-regulator to
hyperkalemia with measurable effect in the urine. The high-potassium group also showed a
significant increase in natriuresis.

The data collected here indicate that a potassium-poor diet in hypertensive,
hypercholesterolemic mice leads to a blood pressure-independent progression of
atherosclerosis and cardiac fibrosis. According to the current state of knowledge the
underlying mechanisms are still largely unknown and represent a promising research

approach.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung kardiovaskularer Erkrankungen

Obwohl in den letzten Jahrzehnten ein deutlicher Riickgang an Todesfdllen in Verbindung
mit atherosklerotisch-bedingten, kardiovaskuldaren Erkrankungen (ASCVD, atherosclerotic
cardiovascular diseases) verzeichnet werden konnte, bleiben diese — noch vor
Krebserkrankungen — die haufigste Todesursache weltweit. Exemplarisch sei auf die
»cardiovascular disease statistics ** verwiesen, in der die European Society of Cardiology
dies flir ihre Mitgliedsstaaten belegt. Hauptverantwortlich sind ischdmische
Herzerkrankungen und Schlaganfille [1]. Es wird erwartet, dass die durch ASCVD
verursachten Kosten fiir das Gesundheitssystem allein in den Vereinigten Staaten von
Amerika von 318 Milliarden im Jahr 2015 auf 749 Milliarden im Jahr 2035 steigen werden
[2]. Vor diesem Okonomischen, sozialen und politischen Hintergrund erklirt sich das
Interesse der Politik, Wirtschaft und Wissenschaft fiir die Behandlung und besonders die

Pravention kardiovaskuldrer Erkrankungen.

1.2 Pathophysiologie der Atherosklerose

Die wichtigsten pathophysiologischen und genetischen Komponenten, die bei der
Entstehung atherosklerotischer Erkrankungen eine Rolle spielen, sind bis dato noch nicht
vollstindig verstanden [3]. Atherosklerose ist eine sich in aller Regel iiber Jahrzehnte
entwickelnde, chronisch inflammatorische Erkrankung, die mit Lipidablagerungen und
Bildung fibrotischer Plaques in den Wénden des arteriellen Gefd3systems einhergeht. Eine
Dyslipiddmie sowie Storungen in den die Immunantwort steuernden Signalwegen sind
hierbei von essenzieller Bedeutung [3, 4]. Die in diesem Zusammenhang bedeutendsten
Lipoproteine im Fettstoffwechsel sind das high-density lipoprotein (HDL) und das low-
density lipoprotein (LDL). Die Hauptaufgabe der HDL-Partikel ist der Cholesterin-
Riicktransport aus den peripheren Zellen durch das Blut hin zur Leber. Dort finden die
weitere Verstoffwechselung und Ausscheidung statt. In der Literatur spricht man vom
»~major antiatherogenic effect of HDL* [5, 6]. LDL-Molekiile transportieren Lipide durch
das Blut hin zu den peripheren Zellen und tragen somit hauptsiachlich zur Akkumulation von
Fettzellen in den GefidBwédnden bei. Erhohte LDL-Konzentrationen im Blut sorgen zu
Beginn der Atherogenese fiir eine gesteigerte Permeabilitit des GefaBBendothels fiir LDL-
Cholesterin, welches oxidiert und damit zu proinflammatorischen Partikeln modifiziert wird

[7]. Diese werden phagozytiert und dann Schaumzellen genannt. Dafiir verantwortlich sind
1



zum Grofteil motile Makrophagen als Vertreter des zelluldren Immunsystems. Durch
Anlagerung der Schaumzellen an das GefiaBBendothel und die glatte GefaBmuskulatur formt
sich ein sogenannter fatty streak als Friihform der atherosklerotischen Plaque. Da die
Makrophagenmobilitdt nach Phagozytose der LDL-Partikel reduziert ist, halten sie die
lokale Inflammation aufrecht [8]. Sie produzieren reaktive Sauerstoffspezies und
proinflammatorische Molekiile wie beispielsweise TNFa und aktivieren T-Zellen unter
anderem durch Antigenprisentation iiber MHC-Klasse II-Molekiile [9]. Sowohl CDA4-
positive T-Helferzellen als auch zytotoxische CD8-positive T-Zellen sind bekanntermallen
bei der Ausbildung der Arteriosklerose beteiligt [10, 11]. In der fortschreitenden
Atherogenese kommt es dann auf komplexe Weise zur weiteren Proliferation glatter
Muskelzellen sowie Ausbildung eines Lipidkerns. Eine fibrose Kappe stabilisiert zunéchst
die wachsende Lasion. Durch die zunehmende Grofle der Plaqueformation aufgrund des
stetig groBenprogredienten Lipidkerns steigt der Druck auf die bindegewebige Kappe, die
letztendlich einreiflt (sogenannte Plaqueruptur) und in Verbindung mit dem Arterienlumen
zur Gerinnung bzw. Thrombusbildung fiihrt [12]. Eine mogliche klinische Prasentation ist

der akute Myokardinfarkt.

—_— _—
4% o
GefiRendothel Schaumzellen Lipidkern Fibrése Kappe mit Thrombus
Gesundes Gefal3 Phagozytose der LDL- Beginnend Stenosierende, teils
Partikel durch stenosierende Plaque kalzifizierte, rupturierte
Makrophagen: mit Lipidkern Plaque mit Lipidkern,
Bildung des fatty streak fibroser Kappe und

Thrombushildung

Abb. 1: Schematische Entstehung der Atherosklerose

Dargestellt wird schematisch die Entstehung der Atherosklerose. Erhohte LDL-Konzentrationen im Blut sorgen fiir eine
gesteigerte Permeabilitidt des GefdB3endothels fiir LDL-Cholesterin, welches oxidiert und damit zu proinflammatorischen
Partikeln modifiziert wird. Diese werden phagozytiert und dann Schaumzellen genannt. Durch Anlagerung der
Schaumzellen an das Gefalendothel und die glatte GefaBmuskulatur formt sich ein sogenannter fatty streak. Im Laufe der
Zeit kommt es dann zur weiteren Proliferation glatter Muskelzellen sowie Ausbildung eines Lipidkerns. Eine fibrose Kappe
stabilisiert zundchst die wachsende Lésion. Durch zunehmende GroBe der Plaqueformation aufgrund des stetig
grofenprogredienten Lipidkerns steigt der Druck auf die bindegewebige Kappe; es kommt letztendlich zur Plaqueruptur
und in Verbindung mit dem Arterienlumen zur Gerinnung bzw. Thrombusbildung.



1.3 Bluthochdruck — Risikofaktor flur Atherosklerose und therapeutische

Ansatze

Die arterielle Hypertonie — durch die European Society of Cardiology und European Society
of Hypertension definiert als Messwerte oberhalb 140mmHg (systolisch) beziehungsweise
iber 90mmHg (diastolisch) — gilt neben der Hypercholesterindimie als der wichtigste
Risikofaktor fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen [13, 14]. Fiir die Mehrheit der
an arterieller Hypertonie leidenden Menschen, ndmlich 90%, findet sich keine auslosende
Erkrankung; man spricht von einer priméren oder essenziellen arteriellen Hypertonieform.
In fiinf bis zehn Prozent der Fille ist eine Grunderkrankung eruierbar, die fiir die erhdhten
Blutdruckwerte verantwortlich zu machen ist und in der Regel kausal therapiert werden
kann. An erster Stelle sind dabei endokrine Ursachen, vorrangig der Hyperaldosteronismus,
aber auch die Hyperthyreose, ein Hypercortisolismus und das Phdochromozytom zu nennen
[15]. Daneben zdhlen zu den Entititen dieser sogenannten sekunddren Hypertonie das
(obstruktive) Schlafapnoesyndrom, die Aortenisthmusstenose, renoparenchymatse sowie
renovaskuldre Erkrankungen. Die Genese der hédufigen, essenziellen arteriellen Hypertonie
ist noch nicht vollstindig geklart, wird aber im Allgemeinen als multifaktoriell angesehen.
Begilinstigende Faktoren sind unter anderem eine hohe Kochsalzzufuhr, Adipositas,
Dyslipidédmie, Insulinresistenz und Nikotinabusus [13, 16].

Die Mechanismen fiir die atherogene Wirkung des erhéhten Blutdrucks sind auf zelluldrer
Ebene zu suchen. Arterielle Hypertonie fithrt zur vermehrten Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine [17]. In der Folge werden GefdBwand-stindige Enzyme —
u.a. die reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
die Xanthinoxidase und die endothelial nitric oxide (NO) synthase — aktiviert, die reaktive
Sauerstoffspezies produzieren [18]. Der infolgedessen vermehrte oxidative Stress fiihrt zu
einer verringerten NO-Produktion im Endothel und damit zu einer gestorten Vasorelaxation
mit endothelialer Dysfunktion. Zusdtzlich kommt es zur unkontrollierten Zellproliferation,
Apoptose-Neigung und gesteigerten Zellpermeabilitdt [19]. Die geschilderten, atherogenen
Prozesse fiihren wiederum selbst zu einer weiteren Blutdrucksteigerung — und damit zur
Ausbildung eines circulus vitiosus [17].

Die ausgeldste endotheliale Dysfunktion kann jedes Organ betreffen [20]. Neben einer
Makro- und Mikroangiopathie der Koronararterien ist als kardiale Folgeerscheinung die
hypertensive Kardiomyopathie zu nennen. Die anhaltende Druckbelastung im Sinne einer
linksventrikuldren Nachlasterhohung fiihrt zu einer zundchst konzentrischen, spiter auch

exzentrischen Myokardhypertrophie. Die klinische Herzinsuffizienz wird durch eine
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diastolische, linksventrikuldre Dysfunktion geprdgt. Im meist fortgeschrittenen Stadium
kann auch eine systolische Dysfunktion beobachtet werden [21]. Andere, klinisch relevante
Folgen unzureichend behandelter, arterieller Hypertonie sind Aortenaneurysmata und -
dissektionen, zerebrale Mikroangiopathien und Schlaganfille sowie hypertensive Nephro-
und Retinopathien [22-25]. Es scheint unter dem Eindruck der zahlreichen und schweren,
kardiovaskuldren Folgeerkrankungen also umso erstaunlicher, dass nicht einmal die Hilfte
aller medikamentdés Behandelten einen adéquat kontrollierten arteriellen Blutdruck
aufweisen [26-28].

Vor dem Einsatz pharmakologischer Substanzen steht in der leitliniengerechten
Bluthochdrucktherapie eine sogenannte Lifestyle-Modifikation [29]. Dazu gehort
kurzgefasst eine Reduktion der Kochsalz-, Zucker- und Alkoholzufuhr sowie eine
gesteigerte Aufnahme von ungesittigten Fettsduren, Obst und Gemiise. Diese Mallnahmen,
die auch in der sogenannten, kaliumreichen Dietary Approaches to Stop Hypertension
(DASH)-diet zur Anwendung kommen, sind bei konsequenter Anwendung geeignet, den
Blutdruck bei Hypertonikern zu senken und wirken bei Gesunden praventiv hinsichtlich der
Entstehung einer arteriellen Hypertonie [30, 31]. Neben addquater Erndhrung spielt die
Nikotinkarenz, die Regulierung des eventuell erhohten Korpergewichts und eine
regelmifige, moderate aerobe Belastung eine grof3e Rolle.

Die zweite Sdule der Behandlung der arteriellen Hypertonie stellt eine adédquate
medikamentdse Therapie dar. RoutinemdBig werden fiinf Substanzklassen eingesetzt,
iiblicherweise direkt als mindestens zweifache Kombinationstherapie [29]. Darunter
befinden sich ACE-Hemmer, Angiotensin-Il  Rezeptorblocker, = Betablocker,
Calciumkanalblocker und Thiaziddiuretika. Die Empfehlung fult auf der nachgewiesenen
Blutdrucksenkung sowie Reduktion kardiovaskulérer Ereignisse.

In den letzten Jahren konnten diverse Studien eine blutdrucksenkende Wirkung durch
erhohte Kaliumaufnahme zeigen [32-34]. Eine Empfehlung zur Kaliumsubstitution der

entsprechenden Fachgesellschaften gibt es bis dato allerdings noch nicht.

1.4 Kalium: Aufgabe und Wirkung

Kalium (K") ist das quantitativ wichtigste osmotisch wirksame Kation des

Intrazellularraumes und somit fiir die Regulation des Zellvolumens von essenzieller
Bedeutung. Die Gesamtkaliummenge des menschlichen Korpers liegt bei 40 bis 50 mmol/kg

Korpergewicht. Davon befinden sich ca. 98% im Intrazellularraum. Die intrazellulédre



Kaliumkonzentration divergiert geringgradig zwischen den verschiedenen Zellarten, liegt
jedoch im Mittel bei etwa 140 mmol/l [35].

Das amerikanische Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine empfiehlt —
entsprechend der DASH-diet — eine tédgliche Kaliumaufnahme von 4700mg [36]. Die
Empfehlung der deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung e.V. ist vergleichbar und betrigt
zwischen 3550 und 4700mg [37]. Trotzdem werden diese Mengen in der Regel nicht
erreicht. Im Durchschnitt nimmt ein Amerikaner 2591 + 9 mg am Tag zu sich. Die
Diskrepanz zwischen empfohlener und aufgenommener Kaliummenge wurde bereits 2016
durch die Dietary Guidelines for Americans beschrieben [38].

Die Niere ist aufgrund ihrer Regulation der Kaliumabgabe und -riickresorption das
entscheidende Organ fiir eine Kaliumhomdostase im menschlichen Koérper . K™ wird
zundchst frei vom Glomerulum filtriert, anschlieBend allerdings zu etwa 90 Prozent
zuriickresorbiert. Im proximalen Tubulus erfolgt 65% der Riickresorption, wobei diese vor
allem passiv via solvent drag stattfindet. Fiir diese parazellulire Resorption wirkt das
lumenpositive Potenzial der Tubulussfliissigkeit unterstiitzend (Abb. 2.a). Die 25% des
Kaliums, die im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife riickresorbiert werden, werden
groBtenteils mittels des sekundir aktiven Na'-K*-2Cl-Kotransport transportiert. Die apikal
gelegenen Renal Outer Medullary Potassium channels (ROMK) sorgen dafiir, dass K™ von
der Zelle zuriick ins Lumen gelangen kann. Die Sicherstellung einer ausreichenden Menge
von K" im Lumen hélt die Funktion des Na'™-K'-2Cl Kotransport aufrecht. Der
beschriebene K*-shift iiber die ROMK baut einen lumenpositven Spannungsgradienten auf,
der treibende Kraft fiir einen passive, parazellulire K*-Reabsorption ist [39] (Abb. 2.b).
Die renale K'-Sekretion in den Verbindungstubuli und Sammelrohren ist von der externen
Zufuhr und vor allem Aldosteron-abhéngig. Aldosteron reguliert den Kaliumhaushalt, indem
es indirekt iber die Natriumresorption die Sekretion von K steuert. Die Aldosteronsekretion
aus der Nebennierenrinde wiederum wird durch Angiotensin II (Angll) oder durch Anstieg
der Kaliumkonzentration im Blut stimuliert. Erhohte Kaliumspiegel fiihren also zur
gesteigerten Aldosteron-Ausschiittung. Konsekutiv wird die Aktivitit der Natrium-Kalium-
ATPase und damit die Kaliumsekretionsrate in den Sammelrohren erhoht [40]. Bei normaler
Erndhrung werden etwa zehn Prozent des filtrierten Kaliums mit dem Urin ausgeschieden

[39] (Abb. 3.c).
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Abb. 2.a: Mechanismen der Kaliumriickresorption im proximalen Tubulus

65 Prozent der Kaliumriickresorption finden im proximalen Tubulus statt, primdr parazelluldr: Die aktive Na*-
Riickresorption fordert die parazelluldre Wasserriickresorption und somit via solvent drag-Mechanismus die K*-
Riickresorption. In den distalen Anteilen des proximalen Tubulus wird das Tubuluslumen zunehmend elektropositiv, auch
dies fordert die parazelluldre Diffusion. Die durch die Na*-K*-ATPase entstehende, intrazelluldre K*-Aufnahme wird durch
einen K*-Ausstrom iiber K*-Kanile beziehungsweise K*-Cl-Transporter an der basolateralen Membran ausgeglichen.
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3 Na*
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Abb. 2.b: Mechanismen der Kaliumriickresorption im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife

Die basolaterale Na+-K+-ATPase erzeugt ein relatives, intrazelluldres Na+-Defizit. Dieser Na+-Gradient treibt den apikal
gelegenen Na+-K+-2Cl--Kotransporter im Sinne eines sekundér aktiven Transportes an. Das so in die Zelle gelangende
Kalium kann basolateral passiv durch K+-Kanile und K+-Cl--Kanile ausstrdmen. Uber ROMK kann K+ von der Zelle
zuriick ins Lumen gelangen. So wird eine ausreichende Menge von K+ im Lumen sichergestellt, um den Na+-K+-2Cl--
Kotransport aufrecht zu erhalten.
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Abb. 2.c: Mechanismen der aldosteronabhéngigen Kaliumsekretion und Natriumresorption
im Verbindungstubulus und Sammelrohr

Aldosteronabhéngig wird die Aktivitit der basolateralen Na*-K*-ATPase gesteigert und somit aktiv K* aus dem Blut in die
Zelle transportiert. Die dadurch intrazelluldr erhohte K*-Konzentration stellt die treibende Kraft fiir einen K*-Ausstrom
iiber aldosteronabhéngig eingebaute ROMK in das Tubuluslumen dar. Der durch die gesteigerte Na*-K*-ATPase-Aktivitét
erzeugte relative Mangel an Na® in der Zelle sorgt fiir einen Na'-Einstrom aus dem Lumen iiber ebenfalls
aldosteronabhéngig eingebaute epitheliale Natriumkanéle (ENaC).

Bei K'-Aufnahme iiber die Nahrung wird ein wesentlicher Teil des Elektrolyts zunéchst in
den Intrazellularraum tiberfiihrt. Die im Extrazellularraum verbliebenen K*-Mengen werden
wie oben beschreiben iiber die Nieren ausgeschieden. Vor allem in der Leber und Muskulatur
stimuliert das durch die Nahrungsaufnahme vermehrt freigesetzte Insulin die Na'-K'-
ATPase-Aktivitit. Dies sorgt fiir eine vermehrte K'-Aufnahme in den genannten Organen
und wirkt damit einer Uberflutung des Extrazellularraumes mit K* entgegen. Lisst die
Insulinwirkung nach, wird K™ wieder zuriick nach extrazelluldr verbracht und tber die
Nieren ausgeschieden [41].

Stérungen des Kaliumhaushaltes konnen vielfiltige Griinde haben. Einer Hypokalidmie —
definiert mit einem Serumkaliumlevel < 3,5mmol/l — kann neben einer verminderten Zufuhr
unter anderem auch massive Fehlerndhrung (beispielsweise bei Anorexia nervosa),
verstirkte Verluste iiber den Gastro-Intestinal-Trakt bei Diarrhoen oder eine gesteigerte
renale  Ausscheidung (zum Beispiel bei  Hyperaldosteronismus, genetischen
Salzverlustsyndromen oder Diuretikagebrauch) zu Grunde liegen [42, 43]. Hyperkalidmien
(K" >5,5mmol/l) konnen sich bei Niereninsuffizienz, Hypoaldosteronismus,
Gewebeverletzungen, Himolyse und ausgeprédgten Azidosen entwickeln [44]. Potenzielle

Folgen ausgepriagter Hypo- und Hyperkalidgmien sind lebensgefdhrlichen Stoérungen
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verschiedener Organsysteme mit hoher Morbiditit und Mortalitdt. Von besonderer klinischer
Bedeutung sind dabei ventrikuldre Herzrhythmusstdrungen [45].

In den letzten Jahren wurden mehrere positive Effekte einer Kaliumsupplementation
herausgearbeitet. Neal et al. konnten zeigen, dass der Austausch von reinem Speisesalz durch
ein kaliumhaltiges Substituat (25% Kaliumchlorid, 75% Natriumchlorid) in einer
hypertonen Population positive Effekte auf das Auftreten kardiovaskulérer Ereignisse hatte
[46]. Als Ursache dafiir wird postuliert, dass eine kaliumreiche Erndhrung und Benutzung
eines Speisesalzersatzes zu einer signifikanten Blutdrucksenkung fiihrt [47]. Chang et al.
konnten zeigen, dass die Verwendung von mit Kalium angereichertem Speisesalz im
Gegensatz zu herkommlichem Speisesalz einen positiven Effekt auf kardiovaskulér bedingte
Mortalitét bei vietnamesischen Veteranen zu haben scheint. Die Arbeitsgruppe fiihrte dies —
neben einer leicht reduzierten Natriumaufnahme — vor allem auf eine deutlich erhdhte
Supplementation von Kalium zuriick [48]. Das gleiche Thema aufgreifend demonstrierten
Aburto et al. in ihrer Metaanalyse, dass eine gesteigerte orale Kaliumaufnahme nicht nur den
systolischen Blutdruck bei Hypertonikern senkt, sondern auch mit einem erniedrigten
Risiko, einen Schlaganfall zu erleiden, assoziiert ist [49]. Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass unterschiedliche Kaliumdidten die arterielle Kalzifikation und Steifigkeit
modulieren [50].

Als ein entscheidender Mechanismus fiir die blutdrucksenkende Wirkung einer
kaliumreichen Didt wird die durch Kalium gesteigerte, renale Natriumexkretion mit
konsekutiv gesteigerter Diurese angesehen [51]. Dies fiihrt iiber die mit dem Volumenverlust
verbundenen Vorlastsenkung zur Blutdrucksenkung [52]. Wesentlich daran beteiligt ist der
Natrium-Chlorid-Kotransporter (NCC) im distalen Konvolut des Glomerulums. Er
vermittelt die Riickresorption von Natrium und Chlorid aus dem distalen Nierentubulus.
Kalium wiederum inaktiviert den NCC und verhindert dessen Einbau, sodass vermehrt
Natrium im Tubuluslumen verbleibt und die Natriumexkretion in der Niere gesteigert wird
[51].

Zusétzlich dazu spielen auch direkte, gefdBBprotektive Effekte eine Rolle. Eine hohe
Kaliumkonzentration mindert in Endothelzellen und Makrophagen die Bildung
zytotoxischer, freier Radikale und fiihrt in der Folge zu einer verminderten Neointima-
Proliferation, wihrend eine kaliumarme Didt zu einer vermehrten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies fiihrt [53-55]. Auerdem hemmt eine mit Kalium angereicherte Diit die
Thrombozytenaggregation und beeinflusst dadurch die rheologischen Eigenschaften des

Blutes positiv [56].



1.5 Propagierte Hypothese/Ziele der Arbeit

Vor dem Hintergrund der oben beschriebenen, positiven Effekte von Kalium ergab sich
daraus die Frage, welche Auswirkung eine kaliumarme bzw. -reiche Erndhrung auf die
Gefallschidigung und die Aldosteronsekretion im hypertensiven, hypercholesterinimen
Mausmodell hat. Der Autor der Arbeit geht dabei davon aus, dass die gefaBBprotektiven
Eigenschaften von Kalium sichtbar werden. Die folgenden Hypothesen wurden daher
aufgestellt und sollten untersucht werden: kaliumreiche Erndhrung ist bei Méusen mit
ausgepriagtem kardiovaskuldrem Risiko — unabhéngig vom Blutdruck — mit geringerer
aortaler Atherosklerose und kardialer Fibrose assoziiert; kaliumarme Erndhrung ist im

Gegensatz dazu mit einer vermehrten Atherosklerose und Fibrosebildung assoziiert.



2 Methodik

2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden sechs bis acht Wochen alte Apolipoprotein E knock-out (ApoE-/-)
Maiuse verwendet, die auf einen C57BL/6 Stamm zuriickgehen und mindestens 10-mal
zuriickgekreuzt wurden. Diese hypercholesterindmen Tiere neigen zu vaskuldren, pro-
inflammatorischen und im speziellen pro-atherosklerotischen Prozessen.

Die Experimente wurden mit Genehmigung des Landesamtes flir Natur-, Umwelt- und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen und unter Beriicksichtigung der Richtlinie
2010/63/EU des Europidischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010
zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere durchgefiihrt.

Vor Beginn der Experimente absolvierte der Autor dieser Promotionsarbeit einen von der
Federation of European Labarotory Animal Science Associations (FELASA) zertifizierten
Kurs erfolgreich (FELASA certificate ID: F048/16 # 0382). Die Méuse wurden in der
Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitdt geziichtet und unter artgerechten
Bedingungen gehalten (Tierversuchsantrag G301/18). Sie erhielten Wasser und Futter ad
libitum. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug 12 Stunden.

2.2 Versuchsablauf

2.2.1 Allgemeiner Versuchsablauf und Futter

Zu Beginn wurden die oben beschriebenen Méuse in drei Gruppen aufgeteilt. Sie erhielten
iiber den Versuchszeitraum von insgesamt 42 Tagen Futter, das sich lediglich im
Kaliumgehalt unterschied. Der ersten Gruppe wurde eine niedrig-Kalium-Diit (0%), der
zweiten eine normal-Kalium-Diédt (0,5%) und der dritten eine hoch-Kalium-Didt (5%)

gefiittert. Das Experiment wurde in vier Zyklen durchgefiihrt.
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Kalium < 0,05% als KCI

Inhaltsstoffe | % Zusatzstoffe | Pro kg
Rohprotein 17,6 | Vitamin A 15 L.E.
Rohfett 5,1 | Vitamin D3 1,5 LLE.
Rohfaser 5,0 | Vitamin E 150mg
Rohasche 2,6 | Vitamin K3 20mg
Zucker 11,1 | Vitamin C 30mg

Kupfer 12mg

Kalium 0,5% als KCI

Inhaltsstoffe | % Zusatzstoffe | Pro kg
Rohprotein 17,6 | Vitamin A 15 L.E.
Rohfett 5,1 | Vitamin D3 1,5 LLE.
Rohfaser 5,0 | Vitamin E 150mg
Rohasche 3,5 | Vitamin K3 20mg
Zucker 11,1 | Vitamin C 30mg

Kupfer 12mg

Kalium 5% als KCI

Inhaltsstoffe | % Zusatzstoffe | Pro kg
Rohprotein 17,6 | Vitamin A 15 L.LE.
Rohfett 5,1 | Vitamin D3 1,5 LLE.
Rohfaser 5,0 | Vitamin E 150mg
Rohasche 11,8 | Vitamin K3 20mg
Zucker 11,1 | Vitamin C 30mg

Kupfer 12mg

Tabelle 1.1-1.3: Zusammensetzung des Mausfutters (sniff Spezialdiaten, Soest,
Deutschland)

Das Futter der Versuchsgruppen unterschied sich nur im Anteil von Rohasche (Anteil anorganischer Stoffe) — genauer im
Kaliumgehalt.

Nach 14-tdgiger Behandlung mit der Kaliumdiét erfolgte die Implantation einer osmotischen

Minipumpe, gefiillt mit Angll, um eine arterielle Hypertonie zu induzieren. Die Dosierung
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des Angll betrug 500ng/kg/min. An Tag 42 wurden die Tiere geopfert und im Anschluss
Blut, Aorta und Herz entnommen. Bei den Versuchstieren aus Zyklus drei und vier wurden
zusdtzlich zu geschildertem Versuchsaufbau 27 Tage nach Implantation der Pumpe eine

kardiale Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefiihrt.

Lo
Start Angiotensin Il Entnahme:
Kaliumdiat 500 ng/kg/min Herz & Aorta

% T apoE- 0 % KCI O
" R

% T apoE- 0,5 % KClI Kardio-

ko MRT
5% KCI
14 Tage 27 Tage 1 Tag
v v > —

Abb. 3: Versuchsablauf

Hypercholesterinime ApoE”- Miuse wurden in drei Gruppen eingeteilt; eine Gruppe erhielt {iber insgesamt 42 Tage
eine Kalium-freie Diit, die zweite eine Diédt mit 0,5% Kaliumchloridgehalt und die dritte eine Hochkalium- Diét mit 5%
Kaliumchloridgehalt. Nach 14 Tagen wurden allen Mausen eine Ang II-Minipumpe zur Induktion eines arteriellen
Hypertonus implantiert. Nach weiteren 27 Tagen wurde (im Zyklus drei und vier des Experiments) eine kardiale MRT
durchgefiihrt. Ein Tag spéter, also nach kumulativ 42 Tagen Didt, wurden die Méause geopfert und das Blut, das Herz
und die Aorta zwecks weiterer Untersuchungen entnommen.

2.2.2 Praparation und Implantation der osmotischen Minipumpen

Die Ang II-Lésung wurde mittels 0,9% -Natriumchloridlésung (NaCl) so verdiinnt, dass die
osmotischen Minipumpen Angll in einer Konzentration von 500ng/kg/min freisetzen. Da
bei einer Grof3zahl der Mduse am Versuchstag 41 eine kardiale Magnetresonanztomographie
geplant wurde, wurden die Metallspitzen der Pumpe durch Polyetheretherketonspitzen
ersetzt. Um Gerinnungsprozesse (clotting) an der Pumpenspitze zu verhindern, die zu einer
diskontinuierlichen Freisetzung von Angll fithren kdnnten, wurden die Spitzen vorab mit
einer Losung aus 1-prozentigem Humanserumalbumin und Calcium- und Magnesiumfreien
phosphat buffer solution (PBS) getrinkt. Zur Gewéhrleistung der vollstindigen Fiillung der
Minipumpen wurden die Minipumpen vor und nach Einfiillung der Ang II- Ldsung
gewogen. Die priparierten Minipumpen wurden im Anschluss fiir zwolf Stunden in NaCl-
Losung bei 37°C aufbewahrt, um eine unmittelbare Ang I1- Freisetzung nach subkutaner
Implantation in die Maus sicher zu stellen.

Fiir die Implantation der osmotischen Minipumpen wurden die Miduse sediert. Als

Standardsedativum wurde 1,5% Isofluran, alternativ eine Kombination aus intraperitoneal
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appliziertem Ketamin (100mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (Smg/kg Korpergewicht)
verwendet. Um eine Schédigung der Netz- und Hornhaut der Tiere durch Austrocknung zu
verhindern, wurde eine Dexpanthenol-Augencreme aufgetragen. Nach Rasur des
Nackenfells wurde die darunter liegende Haut inzidiert und die Minipumpe subkutan
implantiert. AnschlieBend wurde der Schnitt mit Einzelknopfnéhten verschlossen. Eine
addquate postoperative Analgesie wurde iiber eine subkutane Injektion von 0,02pg

Buprenorphin pro Maus sichergestellt.

2.2.3 Kardiale MRT

In dieser Arbeit wurden kardiale Wasserstoffkern (1H) -MRT ein Tag vor Opferung der
Versuchstiere durchgefiihrt, um Aussagen iiber die Pumpleistung und Gestalt der
Maiuseherzen nach fast sechswochiger Kaliumdiit treffen zu kdnnen.

Die MRT-Messungen wurden mittels 400 MHz Bruker AVANCE III Widebore NMR-
Spektrometer durchgefiihrt; eine Feldstirke von 9.4 Tesla wurde verwendet. Der Autor
dieser Arbeit nahm das Microimagingsystem Mini 0.5 in Kombination mit einer 30mm-
birdcage-Resonatorspule zu Hilfe, um ortsaufgeldste Messungen ausfiihren zu kdnnen.
Wiéhrend der Untersuchung wurden die Mause mittels des volatilen Hypnotikums Isofluran
sediert: In der Narkoseeinleitung wurde 2,5-prozentiges Isofluran verwendet, wéhrend zur
Aufrechterhaltung der Sedierung 1,5-prozentiges Isofluran verwendet wurde. Derart sediert
wurden die Tiere mittels Halterungsvorrichtung im Probenkopf fixiert, ehe der Probenkopf
samt Maus vertikal im Magneten angebracht wurde. Wéhrend der gesamten Untersuchung
wurden die Vitalparameter der Tiere mittels EKG und am Riicken angebrachter
Drucksensoren zwecks Atmungsiiberwachung gemonitort. Um ein Auskiihlen der
Versuchstiere zu verhindern, wurde die Temperatur im Spektrometer auf 36°C voreingestellt.
Kardiale und durch Bewegung bei der Atmung verursachte Artefakte wurden moglichst
gering gehalten, indem die Aufnahme der Bilder auf die QRS-Komplexe sowie die
Ausatemphase synchronisiert wurde.

Die Aufnahme der MRT-Bilder sowie die Bestimmung der untersuchten Parameter erfolgte
wie bereits durch Frau Borg in ihrer Dissertation ,,Die Rolle der Ekto-5 -Nukleotidase
(CD73) bei der Entziindungsreaktion nach Herzinfarkt in der Maus* beschrieben [57]. Im
Folgenden sei die Methodik in Kiirze noch einmal zusammengefasst: Zundchst wurden eine
Ubersichtsaufnahme und ein orthogonaler Scan durchgefiihrt zwecks Lokalisierung des
Herzens. Dann wurde das gesamte Herz mittels 6 Kurzachsenschnitten mit einer

Schichtdicke von Imm dargestellt; hierzu verwendet wurde eine respirationsgetriggerte
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cine-FLASH (Fast Low Angle Shot)-Sequenz (Field Of View (FOV) von 3x3 c¢cm?, Matrix
128x128 nach Zerofilling 256x256). Fiir einen Herzzyklus wurden 15 Bilder pro Schicht
aufgenommen; Systole und Diastole waren so klar voneinander abgrenzbar. Zur genauen
Positionierung der Kurzachsenschnitte wurde noch ein Langsachsenschnitt durch den Apex
gelegt.

Die MRT-Bilder wurden mit der Software Paravision ausgewertet: Die endokardialen
Flachen des linken Ventrikels (LV) wurden planimetrisch bestimmt, indem die Umrisse des
Endokards in der Endsystole und -diastole in allen Kurzachsenschnitten markiert wurde. Das
Volumen eines jeden Kurzachsenschnittes konnte so durch die Multiplikation mit der
Schichtdicke von 1 mm berechnet werden. Addiert man nun die Volumina aller Schichten in
der Systole, so erhélt man das endsystolische Volumen (ESV); addiert man die Volumina
aller Schichten in der Diastole erhilt man das enddiastolische Volumen (EDV). Aus diesen
Parametern lassen sich weitere ableiten:

Die Ejektionsfraktion (EF) als MaB fiir die linkskardiale Funktion setzt sich aus ESV und

EDV zusammen und wird mit folgender Formel beschrieben:

EDV — ESV

EF:( EDV

)*100

Aus dem enddiastolischen Gesamtvolumen des linken Ventrikels (Vges) — definiert als
Volumen der Kammer sowie der Wand des linken Ventrikels — und dem EDV ldsst sich mit

Hilfe folgender Formel die LVM bestimmen:
LVM = (Vges — EDV) * 1,05

Zur Bestimmung von Vges wurden die Umrisse des Epikards in der Enddiastole
gekennzeichnet. Jene Fldche wiederum wurde mit der Schichtdicke multipliziert.
AnschlieBend wurden die so bestimmten Teilvolumina zu Vges addiert.

AulBerdem wurde zu den Zeitpunkten der Endsystole und -diastole noch die endsystolischen
(SWT, systolic wall thickness) und enddiastolischen Wanddicken (DWT, diastolic wall
thickness) — definiert als Strecke zwischen Epi- und Endokard — bestimmt.

2.2.4 Blutdruckmessungen
Der systolische Blutdruck der Miuse wurde non-invasiv mittels tai/-cuff-Plethysmographie

gemessen. Dabei wurden die Tiere eine Woche vor Versuchsbeginn tdglich an die Messungen
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des Plethysmographen gewohnt, um stressbedingt falsch-hohe Blutdruck-Werte zu
vermeiden.
Wihrend des Versuches erfolgten dreimal pro Woche je zehn Blutdruckmessungen.

Anschlieend wurden Mittelwerte aus allen Messungen berechnet.

2.2.5 Euthanasie und Organentnahme

Die Méuse wurden an Tag 42 erneut — wie bei Pumpenimplantation — mittels Ketamin und
Xylazin sediert und das Korpergewicht sowie die Lénge der linken Tibia ermittelt.
AnschlieBend wurden die Tiere euthanasiert. Dafiir erfolgte eine Dislokation des
Occipitalgelenks mit Durchtrennung des Riickenmarks und direkter anschlieBender
Kaniilierung der linken Herzkammer und Gewinnung des gesamten Blutvolumens.

Das GefdBsystem wurde dann mit in PBS verdiinntem Heparin (100U/ml) gespiilt. Nach
Eroffnung des Peritoneums wurde die Aorta aufgesucht und sowohl im abdominellen wie
thorakalen Anteil von der Wirbelsdule gelost. Die Aorta wurde proximal oberhalb der
Aortenklappenebene und distal auf Hohe der Bifurkation abgesetzt, perivaskulires
Fettgewebe wurde entfernt und das Gefdll dann den unten beschriebenen Untersuchungen
zugefiihrt. Das Herz wurde entnommen, gewogen und in RNAlater® aufbewahrt. Danach
wurden die osmotischen Minipumpen explantiert und die Versuchstiere zur Eindscherung in

die Tierversuchsanstalt zuriickgebracht.

2.2.6 Blutgasanalyse
Zwecks Bestimmung des Serumkaliumgehalts wurde das entnommene Blut (Volumen 1ml

pro Maus) mittels Blutgasanalyse analysiert.

2.2.7 Aorta: Oil Red O-Farbung

Eine Oil Red O (ORO)-Losung, die — wie von der Arbeitsgruppe Stegbauer gezeigt [58] —
gezielt atherosklerotische Plaques anfdarbt, wurde hergestellt, indem 0,4g ORO-powder in
80ml Methanol geldst wurde. Zur Herstellung der ORO-Firbungslosung wurde diese
Losung dann mit 1 M Natriumhydroxid im Verhéltnis 7:2 gemischt.

Die entnommenen Aorten wurden dann mittels ORO gefarbt. Dafiir wurden die Gefil3e liber
Nacht in 4% Paraformaldehyd (PFA) bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Adventitia
abprépariert. Die Aorten wurden dann bei Raumtemperatur fiir fiinf Minuten in 78%

Methanol, dann fiir 90 Minuten in der ORO-Firbungsldsung und zum Schluss erneut fiir 10
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Minuten in 78% Methanol inkubiert. AnschlieBend wurden die Aorten erneut in PBS
aufbewahrt.

Zur visuellen Darstellung der intraluminalen atherosklerotischen Plaques wurden die Aorten
langs aufgeschnitten, mittels Metallpins fixiert und durch ein Mikroskop mit Hilfe einer
digitalen Kamera fotografiert.

Zur Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques wurden die gefdrbten Flachen im
Programm I/mageJ in Pixeln ausgemessen und ins Verhéltnis zur Gesamtfliche der Aorta
gesetzt. In dieser Arbeit wurden der relative Anteil an Atherosklerose sowohl im
Aortenbogen, definiert bis drei Millimeter kaudal der Arteria subclavia sinistra, als auch in

der gesamten thorako-abdominellen Aorta untersucht.

2.2.8 Herz: mRNA-Quantifizierung und Auswertung durch real-time PCR
(qPCR)

Reinigung der mRNA

Um die relative Menge exprimierter mRNA im Herzgewebe zu messen, wurden real-time
PCR-Messungen vorgenommen. Dafiir wurde die RNA geméll Herstellerangabe mittels
RNeasy® plus mini kit von QiAgen isoliert. Kurz gefasst wurden folgende Schritte
abgearbeitet: das Gewebe wurde in buffer-RLT-Losung mit 10% B-Mercaptoethanol
verbracht, flir 30-40 Sekunden verkleinert und danach fiir drei Minuten zentrifugiert (21.000
G). Genomische DNA (gDNA) wurde mithilfe einer genomic DNA eleminator column aus
dem Uberstand entfernt. Das Eluent wurde mit 70% Ethanol vermischt und dann in einer
RNA-Trennsédule zentrifugiert (8.000 G). Das so entstandene Eluent wurde verworfen und
die Trennsdule zweimal mit 350ul RW1 buffer gewaschen, um Verunreinigungen zu
entfernen. Um sicher zu gehen, dass die genomische DNA vollstindig zerstort wurde, wurde
die mit DNAse-Enzym versetzte Trennséule {iber 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach erfolgten zwei Waschvorginge mit 500ul RPE buffer, um wiederum
Verunreinigungen mit Salz zu beheben. Die iibrige Fliissigkeit wurde durch zweimalige
Zentrifugation mit maximaler Geschwindigkeit entfernt. Danach wurde 50ul RNAse-freies
Wasser hinzugefiigt und eine Minute lang zentrifugiert. Die dadurch erhaltene, gereinigte

RNA wurde spektralphotometrisch quantifiziert.

16



Herstellung von cDNA

Um die zur RNA komplementdre DNA (cDNA) zu gewinnen, wurde das QuantiTect®
Reverse Transcription kit verwendet. Die isolierte RNA wurde dafiir zwei Minuten lang mit
2ul gDNA wipeout Puffer bei 42°C versetzt, um restliche gDNA aus dem Material zu
entfernen. Es wurden jeweils 0,5ul isolierte RNA der zu iiberpriifenden Proben fiir die
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) verwendet. Zur Herstellung der cDNA wurde ein
master mix — bestehend aus Quantiscript reverse transcriptase, Quantiscript RT buffer und
RT primer — den RNA-Proben hinzugefiigt, bei 42°C iiber zwei Minuten und bei 95°C iiber

drei Minuten inkubiert.

Durchfiihrung der qPCR

Fiir die qPCR wurde ein master mix aus 10 pL/Well sybr green master mix, 0,1 nL/Well
Forward und 0,1 pL/Well Reverse primer sowie 8,8 pl/well RNAse freiem Wasser
hergestellt und auf eine 96 Well-Platte pipettiert. Jedem benutzten Well wurde 1ul der im
vorherigen Schritt erstellten cDNA hinzugefiigt. Die Wells wurden vermischt, verschlossen
und in das Real-Time PCR-System verbracht. Glyceraldehyd-phosphat-3-dehydrogenase
(GAPDH) primer wurde als Kontrolle wihrend der PCR verwendet. Die Zyklen im
Thermocycler wurden wie folgt durchgefiihrt:

Phase Wiederholungen | Temperatur | Zeit in Minuten:Sekunden
1 1 95.0 °C 15:00
95.0 °C 00:15
58.0 °C 00:30
2 40
72.0 °C 00:30
76.0 °C 00:34
95.0 °C 00:15
60.0 °C 01:00
3 (Dissoziation) | 1
95.0 °C 00:15
60.0 °C 00:15

Tabelle 2: Aufstellung der Phasen der qPCR-Zyklen im Thermocycler

Die jeweiligen Zyklen im Theromcycler erfolgten in drei Phasen mit oben beschriebenen Wiederholungen fiir die genannte
Dauer bei bestimmten Temperaturen.

17



Die Quantifizierung der mRNA basiert auf Fluoreszenzschwellenwerten. Dabei beschreibt
der Ci-Wert (cycle threshold, C; value) die Anzahl an Zyklen der PCR, bei der ein definiertes
Fluoreszenzsignal iiberschritten wurde. Je mehr mRNA bzw. cDNA im Ausgangsmaterial
vorhanden war, desto weniger Amplifikationszyklen wurden zur Uberschreitung dieses
Signals benotigt. Die Expression der Ziel-mRNA wurde mit dem Kontrollgen GAPDH
normalisiert, um die einheitslose, relative Expression darstellen zu konnen. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Daten wurden sie anschlieBend erneut in Relation zur Normal-Kalium-
Gruppe gesetzt. Folgende qPCR-Primer (Eurofins genomics, Deutschland) wurden

verwendet:

Forward | GTGTTCCTACCCCCAATGTGT
GAPDH Reverse | GTCCTCAGTGTAGCCCAAGATG
Forward | CTGGGCTTCTTCCTCGTCTT
ANP Reverse | CCTCATCTTCTACCGGCATCT
Forward | AAGGTGCTGTCCCAGATGATT
SNP Reverse | CCATTTCCTCCGACTTTTCTC
Forward | CGAGGTGACAGAGACCACAA
A Reverse | CTGGAGTCAAGCCAGACACA
Forward | ATCTCCTGGTGCTGATGGAC
Coll Reverse | ACCTTGTTTGCCAGGTTCAC

Tabelle 3: Verwendete qPCR-Primer

Darstellung der verwendeten Primer fiir den Nachweis der mRNA-Expression von ANP, BNP, FN und Coll-1 im Herzapex
der Mause. Glyceraldehyd-phosphat-3-dehydrogenase (GAPDH) primer wurde als Kontrolle verwendet.

2.2.9 Urinasservierung und Auswertung
Der Urin der Versuchstiere wurde zu drei Zeitpunkten wihrend des Versuchsablauf

asserviert.
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Zeitpunkt | Versuchstag | Ereignis

t1 0 vor Beginn der verschiedenen Kaliumdiaten

t2 14 vor Implantation der Ang IlI-Pumpen, nach
zweiwochiger Diat

t3 42 vor der Totung der Tiere, nach sechswochiger Diat
und vierwochiger Angll-Infusion

Tabelle 4: Zeitpunkte der Urinasservierung

Tabellarische Darstellung der drei verschiedenen Zeitpunkte der Urinasservierung wihrend des Versuchablaufs.

Fir das Sammeln des Urins wurden die Maduse fiir 15 Stunden in sogenannte
Stoffwechselkédfige verbracht. In diesen Kéfigen wurde keine Streu auf dem aus
Kaéfigstangen bestehenden Boden ausgelegt. Unter dem Boden angebrachte Vorrichtungen
konnten den gesamten Urin der Tiere in ein Reaktionsgefal leiten. Futter und Wasser standen

auch hier ad libitum zur Verfiigung.

Abb. 4: Stoffwechselkifig

In diese Kéfige wurden die Méuse zwecks Urinasservierung verbracht. Unter den durchlissigen Kéfigbdden befanden sich
Vorrichtungen, die den Harn der Tiere direkt in ein Reaktionsgefal3 (direkt oberhalb der Sternchen) leiteten. Futter und
Wasser standen ad libitum zur Verfiigung.

Anschliefend wurden die gewonnenen Urinvolumina gemessen und auf Basis dessen das
Urinvolumen pro 24 Stunden extrapoliert. Der gesammelte Urin wurde anschlieBend zur
Bestimmung der Natrium- (Na") und Kalium- (K*) Konzentrationen in das Zentrallabor des
Universititsklinikum Diisseldorf versendet. Die Konzentration des Hormones Aldosteron im
Maiuseurin wurde durch den Verfasser dieser Arbeit bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurde durch Multiplikation des Urinvolumen pro 24 Stunden in Milliliter mit der K-
Konzentration des Urins in mg/ml die Kaliummenge pro 24 Stunden in Milligramm
berechnet, durch Multiplikation des Urinvolumen pro 24 Stunden in Milliliter mit der Na'-

Konzentration des Urins in mg/ml die Natriummenge pro 24 Stunden in Milligramm
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berechnet und durch Multiplikation des Urinvolumen pro 24 Stunden in Milliliter mit der

Aldosteronkonzentration des Urins in ng/ml die Menge an Aldosteron pro 24 Stunden in

Nanogramm.
Natriummenge [mg] Natriumk trati mg Urinvolumen [ml]
= _— *
>4k atriumkonzentration [ - ] 2ah
Kaliummenge [mg] Kaliumk trati mg Urinvolumen [ml]
= _— *
2ah aliumkonzentration [ - ] 2ah
Aldosteronmenge [ng] Aldost I trati ng Urinvolumen [ml]
= e k
>4k osteronkonzentration [ml] >4k

2.2.10 Aldosteronkonzentration im Urin mittels ELISA bestimmen

Zur Bestimmung der Aldosteronkonzentration im Méuseurin wurden Aldosterone ELISA kits
und die darin enthaltenen Reagenzien verwendet. Die kits wurden gemal
Herstellergebrauchsanleitung verwendet. Es folgt eine Zusammenfassung.

Das Assay basiert auf einer Konkurrenz des freien Aldosterons in der Urinprobe mit einer
zugegebenen Aldosteron-Cholinesterase (fracer) um eine Bindungsstelle an Aldosteron-
Antiserum, welches bereits in einer fixen Menge in den wells der 96-wells Platten fixiert
wurde. Weil die gleiche Menge fracer in jedes well gegeben wurde, wihrend die
Aldosteronkonzentration im Urin variierten, ist die Menge des tracers, die an das
Aldosteron-Antiserum binden konnte antiproportional zur Aldosteronkonzentration der
zugegebenen Probe. Nach Auswaschen der wells wurde Ellman’s reagent hinzugegeben,
welches ein Substrat der Cholinesterase enthélt. Das Produkt dieser enzymatischen Reaktion
hat eine gelbliche Farbe und absorbiert stark bei 412nm, sodass die Intensitdt mittels
Spektralphotometer nachgewiesen werden kann. Die Intensitdt der gelben Farbe ist also
proportional zur Menge des an Antiserum gebundenen fracers und antiproportional zur ins
well zugegebenen Menge an Aldosteron.

Auf Basis des oben beschriebenen Konzepts wurde eine serielle Verdiinnung des Aldosteron-
Standards durchgefiihrt. Die Urinproben wurden ebenfalls verdiinnt. Aldosteron-Standard,
ELISA-Kontrolle und die Proben wurden in die mit Antikérpern vorbeschichteten wells
pipettiert. AnschlieBend wurden fracer und Aldosteron-Antiserum hinzugegeben und die 96-
wells Platte fiir 18 Stunden bei 4°C inkubiert. Die wells wurden mehrfach ausgewaschen und
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Ellman’s reagent hinzugegeben, bevor die Reaktion nach 90 Minuten gestoppt und die Platte
in einem Spektralphotometer platziert wurde. Dort wurde der Absorptionsgrad jedes well
gemessen. Es wurde eine Konzentration-Absorptions-Kurve fiir den Aldosteron-Standard
erstellt und die Aldosteronkonzentration in den Urinproben von der Standardkurve

abgeleitet.

2.3 Wissenschaftliche Bildanalyse

Zur Verwendung kam die Software ImagelJ, um bestimmte Flidchen in Pixel zu bestimmen.
Imagel] ist eine open-source Software, die von den National Institutes of Health und dem

Laboratory for Optical and Computational Instrumentation entwickelt wurde [59].

2.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mithilfe des
Softwareprogramms GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Zur
Untersuchung hinsichtlich eines signifikanten Unterschiedes zwischen den drei
Versuchsgruppen wurde eine one way analysis of variance (ANOVA) durchgefiihrt. Bei
Signifikanz wurde ein Tukey-test als Post-Hoc Analyse ergénzt. Wurden nur zwei Gruppen
miteinander verglichen, so erfolgte ein Unpaired t-test zur Analyse.

In einigen Experimenten wurde eine Normalisierung der Roh-Daten durchgefiihrt, um
statistisch bedeutendere Vergleiche zu erhalten. Die Daten wurden als Mittelwerte und
Standardfehler des Mittelwertes dargestellt. Ein Unterschied wurde als signifikant gewertet,
wenn der p-Wert unter 0,05 lag; dies wurde graphisch mit einem Stern dargestellt (p <0,05
*p <0,01 **; p <0,001 ***),
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3 Materialien

1.1 ssniff Spezialdiaten, Soest, Deutschland
EF E15450-24; ohne K+-Zusatz (,deficient”); Zucker angepasst (11%)
Artikel-Nr.: S3544-E040

1.2 ssniff Spezialdiaten, Soest, Deutschland
EF E15450-24; 0,55% K als KCI (,normal®); Zucker angepasst (11%)
Artikel-Nr.: S3544-E042

1.3 ssniff Spezialdiaten, Soest, Deutschland
EF E15450-24; 5% K als KCI (,high®); Zucker angepasst (11%)
Artikel-Nr.: S3544-E044

2.1 Micro-osmotic pump, model 1004; Alzet, Durcet, California, USA

2.2 Angiotensin II, catalog number A9525, Sigma, Steinheim, Germany

2.3 0,9% Natriumchlorid, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

2.4 Polyetheretherketonspitzen fir osmotische Minipumpen, 0002612,
Alzet, Durcet, California, USA

3 1 % Human Serum Albumin (HSA), Albutein, Grifols, Frankfurt,
Deutschland

4 Posphat buffer solution (PBS)(Biochrome, Berlin, Germany

51 Isofluran, Piramal, Hallbergmoss, Deutschland

5.2 Ketamin, Ketaset, Zoetis, New Jersey, United States

5.3 Xylazin, Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland

54 Buprenorphin, Buprenovet, Bayer, Leverkusen, Deutschland

6.1 MR-Spektrometer, 400 MHz Bruker AUANCE Ill  Widebore,
Rheinstetten, Deutschland

6.2 MR-Microimagingsystem, Bruker Mini 0.5, Rheinstetten, Deutschland

6.3 MR-Resonatorspule Bruker 30mm-birdcage, Rheinstetten, Deutschland

6.4 M1025 Systems, SA Instruments, Stony Brook, USA

6.5 Paravision Software, Bruker, Rheinstetten, Deutschland

7 Plethysmograph, BP-98A, Softron, Tokyo, Japan

8.1 Heparin 100U/ml, B. Braun, Melsungen, Deutschland

8.2 RNAlater®, Qiagen, Hilden, Deutschland

8.3 PBS Dulbecco, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

9 ABL800 FLEX Blutgasanalysator, Radiometer, Krefeld, Deutschland
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10.1 Oil Red O, Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

10.2 Methanol 299.8%, AnalaR NORMAPUR® ACS, Reag. Ph. Eur, VWR
International, Fontenay-sous-Bois, Frankreich

10.3 Natriumhydroxid Platzchen, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

10.4 Mikroskop, Leica MZ6, Wetzlar, Deutschland

10.5 Digitalkamera, Coopix 4500, Nikon, Tokyo, Japan, Carl Zeiss, Jena,
Deutschland

11.1 RNeasy Plus Mini Kit, QIAGEN, Venlo, Niederlande

11.2 QuantiTect® Reverse Transcription Kit, QIAGEN, Venlo, Niederlande

11.3 7300 Real-time PCR System, Thermofisher, Waltham, USA

12.1 Aldosterone ELISA kit, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA

12.2 Multimode Detector DTX 880, Beckman Coulter, California, USA

Tabelle 5: Verwendete Materialien
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4 Ergebnisse

4.1 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf die Kaliumkonzentration im Blut

Nach insgesamt 42-tdgiger Didt mit je nach Versuchsgruppe Kalium-armer, Kalium-
normaler oder Kalium-reicher Nahrung — die letzten 28 Tage jeweils unter dem Einfluss
einer kontinuierlichen Angll-Infusion zwecks Induzierung eines Bluthochdrucks — erfolgte
die Analyse des Kaliumblutspiegels der Tiere. Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den drei unterschiedlichen Gruppen. Die Kalium-arme Gruppe wies im Mittel
einen gemessenen Kaliumspiegel von 3,01 mmol/l £ 0,21 mmol/l, die Kalium-normale
Gruppe von 4,9 mmol/l £ 0,41mmol/l und die Kalium-reiche Gruppe von 6,24 mmol/l £
0,31mmol/l auf (Abb. 6).

ABdkdkk

Blutkaliumspiegel [mmol/I]
S
1

0 1 I I
A B C

Abb. 5: Einfluss der Kaliumdiat auf den Blutkaliumspiegel

A: Kalium-arm ernéhrte Méuse (n= 7), B: Kalium-normal erndhrte Méduse (n= 6), C: Kalium-reich ernéhrte Mause (n= 8).
Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Gruppe B (Mittelwert: 4,9 mmol/l + 0,41mmol/l) und C (Mittelwert:
6,24 mmol/l £+ 0,31mmol/l), (p = 0,0201), zwischen Gruppe A (Mittelwert: 3,01 mmol/l + 0,21 mmol/l) und B (p = 0,0018)
sowie zwischen Gruppe A und C (p < 0,0001). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels
Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. *: p< 0,05, **: p< 0,01, ****<0,0001.
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4.2 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf den Urin

Im Urin der Méuse wurden jeweils die Natrium-, Kalium- und Aldosteronkonzentration
bestimmt. Dabei sollte der Einfluss der oben geschilderten Diéten auf die renale Na'- oder
K"-Ausscheidung und deren hormonelle Regulation untersucht werden.

Der Urin der Miuse wurde wie beschrieben an drei unterschiedlichen Zeitpunkten wéhrend
des Versuchs asserviert. Vor Beginn der verschiedenen Kaliumdidten (Zeitpunkt t1), vor
Implantation der Ang II-Pumpen, also nach zweiwdchiger Diét (Zeitpunkt t2) und vor der
Totung der Tiere, also nach sechswochiger Didt und vierwdchiger Angll-Infusion (Zeitpunkt
t3). Die Natrium- (Na") und Kalium-Konzentrationen (K') wurden im Zentrallabor
bestimmt, die Aldosteron-Konzentration wurden mittels £LISA bestimmt.

Zum Zeitpunkt t1 gab es je zwei Tiere jeder Versuchsgruppe, deren Urin-K'-Konzentration
oberhalb des Maximums des Referenzbereiches von 420 mmol/l lag (in den Tabellen 1.1-
3.3 als >420 mmol/l gekennzeichnet); zum Zeitpunkt t2 war dies bei den fiinf Tieren, die
Kalium-reich erndhrt wurden, der Fall. Nach sechs Versuchswochen (Zeitpunkt t3) wiesen
zwei Tiere aus der mit hohen Kaliumkonzentrationen gefiitterten Gruppe K'-

Konzentrationen von >420 mmol/] auf.

4.2.1 Vergleich der Urinvolumina zu den Zeitpunkten t1, t2 und t3

Die Urin-Volumina pro 24h der drei Gruppen lagen zum Zeitpunkt t1 auf gleichem Niveau
(Durchschnitt der Kalium-armen Gruppe: 1,408 ml + 0,08ml; Durchschnitt der Kalium-
normalen-Gruppe: 1,152 ml + 0,24 ml; Durchschnitt der Kalium-reichen Gruppe: 1,12 ml +
0,65 ml). Wihrend des Versuchs schieden die Tiere der Kalium-reichen Gruppe im Mittel
hoch signifikant groere Urinvolumina aus als die Tiere der anderen Gruppen. Der
Mittelwert des Urinvolumens der Kalium-reichen Gruppe lag mit 7,84 ml £+ 1,09 ml zum
Zeitpunkt t2 um knapp das Zehnfache hoher als der Mittelwert der Kalium-normalen Gruppe
(0,912 ml £ 0,27 ml; p<0,0001) und um mehr als das Dreifache hoher als der Mittelwert der
Kalium-armen Gruppe (2,464 ml £ 0,91 ml; p= 0,0015). Zum Zeitpunkt t3 zeigte sich ein
dhnliches Bild: die Méuse unter Kalium-reicher Erndhrung schieden hoch signifikant
groflere Urinvolumina aus (im Mittel: 6,352 ml + 1,24ml) als diejenigen unter Kalium-
normaler (im Mittel: 1,424 ml £+ 0,36 ml; p= 0,0007) oder Kalium-armer Kost (im Mittel:
2,565 ml + 0,4 ml; p= 0,0028) (Tabelle 6, Abb. 6).
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Gemittelte K+-arme K+-normale K+-reiche
Urinvolumina Ernahrung Ernahrung Ernahrung
t1 1,408 + 0,08 1,152 £ 0,24 1,12 £ 0,65
t2 2,464 + 0,91 0,912 £ 0,27 7,84 £1,09
t3 2,256+ 0,4 1,424 + 0,36 6,352 + 1,24

Tabelle 6: Gemittelte Urinvolumina in Milliliter pro 24h der Kalium-arm, Kalium-normal und
Kalium-reich erndhrten Mause zu den Zeitpunkten t1, {2 und t3

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte der Urinvolumina der Kalium-arm, Kalium-
normal und Kalium-reich erndhrten Versuchsgruppe zu den Zeitpunkten tl, t2 und t3. Der Urin wurde iiber insgesamt 15h
gesammelt und auf 24h extrapoliert; angegeben werden die Volumina in Milliliter.
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Abb. 6: Gemittelte Urinvolumina pro 24h der Kalium-arm, Kalium-normal und Kalium-reich
erndhrten Mause zu den Zeitpunkten t1, t2 und t3

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Urinvolumina der Kalium-arm, Kalium-normal und Kalium-reich erndhrten
Versuchsgruppe zu den Zeitpunkten t1, t2 und t3 mittels Liniendiagramm. Der Urin wurde {iber insgesamt 15h gesammelt;
angegeben werden die Volumina in Milliliter.

Wihrend die Urinvolumina der drei Gruppen zum Zeitpunkt t1 auf gleichem Niveau lagen (Durchschnitt der Kalium-armen
Gruppe: 1,408 ml £ 0,08ml; Durchschnitt der Kalium-normalen-Gruppe: 1,152 ml + 0,24 ml; Durchschnitt der Kalium-
reichen Gruppe: 1,12 ml + 0,65 ml), schieden die Tiere der Kalium-reichen Gruppe zum Zeitpunkt t2 im Mittel hoch
signifikant groBere Urinvolumina aus als die Tiere der anderen Gruppen (Kalium-reich vs. Kalium-normal: 7,84 ml + 1,09
ml vs. 0,912 ml + 0,27 ml; p< 0,0001 und Kalium-reich vs. Kalium-arm: 7,84 ml £ 1,09 ml vs. 2,464 ml = 0,91 ml; p=
0,0015). Auch zum Zeitpunkt t3 schieden Méuse unter Kalium-reicher Erndhrung hoch signifikant groere Urinvolumina
aus (im Mittel: 6,352 ml £ 1,24ml) als diejenigen unter Kalium-normaler (im Mittel: 1,424 ml + 0,36 ml; p=0,0007) oder
Kalium-armer Kost (im Mittel: 2,565 ml = 0,4 ml; p= 0,0028). Zwischen den Kalium-normal und den Kalium-arm
erndhrten Tieren bestanden weder zum Zeitpunkt t2 noch zum Zeitpunkt t3 signifikante Unterschiede (t2: ,912 ml + 0,27
ml vs. 2,464 ml + 0,91 ml, p= 0,3687 und t3: 1,424 ml £ 0,36 ml vs. 2,565 ml + 0,4 ml; p= 0,7088). One-way ANOVA,
gefolgt von Tukey post-hoc test. **: p< 0,01, ***: p< 0,001, ****: p< 0,0001.
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4.2.2 Vergleich der K*-Ausscheidung im Urin zwischen den und innerhalb der
drei Versuchsgruppen zu den Zeitpunkten t1, t2 und t3

Nachfolgend wird die von den Mausen iiber den Urin ausgeschiedene Masse von Kalium in
mg beschrieben. Dazu wurden die in 15 Stunden gemessenen Urinvolumina auf 24 Stunden
extrapoliert und mit den im Urin gemessenen Kalium-Konzentrationen multipliziert.
Methoden-bedingt konnten die Werte einiger, vor allem aus der Kalium-reichen Gruppe
stammender  Mé&use nicht berechnet werden, da ihre  ausgeschiedenen
Kaliumkonzentrationen oberhalb des Referenzmaximums von 420 mmol/I lagen.

Vor Start des Experiments waren keine signifikanten Unterschiede in der iiber den Urin
ausgeschiedenen Kaliummenge zu verzeichnen. Der Unterschied zwischen den Tieren, die
Kalium-arm und -normal erndhrt wurden, stellte sich zum Zeitpunkt t2 als signifikant heraus:
im Urin der Kalium-armen Gruppe war durchschnittlich eine Kaliummenge pro 24 Stunden
von 0,4731 mg + 0,17 mg festzustellen, bei der Kalium-normalen Gruppe betrug sie im
Mittel 8,078 mg + 2,03 mg. Die ausgeschiedene Kaliummenge in der Kalium-reich erndhrten
Gruppe konnte zum Zeitpunkt t2 nicht berechnet werden, da die im Urin festgestellte
Kaliumkonzentration bei allen Versuchstieren oberhalb des Maximums des
Referenzbereiches von 420 mmol/l lagen. Zum Zeitpunkt t3 wiesen die drei
Versuchsgruppen signifikante Unterschiede hinsichtlich der Kaliumausscheidung in 24
Stunden auf: die Kalium-arm erndhrte Gruppe (im Mittel 0,788 mg + 0,19 mg) schied hoch
signifikant geringere Mengen aus als die Kalium-normal (im Mittel 12,1 mg + 2,86 mg) und
Kalium-reich (im Mittel 66,44 mg + 19,2 mg) ernédhrte. Die Kalium-reich erndhrten Tiere
schieden signifikant groBere Kaliummengen aus als die Kalium-normal erndhrten (Abb. 7).
Betrachtet man die Kaliummenge im Urin noch einmal versuchsgruppenspezifisch zu den
drei Zeitpunkten, so zeigt sich, dass die Maiuse, die Kalium-arm erndhrt werden, vor
Versuchsbeginn deutlich groBere Kaliummengen in 24h ausschieden als nach zwei Wochen
Diét und als nach sechs Wochen. Diese Unterschiede stellten sich als hoch signifikant heraus.
Die Unterschiede in der Normal-Kalium Gruppe waren geringer und nicht signifikant. Bei
der Hoch-Kalium Gruppe konnten aufgrund der iiber dem Referenzwert liegenden
Messwerte einiger Versuchstiere nur die Zeitpunkte t1 und t3 miteinander verglichen
werden. Hier zeigte sich die nicht-signifikante Tendenz, dass vor Opferung der Tiere mit im
Durchschnitt 66,44 mg + 19,2 mg grofBere Mengen von Kalium ausgeschieden wurden als

vor Beginn der Didt (32,29 mg + 1,42 mg) (ebenfalls Abb. 7).
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Abb. 7: K*-Menge im Urin in 24 Stunden (in mg) vor Versuchsbeginn (t1), vor
Pumpenimplantation (t2) und vor Organentnahme (t3)

tl: A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 2), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 2), C: Kalium-reich erndhrte Miuse (n=
2). Alle drei Versuchsgruppen schieden ungeféhr gleichgrole Mengen von K" aus; es gab keine signifikanten Unterschiede.
Gruppe A vs. B (im Mittel 16,78 mg + 1,72 mg vs. 18,59 mg + 14,43 mg; p=0,9915), Gruppe A vs. C (im Mittel 16,78 mg
+ 1,72 mg vs. 32,29 mg + 1,42; p= 0,4851), Gruppe B vs. C (im Mittel 18,59 mg + 14,43 mg vs. 32,29 mg + 1,42 mg; p=
0,5532).

t2: A: Kalium-arm erndhrte Méuse (n= 4), B: Kalium-normal ernidhrte Méuse (n= 6). Die Kalium-normal erndhrten Mause
schieden nach zweiwdchiger Diédt eine K*-Menge von 8,078 mg + 2,03 mg in 24 Stunden aus. Dies war signifikant mehr
als die der Kalium-arm erndhrten Tiere (0,4731 mg + 0,17 mg; p= 0,0172). Alle fiinf Kalium-reich ernéhrten Mause
schieden eine Kaliumkonzentration oberhalb des Referenzmaximums von 420 mmol/l aus, daher konnte bei diesen die
ausgeschiedene K*-Menge in 24h nicht berechnet werden.

t3: A: Kalium-arm ernihrte Méuse (n= 8), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 6), C: Kalium-reich ernéhrte Méuse (n=
5). Die Kalium-reich erndhrten Méuse schieden mit durchschnittlich 66,44 mg + 19,2 mg in 24 Stunden hoch signifikant
groBere K*-Mengen aus als die Kalium-arm erndhrten Méause (durchschnittlich 0,788 mg + 0,19 mg; p= 0,0002) und
signifikant groBBere Mengen als die Kalium-normal erndhrten (durchschnittlich 12,1 mg + 2,86 mg; p= 0,002). Zwischen
den Tieren, die mit niedrigen und normalen Kaliummengen gefiittert wurden, bestand ein nicht signifikanter Unterschied
(durchschnittlich 0,788 mg + 0,19 mg vs. 12,1 mg + 2,86 mg; p= 0,612).

Die Méuse, welche Kalium-arm erndhrt wurden, schieden vor Beginn des Experiments hoch signifikant groBere Mengen
von K* pro 24h aus als nach zwei Wochen Kalium-defizienter Erndhrung (im Mittel 16,78 mg + 1,72 mg vs. 0,4371 mg +
0,17 mg; p< 0,0001) bezichungsweise als zum Zeitpunkt t3 (im Mittel 16,78 mg + 1,72 mg vs. 0,778 mg + 0,19 mg; p<
0,0001). Zwischen Zeitpunkt t2 und t3 fand sich kein signifikanter Unterschied (im Mittel 0,4731 mg + 0,17 mg vs. 0,778
mg + 0,19 mg; p= 0,8375).

Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von
Tukey post-hoc test; bei t2: Unpaired t-test. *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001, ****: p< 0,0001.
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4.2.3 Vergleich der Na+-Ausscheidung im Urin zwischen den und innerhalb
der drei Versuchsgruppen zu den Zeitpunkten t1, t2 und t3

Im Folgenden wird die von den Méausen {iber den Urin ausgeschiedene Masse von Natrium
in Milligramm beschrieben. Dazu wurden die in 15 Stunden gemessenen Urinvolumina auf
24 Stunden extrapoliert und mit den im Urin gemessenen Natriumkonzentrationen
multipliziert.

Es zeigte sich, dass die Tiere vor Beginn der Diédten (t1) mit unterschiedlichen Kaliumdidten
ungefahr die gleiche Menge Natrium ausschieden. Zum Zeitpunkt t2 schieden die Kalium-
reich erndhrten Méuse dann durchschnittlich 8,745 mg + 0,95 mg in 24 Stunden und damit
hoch signifikant groBere Natriummengen aus als die Kalium-arm (durchschnittlich 2,244 mg
+ 0,77 mg) und Kalium-normal erndhrten (durchschnittlich 2,928 mg + 0,67 mg). Zum
Zeitpunkt t3 zeigte sich ein dhnliches Bild. Nach sechswochiger Didt und vierwdchiger
Angll-Infusion schied die Kalium-reiche Gruppe mit durchschnittlich 6,655 mg + 1,09 mg
in 24 Stunden hoch signifikant grofere Natriummengen als die Kalium-arm
(durchschnittlich 2,565 mg + 0,48) und Kalium-normal erndhrten Tiere (durchschnittlich
3,505 mg + 0,78 mg) aus (Abb. 8).

Betrachtet man nun die Natriummenge im Urin noch einmal versuchsgruppenspezifisch tiber
die Zeit, so zeigt sich, dass die Miuse mit Kalium-armer Diédt vor Versuchsbeginn nicht
signifikant groBere Natriummengen ausschieden als nach zwei bzw. sechs Wochen. Die
Kalium-normale Gruppe schied mit durchschnittlich 3,417 mg + 1,98 mg (t1), 2,928 mg +
0,67 mg (t2) und 3,505 mg + 0,78 mg (t3) an den untersuchten Zeitpunkten etwa die gleichen
Natriummengen aus. Die Kalium-reich erndhrten Tiere schieden nach zweiwochiger Diét
(im Mittel: 8,745 mg + 0,95 mg) durchschnittlich die grofite Menge Natrium aus und damit
signifikant mehr als vor dem Beginn der Spezialerndhrung (im Mittel: 3,709 mg + 1,37 mg).
Nach weiteren vier Wochen schieden die Méuse mit im Mittel 6,655 mg + 1,09 mg mehr

Natrium aus als zum Zeitpunkt t1, jedoch weniger als zum Zeitpunkt t2 (ebenfalls Abb. 8).
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Abb. 8: Na*-Menge im Urin in 24 Stunden (in mg) vor Versuchsbeginn (1), vor
Pumpenimplantation (t2) und vor Organentnahme (t3)

tl: A: Kalium-arm ernihrte Méuse (n= 4), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 3), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
4). Alle drei Versuchsgruppen schieden ungeféhr gleichgroBe Mengen von Na* aus; es fanden sich keine signifikanten
Unterschiede. Gruppe A vs. B (im Mittel 4,051 mg + 0,4 mg vs. 3,417 mg + 1,98 mg; p= 0,9387), Gruppe A vs. C (im
Mittel 4,051 mg + 0,4 mg vs. 3,709 mg + 1,37 mg; p= 0,9786), Gruppe B vs. C (im Mittel 3,417 mg +1,98 mg vs. 3,709
mg + 1,37 mg; p= 0,9866).

t2: A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 4), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 6), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
5). Die Kalium-reich erndhrten Méuse schieden mit durchschnittlich 8,745 mg + 0,95 mg in 24 Stunden hoch signifikant
groBere Na*-Mengen aus als die Kalium-arm (durchschnittlich 2,244 mg + 0,77 mg; p= 0,0004) und Kalium-normal
erndhrten (durchschnittlich 2,928 mg + 0,67 mg; p= 0,0005) aus. Zwischen den Tieren, die mit niedrigen und normalen
Kaliummengen gefiittert wurden, bestand kein signifikanter Unterschied (p= 0,8285).

t3: A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 8), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 7), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
6). Die Kalium-reich erndhrten Méuse schieden mit durchschnittlich 6,655 mg + 1,09 mg in 24 Stunden hoch signifikant
groBere Na*-Mengen aus als die Kalium-arm (durchschnittlich 2,565 mg + 0,48 mg; p= 0,0042) und signifikant groBere
Mengen als die Kalium-normal erndhrten (durchschnittlich 3,505 mg + 0,78 mg; p= 0,0312) aus. Zwischen den Tieren, die
mit niedrigen und normalen Kaliummengen gefiittert wurden, fand sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,6515).

Die Kalium-reich ernéhrten Tiere schieden nach zweiwdchiger Didt (im Mittel: 8,745 mg + 0,95 mg) durchschnittlich die
grofite Menge Na* aus und damit signifikant mehr als vor Beginn der Spezialerndhrung (im Mittel: 3,709 mg + 1,37 mg;
Zeitpunkt t1 vs. t2: p=0,0218).

Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von
Tukey post-hoc test. *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p<0,001.

4.2.4 Vergleich der Aldosteronausscheidung im Urin zwischen den und
innerhalb der Versuchgruppen zu den Zeitpunkten t1, t2 und t3

Aus den Urinproben der Méuse, die zu den oben genannten Zeitpunkten gewonnen wurden,
wurde mithilfe eines Aldosteron ELISA Kits die Aldosteron-Konzentration bestimmt. Die
Aldosteronmengen, die von den Madusen innerhalb eines Tages ausgeschieden werden,

wurden miteinander verglichen. Dazu wurden die in 15 Stunden gesammelten Urinvolumina

auf 24 Stunden extrapoliert und mit den Aldosteron-Konzentrationen multipliziert.
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Bevor den Tieren die entsprechenden Kaliumdidten verabreicht wurden, unterschieden sich
die liber die Niere abgegebenen Aldosteronmengen nicht signifikant voneinander. Nach
zweiwochiger Gabe des unterschiedlich konzentrierten Kaliumfutters schieden die Mause,
die mit kaliumreicher Didt gefiittert wurden, mit durchschnittlich 151,1ng + 28,88 ng pro 24
Stunden hoch signifikant groBere Aldosteronmengen aus als die, die mit niedrigen
(durchschnittlich 10,82ng + 2,97 ng pro 24 Stunden) oder normalen Kaliummengen
(durchschnittlich 16,55ng + 4,69 ng pro 24 Stunden) gefiittert wurden. Nach sechs Wochen
fand sich ein dhnliches Bild. Die Kalium-reiche Gruppe schied mit durchschnittlich 145,8ng
+ 29,21 ng pro 24 Stunden die circa zehnfache Menge des Hormons aus, verglichen mit der
Kalium-armen Gruppe sowie das circa Sechsfache der Kalium-normalen Gruppe (Abb. 9).
Betrachtet man die einzelnen Gruppen iiber den zeitlichen Verlauf (t1-t3), so zeigt sich
Folgendes: Wéhrend die Kalium-arme Gruppe zu den Zeitpunkten t2 und t3 signifikant
niedrigere Mengen pro 24 Stunden ausschieden, kamen bei der Kalium-normalen Gruppe
beziiglich der Aldosteronmenge pro 24 Stunden keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Mengen, die vor Beginn der Didt, nach zwei Wochen und nach sechs Wochen
ausgeschieden wurden, zur Darstellung. Die Kalium-reiche Gruppe wies mit im Mittel
25,02ng + 13,16 ng Aldosteron pro 24 Stunden zum Zeitpunkt t1 hoch signifikant geringere
Werte auf als zu den Zeitpunkten t2 (durchschnittlich 151,Ing + 28,88 ng) und t3
(durchschnittlich 145,8ng + 29,21 ng) (ebenfalls Abb. 9)
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Abb. 9: Aldosteronmenge im Urin in 24 Stunden (in ng) vor Versuchsbeginn (t1), vor
Pumpenimplantation (t2) und vor Organentnahme (t3)

tl: A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 4), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 3), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
4). Alle drei Versuchsgruppen schieden ungeféhr gleichgroe Mengen von Aldosteron aus; es gab keine signifikanten
Unterschiede. Gruppe A vs. B (im Mittel 29,34 ng + 4,72 ng vs. 17,46 ng + 9,91 ng; p= 0,7067), Gruppe A vs. C (im Mittel
29,34 ng £ 4,72 vs. 25,02 ng £ 13,16 ng; p= 0,9459), Gruppe B vs. C (im Mittel 17,46 ng + 9,91 ng vs. 25,02 ng + 13,16
ng; p=0,8656).

t2: A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 4), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 6), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
5). Gruppe C schied hoch signifikant grolere Aldosteronmengen in 24 Stunden aus als Gruppe A (im Mittel 151,1ng +
28,88 ng vs. 10,82ng + 2,97 ng; p= 0,0004) und Gruppe B (im Mittel 151,1ng + 28,88 ng vs. 16,55ng + 4,69 ng; p=0,0002).
Der Unterschied zwischen Gruppe A und B (im Mittel 10,82ng + 2,97 ng vs. 16,55ng + 4,69 ng; p= 0,9707) war nicht
signifikant.

t3: A: Kalium-arm ernihrte Méuse (n= 7), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 7), C: Kalium-reich ernéhrte Méuse (n=
6). Gruppe C schied hoch signifikant grolere Aldosteronmengen in 24 Stunden aus als Gruppe A (im Mittel 145,8ng +
29,21 ng vs. 14,09ng + 2,27 ng; p< 0,0001) und Gruppe B (im Mittel 145,8ng +29,21 ng vs. 22,55ng + 6,18 ng; p=0,0001).
Der Unterschied zwischen Gruppe A und B (im Mittel 14,09ng + 2,27 ng vs. 22,55ng + 6,18 ng; p= 0,9183) war nicht
signifikant.

Die Méuse, welche Kalium-arm erndhrt werden, schieden vor Beginn des Experiments hoch signifikant groere Mengen
von Aldosteron pro 24 Stunden aus als zum Zeitpunkt t2 (im Mittel 29,34ng + 4,72 ng vs. 10,82ng + 2,97 ng; p= 0,0074)
beziehungsweise als zum Zeitpunkt t3 (im Mittel 29,34ng + 4,72 ng vs. 14,09ng + 2,27 ng; p=0,0119). Zwischen Zeitpunkt
t2 und t3 gab es keinen signifikanten Unterschied (im Mittel 10,82ng + 2,97 ng vs. 14,09ng + 2,27 ng; p= 0,7429).

Die Kalium-reich erndhrten Mause schieden um Zeitpunkt t1 signifikant niedrigere Aldosteronmengen pro 24 Stunden aus
als zum Zeitpunkt t2 (im Mittel 25,02ng + 13,16 ng vs. 151,1ng £ 28,88 ng; p= 0,0235) und zum Zeitpunkt t3 (im Mittel
25,02ng + 13,16 ng vs. 145,8ng + 29,21 ng; p= 0,0241). Zwischen den Werten zum Zeitpunkt t2 und t3 gab es keinen
signifikanten Unterschied (im Mittel 151,1ng + 28,88 ng vs. 145,8ng + 29,21 ng; p= 0,9885).

Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von
Tukey post-hoc test. *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001, ****: p<0,0001.
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4.3 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf den Blutdruck unter Ang IlI-

Infusion

Eine Woche vor Start der Infusion des Angll mittels osmotische Minipumpen wurde die
Bestimmung des systolischen Blutdrucks der Méuse begonnen. Zu Beginn der Messungen
— also noch vor der AnglI-Infusion — lagen alle Gruppen mit systolischen Blutdriicken von
115,46 mmHg + 6,66 mmHg SEM (Niedrig-Kalium Gruppe), 117,95 mmHg + 4,52 mmHg
SEM (Normal-Kalium Gruppe) und 115,63 mmHg + 4,8 mmHg SEM (Hoch-Kalium
Gruppe) auf gleichem Niveau im normotensiven Bereich.

Mit Beginn der Angll-Behandlung stieg der systolische Blutdruck in allen drei
Versuchsgruppen an. In der ersten Woche zeigte sich allerdings die nicht signifikante
Tendenz, dass bei den Kalium-arm erndhrten Méuse niedrigere systolische Blutdriicke mit
durchschnittlich 142,22 mmHg + 5,6 mmHg SEM gemessen wurden als bei den Kalium-
normal (157,02 mmHg + 6,73 mmHg SEM) und kalium-reich (153,52 mmHg + 5,66 mmHg
SEM) Ernéhrten. Nach zwei Wochen unter AnglI-Behandlung war diese Tendenz nicht mehr
zu sehen- Die Blutdriicke lagen wieder auf einem Level im hypertensiven Bereich. Auch in
Woche drei stiegen die systolischen Blutdriicke weiter an. In der letzten Versuchswoche
zeigte sich das gleiche Bild: alle Mduse wiesen einen Bluthochdruck auf und erreichten nun
thre Maximalwerte von ungefahr 165 mmHg systolisch. Die Blutdriicke der Tiere, die mit
Kalium-armer, Kalium-normaler oder Kalium-reicher Diét gefiittert wurden, unterschieden

sich nicht signifikant voneinander (Abb. 10).
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Abb. 10: Blutdruck unter Angll- Infusion (500 ng/kg/min)

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n=9), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n= 8).
Dargestellt sind jeweils die Wochen-Durchschnittswerte. In Woche 0 - vor Implantation der AnglI-Minipumpen - wiesen
die Méuse aller Versuchsgruppen im Mittel einen systolischen Blutdruck auf einem gleichen Niveau im normotensiven
Bereich auf; Gruppe A hatte im Mittel einen Druck von 115,46 mmHg + 6,66 mmHg, Gruppe B von 117,95 mmHg + 4,52
mmHg und Gruppe C von 115,63 + 4,8 mmHg. Mit Beginn der Angll-Behandlung in Woche 1 stiegen die systolischen
Blutdriicke in allen 3 Gruppen in den hypertensiven Bereich, bis sie schlieSlich in Woche 4 mit Werten um 165 mmHg ihr
Maximum erreichten und bis zum Versuchsende stagnierten. Die Kalium-arm erndhrten Mause hatten in Woche 4 im Mittel
einen systolischen Blutdruck von 167,56 mmHg + 1,91 mmHg, die Kalium-normal ernéhrten Méuse von 167,71 mmHg +
2,32mmHg und die Kalium-reich erndhrten Méuse von 168,39 mmHg + 1,88 mmH. Zu keinem Zeitpunkt zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des
Mittelwerts. One-way ANOVA. ns: nicht signifikant.
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4.4 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf den Anteil atherosklerotischer

Plagues in der Aorta

Die arteriosklerotischen Plaques des Aortenbogens sowie die der gesamten Aorta wurden
am Ende des Versuchs gemilBl der Oil Red O-Methode gefarbt und quantifiziert. Dabei
fanden sich sowohl im Aortenbogen als auch in der gesamten Aorta signifikant grof3ere
Mengen gefarbter Plaques in der Kalium-armen Gruppe gegeniiber der Kalium-reichen

Gruppe (Abb. 11 — 13).
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Abb. 11: Anteil arteriosklerotischer Plaques an Gesamtoberflache im Bereich des
Aortenbogens

A: Kalium-arm ernéhrte Méause (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 4), C: Kalium-reich ernédhrte Méuse (n= 7).
Relative Plaque-Flache = Fliche der arteriosklerotischen Plaques/Flache des Aortenbogens. Der Anteil arteriosklerotischer
Plaques in Gruppe A lag signifikant hoher als in Gruppe C (im Mittel 21,11 % + 2,96 % vs. 10,27 % + 2,2 %, p=0,0215).
Zwischen Gruppe A und B zeigte sich hinsichtlich des Anteils arteriosklerotischer Plaques ebenfalls eine deutliche Tendenz
im Sinne eines hoheren Anteils in der Kalium-armen Gruppe (im Mittel 21,11 % + 2,96 % vs. 11,08 % =+ 2,0 5%, p=
0,0806). Zwischen Kalium-normaler und Kalium-reicher Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied (im Mittel 11,08
% + 2,05 % vs. 10,27 % =+ 2,2 %, p= 0,9825). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels
Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. *: p< 0,05.
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Abb. 12: Anteil arteriosklerotischer Plaques an Gesamtoberflache im Bereich der gesamten
Aorta

A: Kalium-arm ernéhrte Méuse (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Méduse (n=4), C: Kalium-reich erndhrte Méuse (n= 7).
Relative Plaque-Flache = Fliache der arteriosklerotischen Plaques/Flache des Aortenbogens. Der Anteil arteriosklerotischer
Plaques in Gruppe A war signifikant héher als in Gruppe C (im Mittel 11,36 % + 2,24 % vs. 4,61 % + 0,38 %, p=0,0297).
Zwischen Gruppe A und B zeigte sich hinsichtlich des Anteils arteriosklerotischer Plaques eine Tendenz im Sinne eines
hoheren Anteils in der Kalium-armen Gruppe (im Mittel 11,36 % + 2,24 % vs. 5,53 % £ 1,13 %, p= 0,1313). Zwischen
Kalium-normaler und Kalium-reicher Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied (im Mittel 5,53 % + 1,13 % vs. 4,61
% £ 0,38 %, p= 0,9485). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-
way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. *: p< 0,05.

Abb. 13.1 - 13.3: Exemplarische graphische Darstellung der operativ enthommenen
Aortenboégen und oberer Anteile der Aorten

Dargestellt ist in 4.1 ein Exemplar der Niedrig-Kalium-Gruppe, in 4.2 eines der Normal-Kalium und in 4.3 eines der Hoch-
Kalium-Gruppe. Das dunklere Rot entspricht der Anfarbung arteriosklerotischer Plaques mittels Oil-Red-O-Férbung.
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4.5 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf das Herz

4.51 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf Korper-, Herzgewicht und
Tibialange

Am Ende des Versuchs wurden die Parameter Korpergewicht, Herzgewicht und Tibialdnge
erhoben. Wihrend sich im Besonderen die Kalium-normal und Kalium-arm bzw. Kalium-
normal und Kalium-reich erndhrten Miuse signifikant hinsichtlich des Korper- (Abb. 14)
und Herzgewichts unterschieden (Abb. 15), wies das Verhiltnis von Herz- zu Korpergewicht
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf (Abb. 16). Sowohl hinsichtlich
des Korper- als auch des Herzgewichtes weist die kaliumarm ernédhrte Versuchsgruppe
signifikant niedrigere Werte auf als die kaliumnormal und kaliumreich erndhrte Gruppe. In
Bezug auf das Korpergewicht ist die Kontrollgruppe auBerdem hoch signifikant schwerer

als die mit kaliumreicher Diét gefiitterten Mause.
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Abb. 14: Kérpergewicht zum Zeitpunkt der Opferung

A: Kalium-arm erndhrte Méause (n= 20), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 18), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
19). Es zeigten sich hoch signifikante Unterschiede zwischen Gruppe A und B (im Mittel 21,38 g + 0,54 g vs. 27,37 g +
0,36 g, p<0,0001) sowie zwischen Gruppe B und C (im Mittel 27,37 g + 0,36vg vs. 23,59 g £ 0,81 g, p= 0,0002); zwischen
Gruppe a und C lag ebenfalls ein signifikanter Unterschied vor (im Mittel 21,38 g+ 0,54 g vs. 27,37 g+ 0,36 g, p=0,0295).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von
Tukey post-hoc test. *: p< 0,05, ***: p< 0,001, ****< 0,0001.
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Abb. 15: Herzgewicht zum Zeitpunkt der Opferung

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 20), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 18), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
19). Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Gruppe A und B (im Mittel 133,69 mg + 4,92 mg vs. 189,92mg +
17,19 mg, p= 0,0009) sowie zwischen Gruppe A und C (im Mittel 133,69 mg + 4,92 mg vs. 166,71mg + 6,51 mg, p=
0,0456); zwischen Gruppe B und C lag kein signifikanter Unterschied vor (im Mittel 189,92mg + 17,19 mg vs. 166,71mg
+ 6,51 mg, p=0,2399). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way
ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. *: p< 0,05, ***: p< 0,001.
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Abb. 16: Verhiltnis von Herz- zu Kérpergewicht zum Zeitpunkt der Opferung

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 20), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 18), C: Kalium-reich ernihrte Méuse (n=
19). Die Ratio ,,Herz-/Korpergewicht* unterschied sich zwischen den drei Versuchsgruppen nicht signifikant: Gruppe A vs.
B (im Mittel 0,636 % + 0,017 % vs. 0,662 % + 0,04 6%, p= 0,8274); Gruppe A vs. C (im Mittel 0,636 % + 0,017 % vs.
0,681 % + 0,027 %, p= 0,5585); Gruppe B vs. C (im Mittel 0,662 % + 0,046 % vs. 0,681 % + 0,027 %, p= 0,9044).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA. ns: nicht
signifikant.

Wihrend sich die Tibialdngen der Méuse nicht signifikant unterschieden (Abb. 17), wurden
bei der Betrachtung der Ratio ,,Herzgewicht/Tibialdnge* signifikante Unterschiede zwischen
den mit unterschiedlichen Kaliumdidten gefiitterten Tieren deutlich: Der Mittelwert der
Kalium-normalen Gruppe stellte sich mit 0,81 100*g/mm + 0,057 100*g/mm als am groften
dar. Es folgten die Kalium-reiche Gruppe mit einem Durchschnitt von 0,755 100*g/mm =+
0,026 100*g/mm und die Kalium-arme Gruppe mit im Mittel 0,624 100*g/mm + 0,019
100*g/mm (Abb. 18).
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Abb. 17: Tibialange zum Zeitpunkt der Opferung

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 20), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 18), C: Kalium-reich ernihrte Méuse (n=
19). Die Tibialénge unterschied sich zwischen den drei Versuchsgruppen nicht signifikant: Gruppe A vs. B (im Mittel 21,56
mm + 0,22 mm vs. 22,24 mm + 0,21 mm p= 0,055); Gruppe A vs. C (im Mittel 21,56 mm = 0,22 mm vs. 21,54 mm £ 0,15
mm p= 0,9947); Gruppe B vs. C (im Mittel 22,24 mm =+ 0,21 mm vs. 21,54 mm + 0,15 mm, p= 0,0587). Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA. ns: nicht signifikant.
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Abb. 18: Verhiltnis von Herzgewicht zu Tibialange zum Zeitpunkt der Opferung

A: Kalium-arm erndhrte Méause (n= 20), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 18), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
19). Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Gruppe A und B (im Mittel 0,624 100*g/mm + 0,019 100*g/mm
vs. 0,81 100*g/mm + 0,057 100*g/mm; p = 0,0025) und zwischen Gruppe A und C (im Mittel 0,624 100*g/mm + 0,019
100*g/mm vs. 0,755 100*g/mm + 0,026 100*g/mm; p = 0,0369); zwischen Gruppe B und C (im Mittel 0,81 100*g/mm
+0,057 100*g/mm vs. 0,755 100*g/mm + 0,026 100*g/mm; p= 0,5829) war eine nicht signifikante Tendenz zu erkennen.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von
Tukey post-hoc test. *: p< 0,05, **: p< 0,01.

4.5.2 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf die relative mRNA-Expression von
Col, FN, B-MHC, ANP und BNP

Dass sich das Verhiltnis von Herzgewicht zu Tibialdnge in den Versuchgruppen unterschied,
wurde als ein Hinweis auf auch mogliche strukturelle, kardiale Verdnderungen gewertet.
Daher wurden nach Opferung der Versuchstiere neben Blut und Aorta auch das Herz fiir
weitere Untersuchungen entnommen. Die Herz-Apizes wurden dann — wie in der Methodik
beschrieben — mittels qPCR in Hinblick auf die relative mRNA-Expression von collagen la
(Col), fibronectin 1 (FN), atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP)
und beta-myosin heavy chain (B-MHC) analysiert.

Bei Untersuchung der mRNA-Expression der profibrotischen Marker Col und FN zeigte
sich, dass die mit erhohten Kaliummengen geflitterten Tiere relativ betrachtet weniger Col
und FN bildeten (Col-Mittelwert: 0,4683 + 0,04; FN-Mittelwert: 0,4732 + 0,07) als die mit
iblichen (Col-Mittelwert: 1 + 0,24; FN-Mittelwert: 1 + 0,19) oder erniedrigten Mengen
(Col-Mittelwert: 1,2819 + 0,48; FN-Mittelwert: 1,2476 + 0,36). Zwischen der Kalium-
reichen und der Kalium-armen Gruppe (Col: p= 0,1471; FN: p= 0,0734) und zwischen der
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Kalium-reichen und der Kalium-normalen Fraktion (Col: p=0,422; FN: p=0,2739) bestand
eine nicht signifikante Tendenz. Die Kalium-normale und -arme Gruppe differierten nicht

(Abb. 19-20).
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Abb. 19: Normalisierte, relative Collagen1-mRNA-Expression im Herz-Apex

A: Kalium-arm ernéhrte Méause (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 8), C: Kalium-reich erndhrte Méuse (n=9).
Zwischen Gruppe A und C (im Mittel 1,2819 + 0,48 vs. 0,4683 = 0,04; p= 0,1471) sowie zwischen Gruppe B und C (im
Mittel 1,0 = 0,24 vs. 0,4683 £ 0,04; p=0,422) war eine nicht signifikante Tendenz zu erkennen; Kein Unterschied in Gruppe
A und B (im Mittel 1,2819 + 0,48 vs. 1,0 + 0,24; p= 0,7869). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des
Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test.
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Abb. 20: Normalisierte, relative Fibronectin-mRNA-Expression im Herz-Apex

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 8), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=9).
Zwischen Gruppe A und C (im Mittel 1,2476 + 0,36 vs. 0,4732 £ 0,04; p= 0,0734) sowie zwischen Gruppe B und C (im
Mittel 1,0 + 0,19 vs. 0,4732 + 0,07; p= 0,2379) war eine nicht signifikante Tendenz zu erkennen; Kein Unterschied in
Gruppe A und B (im Mittel 1,2476 £ 0,36 vs. 1,0 + 0,19; p= 0,7399). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des
Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test.

Weiterhin ergaben sich Unterschiede hinsichtlich der relativen Expression des
profibrotischen und auf Hypertrophie hinweisenden Markers B-MHC im Apex cordis: die
Kontrollgruppe weist im Vergleich die geringste B-MHC-Expression auf (Mittelwert: 1 +
0,22), die relativen Werte der Kalium-arm und Kalium-reich versorgten Gruppen liegen mit
im Mittel 2,2752 + 0,3 beziehungsweise 1,0702 + 0,29 hoher. Die Beziehungen zwischen
den Versuchsgruppen, die mit niedrigen und normalen beziehungsweise niedrigen und hohen

Kaliumkonzentrationen gefiittert wurden, sind signifikant (Abb. 21).
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Abb. 21: Normalisierte, relative B-MHC-mRNA-Expression im Herz-Apex

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 8), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=9).
Es zeigen sich hoch signifikante Unterschiede zwischen Gruppe A und B (im Mittel 2,275 + 0,3 vs. 1 + 0,22; p=0,01).
Zwischen Gruppe A und C ist ebenfalls eine signifikante Tendenz zu erkennen (im Mittel 2,275 + 0,3 vs. 1,0702 + 0,29; p=
0,0123); Gruppe B und C heben sich nicht voneinander ab (im Mittel 1,0 + 0,22 vs. 1,0702 £ 0,29; p= 0,9816). Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-
hoc test. *: p< 0,05, **: p< 0,01.

Neben den Fibrosemarkern Col, FN und auch B-MHC wurden auch ANP sowie BNP in
gleicher Weise analysiert. Dabei sollte vor dem Hintergrund der beiden als
Herzinsuftizienzmarker geltenden Peptide untersucht werden, ob die Kaliumdidt einen
Einfluss auf die kardiale Funktion der Versuchstiere hat. Es zeigte sich, dass Tiere, die mit
einer kaliumreduzierten Didt behandelt wurden, eine vermehrte Expression von ANP und
BNP in der Herzspitze aufwiesen.

Beziiglich der ANP-Synthese ergaben sich hoch signifikante Unterschiede zwischen den

Kalium-arm und Kalium-normal erndhrten sowie zwischen den Kalium-arm und den

Kalium-reich erndhrten Mausen (Abb. 22).
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Abb. 22: Normalisierte, relative ANP-mRNA-Expression im Herz-Apex

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 10), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 8), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n=
9). ANP wurde am meisten in Gruppe A exprimiert (im Mittel 4,0168 + 0,75); es folgten Gruppe B (im Mittel 1 + 0,23)
und C (im Mittel 0,8102 + 0,27). Es zeigten sich hoch signifikante Unterschiede zwischen Séule A und B (p=0,001) und
zwischen Séule A und C (p=0,0003). B und C unterschieden sich nicht signifikant (p=0,9636). Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. **: p<
0,01, ***: p< 0,001.

Bei Betrachtung von BNP fillt auf, dass in den Herzen der Kontrollgruppe (Normal-
Kaliumdidt) am wenigsten BNP-mRNA nachgewiesen wurde. Die Beziehung zwischen

dieser Versuchsgruppe und der Kalium-arm erndhrten Gruppe war anndhernd signifikant (p=
0,11) (Abb. 23).
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Abb. 23: Normalisierte, relative BNP-mRNA-Expression im Herz-Apex

A: Kalium-arm ernéhrte Méuse (n=9), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 8), C: Kalium-reich erndhrte Méuse (n=9).
Es zeigten sich nicht-signifikante, aber tendenzielle Unterschiede zwischen Gruppe A und B (im Mittel 2,1463 + 0,5 vs. 1
+0,27; p=0,11), zwischen Gruppe A und C (im Mittel 2,1463 + 0,5 vs. 1,2637 £ 0,36; p= 0,2453) und B und C (im Mittel
1 £0,27 vs. 1,2637 £ 0,36; p= 0,8658) war keine signifikante Diskrepanz zu erkennen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test.

4.5.3 Auswirkungen der Kaliumdiaten auf kardiale Struktur und Funktion

Da die oben beschriebenen mRNA-Untersuchungen der Mauseherzen bereits in den ersten
Versuchskohorten signifikante Ergebnisse erbrachten, entschieden wir uns Funktion der
Maiuseherzen noch genauer mittels kardialer Bildgebung zu untersuchen: In diesem
Zusammenhang erfolgten Kardio-MRT-Studien zur Erhebung der Parameter end-systolic
volume (ESV), end-diastolic volume (EDV), Ejektionsfraktion (EF), left ventricular mass
(LVM), systolic wall thickness (SWT) und diastolic wall thickness (DWT).

In der Kalium-arm ernihrte Gruppe war sowohl das enddiastolische (Mittelwert: 51,9 mm’
+4,67 mm?®) als auch das endsystolische Volumen (Mittelwert: 25,75 mm?> + 5,83 mm?)
grofer. Es folgten in absteigender Reihenfolge die Kalium-normale (ESV-Mittelwert: 19,8
mm? £ 3,95 mm®; EDV-Normalwert: 53,53 mm?® £ 5,29 mm?®) und Kalium-reiche Gruppe
(ESV-Mittelwert: 17,26 mm?® + 2,22 mm?®; EDV-Normalwert: 51,79 mm? 5,93 mm?®). Die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Abb. 24-25).
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Abb. 24: ESV (bestimmt aus Bildern der kardialen MRT)

A: Kalium-arm ernéhrte Méuse (n= 7), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n=7), C: Kalium-reich erndhrte Méuse (n= 8).
Die Kalium-arme Gruppe verzeichneten das grofite ESV (ESV-Mittelwert: 25,75 mm3 + 5,83 mm3), es folgte die Kalium-
normale (ESV-Mittelwert: 19,8 mm3 + 3,95 mm3), dann die Kalium-reiche Gruppe (ESV-Mittelwert: 17,2625 mm3 + 2,22
mm3). Die Unterschiede waren nicht signifikant (Séule A vs. B: p=0,5699; Séule B vs. C: p=0,8857; Séule A vs. C: p=
0,3102). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA.
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Abb. 25: EDV (bestimmt aus Bildern der kardialen MRT)

A: Kalium-arm ernghrte Mause (n= 7), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 7), C: Kalium-reich ernéhrte Méause (n= 8).
Die Kalium-normale (EDV-Mittelwert: 53,5286 mm? + 5,29 mm?) verzeichnete das groBte EDV; es folgten dann die
Kalium-arme Gruppe (EDV-Mittelwert: 51,9 mm? + 4,67 mm?®) und die Kalium-reiche Gruppe (EDV-Mittelwert: 51,7875
mm? £ 5,93 mm?). Die Unterschiede waren nicht signifikant (Sdule A vs. B: p=0,9779; Siule B vs. C: p= 0,9709; Siule
A vs. C: p=0,9989). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way
ANOVA.
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Die EF, ein aus ESV und EDV berechnetes MaB fiir die linkskardiale Funktion, der kalium-
arm gefiitterten Tiere betrug im Mittel bei 50,48 % =+ 6,06 % und damit signifikant weniger
als die Ejektionsfraktion der kalium-normalen (EF: 64,74 % + 3,32 %) und -reichen Gruppe
(EF: 67,04 % £ 1,56 %) (Abb. 26).
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Abb. 26: Ejektionsfraktion

A: Kalium-arm ernéhrte Méause (n= 7), B: Kalium-normal erndhrte Méuse (n= 7), C: Kalium-reich ernédhrte Méuse (n= 8).
In Gruppe A kam eine signifikant niedrigere linksventrikuldre Pumpfunktion zur Darstellung (EF-Mittelwert: 50,4833 %
+ 6,06 %) — sowohl im Vergleich mit Gruppe B (EF-Mittelwert: 64,7429 % =+ 3,32 %, p= 0,0423), als auch im Vergleich
mit Gruppe C EF-Mittelwert: 67,0375 % + 1,56 %, p= 0,0145). Zwischen Gruppe B und C bestand kein signifikanter
Unterschied (p= 0,8924). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-
way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. *: p< 0,05.

Es zeigte sich, dass die Masse des linken Ventrikels bei den mit einer Kalium-armen Diét
behandelten Mause signifikant geringer als die der mit Standardkaliummengen ernédhrten
Tiere und signifikant geringer als die mit Kalium-reichen Futter versorgten Mause war. Die
Kalium-arme Gruppe verzeichnete einen Mittelwert von 90,72 mm?® + 4,02 mm?, die
Kalium-normale Gruppe einen Mittelwert von 115,21 mm?® + 5,88 mm?® und die Kalium-

reiche Gruppe einen von 117,29 mm?® + 6,64 mm?® (Abb. 27).

48



150 - %

C

Abb. 27: LV-Masse (berechnet aus Vges und EDV)

A: Kalium-arm ernéhrte Méuse (n= 7), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 7), C: Kalium-reich erndhrte Méuse (n= 8).
Gruppe A hatte mit im Mittel 90,7167 mm? + 4,02 mm? die geringste LVM; es folgten Gruppe B (im Mittel 115,214 mm?
+ 5,88 mm?) und C (im Mittel 117,287 mm? + 6,64 mm?). Die Unterschiede zwischen Siule A und B (p= 0,0294) sowie
zwischen Séule A und C waren signifikant (p= 0,0147). Séule B und C unterschieden sich nicht signifikant (p= 0,9648).
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von
Tukey post-hoc test. *: p< 0,05

Im Kardio-MRT erfolgte zusitzlich die Bestimmung der kardialen endsystolischen und
enddiastolischen Wanddicken (SWT/DWT). Die Wanddicken der Kalium-armen Gruppe
sind signifikant geringer als in der Kalium-reichen Gruppe (SWT: p = 0,0027, DWT: p =
0,0493). Die Werte der Kontrollgruppe lagen etwa auf dem Niveau der Kalium-reich
erndhrten Méuse (Abb. 28-30).
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Abb. 28: SWT (bestimmt aus Bildern der Kardialen MRT)

A: Kalium-arm erndhrte Mause (n= 7), B: Kalium-normal erndhrte Mause (n= 7), C: Kalium-reich erndhrte Mause (n= 8).
Die Kalium-arm ernéhrten Tiere hatten eine hoch signifikant geringere SWT im Vergleich zu den Kalium-reich Erndhrten
(im Mittel 1,1583 mm + 0,09 mm vs. 1,5463 mm =+ 0,06 mm; p= 0,0027) und den Kalium-normal Ernéhrten (im Mittel
1,1583 mm + 0,09 mm vs. 1,5371 mm + 0,06 mm; p= 0,0042). Die Kalium-normal und -reich versorgten Gruppen hoben
sich nicht deutlich voneinander ab (im Mittel 1,5371 mm + 0,06 mm vs. 1,5463 mm + 0,06; p= 0,9949). Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc
test. **: p<0,01.

50



1.54

DWT [mm]

A B C

Abb. 29: DWT (bestimmt aus Bildern der Kardialen MRT)

A: Kalium-arm ernéhrte Méuse (n= 7), B: Kalium-normal ernéhrte Mause (n= 7), C: Kalium-reich erndhrte Méuse (n= 8).
Die Kalium-arm erndhrten Tiere verzeichneten eine signifikant geringere DWT im Vergleich zu den Kalium-reich erndhrten
(im Mittel 0,8467 mm + 0,04 mm vs. 1,035 mm + 0,06 mm; p= 0,0493); zwischen den Kalium-arm und -normal ernéhrten
Mausen war eine deutliche, allerdings nicht-signifikante Tendenz zu erkennen (im Mittel 0,8467 mm = 06,04 mm vs. 1,04
mm =+ 0,05; p= 0,0502); die Kalium-normal und -reich versorgten Gruppen hoben sich nicht deutlich voneinander ab (im
Mittel 1,04 mm + 0,05 mm vs. 1,035 mm + 0,06 mm; p= 0,9972). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler des
Mittelwerts mittels Balkendiagramm. One-way ANOVA, gefolgt von Tukey post-hoc test. *: p< 0,05.
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Abb. 30.1 - 30.6: Exemplarische kardiale MRT-Bilder (Herzen in langer und kurzer Achse
angeschnitten)

Dargestellt ist in 30.1 der linke Ventrikel der Niedrig-Kalium-Gruppe in kurzer Achse, in 30.2 der linke Ventrikel der
Normal-Kalium-Gruppe in kurzer Achse und in 30.3 ein linker Ventrikel der Hoch-Kalium-Gruppe in kurzer Achse. Die in
diesen drei Bildern gezeigte Schnittebene geht durch den Papillarmuskel. In 30.4 ist ein Herz der Niedrig-Kalium-Gruppe
in langer Achse, in 30.5 ein Herz der Normal-Kalium-Gruppe in langer Achse und in 30.6 eines der Hoch-Kalium-Gruppe
in langer Achse zu sehen. Es féllt auf, dass der Ventrikel der Maus der Kalium-armen Gruppe diinner ist als die linken
Herzkammern der beiden anderen Tiere. Alle Bilder sind zum Zeitpunkt der Enddiastole aufgenommen. Das rote Sternchen
markiert jeweils das Cavum des linken Ventrikels.
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5 Diskussion

5.1 Mausmodell

Die oben beschriebenen Experimente wurden durchgefiihrt, um die Auswirkungen einer Diét
mit unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen auf die Entwicklung von Atherosklerose und
Gewebefibrose am Herzen bei Hypertonie zu untersuchen. Dafiir wurde ein
hypercholesterinimes und hypertensives Mausmodell gewihlt, da beide Konditionen als
Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung einer Atherosklerose gelten [60]. Die
Hyperlipiddmie wurde dafiir durch Ausschaltung des ApoE-Gens erreicht. ApoE ist ein
entscheidendes Apolipoprotein im Fettstoffwechsel, dessen Hauptaufgabe der Transport von
Fetten im Blutplasma und im Zentralem Nervensystem ist [61]. Der knock-out des ApoE-
Gens fiihrt zu Stérungen des Lipidstoffwechsels und konsekutiv zur Hyperlipiddmie. Der
Bluthochdruck der Tiere wurde durch konstante Infusion von Angll induziert [62].

Die so vorbereiteten Maduse erhielten eine Didt, die sich lediglich in ihrer
Kaliumkonzentration unterschied. Unterschieden wurde eine Kalium-freie Diét (Kalium <
0,05% als KCI) von einer Didt mit normaler (Kalium 0,5% als KCl) und hoher

Kaliumkonzentration (Kalium 5% als KCl).

5.2 Serumkaliumspieqgel

Die unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen im Futter der Méuse beeinflussten deren
Serumkaliumspiegel. Eine Diédt mit hohem Kaliumgehalt fithrte zu hohen Kaliumspiegeln
im Blut, Futter mit normalem Kaliumgehalt zu normwertigen Kaliumspiegeln und Futter mit
niedrigem Kaliumgehalt zu niedrigen Kaliumspiegeln. Die Versuchsgruppen unterschieden
sich im gesamten Versuchsaufbau nur in ihrer Didtform, sodass geschlussfolgert werden
kann, dass die Ergebnisse dieser Arbeit ursidchlich mit den unterschiedlichen, iiber die
Nahrung verabreichten Kaliumkonzentrationen beziehungsweise daraus resultierend mit den
unterschiedlichen Kaliumspiegeln im Blut zusammenhingen.

Die hier genutzten Kaliumdidten wurden so gewihlt, dass es zu einer gut messbaren
Abweichung von normalen Serumkaliumkonzentrationen in den unterschiedlichen Gruppen
kam. Die Kalium-arm erndhrten Mause waren im Mittel messbar hypokalidm, die Kalium-
reich erndhrten Miuse hyperkalidm. Bei einer Didt mit normalem Kaliumgehalt lagen die

Messwerte im Mittel im Referenzbereich von 3,44 mmol/I bis 5,36 mmol/l [63].
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5.3 Urin

5.3.1 Kalium

Die Kaliumkonzentration im Urin der unterschiedlich gefiitterten Mause wurde an drei
verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Die Urinuntersuchungen wurden durchgefiihrt, da die
Niere iiber die Kalium- beziehungsweise Natriumausscheidung ein entscheidendes,
regulierendes Organ im Kalium- bzw. Natriumhaushalt darstellt und es zu erwarten ist, dass
die Hoch- beziehungsweise Niedrig-Kalium Didt die Elektrolytausscheidung in starkem
Mafe beeinflusst.

Zu den Untersuchungszeitpunkten t2 und t3 lag ein Teil der kaliumreich ernéhrten Miuse
mit ihrer Urinkaliumkonzentration — trotz einer 1:4 Verdiinnung — oberhalb des Maximums
des Referenzbereiches von 105 mmol/l. Diese Versuchstiere wurden mangels exakter Werte
nicht in die graphisch aufgestellten Ergebnisse miteinbezogen, wodurch sich die power der
Untersuchung reduziert. In zukiinftigen Experimenten konnte dieser Umstand durch eine
adaquate, stirkere Verdiinnung des Urins vermieden werden.

Vor Beginn der Diiten (t1) war kein signifikanter Unterschied in der Kaliumausscheidung
tiber den Urin zu verzeichnen, sodass man davon ausgehen kann, dass die Didt zu den
nachfolgenden Verdnderungen fiihrte: Zum Zeitpunkt t3 schied die mit Hochkaliumdiét
gefiitterte  Gruppe hoch signifikant groBere Kaliummengen als die anderen beiden
Versuchsgruppen und auch signifikant mehr als die gleichen Miuse zum Zeitpunkt t1 aus.
Zum Zeitpunkt t2 {iberschritt die Hoch-Kalium-Gruppe — wie beschrieben — die
Referenzwerte, sodass eine genaue Quantifizierung und damit auch Interpretation nicht
serids durchgefiihrt werden konnte. Erwartungsgemdfl konnte in der Niedrig-Kalium-
Gruppe nach Versuchsbeginn deutlich niedrigere Kaliummengen im Urin nachgewiesen
werden: So war die Kaliumausscheidung zu den Zeitpunkten t2 und t3 signifikant niedriger
als zum Zeitpunkt t1 und auch wenn man die Versuchsgruppen untereinander analysiert, so
zeigte sich eine hoch signifikant niedrigere Kaliumausscheidung im Vergleich zu den
anderen Versuchsgruppen zum Zeitpunkt t3 und eine signifikant niedrigere zum Zeitpunkt
t2.

Interpretiert man die Kaliumausscheidung als Surrogatparameter fiir das Serumkaliumlevel,
so zeigt die Kaliumexkretion, dass die unterschiedlichen Didten nicht nur nach sechs
Wochen, sondern auch bereits nach 2 Wochen und damit wahrscheinlich {iber den ganzen
Versuchszeitraum Einfluss auf die Serumkaliumlevel nehmen [64]. Dies unterstreicht die
oben aufgestellte These, dass die Ergebnisse der Untersuchungen ursichlich auf die

unterschiedlichen  Serumlevel zuriickzufithren sind. Der Idee, anhand der
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Kaliumausscheidung Riickschliisse auf die Serumkaliumlevel zu ziehen, liegt zugrunde,
dass die gesunde Niere mittels zweier wesentlicher Mechanismen, die im Folgenden
beschrieben werden, eine Elektrolythomdostase aufrechtzuerhalten versucht [65]. Ein
entscheidender Mechanismus der Kaliumhomdostase ist die Aldosteron-vermittelte
Natriumresorption und Kaliumsekretion im Verbindungstubulus und Sammelrohr der
Nephrone. Mehrere Arbeiten konnten bereits zeigen, dass eine hohe Kaliumaufnahme mit
hohen Aldosteronserumspiegeln und eine verminderte Kaliumaufnahme mit niedrigen
Aldosteronserumspiegeln einhergehen [40, 66]: Aldosteron sorgt iiber die Aktivierung von
Mineralokortikoidrezeptoren fiir einen vermehrten Einbau von Natriumkanidlen (ENaC) in
die luminale Membran und Natriumtransportern (Na“/K*-ATPase) in die Plasmamembran
der Zellen des distalen Tubulus hin zum Interstitium. Dadurch kommt es zur verstirkten
Natriumriickresorption und konsekutiv zur Kaliumsekretion iiber — ebenfalls durch
Aldosteron aktivierte — ROMK. Als bedeutendster Stimulus fiir die Sekretion von
Aldosteron wird in der Literatur — neben der Freisetzung von Angll — der Anstieg der
extrazelluldren Kaliumkonzentration beschrieben [40]. Auf diesen Zusammenhang wird im
Folgenden auch noch eingegangen.

Ein weiterer fiir die Elektrolythomdostase entscheidender Transporter ist der Thiazid-
sensitive Na'-Cl-Transporter (NCC) im distalen Tubulus. Auf dessen Kalium-abhingige
Aktivierung und seine Auswirkungen auf die Kalium- und Natrium-Ausscheidung wird

weiter unten im Zusammenhang mit der Natriumausscheidung eingegangen.

5.3.2 Aldosteron

Die renale Aldosteronausscheidung unterschied sich in den verschiedenen Gruppen zum
Untersuchungsbeginn nicht. Nach Beginn der unterschiedlichen Didten konnte dann
festgestellt werden, dass die ausgeschiedene Hormon-Menge bei den Kaliumreich-erndhrten
Maiusen zu den Zeitpunkten t2 und t3 signifikant anstieg und auch hoch signifikant {iber der
Aldosteronausscheidung der anderen zwei Versuchsgruppen lag. Die Kaliumarm-erndhrten
Maiuse schieden zum Zeitpunkt t2 und t3 signifikant — zum Teil sogar hoch signifikant —
weniger Aldosteron aus als zu Beginn.

Es ist bekannt, dass die Aldosteronfreisetzung im Wesentlichen liber das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System und iiber die extrazelluldre Kaliumkonzentration stimuliert wird. Die
hier vorliegenden Daten unterstiitzen dabei die These, dass hohe Kaliumserumlevel {iber
eine Aldosteronfreisetzung aus der Zona glomerulosa der Nebenniere eine erhohte

Kaliumausscheidung zur Folge haben, wihrend niedrige Serumkaliumlevel eine
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verminderte Aldosteron-vermittelte Kaliumsekretion bedingen [40]. Das erklért, dass im
Urin der kaliumreich ernéhrten Miuse jeweils hohe Kalium- und hohe Aldosteronmengen
detektiert werden konnten, wéhrend in der kaliumarm erndhrten Gruppe nach
Versuchsbeginn deutlich verringerte Aldosteron- und Kaliummengen im Urin zu finden
waren.

Ebenfalls bemerkenswert ist, dass es weder in der mit kaliumarmer noch in der mit
kaliumreicher Diét gefiitterten Versuchsgruppe nach Angll-Infusion zu einem signifikanten
Anstieg der Aldosteronausscheidung im Urin kam. Dies kann gerade in Bezug auf die Hoch-
Kalium-Gruppe zunidchst paradox wirken, da Angll ein bekannter Stimulus fiir die
Aldosteronfreisetzung ist und Linde et al. bereits 1981 zeigen konnten, dass die Angll-
vermittelte Aldosteronfreisetzung in kaliumreich erndhrten Méusen deutlich verstérkt ist
[40, 67]. Bestitigt werden konnte dies im Jahr 2021 durch Dreyer et al [68]. Jedoch zeigte
der Versuchsaufbau gerade von Linde et al. deutliche Unterschiede zu diesem Experiment.
Wiéhrend damals die AnglI-Infusion bereits nach 6 Tagen mit kaliumreicher Diét erfolgte,
so wurde in diesem Experiment die Angll-Infusion erst nach zweiwdchiger Kaliumdiét
begonnen. Auch lagen die Serumkaliumlevel nach kaliumreicher Diét deutlich niedriger als
in dieser Studie: im Mittel bei 4,54 + 0,2 mmol/l versus 6,24 + 0,86 mmol/l. Dies hatte zur
Folge, dass die kaliumreich erndhrten Tiere dieses Experiments bereits vor Hormoninfusion
eine deutlich hohere Aldosteronausscheidung aufwiesen als die Tiere von Linde et al.: 151,1
+ 64,58 ng/24h versus 16,87 £ 1,94 ng/24h. Dies lasst die Hypothese zu, dass in diesem
Experiment die Kalium-getriggerte Aldosternfreisetzung aus der Zona glomerulosa bereits
maximal war, ein weiter Stimulus durch Angll daher keinen additiven Effekt mehr hatte und
so die synergistischen Effekte von hohen Serumkaliumleveln und Angll-Infusion — wie
durch Linde et al und Dreyer et al. beschrieben — nicht detektiert werden konnten.

Linde et al. beschrieben auch, dass die Angll-Infusion vermittelte Aldosteronausschiittung
in Tieren, die mit kaliumarmer Diét gefiittert wurden, weniger stark ausfallt. Sie postulierten,
dass eine erniedrigte Kaliumaufnahme die Zellantwort der Nebenniere auf Angll negativ
beeinflusst [67]. Dies konnte erkldren, warum die kaliumarm gefiitterten Méuse zum
Zeitpunkt t3 zwar im Mittel mehr Aldosteron ausschieden als zum Zeitpunkt t2 (im Mittel
14,09 ng/24h versus 10,82 ng), ein signifikanter Unterschied jedoch statistisch nicht
herausgearbeitet werden konnte.

Bemerkenswert ist, dass in der Kontrollgruppe nach Angll-Infusion ebenfalls kein
signifikanter Anstieg der Aldosteronausscheidung detektiert werden konnte. Dies steht im

Gegensatz zu anderen, teils oben zitierten Studien. Dreier et al. zeigten, dass es bei
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kaliumnormal ernédhrten Menschen nach Angll-Infusion zu einem signifikanten Anstieg der
Aldosteronlevel kam [68]. Auch bei Nagetieren konnte der gleiche Effekt gezeigt werden
[69]. Ein wesentlicher Unterschied zu obigen Studien besteht darin, dass in dieser Studie
ApoE-defiziente, hypercholesterindme Maiuse verwendet wurden. Ob dies jedoch eine
Auswirkung auf die Aldosteronlevel unter Angll-Infusion hat, ist nach Kenntnisstand des
Autors jedoch bis dato nicht untersucht. Es besteht folglich noch weiterer Bedarf an

Forschung hinsichtlich dieses Sachverhaltes.

5.3.3 Natrium

Zu Versuchsbeginn unterschieden sich die Versuchsgruppen nicht signifikant hinsichtlich
ithrer Natriumausscheidung mit dem Urin. Am Zeitpunkt t2 und t3 schied die Hoch-Kalium-
Gruppe dann jeweils signifikant mehr Natrium aus als die Niedrig-Kalium- und
Kontrollgruppe. Im zeitlichen Verlauf stieg die Natriurese von tl zu t2 in der kaliumreich
erndhrten Gruppe signifikant an, in der Gruppe mit kaliumarmer Didt sank die
Natriumausscheidung tendenziell, aber nicht signifikant. In der Kontrollgruppe waren
diesbeziiglich keine Unterschiede {iber den Versuchszeitraum zu verzeichnen.

Diese Ergebnisse erscheinen in Kenntnis der oben diskutierten Aldosteronausscheidung tiber
den Urin zundchst paradox: In der Hoch-Kalium-Gruppe konnte eine {iber den
Versuchszeitraum steigende Aldosteronsekretion, in der Niedrig-Kalium-Gruppe eine
fallende renale Ausscheidung nachgewiesen werden. Damit kdnnte man erwarten, dass es in
der Hoch-Kalium-Gruppe mit der gesteigerten Aldosteronsekretion zu einer verminderten
Natriumausscheidung  kommt, da  Aldosteron  bekanntermalen  fiir  eine
Natriumriickresorption im weit distalen Tubulus und Sammelrohr der Nephrone sorgt;
verminderte Aldosteronkonzentrationen fithren im Gegensatz dazu zur vermehrten renalen
Natriumausscheidung [40]. Dennoch lésst sich auf dem Boden der oben beschriebenen
Natriumausscheidung in diesem Experiment postulieren, dass eine gesteigerte Kaliumzufuhr
zu einer verstirkten Natriurese fiihrt. Dies steht im Einklang mit bereits in der Literatur
beschriebenen Beobachtungen. Studien von Zoccali et al. sowie von van Buren et al. [66,
70] konnten denselben Effekt ausmachen. Ursédchlich hierfiir konnte der kaliumabhéngige
Einbau und die Aktivierung des Natrium-Chlorid-Kotransporters (NCC) im distalen
Konvolut des Tubulussystems der Niere sein. Der NCC vermittelt die Riickresorption von
Natrium und Chlorid aus dem distalen Nierentubulus. Die phosphorylierte Form des NCC
gilt als aktivierte, die nicht-phosphorylierte als inaktive Form des Transporters [71].

Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine kaliumreiche Diédt sowohl {iber intrazelluldre
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Stoffwechselwege eine Dephosphorylierung und damit eine Inaktivierung der NCC, als auch
einen verminderten Einbau in die apikale Zellmembran bedingt [51, 52, 72]. Gibt es weniger
aktive NCC, wird weniger Natrium im distalen Tubulus riickresorbiert; konsekutiv kommt
es zu einer verstirkten Natriurese. Gegenteilige Effekte konnten fiir eine verminderte
Kaliumzufuhr gezeigt werden: niedrige Kaliumserumlevel bedingen eine vermehrte
Phosphorylierung und Einbau von NCC und damit eine verstdrkte Natriumriickresorption.
Gritter et al. zeigten dariiber hinaus, dass der Kalium-vermittelte, pro-natriuretische Effekt
— bedingt durch die Deaktivierung der NCC — den ebenfalls Kalium-getriggerten,
Aldosteron-abhéngigen Einbau von ENaC, welcher zu einer verstirkten
Natriumriickresorption im distalen Tubulus und Sammelrohr fiihrt — vor allem zu Beginn
einer Kaliumdidt — deutlich tiberwiegt [51]. Dies konnte die oben aufgeworfene Frage
beantworten, warum es bei den Kkaliumreich erndhrten Tieren trotz vermehrter
Aldosteronausscheidung dennoch zu einer verstirkten Natriumausscheidung kommt.
Einschrankend muss festgehalten werden, dass die Natriumzufuhr der Tiere in diesem
Versuchsaufbau nicht gemessen wurde. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass sich die
Natriumzufuhr in den Versuchsgruppen unterschieden hat und damit Einfluss genommen
haben konnte.

Die Kalium-abhiangige Natriurese gilt neben anderen Faktoren als einer der
Hauptmechanismen fiir eine durch Kaliumaufnahme vermittelte Blutdrucksenkung.
Mehrere Studien haben gezeigt, dass die gesteigerte Natriumausscheidung der kaliumreich
erndhrten Tiere auch eine gesteigerte Diurese zur Folge hat, sodass die These postuliert
wurde, dass die durch Kaliumaufnahme vermittelte Blutdrucksenkung bei Hypertonikern
mindestens teilweise auf einen natriuretischen und damit diuretischen, Thiazid-dhnlichen
Effekt des Kaliums zuriickzufiihren ist [32, 51, 68]. Auch in diesem Experiment konnte
gezeigt werden, dass die kaliumreich erndhrten Méuse nach Beginn der Didt zu den
Zeitpunkten t2 und t3 hoch signifikant gréere Urinvolumina ausschieden im Vergleich zum
Zeitpunkt t1 und im Vergleich zu den anderen beiden Versuchsgruppen. Einen Unterschied
im Blutdruck zeigte sich jedoch — am ehesten bedingt durch die bewusst gewéhlte Methodik

— nicht. Hierauf wird im Folgenden noch néher eingegangen.

5.4 Blutdruck

Zur Verursachung einer relevanten Arteriosklerose innerhalb von 6 Wochen bei den jungen,

ApoE-defizienten, hypercholesterinimen Méusen wurde eine arterielle Hypertonie durch

Infusion von Angll induziert. Mit Beginn der Infusion stieg der systolische Blutdruck auf
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bis iiber 167mmHg in der letzten Versuchswoche. Zwischen den drei Versuchsgruppen
zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied. Daraus ist zu schlielen, dass
die in den Versuchen gezeigten Effekte auf die Entwicklung von Atherosklerose und Fibrose
unabhidngig vom Blutdruck sind und somit auf die unterschiedlichen Kaliumdidten
zuriickzufiihren ist.

Dass kein signifikanter Unterschied zwischen der Hoch-Kalium und Niedrig-Kalium-
Gruppe nachzuweisen war, erscheint bemerkenswert: So konnten — wie oben bereits
angedeutet — zahlreiche Studien einen Zusammenhang zwischen der iiber die Nahrung
aufgenommenen Menge an Kalium und dem arteriellen Blutdruck zeigen [32-34]. Wéhrend
eine geringe Kaliumaufnahme mit dem Auftreten von erhohtem Blutdruck korrelierte,
konnte vor allem bei Hypertonikern der Blutdruck durch eine addquate Supplementation von
Kalium gesenkt werden. Die genauen Mechanismen, wie eine Hochkaliumdidt den
Blutdruck senkt, sind noch nicht final geklart. Jedoch wird — neben direkten
vasodilatatorischen Effekten auf das Endothel und die glatte GefaBmuskulatur sowie der
zentralen Inhibition des vegetativen Nervensystems — vor allem der Kalium-abhingigen
Dephosphorylierung von NCC im distalen Tubulus eine wesentliche Rolle in der
kaliumabhéngigen Blutdrucksenkung zugeteilt [51, 73, 74]. Dieser biochemische Vorgang
wird oben unter dem Abschnitt Urin: Natrium detailliert beschrieben. Zusammengefasst
fiihrt eine kaliumreiche Erndhrung zur Inaktivierung und vermindertem Einbau von NCC in
die Membran der Tubuluszellen. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Natriumausscheidung und
konsekutiv.  zu  einer erhohten  Diurese, welche wiederum iiber den
Volumenverlust/Vorlastsenkung eine blutdrucksenkende Wirkung besitzt [51, 52]. Die
Tatsache, dass keine Blutdruckunterschiede zwischen den Versuchsgruppen detektiert
werden konnten, erscheint umso bemerkenswerter unter dem Gesichtspunkt, dass auch in
diesem Experiment bei den kaliumreich gefiitterten Mausen eine signifikant stdrke
Natriurese und ein signifikant hoheres Urinvolumen gemessen wurde. Es bleibt somit die
Frage, warum keine Unterschiede gemessen wurden. Einen moglichen Erklarungsansatz
bietet die in diesem Experiment gewéhlte Methodik, ndmlich eine kontinuierliche, mit
500ng/kg/min hochdosierte Angll-Infusion. Zur Einordnung zeigten Cole et al., dass
Wildtyp-Maiuse unter normalen Bedingungen lediglich eine AnglI-Serumlevel von im Mittel
137 +/-20 pg/ml aufweisen [75]. Es erscheint mdglich, dass die direkten Angll-vermittelten
vasokonstriktorischen Effekte sowie die indirekten vasokonstriktorischen Effekte iiber eine

Aktivierung des Sympathikus derartig stark sind, dass die diuretischen, blutdrucksenkenden
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Effekte — obwohl noch nachweisbar — hinsichtlich des Blutdrucks nicht mehr ins Gewicht
fallen [76].

Dass eine Angll-Infusion zur Induktion des Bluthochdruckes in diesem Experiment, das
kaliumabhéangige Effekte untersucht, gewihlt wurde, kann vor dem Hintergrund, dass Angll
hauptsdchlich iiber eine Aldosteronausschiittung fiir eine Kaliumsekretion und
Natriumresorption sorgt, diskutiert werden [40]. Ohne die Versuchsergebnisse zu kennen,
konnte man also vermuten, dass eine Angll-Infusion die Regulation des Natrium- und
Kaliumhaushaltes und damit die Experimente an sich beeinflusst. Dennoch wurde bewusst
diese Methodik gewihlt, da sie einerseits in der Wissenschaft etabliert ist und verlédsslich
einen Bluthochdruck induziert und andererseits in diesem Experiment gezeigt wurde, dass
kein die Untersuchung in relevanter Weise verdndernder Einfluss detektiert werden konnte,
der auf die Angll-Infusion zuriickzufiihren ist [67]. So konnte gezeigt werden, dass es — wie
in den Abschnitten Urin: Aldosteron und Urin: Kalium ausfihrlich diskutiert — nach
Implantation der Minipumpen weder zu einem signifikanten Anstieg der
Aldosteronausscheidung noch zu einem signifikanten Anstieg der Kaliumausscheidung in

einer der drei Versuchsgruppen kam.

5.5 Aorta und Atherosklerose

Die Untersuchungen an den Mausaorten zeigten, dass in der mit niedrigkonzentriertem

Kalium gefiitterten Versuchsgruppe signifikant mehr Atherosklerose nachgewiesen werden
konnte als in der Hoch-Kalium-Gruppe. Dies galt sowohl fiir den relativen Anteil
atherosklerotischer Plaques an der ganzen Aorta als auch fiir die fiir Schlaganfille und
Herzinfarkte pradisponierende atherosklerotischen Plaques des Aortenbogens [77, 78]. Die
hier prasentierten Untersuchungen weisen also darauf hin, dass erniedrigte
Serumkaliumkonzentrationen die Entstehung von Atherosklerose bei Médusen mit erh6htem
kardiovaskuldrem Risiko begiinstigen.

Welche Mechanismen hier eine Rolle spielen kdnnten, werden aktuell in der Wissenschaft
diskutiert. Als besonders wichtig werden die Auswirkungen einer kaliumarmen Diédt auf den
Blutdruck beschrieben [79]. Wie Vallon et al. dargelegt haben, fiihrt ein chronisch niedriger
Serumkaliumspiegel zu Aktivierung und Einbau von NCC und damit {iber eine chronisch
gesteigerte Natriumriickresorption zu einem erhdhten Blutdruck [52]. In diesem
Versuchsaufbau divergiert der Blutdruck zwischen den Versuchsgruppen allerdings
nachweislich nicht. Dies ldsst den Schluss zu, dass es weitere vom Blutdruck unabhéngige

Mechanismen geben muss, die die Atheroskleroseentstehung bei kaliumarmer Diét bedingen
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und in diesem Experiment zum Tragen kamen. In der Literatur gibt es Hinweise, dass eine
kaliumarme Diét direkte, die Gefile und das Gefdllsystem betreffende Effekte hat. So
konnte gezeigt werden, dass hypercholesterinime, kaliumarm erndhrte Méuse eine starker
ausgepragte Kalzifikation der Aortenwurzel aufwiesen [50]. Dieser Effekt ist gemal Kido et
al. zumindest teilweise auf eine verstirkte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
zuriickzufiihren [53]. Dazu passend konnten Yang et al. in den Wénden der Karotiden von
Hasen, die mit einer kaliumarmen Diét gefiittert wurden, verstarkt Superoxid-Anionen
nachweisen [80]. Dem entgegengesetzt fiihrte eine kaliumreiche Erndhrung bei Ratten, die
auch eine natriumreiche Erndhrung erhielten, zu einer verminderten Neointima-Proliferation
[53, 55]. Zusammengefasst kann also postuliert werden, dass die hier gezeigte, verstérkte
Atherosklerosebildung in der kaliumarm erndhrten Versuchsgruppe zum Teil auf eine
verstirkte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zuriickzufiihren sein konnte.

Dass eine Kalium-arme Didt mit Atherosklerose-Entstehung zusammenhingt,
korrespondiert auch mit den von Yong Sun et al. verdffentlichten Daten. Deren
Arbeitsgruppe konnte sowohl ex als auch in vivo am ApoE”~ Miusemodell zeigen, dass eine
reduzierte Serumkaliumkonzentration mit erhohter arterieller Steifigkeit und vermehrten
GefaBverkalkungen assoziiert ist. Die Arbeitsgruppe erkldrt dies iiber die osteogene
Differenzierung und Kalzifikation der glatten GefaBmuskulatur (vascular smooth muscle
cell, VSMC) [50]. Es konnte gezeigt werden, dass erniedrigte Serumkaliumlevel eine
Erhohung des intrazelluldren Calciums in den VSMCs bedingen. Dies fiihrt einerseits zu
einer pro-osteogenen Differenzierung und Kalzifikation der VSMCs und andererseits tiber
ein CREB-Protein (cAMP response element—binding protein) vermittelten Signalweg zu

einer gesteigerten Autophagie der VSMCs, welche die Gefd3verkalkung weiter fordert.

5.6 Herz

5.6.1 Fibrose

Im Rahmen der mRNA-Untersuchungen der Méuseherzen konnte gezeigt werden, dass die
profibrotischen Marker Col und FN in der Hoch-Kalium-Gruppe im Vergleich zu der
Niedrig-Kalium-Gruppe tendenziell weniger exprimiert wurden [81, 82]. Dies konnte auf
eine protektive Wirkung einer kaliumreichen Didt hinsichtlich kardialer Fibrose im
hypertensiven, hypercholesterinamen Mausmodell hinweisen, wobei einschrankend darauf
hingewiesen werden muss, dass — trotz klarer Tendenz — Signifikanzniveaus nicht erreicht
werden konnten. Bei der Untersuchung von B-MHC, das in einigen Studien nicht nur als

Hypertrophiemarker, sondern auch als profibrotischer Marker gewertet wird, konnte eine
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signifikant stirkere Expression in der Niedrig-Kalium-Gruppe dargestellt werden [83-86].
Dies spricht flir oben beschriebenen, protektiven Effekt einer Hoch-Kalium-Diét bzw. fiir
einen negativen Effekt einer Niedrig-Kalium-Didt hinsichtlich Fibroseentstehung im
Herzen.

Die These, dass sich eine kaliumreiche Diét positiv auf das kardiovaskulére Risiko auswirkt,
steht im Einklang mit aktuellen wissenschaftlichen Ergebnissen. So konnte die PURE-Studie
am Menschen zeigen, dass eine niedrige Kaliumausscheidung iiber den Urin (als
Surrogatparameter fiir das Serumkaliumlevel) mit einem hoheren Risiko fiir Tod und major
adverse cardiovascular events (MACE) — definiert als Herzinfarkt, Schlaganfall und
Herzinsuffizienz — assoziiert ist [87]. Der protektive Effekt von Kalium scheint sich dabei
zu verstirken, wenn gleichzeitig auch viel Kochsalz aufgenommen wird [88, 89]. Konkret
auf die Fibroseentstehung bezogen konnte gezeigt werden, dass beim chronisch
nierengeschddigten Mausmodell eine kaliumreiche Erndhrung zu einer verminderten
Albuminurie und tubulointerstiticllen Fibrose fiihrt [90, 91]. Ellis et al. demonstrierten
passend dazu, dass eine kaliumreiche Erndhrung bei auch kochsalzreicher Diét
blutdruckunabhéngig zu einem verminderten fibrotischen Umbau in der Niere fiihrt [92].
Als Ursache fiir die oben beschriebenen, Blutdruck-unabhingigen Effekte , werden teilweise
— wie oben bereits beschrieben — eine Aktivierung und vermehrte Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies unter kaliumarmer Erndhrung angesehen. Der umgekehrte Effekt zeigte
sich im Gegenzug bei kaliumreicher Erndhrung [53, 80]. Yang et al. konnten in den
Karotiden von mit kaliumarmer Diédt gefiitterten Hasen fast doppelt so viele reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) nachweisen wie in kaliumnormal gefiitterten Tieren. Die
Wissenschaftler sahen eine Verbindung zwischen der Uberproduktion freier Radikale und
der ebenfalls gezeigten pathologisch verdnderten Vasoreaktivitit der GefdBle der
Versuchstiere [80]. Dagegen konnten Kido et al. zeigen, dass liberméfBiger Salzkonsum zu
einer Hyperplasie der GefdBintima fiihrt, begleitet von einer Uberproduktion von ROS,
welche wiederum auf eine vermehrte Aktivierung von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase) zuriickzufiihren ist. Dagegen fiihrte eine gesteigerte
Kaliumzufuhr einen protektiven Effekt gegeniiber der Intimahyperplasie durch
Herunterregulierung der NADPH-Oxidase-Aktivitdt und konsekutiv zu einer nachweisbaren
Abnahme der ROS-Produktion [53]. Dartiber hinaus scheint Kalium auch Effekte auf die
Gefdllweite zu haben. Wihrend eine Kaliumsupplementation bei Ratten, die mit einer
kochsalzreichen Didt gefiittert wurden, zu einer verstirkten Produktion von NO und damit

zu einer NO vermittelten Vasodilatation fiihrte, kann es bei Kaliummangel zu einer
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sympathisch vermittelten Vasokonstriktion kommen [93, 94]. Wang et al. konnten zeigen,
dass Kalium auch einen Einfluss auf inflammatorische Prozesse hat. Bei der Untersuchung
der Nieren von chronisch nierenkranken, kaliumreich erndhrten Ratten zeigte sich ndmlich
eine geringere Infiltration von  Makrophagen, eine geringere Expression
proinflammatorischer Zytokine und eine geringere NF-kB-Aktivierung, wahrend bei
kaliumarm erndhrten Ratten gegenteilige Effekte gefunden wurden [95].

Auch wenn die anti-fibrotische Wirkung einer kaliumreichen Didt tendenziell in diesem
Experiment gezeigt werden konnte, muss doch festgehalten werden, dass bei Col und FN
keine Signifikanzniveaus erreicht wurden. Eine Ursache hierfiir kdnnte sein, dass die
protektive Wirkung des Kaliums in der Literatur vor allem dann beschrieben wird, wenn
gleichzeitig auch eine kochsalzreiche Diét zugefiihrt wird [88, 89]. In unserem Experiment
wurde jedoch eine kochsalznormale Diét verwendet. Es konnte daher sein, dass der Effekt
des Kaliums stirker ausgepriagt wire, wenn die Versuche mit kochsalzreicher Diét erneut

durchgefiihrt wiirden.

5.6.2 Fibroseentstehung im Kontext der Aldosteronausscheidung

In der mit kaliumreicher Diét gefiitterten Versuchsgruppe zeigte sich — wie oben beschrieben
— eine tendenziell geringere Expression profibrotischer Marker im Herzen sowie eine
geringere Ausbildung atherosklerotischer Plaques im Bereich der Aorta als in der Niedrig-
Kaliumgruppe, obwohl die kaliumreich gefiitterten Mause mehr Aldosteron sezernierten —
und Aldosteron nachweislich iiber Mineralocortikoid-Rezeptor abhéngige und -unabhéngige
Wege Inflammation und Fibrose der Niere, des Herzens und des Gefdl3systems fordert.
Neben vasokonstriktorischen Effekten fordert Aldosteron die Infiltration von Makrophagen
in Niere und Herz, die Ausschiittung von Zytokinen, die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies sowie - EGFR, NF-kB und AP-1 vermittelt — die Zellproliferation und
Apoptose [96-99]. Diesen zunichst paradox erscheinenden Zusammenhang beschrieben
bereits Dreier et al. in einer Untersuchung an gesunden, normotensiven Ménnern. Es wurde
postuliert, dass eine erhohte Kaliumaufnahme zwar einen Anstieg von Aldosteron im Blut
bedingt, die kardiovaskuldare Himodynamik jedoch dadurch nicht negativ beeinflusst wird
[68]. Eine analoge Schlussfolgerung konnte aus den hier erhobenen Daten in Bezug auf
kardiale Fibrose und die Ausbildung atherosklerotischer Plaques in der Mausepopulation
gezogen werden. Es bleibt also die Frage, warum die in dieser wie auch in anderen Studien
nachgewiesene erhohte Aldosteronkonzentration in Verbindung mit kaliumreicher

Erndhrung keinen negativen Einfluss auf das GefaB3system zu haben scheint.
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Moglicherweise iliberwiegt die protektive Wirkung von Kalium die profibrotischen,
proinflammatorischen Effekte des Aldosterons [68, 100]. Dabei scheint der bekannte
diuretische und konsekutiv blutdrucksenkende Effekt einer kaliumreichen Diit eine Rolle
zu spielen [32]. Dieser wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit ausgeschaltet, indem in allen
drei Versuchsgruppen ein Bluthochdruck — ohne relevante Unterschiede in den Werten —
induziert wurde und kann somit nicht als hinreichende Erkldrung gewertet werden.
Weiterhin werden auch direkt auf das GefaBBsystem wirkende Kalium-Effekte diskutiert.
Kido et al. konnten zeigen, dass eine kaliumreiche Didt die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies herunterreguliert und so einer Gefal3schadigung entgegenwirkt [53].

Zu diskutieren, warum in der kaliumreich erndhrten Versuchsgruppe trotz hoherer
Aldosteronausscheidung weniger Atherosklerose detektiert werden konnte, ist aulerdem das
Fehlen einer libermiBigen NaCl-Zufuhr im Versuchsaufbau. Die dem zugrundeliegende
Theorie besagt, dass vor allem die Mineralkortikoidrezeptor-Aktivierung und weniger der
Ligand Aldosteron fiir negative kardiovaskuldre Effekte verantwortlich ist. Gut belegt ist,
dass eine erhohte Kochsalz-Zufuhr blutdruckabhingig wund -unabhidngig {iber
proinflammatorische Prozesse auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene zu vermehrter Fibrose
filhrt [101, 102]. Dieses Wissen findet im klinischen Alltag — beispielsweise in der
Empfehlung einer kochsalzrestriktiven Didt der American Heart Association in der
Guideline on the Primary Prevention of Cardiovascular Disease aus dem Jahr 2019 —
Anwendung. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine kochsalzreiche Diét — neben
der Auslosung von oxidativem und mechanischem Stress — Rac1-vermittelt und Aldosteron-
unabhédngig auch den Mineralokortikoidrezeptor aktiviert [103-106]. Dass also nicht
Aldosteron selbst, sondern die Aktivierung des Mineralokortikoidrezeptors der
entscheidende Faktor im Ablauf profibrotischer und proinflammatorischer Signalwege zu
sein scheint, wird von zahlreichen Studien unterstiitzt, die zeigen, dass sich
Mineralokortikoidrezeptorantagonisten auch bei Patienten mit niedrigen oder normalen
Aldosteronserumleveln positiv auf Nieren- und Herzinsuffizienz auswirken [107-109].
Zusammengefasst erscheint es also moglich, dass eine protektive Wirkung von Kalium bei
erhohten Aldosteronspiegeln nachzuweisen ist, weil eine Aldosteron-unabhingige
Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren — beispielsweise durch Kochsalz — in unserem

Versuchsaufbau ausbleibt.
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5.6.3 Phanotyp und Pumpleistung

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass nach sechs
Wochen das Herzgewicht der Niedrig-Kalium-Mause signifikant niedriger lag als das der
Hoch-Kalium- und Normal-Kalium-Maiuse. Die Herzen der Kontrollgruppe waren am
schwersten, wobei eine Signifikanz zwischen den kaliumnormal und kaliumreich erndhrten
Tieren nicht erreicht wurde. Die gleiche Gewichtsverteilung — mit signifikanten
Unterschieden zwischen allen Gruppen — konnte ebenfalls bei der Betrachtung des gesamten
Korpergewichts beobachtet werden. Da sich die Versuchsgruppen hinsichtlich Kérper- und
Herzgewicht gleichsam unterscheiden, ist es nachvollziehbar, dass es im Verhéltnis von
Korper- zu Herzgewicht keine Unterschiede gibt, wihrend — bei in etwa gleichen
Tibialdngen aller Tiere — Unterschiede im Verhiltnis ,,Herzgewicht zu Tibialdnge* detektiert
werden konnten. So lag das Verhiltnis von Herzgewicht zu Tibialdnge bei den mit
kaliumarmer Diét gefiitterten Tieren signifikant niedriger als bei den anderen beiden
Versuchsgruppen; die Kontrollgruppe wies im Mittel die grofiten Werte bei Bestimmung der
Ratio auf.

Obige Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine kaliumarme Didt mit einem niedrigeren
Gewicht und einer niedrigeren Muskelmasse assoziiert ist — nicht nur hinsichtlich der
Muskelmasse des Herzens, sondern auch hinsichtlich der Skelettmuskulatur.

Auch wenn es bis dato diesbeziiglich wenige Studien gibt, postulierten Lee et al. im Jahr
2020, passend zu unseren Beobachtungen, dass eine kaliumreiche Didt bei Ménnern ein
schiitzender Faktor vor Abnahme der Muskelmasse ist und Van Dronkelaar et al. stellten die
Hypothese auf, dass das ausreichende Vorhandensein von Elektrolyten im Allgemeinen
bedeutend ist, um eine Sarkopenie zu vermeiden [110, 111].

Lee et al. fithrten weiter an, dass eine kaliumarme Diét iiber proinflammatorische Prozesse
und eine gesteigerte Insulinresistenz eine niedrigere Muskelmasse bedingen konnte [111].
Insulinresistenz  filhrt nachweislich zu intrazelluldrer Proteolyse und damit zur
Muskelatrophie [112]. Eine kaliumreiche Erndhrung ist mit einem niedrigeren Risiko fiir die
Entwicklung einer Insulinresistenz beziehungsweise eines Diabetes mellitus assoziiert,
wihrend flir eine kaliumarme Didt Umgekehrtes gilt [113]. Es konnte ebenso bereits
demonstriert werden, dass chronisch-inflammatorische Prozesse ein Risikofaktor fiir den
fibrotischen Umbau von Gewebe inklusive Verlust von Muskelmasse zu sein scheinen,
wobei eine kaliumarme Didt {iber die vermehrte Produktion freier Radikale solch eine

proinflammatorische Umgebung begiinstigt [80, 114]. Angemerkt werden muss, dass diese
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Sachverhalte nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit lagen, sodass hier nur ein Ausblick
beschrieben wird und weiterer Forschungsbedarf besteht.

Passend zu oben beschriebener absoluter Verteilung des Herzgewichts zwischen den
Versuchsgruppen und auch passend zu der relativen Verteilung, bezogen auf die Tibialdnge
der Tiere, stellten sich die Messungen im Kardio-MRT dar: die kaliumarm erndhrten Méuse
wiesen eine signifikant niedrigere LVM auf als die beiden anderen Versuchsgruppen
(zwischen diesen konnte kein Unterschied detektiert werden) und auch die Wanddicken des
Ventrikels in Diastole sowie Systole (SWT und DWT) waren signifikant niedriger, wiahrend
das Volumen des linken Ventrikels am Ende der Systole tendenziell grofer war. Aus den
MRT-Daten konnte auBlerdem — wie im Methodik-Teil beschrieben — die linksventrikuldre
Ejektionsfraktion (EF) bestimmt werden. Es liel sich zeigen, dass die systolische
Pumpfunktion der kaliumarm erndhrten Méuse signifikant niedriger war als die der anderen
beiden Versuchsgruppen. Zwischen den kaliumnormal und -reich erndhrten Tiere gab es
keine Unterschiede. Wertet man die Expression der natriuretischen Peptide ANP und BNP,
die im Sinne eines kardioprotektiven Mechanismus im Rahmen einer Herzinsuffizienz
aktiviert werden, als Herzinsuffizienzmarker, so unterstiitzt dies die obige Aussage. ANP
wird in den Herzen der kaliumarm erndhrten Miuse signifikant, BNP tendenziell mehr
exprimiert [115].

Zusammengefasst gibt es Hinweise, dass eine kaliumarme Diét im hypercholesterindmen,
hypertensiven Mausmodel mit einer niedrigeren LVM bei dilatiertem Herzen und
erniedrigter Pumpfunktion assoziiert sein konnte. Nach unserem Kenntnisstand gibt es bis
dato keine groferen Studien, die diesen Zusammenhang untersucht haben. Wihrend He et
al. zeigten, dass eine kaliumreiche Didt die diastolische Funktion des Herzens bei
Hypertonikern zu bessern scheint, wurden keine Aussagen zu den Effekten einer
kaliumarmen Diit getroffen [116, 117]. Uberraschend wurde bei den Studien von He et al.
auch eine Minderung der LVM bei kaliumreicher Erndhrung beobachtet. Ein Effekt, den wir
in unseren Experimenten nicht zeigen konnten.

Aus unserer Sicht erscheinen zwei Thesen hinsichtlich der gezeigten Korrelationen von
kaliumarmer Didt und Pumpleistung sowie Phénotyp des Herzens moglich. Zum einen
konnte es sein, dass kaliumarme Erndhrung bei den — bedingt durch den Versuchsaufbau —
bereits mit einem relevanten kardiovaskuldren Risikoprofil ausgestatteten Médusen zur
Ausbildung des Phinotyps einer dilatativen Kardiomyopathie mit reduzierter
linksventrikuldrer Funktion flihrt. Zum anderen lieBe die Induktion einer arteriellen

Hypertonie bei allen Versuchsgruppen eine Anpassung im Sinne einer kardialen
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Hypertrophie erwarten [118]. Folglich erscheint es moglich, dass die Niedrig-Kalium-
Gruppe lediglich mit einer geringeren oder ausbleibenden linksventrikuldren Hypertrophie
auf die durch Angll-Infusion induzierte arterielle Hypertonie reagiert. Wertet man ANP und
BNP sowie B-MHC als Hypertrophiemarker — wie in einigen Studien beschrieben — so
scheint deren vermehrte Exprimierung in der kaliumarm erndhrten Gruppe der Aussage, dass
diese Versuchsgruppe bildmorphologisch eine niedrigere LVM und auch ein niedrigeres
Herzgewicht aufweist, entgegenzusprechen [85, 119, 120]. Bedenkt man jedoch, dass die
arterielle Hypertonie ein Wachstum des Herzmuskelgewebes erwarten ldsst, so konnte die
vermehrte Expression der Hypertrophiemarker auch als Reaktion auf die inadéquate kardiale
Hypertrophie im Sinne eines feedback-Mechanismus mit kompensatorischer
Hochregulation auf zelluldrer Ebene gewertet werden [118].

Ob die Herzen der Tiere tatsdchlich inaddquat auf die durch den Hypertonus erhohte
Nachlast reagieren oder unter kaliumarmer Didt den Phénotyp einer dilatativen
Kardiomyopathie entwickeln, lieBe sich mit baseline-MRT-Untersuchungen vor
Versuchsstart und vor Induktion der Hypertonie genauer untersuchen. Dies sollte in
Folgeexperimenten angestrebt werden.

Zusammengefasst lassen unsere Experimente eindeutig einen Zusammenhang zwischen
kaliumarmer Erndhrung und verringerter Herzmuskelmasse bei dilatiertem linkem Ventrikel
und verminderter linksventrikuldrer Pumpfunktion vermuten. Nach unserem Kenntnisstand
wurde dies so explizit bis dato in keiner anderen, gro3eren Studie untersucht. Daher braucht
es unserer Meinung nach weitere Untersuchungen, um die Existenz dieses Zusammenhangs
zu bestitigen und um die Ursache, warum ein Mangel an Kalium zu reduzierter

Herzmuskelmasse fiihrt, zu untersuchen.

5.7 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Der einzige variable Faktor im Versuchsaufbau waren die verschiedenen Kaliumdiéten.
Diese fiihrten zu signifikant unterschiedlichen Serumkaliumkonzentrationen. Die
herausgearbeiteten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen hidngen daher sehr
wahrscheinlich mit dem unterschiedlichen Kaliumgehalt im Blut zusammen.

Eine Niedrig-Kaliumdiét fithrte zu einer vermehrten Bildung atherosklerotischer Plaques im
hypertensiven, hypercholesterinimen Mausmodell. Dies geschieht unabhéngig von den in
der Literatur beschriebenen Blutdruck-erhohenden Effekten, da Blutdruckunterschiede
zwischen den Versuchsgruppen durch Infusion einer Hochdosis Angll ausgeschaltet wurden.

Ursdchlich fiir die vermehrte Atheroskleroseentstehung konnten laut Kido et al.
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proinflammatorische und -fibrotische Prozesse sein, die zumindest teilweise auf eine
verstirkte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zuriickzufiihren sind [53].

Die ausgewerteten qPCR-Daten geben — allerdings nicht in signifikantem Ausmal} — Anhalt
dafiir, dass eine Didt mit hohen Kaliumkonzentrationen auch blutdruckunabhingig einen
protektiven Effekt auf die Ausbildung von Fibrose im Herzen von Méusen mit hohem
kardiovaskuldrem Risikoprofil zu haben scheint. Ein Grund hierfiir konnte die durch Kalium
verringerte Gewebsinfiltration von Makrophagen sowie die verringerte Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine sein [95].

Die aus den Kardio-MRT-Untersuchungen gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass die
Kalium-arm erndhrten Maiause einen Phénotyp mit dilatiertem linkem Ventrikel
beziehungsweise eine geringere Neigung zur Hypertrophie mit signifikant geringerer
linksventrikuldrer Pumpleistung ausbilden. Diese These unterstiitzend wurde in dieser
Gruppe vermehrt ANP exprimiert. Die Interpretation muss jedoch mit Vorsicht
vorgenommen werden, da keine MRT-Aufnahmen vor Behandlung mit den verschiedenen
Diidten vorlagen. Es bedarf hier noch weiterer, bestétigender Untersuchungen — auch unter
dem Gesichtspunkt, dass bis dato keine groBeren Studien diesen Zusammenhang bestétigen
konnten.

In den Urinuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die kaliumreich erndhrten Méuse
signifikant groBere Mengen an Aldosteron ausschieden. Es ist davon auszugehen, dass eine
erhohte Aldosteronsynthese den gegenregulatorischen Effekt zur nachgewiesenen
Serumhyperkalidmie darstellt und in der erh6hten Ausscheidung im Urin zu messen ist.
Auch die Natriumausscheidung iiber den Urin zeigte sich in der Hoch-Kalium-Gruppe
signifikant erhoht. Die hierfiir verantwortliche Inaktivierung des Na’-Cl™ Transporter gilt
nach aktuellem wissenschaftlichem Stand durch ihre natriuretische und damit diuretische
Wirkung als entscheidender Mechanismus fiir die blutdrucksenkende und damit in

kardiovaskuldrer Hinsicht protektive Wirkung einer kaliumreichen Diit.

5.8 Ausblick

In dieser Arbeit konnten einige Ergebnisse erzielt und Thesen aufgestellt werden, die als

Grundlage fiir weitere Studien, die die oben beschriebenen Mechanismen genauer
untersuchen, dienen kénnen.

Neben den bereits oben erwédhnten Untersuchungen zum Zusammenhang von
Kaliumserumkonzentration mit Muskelmasse, Herzgewicht und -funktion erscheint es im

Besonderen von Bedeutung, die Hypothese des hier postulierten, blutdruckunabhingigen,
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proatherosklerotischen Effekt von kaliumarmer Erndhrung und des protektiven Effekts
kaliumreicher Erndhrung hinsichtlich eine kardialen Fibrose weiter zu erforschen.

Auch erscheint es erstrebenswert, zu untersuchen, ob die oben beschriebenen Effekte nur bei
extremen Kaliumdidten, die wie in diesen Experimenten Serumkaliumlevel deutlich unter-
beziehungsweise oberhalb des Referenzbereichs zur Folge hatte, auftreten. Hypo- als auch
Hyperkalidmien — wie in diesem Experiment erzeugt — konnen zu Stérungen verschiedener
Organsysteme mit erhohter Morbiditit und Mortalitét fithren. Zu nennen sind insbesondere
beeintrachtigte renale, neuronale und kardiovaskuldre Funktionen, bei letzterem
insbesondere ventrikuldre Herzrhythmusstorungen [42, 44]. Im Hinblick auf mogliche,
zukiinftige therapeutische Moglichkeiten von Kalium erscheint es daher sinnvoll zu
untersuchen, ob niedrig-normale und hoch-normale Serumkaliumlevel die Atherosklerose-
und Fibroseentstehung in gleicher Art beeinflussen wie es die Hypo- und Hyperkalidmien
zu tun scheinen. Hierzu konnten die Versuche mit weniger extremen Kaliumdidten

durchgefiihrt werden.
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