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Referat

Aldosteron vermittelt seine Effekte sowohl auf genomischen als auch auf nicht-
genomischen Wegen. Um eine Unterscheidung dieses dualen Wirkmechanismus
vornehmen zu kénnen, wurde ein transgenes Tiermodell erzeugt. In Mausen wurde die
DNA-Sequenz einer Variante des humanen Mineralokortikoid-Rezeptors (hMRPEF) unter
Kontrolle des a-Myosin heavy chain (aMHC)-Promotors herzspezifisch Uberexprimiert.
Diese DNA-Sequenz sollte ausschlief3lich nicht-genomische Effekte vermitteln konnen. Um
dies zu erreichen, wurden Rezeptor-Domanen, welche fir die Vermittlung genomischer
Signalwege essenziel sind (Koaktivatorbindestelle, DNA-Bindedoméne), aus der Sequenz
entfernt.

Ein pathophysiologischer Aldosteron-Einfluss auf das kardiovaskulare System, welcher
Uber nicht-genomische Signalwege vermittelt wird, ist in der Literatur zwar bereits
beschrieben worden, jedoch im Vergleich zu genomisch vermittelten Effekten auf das Herz
weniger gut untersucht. Es wurden daher im Rahmen von Organbadversuchen
Kontraktionsexperimente an elektrisch gereizten linken Vorhéfen und Frequenzmessungen
an spontan schlagenden rechten Vorhdfen vorgenommen. Alle Versuche wurden mit
transgenen Mausen (Uberexpression des hMRPEF-Konstruktes) und — Wildtyp-
Geschwistertieren im Vergleich durchgefihrt.

Es zeigte sich eine durch Aldosteron induzierte und Uber nicht-genomische Signalwege
vermittelte Abnahme der Kraft (negative Inotropie). Da dieser Effekt sowohl bei transgenen-
als auch bei Wildtyp-Mausen vorhanden war, scheint er von der hMRPEF-Uberexpression
unabhangig zu sein. Diese Erkenntnisse deuten auf die Beteiligung eines bisher noch wenig
erforschten Aldosteron-Rezeptors hin, der in der Plasmamembran lokalisiert ist.

Des Weiteren konnten bei transgenen Mausen eine unter Basalbedingungen verlangerte
Relaxationszeit linker Vorhtfe sowie im Rahmen von elektrokardiographischen
Untersuchungen (EKG) eine verlangerte P-Welle gezeigt werden. Beide Effekte laufen auf
genomischem Wege ab und scheinen durch die Uberexpression des hMRPEF auf priméar
nicht-genomischem Wege beeinflusst zu sein (sekundér genomischer Effekt). Einen
maoglichen Mechanismus fir diese Beobachtungen stellt eine verringerte K*-
Kanalexpression der Vorhofe dar.

Ein Einfluss von Aldosteron auf die Herzfrequenz konnte nicht gezeigt werden.

Schulitz, Giso _.Joachim: Charakterisierung eines transgenen Tiermodells mit
herzspezifischer Uberexpression einer Variante des humanen Mineralokortikoid-Rezeptors
(hMRPEF) in der Maus. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 73 Seiten, 2015
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Das Steroidhormon Aldosteron (Abb. 1) konnte erstmals Anfang der 1950er Jahre isoliert
werden (Simpsons et al. 1954). Lange Zeit wurde die Funktion von Aldosteron auf die
Kontrolle der Natrium-Ruckresorption in der Niere und die Blutdruckregulation
beschrankt (Pearce et al. 2003). Diese Regulationsvorgange wurden als ,genomisch®
bezeichnet, da sie auf Transkriptions-Vorgangen beruhten und die Expression
verschiedener Gene regulierten. Mittlerweile sind auch Aldosteron-abhangige
pathophysiologische Verdnderungen anderer Organe bekannt. Hierzu gehéren z.B.
Entzindungs- und Remodeling-Vorgange am Herzen, die zu Fibrose, endothelialer
Dysfunktion und Hypertrophie fiihren (Brilla und Weber 1992; Blasi et al. 2003; Schwerdt
et al. 2012; Namsolleck und Unger 2014; Indra et al. 2014). Zwei grof3e klinische Studien
konnten Aldosteron eine Bedeutung bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz
zuschreiben. Eine Mineralokortikoid-Rezeptor (MR)-Blockade durch Eplerenon oder
Spironolacton konnte ein Rickgang der Mortalitdt und Morbiditéat bei herzinsuffizienten
und Postinfarktpatienten bedingen (Pitt et al. 1999, 2003).

Erst Mitte der 1980er Jahre wurde erstmals auch ein nicht-genomischer, also von
Transkriptions-Vorgangen unabhangiger, Effekt von Aldosteron beschrieben (Moura und
Worcel 1984). Im Gegensatz zu genomischen Effekten tritt dieser Effekt innerhalb
weniger Sekunden bis Minuten auf und ist nicht immer durch klassische
Aldosteronrezeptor-Antagonisten zu inhibieren (Haseroth et al. 1999; Good et al. 2002).
Die fehlende Antagonisierbarkeit einiger nicht-genomischer Effekte brachte die Theorie
eines vollig neuen und unbekannten Rezeptors auf, welcher nicht-genomische Effekte
MR-unabhangig vermittelt.

Inzwischen ist bekannt, dass nicht nur physiologische (Wang et al. 2005; Matsui et al.
2007), sondern auch pathophysiologische Verénderungen, z.B. des kardiovaskularen
Systems (Mihailidou et al. 2004; Chai et al. 2005; Min et al. 2005), Giber nicht-genomische
Signalwege ablaufen kénnen. Durch diese Erkenntnis wurde die Suche nach Aldosteron-
induzierten Effekten an Herzmuskelzellen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen
sowie einem mdglichen pathophysiologischen Einfluss auf die entsprechenden Gewebe
immer haufiger Gegenstand der Forschung. Letztlich scheinen auch Interaktionen
zwischen genomischen und nicht-genomischen Signalwegen zu existieren, deren
Mechanismen noch weitgehend unverstanden sind (Le Moellic et al. 2004; Grossmann
und Gekle 2009; Meinel et al. 2014).
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1.2 Funktion und Regulation von Aldosteron

Aldosteron ist das wichtigste nattrliche Mineralokortikoid. Taglich werden in der Zona
glomerulosa der Niere 50-250 ug Aldosteron gebildet und in die Blutbahn ausgeschuttet
(Hilal-Dandan et al. 2014). Die Aktivierung von Mineralokortikoid-Rezeptoren (MR) am
distalen Nierentubulus fiihrt zu einem gesteigerten Einbau von Natriumkanélen (ENaC)
und der Na*/K*-ATPase. Dadurch wird die Natrium-Reabsorption Uber das Epithel
gesteigert, was eine vermehrte Wasserriickresorption zur Folge hat (Bonvalet 1998).
Neben dieser natriumretinierenden Wirkung kommt es zu einer vermehrten
Ausscheidung von Kalium-lonen (K*), Ammonium-lonen (NH4"), Magnesium-lonen
(Mg?") und Protonen (H*), was insgesamt einen Anstieg des pH-Wertes und des
Extrazellularvolumens, sowie eine Abnahme der Kaliumionenkonzentration zur Folge
hat (Hilal-Dandan et al. 2014).

Stimuliert wird die Aldosteronausschuittung durch ein vermindertes Blutvolumen, einen
verringerten Na*/K*-Quotienten und durch das adrenocorticotrope Hormon (ACTH).

Ein wichtiger Regulationsmechanismus der Aldosteronsekretion ist das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), ein funktionell kaskadenartig
zusammenwirkendes Enzym-Hormon-System mit zentraler Bedeutung fur die
Blutdruckregulation. Bei Natriummangel und verminderter Nierendurchblutung (z.B. bei
erniedrigtem Blutdruck) kommt es zur Ausschittung von Renin aus dem
juxtaglomerularen Apparat der Niere. Renin bewirkt eine enzymatische Abspaltung von
Angiotensin | aus Angiotensinogen. Angiotensin | wird wiederum durch das Angiotensin-
Converting-Enzym (ACE) in Angiotensin Il gespalten, welches zum einen die Bildung
von Aldosteron in der Nebenniere steigert, zum anderen stark vasokonstriktorisch Uber
AT:-Rezeptoren wirkt. Zu guter Letzt flihrt es auch zur Sekretion von Vasopressin aus
der Hypophyse, das ebenfalls vasokonstriktiv und zudem antidiuretisch wirkt. Das RAAS
sorgt damit fur eine Aufrechterhaltung des Blutdruckes, z.B. bei Hypovolamie, Natrium-
Mangel oder verminderter Nierendurchblutung (Muller und Luft 1998; Hilal-Dandan et al.
2014).

Neben der Regulation des Elektrolyt-Haushaltes und der damit einhergehenden
Beeinflussung des Blutdruckes spielt Aldosteron auch bei weiteren physiologischen
Prozessen eine Rolle, die bisher kaum erforscht wurden. Hierzu zahlt z.B. die auf nicht-
genomischen Wege ablaufende Regulation der Elektrolyt-Homdostase, des pH-Wertes
und des Zellvolumens (Schneider et al. 1997; Wang et al. 2005; Matsui et al. 2007; Ren
et al. 2014).

Interessanterweise bindet Cortisol mit vergleichbarer Affinitat an den MR, wobei Cortisol
in etwa 1000-fach héherer Konzentration im Plasma vorliegt (Pascual-Le Tallec und

Lombes 2005). Die Selektivitat des Rezeptors fir Aldosteron kommt dadurch zustande,
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dass die 11-Hydroxysteroiddehydrogenase, welche in den Zielzellen der
Mineralokortikosteroide gebildet wird, Cortisol in die inaktive Form Cortison umwandelt.
Dariiber hinaus wird durch Interaktion von Rezeptoruntereinheiten miteinander sowie mit
zahlreichen Co-Aktivatoren und -Repressoren die transkriptionelle Aktivitdt des
Rezeptors beeinflusst (Pascual-Le Tallec und Lombés 2005).

OH
| CH,— OH

o——-—cH |
C=0

Abb. 1: Strukturformel von Aldosteron

Aldosteron ist ein Steroidhormon, das sich vom Cholesterin ableitet. Aufgrund der hohen
Lipophilie und der geringen Hydrophilie kann es im Gegensatz zu anderen Hormonen
direkt durch die Zellmembran diffundieren und an intrazellulare Rezeptoren binden
(Hilal-Dandan et al. 2014).

1.3 Pathophysiologische Rolle von Aldosteron

Der Normalwert von Aldosteron im Blutplasma liegt bei 75 — 300 pmol/l (Hilal-Dandan et
al. 2014). Pathophysiologisch bedeutend ist eine Uber die Norm verminderte bzw.
gesteigerte Aldosteronsekretion. Ein Hypoaldosteronismus kann bei
Stoffwechselstérungen mit fehlerhafter Biosynthese des Aldosterons (z.B.
Adrenogenitalem Syndrom) oder durch verschiedene Formen der
Nebennierenrindeninsuffizienz (primér, sekundar u. tertiar) hervorgerufen werden. Beim
primaren Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) findet die Ubersekretion autonom in
der Nebennierenrinde statt. Der haufigere sekundare Hyperaldosteronismus ist Folge
permanenter Uberstimulation der Aldosteronproduktion durch extraadrenale Faktoren,
insbesondere bei Aktivierung des RAAS. Dies ist der Fall bei z.B. Herzinsuffizienz,
Leberzirrhose, Nierenarterienstenose und Ph&ochromozytom. Auch die Anwendung
einiger Medikamente (Diuretika, Laxanzien, Ovulationshemmer, B2-Symphatomimetika
u.a.), eine Uberproduktion von ACTH (Adrenokortikotropes Hormon) und eine

Hyperkaliamie fuhren zur Aktivierung des RAAS (Hilal-Dandan et al. 2014). Dartber
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hinaus wurden ungtinstige Effekte von Aldosteron nicht nur bei therapierefraktarem
Bluthochdruck (Hall et al. 1996; Blasi et al. 2003), sondern auch bei chronischem
Nierenversagen (Chrysostomou und Becker 2001; Lang und Schiffl 2013), insbesondere
bei diabetischer Nephropathie (Sato et al. 2003; Han et al. 2006; Zain und Awan 2014)
beschrieben. Im Folgenden soll jedoch insbesondere auf den pathophysiologischen
Einfluss Aldosterons auf das kardiovaskulare System eingegangen werden.

Eine UbermaRige Aktivierung des RAAS fuhrt nicht nur zu erhéhtem Blutdruck, sondern
kann auch bestehende Grunderkrankungen, wie z.B. eine Herzinsuffizienz, negativ
beeinflussen. So fuhrt die gesteigerte Natrium- und Wasserretention (Aldosteron-
Wirkung) zu einer Erhéhung der Vorlast des Herzens, die Vasokonstriktion
(insbesondere Angiotensin-1I-Wirkung) steigert die Nachlast des Herzens. Beides tragt
zu einer Verschlechterung der Pumpfunktion und Progredienz einer Herzinsuffizienz bei.
Um diesen Circulus vitiosus zu durchbrechen, kann das kaskadenartige Zusammenspiel
der Teilnehmer des RAAS auf mehreren Ebenen blockiert werden. Die letzte Stufe
dieses Systems kann durch eine MR-Blockade durch Aldosteronantagonisten wie
Spironolacton und Eplerenon blockiert werden. Die Wirkung dieser MR-Blockade konnte
eindrucksvoll in zwei gro3en klinischen Studien (RALE und EPHESUS) gezeigt werden.
Die zusatzliche Gabe von Spironolacton neben der Standardtherapie konnte eine
Senkung der Mortalitat und Morbiditdt bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz
belegen (Pitt et al. 1999). Ein &hnlicher Effekt konnte durch die Anwendung von
Eplerenon bei Patienten mit linksventrikularer Dysfunktion nach Herzinfarkt gezeigt
werden (Pitt et al. 2003). Der Erfolg dieser Studien bewirkte eine verstarkte Erforschung
Aldosteron-induzierter Effekte am kardiovaskuldaren System. Es zeigte sich, dass
Aldosteron an Inflammations- und Remodelingprozessen, die zu Hypertrophie und
Fibrose fuhren, sowie an endothelialer Dysfunktion beteiligt ist (Brilla und Weber 1992;
Rocha et al. 2002; Blasi et al. 2003; Nagata et al. 2006; Phelan et al. 2012; Indra et al.
2014). Die zugrundeliegenden Mechanismen der pathologischen Aldosteronwirkung
sind noch weitgehend unklar. Es gibt aber Hinweise darauf, dass der
Mineralokortikoidrezeptor in Makrophagen an der oben genannten
Bindegewebsvermehrung pathogenetisch beteiligt ist (Rickard et al. 2009; Usher et al.
2010). Des Weiteren scheint der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) eine
Rolle zu spielen, der proliferative und fibrotische Veranderungen am kardiovaskularen
System fordert und dessen Expression durch Aldosteron stimuliert wird (Kagiyama et al.
2002; Francois et al. 2004; Grossmann et al. 2004, 2007). Ungeachtet vieler
Unklarheiten scheinen bei klinisch relevanten Aldosteron-Wirkungen sowohl
genomische als auch nicht-genomische Signalwege eine bedeutende Rolle zu spielen
(Haseroth et al. 1999; Meinel et al. 2014).


http://de.wikipedia.org/wiki/Bluthochdruck
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1.4 Rezeptor und Signalweg

1.4.1 Primar genomischer Signal-Transduktionsweg

Aldosteron ist, wie auch andere Steroidhormone (Glukokortikoide und Sexualhormone),
in der Lage durch die Zellmembran zu diffundieren und an intrazellulare Rezeptoren zu
binden. Diese klassischen zytosolischen Mineralokortikoid-Rezeptoren (MR) liegen in
Abwesenheit des Liganden Aldosteron als Komplex mit Hitzeschockproteinen
(Chaperone) im Zytoplasma vor. Die Bindung des MR fuhrt zur Dissoziation der
Hitzeschockproteine und Konformationsanderung des Rezeptors, worauf der Rezeptor-
Liganden-Komplex in den Zellkern wandert und an bestimmte DNA-Abschnitte bindet.
Der Rezeptor-Liganden-Komplex wirkt daher als Transkriptionsfaktor, der an eine
bestimmte DNA-Sequenz in der Promotorregion von verschiedenen Zielgenen bindet
und so deren Transkription reguliert (Farman 1999; Hilal-Dandan et al. 2014).

Der MR gehort innerhalb der Superfamilie der nukledren Rezeptoren zur Unterfamilie 3
(Ostrogenrezeptor-artige), Gruppe C (Nuclear Receptor Nomenclature Committee
1999). Die Klonierung des entsprechenden Gens wurde erstmals 1987 beschrieben
(Arriza et al. 1987). Es liegt beim Menschen auf dem kurzen Arm von Chromosom 4
(Morrison et al. 1990) und besteht aus etwa 450 kb (Zennaro et al. 1995). Grossmann et
al. haben insgesamt 6 verschiedene Rezeptor-Doméanen (A-F) charakterisiert und
gezeigt, dass ohne die Bindungsdomane fir DNA und die Coaktivator-Bindestelle
(Doméanen A-C) eine Vermittlung genomischer Effekte (im Gegensatz zu nicht-
genomischen Effekten) nicht moéglich ist (Grossmann et al. 2008).

Der MR wird in zahlreichen Geweben exprimiert, unter anderem in Niere, Dickdarm,
Zentralnervensystem und Herzen, wo er jeweils unterschiedliche Funktionen austibt. Gut
untersucht ist die Regulierung der Genexpression des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGFR), der epithelialen Natrium-Pumpe, der Na*-K*-ATPase und der Serin/Threonin-
Protein-Kinase (SGK) (Arriza et al. 1987; Stockand 2002; Krug et al. 2003; Grossmann
et al. 2004).

1.4.2 Primar nicht-genomischer Signal-Transduktionsweg

Nicht alle biologischen Effekte des MR werden durch eine DNA-Bindung und Regulation
von Zielgenen vermittelt. Diese Aldosteron-induzierten Effekte, die nicht Uber
Transkriptions- und Translationsvorgange ablaufen und daher nicht durch
Transkriptions-Inhibitoren blockierbar sind, werden als ,nicht-genomisch“ bezeichnet
(Moura und Worcel 1984).
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Die erfolglose Inhibition schnell einsetzender Aldosteron-Effekte durch klassische MR-
Antagonisten wie Eplerenon und Spironolacton (Good et al. 2002; Chai et al. 2005)
lenkte den Verdacht auf einen vollig neuen MR-unabhangigen Aldosteron-Rezeptor
(Haseroth et al. 1999; Grossmann et al. 2005; Ziera et al. 2009). Da jedoch auch einige
akut einsetzende Aldosteron-Effekte erfolgreich antagonisiert werden konnten, geht man
zum jetzigen Zeitpunkt von zwei verschiedenen primar nicht-genomischen Signalwegen

aus (Grossmann et al. 2005; Meinel et al. 2014).

1. Es gibt einen nicht-genomischen Signalweg, welcher uber den klassischen
zytosolischen MR ablauft und daher durch klassische MR-Antagonisten blockierbar ist.
Dieser Signalweg kann z.B. zur Aktivierung von ERK 1/2 (,extracellular stimulus
regulated kinase®) und JNK 1/2 (,c-Jun N-terminal kinase®) fihren und scheint den
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und cSrc (,proto-oncogene tyrosine-
protein kinase®) in die Signalkaskade mit einzuschlieBen. Ob die Interaktion zu diesen
Molekulen direkt oder Uber weitere Proteine vermittelt wird, ist nicht bekannt (Grossmann
et al. 2005, 2010). Belegt ist jedoch, dass bestimmte Domanen (E/F) dieses Rezeptors
essenziell fir die Vermittlung nicht-genomischer Effekte sind. So kann z.B. ein verkirzter
Rezeptor, dem die Doméanen A-C fehlen, weiterhin nicht-genomische Effekte vermitteln.
Andererseits ist eine DNA-Bindung und Kontrolle von Zielgenen durch diesen trunkierten
Rezeptor (MRPEF) nicht mehr moglich (Grossmann et al. 2008). Des Weiteren konnten
Mihailidou et al. auch langer andauernde (bis zu 5 Stunden andauernde) nicht-
genomische Effekt der Na*-K*-ATPase beschreiben, was eine Abgrenzung zu den
ebenfalls langer andauernden genomischen Effekten erschwert. Die Vermittlung einer
schnellen nicht-genomischen Signaltransduktion ist bereits bei anderen Steroidhormon-
Rezeptoren, wie Ostrogen- Progesteron- und Glukokortikoid-Rezeptoren, bekannt (Cato
et al. 2002; Losel und Wehling 2003; Burge et al. 2013).

2. Es bestehen ebenfalls Hinweise auf die Existenz eines zweiten MR-unabhangigen
Rezeptors. Die Lokalisation dieses Rezeptors, welcher nicht durch klassische MR-
Antagonisten inhibierbar ist, wird an der Zellmembran vermutet (Haseroth et al. 1999;
Ziera et al. 2009; Grossmann et al. 2010; Meinel et al. 2014). In Versuchen mit radioaktiv
markiertem Aldosteron konnten an verschiedenen Zellen hoch selektive Bindungsstellen
fur Aldosteron an der Plasmamembran charakterisiert werden (Armanini et al. 1985;
Wehling et al. 1992; Christ et al. 1994). Diese Bindungsstellen reprasentieren
wahrscheinlich membrangebundene Rezeptoren (Christ et al. 1999; Meinel et al. 2014).
Unklar ist jedoch, ob diese Bindungsstellen modifizierte klassische Mineralokortikoid-
Rezeptoren darstellen, wie bereits fur einige nicht-genomische Ostrogen-Effekte
beschrieben (Pappas et al. 1995; Ho und Liao 2002; Maggiolini und Picard 2010), oder
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ob sie einen vollig neuen Aldosteron-Rezeptortyp darstellen (Wehling 1995). Grossmann
et al. vermuten eine Kolokalisation von MR-Fragmenten mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) an der Plasmamembran. Die Aktivierung des
membrangebundenen Aldosteron-Rezeptors fihrt zu einer Transaktivierung des EGFR
und leitet damit intrazellulare Signalkaskaden (z.B. durch Phosphorylierung von ERK
1/2) ein (Grossmann et al. 2010). Obwohl die Existenz membrangebundener Rezeptoren
bereits fur andere Steroidhormone bekannt ist (Zhu et al. 2003; Orshal und Khalil 2004;
Maggiolini und Picard 2010), blieb die Identifikation und Klonierung eines

membrangebundenen Aldosteron-Rezeptors bisher ohne Erfolg.

Nicht-genomische Signalwege sind in Niere und Dickdarm (klassischen Aldosteron-
Zielgeweben) an der Regulation von Elektrolyt-Homdostase, pH-Wert und Zellvolumen
beteiligt (Schneider et al. 1997; Wang et al. 2005; Matsui et al. 2007). Zusatzlich sind
aber auch pathophysiologische Veranderungen an nicht-klassischen Aldosteron-
Zielgeweben, wie z.B. dem Herzen, bekannt (Mihailidou et al. 2004; Chai et al. 2005).
AuRerdem wird von einem Zusammenspiel von nicht-genomischen und genomischen
Signalkaskaden ausgegangen, die in ihrer gemeinsamen Endstrecke auch zu
Inflammations- und Remodelingvorgdngen am Herzen fuhren (Brilla et al. 1993;
Grossmann und Gekle 2009). Zu den Second-Messenger-Molekilen, die an diesen
pathophysiologischen Verénderungen beteiligt sind, gehdren u.a. PKC (Protein-Kinase-
C), ERK 1/2 und die Generierung von ROS (,reactive oxygen species®), was zu Schaden
an Herzmuskelzellen und Induktion von Entziindungsprozessen fihrt (Mihailidou et al.
2004; Mano et al. 2004; Rude et al. 2005). Mittlerweile konnte eine grofRe Flle an
Second-Messenger-Molekilen in verschiedenen Zelltypen gefunden werden, die in
Aldosteron-induzierten nicht-genomischen Signalwegen involviert sind (siehe Abb. 2)
(Benitah et al. 2001; Mihailidou et al. 2004; Mazak et al. 2004; Chai et al. 2005; Min et
al. 2005; Alzamora et al. 2007; Grossmann et al. 2007; Matsui et al. 2007; Grossmann
und Gekle 2009; Meinel et al. 2014). Die Interaktion dieser Molekile mit dem MR sowie
die Signalkaskaden, an denen sie beteiligt sind, um letztendlich biologische Effekte zu

vermitteln, sind noch weitgehend unverstanden.

1.4.3 Interaktion zwischen genomischem und nicht-genomischem Signalweg

Es ist eine Vielzahl von Interaktionen zwischen genomischem und primar nicht-
genomischem Signalweg beschrieben worden. Hierzu z&hlen sowohl synergistische
Effekte beider Signalwege auf bestimmte Zielproteine als auch die Induktion

genomischer Signalwege durch nicht-genomische Signalkaskaden. Beispielsweise fuhrt
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eine Aldosteron-induzierte und uber die Proteinkinase-alpha (PKCa) vermittelte
Phosphorylierung des MR zu dessen Aktivierung (Le Moellic et al. 2004). Auch die
Steigerung der Genexpression von EGFR und ERK 1/2 kann Uber priméar nicht-
genomische Signalwege vermittelt werden (Sinphitukkul et al. 2011). So kann ein nicht-
genomischer Signalweg durch Interaktion mit einem genomischen Signalweg zu lang
andauernden Effekten fihren. Diese Effekte wirken zwar primar nicht-genomisch,

beeinflussen aber sekundar einen genomischen Effekt (sekundar genomischer Effekt).

Neben Interaktionen zwischen genomischen und nicht-genomischen Signalwegen
liegen auch Interaktionen zu anderen pathophysiologisch relevanten Signalkaskaden
vor. So konnte in glatten Muskelzellen ein synergistischer Effekt von Aldosteron und
Angiotensin 1l sowohl auf die Expression verschiedener Gene als auch auf
Phosphorylierung von Zielproteinen (ERK 1/2, JNK) gezeigt werden, wobei EGFR eine
wichtige Rolle zu spielen scheint (Mazak et al. 2004; Min et al. 2005). Der EGFR, dessen
Rolle bei der Zellproliferation und Remodeling-Vorgdngen bereits gut untersucht ist
(Kagiyama et al. 2002; Francois et al. 2004), kann durch Aldosteron sowohl Uber eine
Steigerung der EGFR-Expression (genomischer Effekt) als auch Uber eine
Transaktivierung des EGFR durch Phosphorylierung (nicht-genomischer Effekt)
beeinflusst werden (Grossmann et al. 2005, 2007). Die Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht
von Signalkaskaden und Effekten, die durch Aldosteron induziert werden kénnen.
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klassische Zielgewebe des MR nicht-klassische Zielgewebe des MR

Aldosteron

genomischer Interaktion nicht-genomischer
Effekt = Effekt
Angll PLC JNK ERK1/2 DAG Ca*
P RI EGFR csrc  NHE  PI3K cAMP
PKA PKC PKD IP3 o
NHE  Na™K'pump ENaC Na*-K*-2CI" transporter

Zellvolumen, pH, Elektrolyt-Homéostase

Entzlindung, Remodeling (Hypertrophie, Fibrosebildung), endotheliale Dysfunktion

Abb. 2: Ubersicht der verschiedenen Signalwege und Effekte von Aldosteron (nach:
Grossmann und Gekle 2009)

MR (Mineralokortikoid.Rezeptor), PLC (Phospholipase C), JNK (c-Jun N-terminal
kinase), ERK (extracellular-signal regulated kinase), DAG (1,2-Diacylglycerine), Ca?",
EGFR (epidermal growth factor receptor), c-src (proto-oncogene tyrosine-protein
kinase), NHE (Na*/H* -Antiporter), PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase), PKA (Proteinkinase
A), PKC (Proteinkinase C), PKD (Proteinkinase D), IP3 (Inositoltrisphosphat), cAMP
(cyclisches Adenosinmonophosphat), Ang Il (Angiotensin 1l), ENaC (epithelial Na-
channel)


http://de.wikipedia.org/wiki/1,2-Diacylglycerine
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2 Zielsetzung der Arbeit

Aldosteron vermittelt seine Effekte sowohl auf genomischem als auch auf nicht-
genomischem Wege. Diese Effekte beinhalten neben der Regulation der Elektrolyt-
Homoostase auch pathologische Verdnderungen des kardiovaskuldren Systems. In der
vorliegenden Arbeit sollte einerseits untersucht werden, ob und welche Aldosteron-
induzierten Veranderungen des Herzens vorliegen, andererseits sollte unterschieden
werden, ob diesen Verdanderungen ein genomischer oder nicht-genomischer
Wirkmechanismus zugrunde liegt. Hierzu wurde ein transgenes Tiermodell generiert,
welches eine Differenzierung des dualen Wirkmechanismus von Aldosteron ermdglicht.
Transgene Mause (TG), welche ein Konstrukt des humanen Mineralokortikoid-
Rezeptors (hMR) Uberexprimieren, das ausschlie3lich nicht-genomische Effekte zu
vermitteln in der Lage ist (hMRPEF) (Grossmann et al. 2008), wurden neben Wildtyp-
Mausen (WT) mit unverandertem Aldosteron-Rezeptor untersucht. AuRerdem sollte eine
zweite transgene Mauslinie untersucht werden, welche den ungekurzten hMR (,full-
length-Konstrukt) Uberexprimiert und damit sowohl genomische als auch nicht-
genomische Effekte vermitteln kann. Die Etablierung dieser Mauslinie konnte jedoch
aufgrund einer 100%igen Sterblichkeit transgener Nachkommen, die aus der
Verpaarung mit dem full-length-Zuchtweibchen® hervorgingen, nicht verwirklicht
werden.

Mit Hilfe von Organbad-Versuchen sollten sowohl die Kontraktionskraft sowie die
Anspannungs- und Relaxationszeit linker Vorhofe als auch die Schlagfrequenz rechter
Vorhofe untersucht und maogliche Unterschiede zwischen WT und TG herausgestellt
werden. Des Weiteren sollten histologische Untersuchungen zur Kontrolle der
erfolgreichen hMRPEF-Expression sowie zur Demaskierung einer mdoglichen
Fibrosebildung stattfinden. Verédnderungen des Herzens auf elektrophysiologischer
Ebene sollten mit Hilfe elektrokardiographischer Untersuchungen (EKG) analysiert

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Fur die Experimente wurden Mause des Inzuchtstammes FVB/N verwendet. Das
Durchschnittsalter der Versuchstiere betrug am Versuchstag 71,2 Tage mit einem
Gewicht von durchschnittlich 26,8 Gramm (siehe Abschnitt 4.3).

Die Mause wurden mit handelsiiblichem Labortierfutter und Wasser ad libitum versorgt.
Die Haltung und der Umgang mit den Mausen geschahen nach dem bewilligten Protokoll
(42502-5.14MLU) des Tierschutzkomitees der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg

3.2 Herstellung der transgenen Méause

Fur die Versuche sollten zwei verschiedene transgene Mauslinien (FVB/N Hintergrund)
hergestellt werden, die eine Unterscheidung zwischen dem genomischen Effekt und
dem primér nicht-genomischen Effekt von Aldosteron am Herzen mdglich machen
sollten. Hierzu wurden zwei DNA-Konstrukte hergestellt (siehe Abb. 3). Die ,full-length
Form“ besitzt die komplette cDNA des humanen Mineralokortikoid-Rezeptors (hMR),
wahrend das verkirzte Konstrukt (hMRPEF) lediglich die Scharnierregion und die Ligand-
Bindedoméne des hMR besitzt. Aufgrund des Fehlens der Coaktivator-Bindestelle und
der Bindungsstelle fir DNA ist bei dieser verkirzten Form keine DNA-Bindung mit
nachfolgender Transkription und Translation moglich. Es sind daher nur primér nicht-
genomische Effekte Uber diesen verkirzten Rezeptor (hMRPEF) moglich. Beiden
Konstrukten wurde der aMyosin heavy chain (aMHC) Promotor vorangestellt, welcher
eine herzspezifische Expression dieser Sequenzen moglich macht (Ng et al. 1991).
Ebenfalls enthalten beide DNA-Konstrukte eine Sequenz, die fir das ,enhanced green
flouresence protein“ (EGFP) kodiert und somit eine Detektion in vivo erlaubt (Tsien 1998;
Grossmann et al. 2008). Dem DNA-Abschnitt wurde eine Simian Virus 40 (SV40)- Poly-

A-Sequenz angehangt, durch die die Transkription terminiert wird (Gergs et al. 2010).
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aMHC-Promoter

EGFP A/B C E/IF f pA

— aMHC-Promoter EGFP E/F H pA

aMHC-Promoter o Myosin heavy chain promoter

EGFP Enhanced green fluorescence protein
A/B Coaktivator Bindestelle

C Bindedomane ftr DNA

E/F Ligand Bindedoméane

pA poly A Ende

Abb. 3: Schematische Darstellung der Expressionskassette zur Herstellung transgener
Mause

Dargestellt sind oben das ,full-length DNA-Konstrukt (hMR) und unten die trunkierte
Form (hMRPEF), Beide Formen enthalten den aMHC Promotor, der zu einer
herzspezifische Expression fuhrt, das EGFP, um eine Detektion in vivo zu erméglichen
und ein poly-A-Schwanz, durch den die Transkription terminiert wird. Da dem
verklrzten Rezeptor sowohl die Coaktivator-Bindungsstelle als auch die Bindungsstelle
fir DNA fehlt, sind Uber diesen Rezeptor keine primar genomischen Effekte moglich.

Die Expressionskassette wurde durch Nrul-Verdau aus dem Vektor herausgeschnitten.
Fur die anschlieBende Pronukleus-Injektion wurden einzellige befruchtete Ooyzyten
(Zygoten) verwendet und die entsprechende Expressionskassette in beide Pronuklei
injiziert.

Die Herstellung dieser transgenen Mauslinien erfolgte in Zusammenarbeit mit dem
Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der Medizinischen Fakultat, der
Westfalischen Willhelms Universitat und der ,Core facility” fir transgene Mause (TRAM)
des interdisziplindren Zentrums fur klinische Forschung (IZKF) Munster.

Aufgrund einer 100%igen Letalitat transgener Nachkommen, die aus der Verpaarung mit
dem ,full-length Zuchtweibchen“ hervorgingen und innerhalb der ersten 14 Lebenstage
auftrat, konnte fir den Beginn der geplanten Versuchsreihen keine ,full-length-
Mauslinie® etabliert werden. Aus diesem Grunde wurden alle Experimente dieser Arbeit
neben den Wildtyp-Mausen ausschlief3lich mit transgenen Mausen der verkirzten Linie
(MRPEF) durchgeftihrt.
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3.3 Genotypisierung der Mause

3.3.1 DNA-Isolation

Zur Bestimmung des Genotyps der Mause wurde den vier Wochen alten Versuchstieren
ein ca. 5 mm langes Schwanzstiick mit dem Skalpell abgetrennt. Die Tiere bekamen
danach eine Ohrmarkierung zur eindeutigen Zuordnung der Tiere. Die Schwanzstiicke
wurden in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt, welches mit 700 ul TE/SDS-Puffer gefillt war.
Zum enzymatischen Verdau wurden 30 pl Proteinase K zugegeben und die Mischung
bei 55 °C Uber 12 Stunden in einem Thermomixer schittelnd inkubiert.

Die Isolation der genomischen DNA aus dem Lysat wurde mit Hilfe einer Phenol-
Chloroform-Extraktion vorgenommen (angelehnt an Sambrook und Russel 2000). Ziel
dieser Methode ist die Trennung von Nukleinsduren und Proteinen: Durch mehrmalige
Behandlung mit Phenol und Chloroform sowie Zentrifugation des Gemisches bilden sich
jeweils eine obere wassrige und eine untere organische Phase. Die obere wassrige
Phase enthielt die DNA, die untere organische Phase bzw. die Interphase enthalt
Proteine und andere Verunreinigungen.

Zu den enzymatisch verdauten Schwanzstiicken wurden 700 pl puffergesattigtes Phenol
zugegeben und durch Schitteln mit dem Lysat vermischt. Die Probe wurde drei Minuten
bei 14000 rpm zentrifugiert, bis sich zwei Phasen gebildet hatten. Die obere wassrige
Phase wurde von der unteren organischen Phase vorsichtig getrennt und in ein neues
Eppendorfgefal? Gberflihrt. Nach der Mischung mit 700 pl Chloroform-lsoamylalkohol
(24:1) wurde erneut drei Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Die wassrige oberen Phase
wurde erneut enthnommen und mit 70 pl Natriumacetat (pH=6) und 770 pl reinstem
Ethanol inkubiert. Dieser Schritt diente der Ausfallung und Reinigung der DNA von
Phenolresten. Nach einer Zentrifugation von zehn Minuten bei 14000 rpm hatte sich am
Boden des GefaRes ein DNA-Sediment gebildet. Der Uberstand wurde entfernt, das
Sediment mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und erneut zehn Minuten bei 14000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde moglichst vollstandig entfernt und das Sediment
nun bei 30-35 °C im Heizblock getrocknet. Anschlieend wurde die DNA mit 50 ul TE-
Puffer fir 15 Minuten bei 65 °C inkubiert und dann bis zur Weiterverwendung bei 4 °C

gelagert.
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3.3.2 Konzentrationsmessung der DNA

Mit einem Photometer wurde die optische Dichte (OD) einer DNA-L6sung und damit ihr
DNA-Gehalt bestimmt werden. Zun&chst erfolgte eine Leerwertmessung ohne DNA als
Kontrollwert. Der DNA-Gehalt der Probe wurde durch Messung der Extinktion bei 260
nm (Eze0) bestimmt. Bei einer Ublichen Schichtdicke der Messkuvette von 1 cm und
einem OD2e-Messwert von 1,0 enthalt die Probe 50 pg/ml doppelstrangige DNA. Die
Formel fir den DNA-Gehalt lautet demnach Eze0 X 50 pg/ml x Verdunnungsfaktor = X
pg/ml.

Mit der Berechnung des Quotienten aus der OD2go zur OD2g kann zusatzlich eine
Bewertung der Qualitat der Probe erfolgen. Bei einem Quotienten zwischen 1,8 und 2,0

ist die DNA relativ frei von Proteinen und anderen Verunreinigungen.

3.3.3 PCR der DNA

Das gesuchte DNA-Fragment wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
vervielfaltigt. Zur Durchfiihrung der PCR wurde die extrahierte DNA mit einem speziellen
Reaktionsansatz in einem 0,2 ml PCR-GefalR inkubiert. Jede Probe erhielt einen
Standardpuffer mit 1,5 mM Magnesiumchlorid, 200 uM dNTP-Mix, 1 uM Forward-Primer,
1 uM Reverse-Primer und 2,5 U einer thermostabilen Tag-DNA-Polymerase (Details
siehe Anhang). Die Proben wurden mit DEPC-Wasser bis zu einer Gesamtmenge von
50 pl aufgeflllt. Das nachzuweisende DNA-Fragment hatte eine GroRe von 700

Basenpaaren.

3.3.4 Agarosegelelektrophorese

PCR-Produkte wurden mit einer Agarosegelelektrophorese dargestellt werden, da kleine
Molekile im elektrischen Feld schneller wandern als gro3e. Zur Beurteilung der Lange
der DNA-Fragmente wurden zusatzlich ein Marker sowie eine Positiv- und
Negativkontrolle aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte mit einem 1%igen Agarosegel
in einer TAE-Pufferldsung. Die Proben wurden mit 8 pl Ladepuffer (Zusammensetzung
s. Anhang) versehen und in die Geltaschen gefllt. Bei einer Spannung von 80 mV liefen
die Proben ca. 45 Minuten. Unter UV-Licht konnten die mit Ethidiumbromid gefarbten

Banden sichtbar gemacht werden.
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3.4 Histologische Untersuchungen

Um mogliche histologische Veranderungen der Herzvorhéfe sichtbar zu machen,
wurden Farbungen sowohl an Préaparaten von Wildtyp-Mausen als auch an transgenen
Tieren vorgenommen. Zum einen wurden die Préaparate auf das Vorliegen einer Fibrose
untersucht. Hierzu wurde eine Trichromfarbung nach Masson durchgefiihrt. Zum
anderen wurden immunhistologische Untersuchungen auf das Vorliegen des
tberexprimierten Aldosteronrezeptors (hMRPEF) transgener Mause durchgefiihrt. Das
DNA-Konstrukt dieser Mause enthalt neben dem Rezeptor eine Sequenz, die fir das
,enhanced green fluorescent protein® (EGFP) kodiert (siehe Abschnitt 2.2). Dieses
Protein ermdglicht durch seine Fluoreszenzeigenschaften eine in vivo Detektion des
Uberexprimierten Rezeptors. Aufgrund der hohen Autofluoreszenz der Gewebeproben
wurde jedoch ein indirekter Nachweis mittels Anti-EGFP Antikdrpern vorgenommen.
Die Farbungen und histologischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Igor B. Buchwalow (Institut fir Hamatopathologie,
Fangdieckstrasse 75a, 22547 Hamburg) durchgefuhrt.

3.5 Kontraktionsversuche

3.5.1 Vorbereitung des Organbads

Zu Beginn jedes Versuches wurde eine frische Tyrodel6sung aus vorbereiteten
Stammldsungen hergestellt. Sie hatten den Zweck, ein physiologisches Milieu fur die
isolierten Vorhofe zu schaffen. Die Tyrode setzte sich zusammen aus 40 ml
Stammlésung |, 38 ml Stammlésung Il und 20 ml Stammldsung 11l (Zusammensetzung
siehe Anhang). Mit Reinstwasser wurde die Losung auf 1 Liter aufgefillt. Nach einer 30-
mindtigen Begasung mit Carbogen (95% O, und 5 % COz) wurden 0,8 ml
Kalziumchlorid-Ldsung (33,2 g CaCl»/100 ml H20), 1 g Glucose, 49,3 mg Ascorbinséure
und 19 mg Na:EDTA hinzugefliigt. Die Endkonzentration von CaCl, betrug 1,8 mM
(Endkonzentrationen der Tyrode siehe Anhang). Wahrend des gesamten Versuches
wurde die Losung auf eine Temperatur von 37 °C angewéarmt und kontinuierlich mit
Carbogen begast. Es wurden nur Losungen verwendet, die einen physiologischen pH

von 7,4 aufwiesen.
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3.5.2 Vorbereitung und Kalibrierung der Messanlage

Die Messanlage fir isometrische Kontraktionen bestand aus doppelwandigen
Organb&dern mit einem Volumen von je 10 ml (siehe Abb. 4). Das Innengefal’ wurde mit
Tyrode gefullt und bot Raum fiir je ein Muskelpraparat. Am unteren Badrand befand sich
der Anschluss fur die Carbogenzufuhr. Im uf3eren Teil des doppelwandigen GefalRes
befand sich ein Zu- und Abfluss fur einen Wasserkreislauf, mit dem die Tyrode indirekt
beheizt wurde.

Uber zwei starre Metalldrahte konnten die Praparate befestigt und in das Organbad
eingehangt werden. Der obere Metalldraht war mit einem isometrischen Kraftmesser
verbunden, der direkt Uber einen Brickenverstarker die Kontraktionskraft an einen
Schreiber weiterleitete. Zu Versuchsbeginn wurde eine Vorschubgeschwindigkeit von 5
mm pro Minute eingestellt. Wahrend der Versuche wurde die Geschwindigkeit des
Schreibers zeitweise auf 100 mm pro Sekunde erhéht, um eine bessere Beurteilung der
Einzelkontraktionen zu ermdglichen.

Zur elektrischen Reizung der linken Vorhofe befanden sich zwei Reizelektroden im
Organbad. Diese waren neben den Vorhoéfen platziert. Linke Vorhéfe wurden mit einer
Frequenz von 1 Hz und Rechteckimpulsen von 5 ms Dauer elektrisch stimuliert. Die
Spannung lag ca. 10-20 % uber der Reizschwelle. Es wurden Messungen der Kraft
sowie der Anspannungs- und Erschlaffungszeit vorgenommen. Bei intaktem
Sinusknoten und vorhandenem Reizleitungssystem kontrahierten die rechten Vorhofe
spontan und mussten nicht elektrisch gereizt werden.

Zur Kalibrierung des Schreibers wurde zunéchst ein Nullpunkt festgelegt. Dann wurde
ein 500 mg schweres Gewicht an den Metallhaken gehéngt und der Ausschlag des
Schreibers fir verschiedene Empfindlichkeitsstufen dokumentiert. Die Zugkraft der
Muskelpraparate konnte so nachfolgend mit der Kalibrierung auf das Gewicht korreliert

werden.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Versuchsapparatur fir isometrische
Kontraktionsmessungen (Abb.: J. Frenker 2012)

Abgebildet sind das wassergespulte doppelwandige Organbad mit dem zwischen den
Reizelektroden aufgehdngtem Muskelpraparat, das Reizgerat, der Kraftaufnehmer, der
Bruckenverstarker und der Schreiber. Der Schreiber zeichnet die Muskelkontraktionen
als Mechanogramm auf. Die Tyrodeldsung im Organbad wird mit Carbogen (95% O,
5% CO) begast und durch das Wasserbad kontinuierlich umspalt und auf 37°C
temperiert.

3.5.3 Praparation der Mause

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die Mause gewogen, um die benétigte

Menge Narkosemittel zu berechnen und um spéater das relative Herzgewicht zu
bestimmen. Die Tiere mussten flr die Experimente nicht niichtern bleiben und hatten bis
zur Praparation Zugang zu Wasser und Trockenfutter. Zur Verhinderung einer
Thrombusbildung im Herzen bei der Praparation wurden den Ma&usen vor der
Narkotisierung 500 IE Heparin intraperitoneal gespritzt.

Die Narkotisierung der Tiere erfolgte mit 50-75 mg/kg Koérpergewicht Pentobarbital,
welches intraperitoneal gespritzt wurde. Ziel der Ané&sthesie war es, eine tiefe
Bewusstlosigkeit zu erreichen, um eine schmerzbedingte Katecholaminausschuttung bei

der nachfolgenden Pré&paration zu vermeiden. Jedoch sollte die Narkose nicht
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unmittelbar zum Atemstillstand fihren, um die Oxygenierung des Herzmuskels nicht zu
gefahrden.

Bei Eintritt der Bewusstlosigkeit und sobald keine Reaktion auf Schmerzreize mehr
erkennbar war, wurden die Mause mit dem Rucken in eine Préaparierschale gelegt, an
allen vier Extremitaten fixiert und es wurde mit der Praparation begonnen werden.
Besonderen Wert wurde auf eine ziigige Préparation gelegt, um die Ischamiezeit der
Herzmuskulatur zu minimieren.

Von ventral her wurde mit einer Schere der Thorax eroffnet. Im Bereich des Abdomens
wurde ein vertikaler Schnitt durch Fell und Haut bis zum Sternum gefiihrt. Zwei weitere
Schnitte wurden entlang der Rippenbégen gesetzt. Mit diesen Schnitten wurden Pleura
und Peritoneum eroffnet. Mit einer am Sternum fixierten Klemme konnten nun die
gesamten Rippen nach kranial umgeschlagen werden, was eine freie Sicht auf das Herz
ermdglichte. Das Herz konnte nach Durchtrennung der Vena cava und des
Aortenbogens aus dem Thorax entnommen werden und wurde sofort in ein Gefal3 mit
raumtemperierter Tyrode Uberflhrt. Durch vorsichtige Kompression wurden Blutreste

aus dem noch schlagenden Herzen entfernt.

3.5.4 Praparation der Herzen

Die wie unter 3.5.3. entnommenen Mauseherzen wurden sofort nach der Préaparation in
eine mit Tyrode-LOsung geflillte und mit Carbogen begaste Préparierschale gebracht.
Zunachst wurde das Herz mit Nadeln fixiert und der linke Vorhof exzidiert. Am oberen
und unteren Pol des Praparates wurden Metallhaken in das Muskelgewebe gestochen,
um eine Aufhangung in die Versuchsapparatur zu ermdglichen. Die eingehangten
Praparate wurden sofort in das mit Tyrode gefiillte Organbad eingetaucht. Wie in 3.5.2
beschrieben, wurden die linken Vorhofe elektrisch gereizt und es wurde ein
Mechanogramm der Kontraktionskraft aufgezeichnet.

Innerhalb von einer halben Stunde wurde die Tyrode dreimal gewechselt und es stellte
sich ein Gleichgewicht der Kraft ein. In dieser Zeit mussten die Praparate haufig noch

nachgespannt werden.

Bei der Praparation der rechten Vorhéfe wurden zundchst Reste der Lungen und der
groRen BlutgefaRe entfernt. Dann wurde der rechte Vorhof vorsichtig vom Ventrikel
getrennt. Dabei war eine aulerst sorgfdltige Praparation notwendig, um den
Sinusknoten nicht zu verletzen, der sich im Bereich der Mindung der Vena cava superior
befindet. Auch in die rechten Vorhéfe wurden zwei Haken gestochen, und die Praparate
wurden in die Versuchsapparatur eingehangt. Die Praparate wurden bis zur optimalen

Kraftentwicklung vorgespannt. Durch den intakten Sinusknoten und das vorhandene
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Reizleitungssystem kontrahierten die rechten Vorhdfe spontan und mussten nicht
elektrisch gereizt werden. An diesen Vorhéfen konnte die Schlagfrequenz gemessen
werden.

Zeigten die Vorhdfe schon zu Beginn Arrhythmien, die auch nach dreimaligem Wechsel
der Tyrode im Organbad und bei optimaler Vorspannung nicht sistierten, konnte man
von einer Schadigung des Muskels bei der Praparation ausgehen. Diese Vorhofe wurden

nicht weiterverwendet.

3.5.5 Versuchsdurchfiihrung und Messprotokolle

Mit der Durchfihrung der Messprotokolle konnte begonnen werden, nachdem die
Praparate in das Organbad eingehangt und unter optimale Vorspannung gebracht
worden waren. AuRerdem war eine etwa 30-miniitige Aquilibrierung der Vorhofe mit
dreimaligem Spilen der Praparate mit frischer Tyrode-Lésung notwendig. Das
Organbad wurde wahrend des gesamten Versuchs auf 37°C temperiert. Die Protokolle
wurden gleichermalf3en an rechten und linken Vorhofen transgener Tiere sowie Wildtyp-
Vorhéfen durchgefihrt.

Da Aldosteron mit seinem Steroidgerist eine hydrophobe Substanz darstellt, also in
Wasser unlgslich ist, wurde zu dessen Lésung 100%iges Ethanol verwendet. Ethanol ist
aufgrund seines organischen Restes sehr gut mit lipophilen Substanzen wie Aldosteron
mischbar. Um zu unterscheiden, ob ein Effekt auf die Vorhtfe durch Aldosteron oder
dessen Losungsmittel Ethanol allein zustande kommt, war es notwendig, isoliert die

Wirkung von Ethanol auf die Vorhofe zu untersuchen.

In Versuchsprotokoll Nr.1 (Tab. 1) wurde zunachst mit einer kumulativen Ethanol-KWK
(Lésungsmittelkontrolle) begonnen. Sie startete mit einem Volumenanteil von 0,0001 %
Ethanol und wurde in 5 Schritten bis zu einem Volumenanteil von 0,01 % fortgefthrt.
Diese aufsteigenden Ethanolkonzentrationen im Organbad entsprechen den
Konzentrationen des Ldsungsmittels bei der Erstellung der Aldosteron-Kraft-
Wirkungskurve (siehe Abschnitt 4.4.2). Das Zeitintervall zwischen den einzelnen
Pipettierschritten betrug jeweils 5 Minuten. Der Ethanol-KWK folgte das dreimalige
Ausspulen der Praparate mit frischer Tyrode-L6sung. Nachdem sich eine konstante Kraft
der Praparate eingestellt hatte, wurde eine kumulative Aldosteron-KWK mit Erhéhung
der Konzentrationen von 108 M Aldosteron in Dreierschritten bis 10° M erstellt.
Schlie8lich wurde nach drei weiteren Auswaschschritten mit Tyrode-Lésung eine
Konzentrationswirkungskurve mit Isoprenalin angefertigt. Diese KWK begann mit der
niedrigsten Konzentration von 10° M Isoprenalin und wurde in 3er-Schritten bis zu einer

Maximalkonzentration von 10° M fortgesetzt. Das Zeitintervall der einzelnen
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Pipettierschritte richtete sich hierbei nach dem Zeitpunkt, zu dem keine weitere
Kraftzunahme zu beobachten war. Bei jedem Pipettierschritt wurde, kurz bevor die
nachst hohere Konzentration hinzugegeben wurde, die Schreibergeschwindigkeit von 5
mm pro Minute auf 100 mm pro Sekunde erhoht, um die Einzelkontraktionen besser
darzustellen. Die Versuchsdurchfuhrung des Protokolls Nr.1 ist in der folgenden Tabelle

veranschaulicht.

Tab. 1: Pipettierprotokoll 1

Reihenfolge und Konzentrationen der fur die Experimente an linken und rechten
Vorhofen eingesetzten Substanzen. Zu Beginn wurde eine Ethanol-Konzentrations-
Wirkungskurve (KWK) durchgefiihrt. Nachdem die Préaparate mit Tyrode-Ldsung gespult
wurden, erfolgte eine Aldosteron-KWK und nach erneutem Spilen abschlieBend eine
Isoprenalin-KWK.

Substanz Konzentration im Organbad
Ethanol 0,0001 Vol.-%, 0,0003 Vol.-%, 0,001 Vol.-%, 0,003 Vol.-%, 0,01 Vol.-%
Auswaschen
Aldosteron 108M, 3x108M, 107 M, 3x107M, 10°M
Auswaschen
Isoprenalin 10°M, 3x108M, 108M, 3x108M, 107’M, 3x107’M, 106M

Der Versuchsablauf des Messprotokolls Nr. 2 (Tab. 2) erfolgte in &hnlicher Weise wie
der des Protokolls Nr.1. Die Substanzen und deren Konzentrationen wurden bei dieser
Versuchsdurchfiihrung nicht verandert. Im Unterschied zu Protokoll 1 wurde hier mit der
Durchfiihrung einer Aldosteron-KWK begonnen. Nach einem Auswaschschritt wurde als
zweites eine Losungsmittelkontrolle mit Ethanol angefertigt. Der anschliel3ende
Waschschritt mit der Erstellung einer Isoprenalin-KWK entspricht dem Versuchsablauf

aus Protokoll Nr. 1.
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Tab. 2: Pipettierprotokoll 2

Substanz Konzentration im Organbad
Aldosteron 108M, 3x108M, 107M, 3x107M, 10M
Auswaschen

Ethanol 0,0001 Vol.-%, 0,0003 Vol.-%, 0,001 Vol.-%, 0,003 Vol.-%, 0,01 Vol.-%
Auswaschen

Isoprenalin 10°M, 3x10®M, 108M, 3x10€M, 107M, 3x107M, 10°M

Es kann davon ausgegangen werden, dass sich ein frisch eingespannter Vorhof
hinsichtlich seiner Kraft anders verhdlt als ein Praparat, welches sich schon einige Zeit
im Organbad befunden hat. Durch die Ausfihrung dieser beiden Protokolle war es
moglich, sowohl die Wirkung von Aldosteron als auch die Wirkung von dessen
Losungsmittel (Ethanol) unter den gleichen zeitlichen Bedingungen zu untersuchen.
Wirde z.B. nur der Ablauf des ersten Protokolls verwendet, wéare eine Unterscheidung
zwischen einer Kraftabnahme unter steigender Aldosteronkonzentration (negative
Inotropie) und einem Abschlaffungseffekt des Muskels mit zunehmender Zeit nicht
eindeutig zu differenzieren. Beide Protokolle wurden daher mit einer ahnlichen Anzanhl
von Tieren durchgefiihrt. Die ausgewerteten Ethanol- und Aldosteron-KWKs (siehe Abb.
11 u. 12) enthalten somit ahnlich viele Messdaten sowohl fir die zeitlich friihe als auch
fur die zeitlich spate Auswertung der Kraft. Das Gleiche gilt fur die Auswertung der
Anspannungs- und Relaxationszeiten sowie flr die Erstellung der Frequenz-Kurven

rechter Vorhofe unter Aldosteron und Ethanol.

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Protokollen Nr. 1 und Nr. 2 wurde der Effekt des
selektiven Aldosteron-Antagonisten Kaliumcanrenoat untersucht. In jeweils zwei
Versuchsreihen beider Protokolle wurde Kaliumcanrenoat ohne einen vorherigen
Waschschritt direkt nach der Aldosteron-KWK hinzugegeben, so dass sich eine
Konzentration von 10° M Kaliumcanrenoat im Organbad ergab. Die Schreibertatigkeit
wurde daraufhin fir etwa 15 Minuten aufgezeichnet. Nach dreimaligem Auswaschen des

Organbades mit Tyrode-L6sung wurde wie nach obigen Protokollen weiter fortgefahren.
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3.6 Elektrokardiographische Untersuchungen (EKG)

Vor der elektrokardiographischen Untersuchung wurden die Mause mit Midazolam (18
mg/kg KG) und Ketamin (160 mg/kg KG) narkotisiert. Die Narkosetiefe wurde durch
Testung des Zwischenzehenreflexes ermittelt. Nach Beendigung des EKG’s wurde die
Narkose durch den kompetitiven Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil (5mg/kg KG)
aufgehoben.

Zur Messung elektrischer Potenzialanderungen zwischen den Extremitaten wurde an
den narkotisierten Mausen die bipolare Ableitung nach Einthoven (l.) durchgefihrt.
Hierzu wurden die Tiere zunachst in Rickenlage gebracht und die GliedmalRen mit
Elektrodengel benetzt, um anschlieBend Klemmelektroden aus Stahldraht dartiber zu
ziehen. Die Versuchsapparatur entsprach einem kommerziellen EKG-System (BioAmp,
AD-Instruments, Spechbach, Deutschland). Aufgezeichnet wurde das EKG durch die
Software ,Chart 5 (PowerLab, ADInstruments, Spechbach, Deutschland), mit der
anschlie3end auch die relevanten Parameter (Frequenz, P-Welle, PQ-, QRS-, RR, sowie
QTc-Intervall) analysiert wurden. Neben den oben genannten Parametern wurde

besonders auf mogliche Arrhythmien und Uberleitungsstérungen geachtet.

— N N\

Abb. 5: Darstellung der elektrischen Erregungsleitung im Herzen beim Menschen (A)
und der Maus (B) (modifizierte Abb. nach: Mller 2004)

Abbildung A zeigt ein schematisches EKG eines Menschen. Physiologisch besitzt der
Mensch eine Herzfrequenz von ca. 70 Schlagen/min. In Abbildung B ist ein typisches
Maus-EKG dargestellt, physiologisch ist die Herzfrequenz der Maus bis zu zehnfach
hoher als beim Menschen (ca. 400 - 700 Schlage/min).

1 = Vorhof Erregung (P-Welle), 2 = Erregung der Herzkammern (QRS-Intervall), 3 =
Erregungsrickbildung der Kammer (T-Welle), 4 = atrioventrikularen Leitungszeit (PQ-
Intervall), 5 = intraventrikulare Erregungsdauer (QT-Intervall), 6 = isoelektrisches ST-
Intervall.
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3.7 Statistische Auswertung

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten sind als arithmetische Mittelwerte mit
zugehorigem Standardfehler (SEM) angegeben. Die statistische Signifikanz wurde
mittels t-Test oder im Falle eines Vergleiches von mehr als zwei Gruppen mittels
Varianzanalyse ANOVA mit nachfolgender Fehlertestung nach Bonferroni ermittelt. Als
signifikant galt ein p-Wert kleiner als 0,05. Die Datenerfassung (Vorhdofe) erfolgte mit der
Software ,|OX* (emka TECHNOLOGIES, Paris, Frankreich). Die Auswertung der
Ergebnisse wurde mit GraphPad Prism 5.0 fur Windows (GraphPad Prism Inc., San
Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Die Anzahl der Einzelversuche wird im Folgenden als ,,n"

bezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der Versuchsmause

Die Identifikation der transgenen Mause erfolgte durch eine Auftrennung von PCR-
Produkten mittels Gelelektrophorese. Zuvor wurde die genomische DNA aus
Schwanzstiicken der Mause extrahiert und das Transgen mittels PCR amplifiziert (siehe
Abschnitt 3.3.1 und 3.3.3).

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der DNA wurde im Vorfeld photometrisch die
optische Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm gemessen und deren Quotient bestimmt.
Dieser Quotient lag bei allen Proben zwischen 1,8 und 2,0, was fur einen hohen
Reinheitsgrad der DNA spricht.

Durch dieses Vorgehen konnte gezeigt werden, dass nur die transgenen Mause die
verkirzte Form des Mineralokortikoidrezptors (hMRPEF) im Genom enthalten (Abb. 6).

— 700 bp

Abb. 6: Genotypisierung durch PCR

Die Abbildung zeigt die mittels Gelelektrophorese aufgetrennten PCR-Produkte. Nur bei
den transgenen Tieren (TG) ist es zu einer Amplifikation der 700 Basenpaar (bp) grof3en
DNA-Sequenz gekommen. Zur Beurteilung der Fragmentgré3e ist eine 100 bp DNA-Leiter
(M) als Standard mitgelaufen. WT, Wildtyp; TG, transgenes Tier; -, Negativkontrolle; +,
Positivkontrolle
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4.2 Histologische Untersuchungen der Herzvorhofe

Um mdgliche pathologische Veranderungen der Vorhofe beurteilen zu kénnen, wurden
histologische Untersuchungen sowohl an Wildtyp als auch an transgenen Mausen
vorgenommen.

Das Vorliegen einer Fibrose wurde mit Hilfe der Trichromfarbung nach Masson untersucht.
Hier zeigte sich weder bei Wildtyp- noch bei transgenen Mausen eine Fibrosebildung. Die

Ergebnisse der Fibrosefarbung sind in Abbildung 7 dargestellt.

WT rechter Vorhof hMRPEF rechter Vorhof

WT linker Vorhof hMRPEF linker Vorhof

Abb. 7: Fotographien der Fibrosefarbung nach Masson

Mittels Trichromfarbung nach Masson bearbeitete rechte und linke Vorhéfe von WT (A, C)
und TG (B, D). Es konnte kein Unterschied zwischen WT und TG bezlglich des
Fibrosegrades gezeigt werden

WT, Wildtyp-Praparat; TG, transgenes Praparat
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Des Weiteren wurden immunhistologische Untersuchungen fir den Nachweis des
Uberexpremierten Aldosteronrezeptors (hMRPEF) trangener Mause durchgefiihrt. Das DNA-
Konstrukt dieser Mause enthalt neben dem Rezeptor eine Sequenz, die fir das ,enhanced
green fluorescent protein“ (EGFP) kodiert (siehe Abschnitt 3.2). Dieses Protein ermdglicht
durch seine Fluoreszenzeigenschaften eine in vivo-Detektion des Uberexprimierten
Rezeptors. Aufgrund der hohen Autofluoreszenz der Gewebeproben wurde jedoch ein
indirekter Nachweis mittels Anti-EGFP Antikbrpern vorgenommen. Die Untersuchungen
konnten eine deutliche Expression des EGFP in Vorhofen transgener Tiere, jedoch nicht
bei ihren Wildtyp-Geschwistertieren zeigen (Abb. 8).

WT rechter Vorhof hMRPEF rechter Vorhof

WT linker Vorhof hMRPEF linker Vorhof

Abb. 8: Immunhistologie zum Nachweis des EGFP (,enhanced green fluorescent protein®)

Das EGFP konnte mittels Anti-EGFP-Antikorper bei Praparaten rechter und linker Vorhofe
transgener Mause nachgewiesen werden (B, D). Dagegen ist es bei rechten und linken
Vorhoéfen von Wildtyp-Mausen (A, C) zu keiner EGFP-Expression gekommen.
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4.3 Gravimetrie

Unmittelbar vor jedem Versuch wurden die Tiere gewogen und ihr Gesamtkorpergewicht
bestimmt. Nach der Durchfiihrung der Kontraktions-Experimente erfolgte die Bestimmung
der Gewichte von rechten und linken Vorhéfen und Ventrikeln. Insgesamt wurden so
gravimetrische Daten von 46 Tieren bestimmt. Hierunter fielen 24 Wildtyp-Mause mit einem
Anteil von 17 mannlichen und 7 weiblichen Tieren. Die Anzahl der transgenen Tiere betrug
22, hierunter befanden sich 15 mannliche und 7 weibliche Mause.

Bei der Bestimmung des Gesamtkdrpergewichtes (Abb. 9A) zeigte sich ein Unterschied
(p < 0,05) zwischen mannlichen und weiblichen Versuchstieren. Wéahrend das
Durchschnittskérpergewicht méannlicher Tiere 28,96 + 2,06 g betrug, wogen die weiblichen
Mause im Durchschnitt 24,72 = 1,76 g. Ein geschlechtsunabhangiger Unterschied im
Gesamtkorpergewicht von Wildtyp-Mausen (28,23 + 2,67 g) und transgenen Mausen (27,07
+ 2,82 g) war nicht festzustellen.

Fur die Bestimmung des relativen Herzgewichtes (Abb. 9B) wurde das Verhéltnis des
Herzgewichtes zum Gesamtkdrpergewicht bestimmt. Das Herzgewicht setzt sich hierbei
aus der Summe beider Vorhofe und Ventrikel zusammen. Wie die Abbildung 9B zeigt, war
hier weder zwischen WT und TG noch zwischen weiblichen und mannlichen Tieren ein
Unterschied zu erkennen. Zwar wogen weibliche M&ause im Durchschnitt signifikant weniger
als mannliche (Abb. 9A), jedoch war ihr Herzgewicht ebenfalls signifikant niedriger als das
mannlicher Tiere. Das relative Herzgewicht weiblicher Herzen wurde mit 4,72 + 0,63 mg/g,
das mannlicher mit 4,96 + 0,61 mg/g gemessen.

Die linken Vorhdéfe der Weibchen wogen mit 3,58 + 0,87 mg weniger als die der M&nnchen,
die ein Gewicht von 5,36 + 1,19 mg aufwiesen (Abb. 9C). Ein Gewichtsunterschied
zwischen transgenen (4,88 + 1,28 mg) und nicht transgenen linken Vorhofen (4,76 = 1,47
mg) konnte nicht festgestellt werden. Auch die Gewichte der Ventrikel wiesen einen
geschlechtsabhdngigen Unterschied auf. Das Gewicht mannlicher Ventrikel wurde mit
123,80 = 14,89 mg, das weiblicher mit 97,01 £ 7,14 mg gemessen. Ein signifikanter
Gewichtsunterschied zwischen WT (117,70 £ 17,24 mg) und TG (113,40 + 18,88 mg)
konnte bei den Ventrikeln nicht festgestellt werden. Die Gewichte rechter Vorhofe zeigten
weder zwischen WT und TG noch zwischen Mannchen und Weibchen einen Unterschied.
Letzteres ist wahrscheinlich der bei der Praparation im Vergleich zum linken Vorhof weniger

eindeutigen Resektionsgrenzen geschuldet.
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Abb. 9: Gravimetrie

A Gesamtkdrpergewicht von WT und TG bzw. Mannchen (M) und Weibchen (W). Es zeigt
sich ein geringes Korpergewicht der Weibchen im Vergleich zu mannlichen Tieren.
Ordinate: Kdrpergewicht in Gramm (g)

B Relatives Herzgewicht von WT und TG bzw. Mannchen (M) und Weibchen (W). Es zeigt
sich weder zwischen Mannchen u. Weibchen noch zwischen WT u. TG ein
Gewichtsunterschied. Ordinate: Relatives Herzgewicht in Milligramm pro Gramm (mg/g)

C Gewichte von linken Vorhofen, rechten Vorhofen und Ventrikeln von WT und TG bzw.
mannlichen und weiblichen Mausen. LA, linker Vorhof; RA, rechter Vorhof. Ordinate:
Gewicht in Milligramm (mg)

,N“ (und die Zahlen in den Saulen) geben die Anzahl der Tiere an. M, Mannchen; W,
Weibchen; weil3e Saulen, Wildtyp-Mause (WT); rote Saulen, transgene Mause (TG); * p <
0,05vs. M
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4.4 Untersuchungen an linken Vorhdofen

4.4.1 Kontraktionsexperimente mit Ethanol (Losungsmittelkontrolle)

Da die zu untersuchende Substanz Aldosteron bei allen Versuchen in Ethanol geldst vorlag,
musste zunéchst getestet werden, ob ein Effekt von Ethanol auf die Herzvorhofe bestand.
Zu diesem Zweck wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve (KWK) fur Ethanol erstellt. Der
bei dieser KWK minimale Volumenanteil lag bei 0,0001 % Ethanol und wurde in 5-minitigen
Absténden in 5 Schritten bis auf 0,01 Vol.-% erhdht. Dies entspricht den Zeitabstadnden und
den Ethanol-Konzentrationen des Ldsungsmittels, welches bei der Erstellung der
Aldosteron-KWK verwendet wurde (umgerechnet ca. 22 pM bis 2,2 mM Ethanol). Noch
hohere Mengen wie 100 pl Ethanol haben einen negativ inotropen Effekt.

Die Abbildung 10 zeigt einige reprasentative Mechanogramme einer Wildtyp-Maus fur die
Untersuchung der Kraftwirkung von Ethanol (Abb. 10A), Aldosteron (Abb. 10B) und
Isoprenalin (Abb. 10C). Zur besseren Erfassung des Kraftverlaufes sind die Zeitintervalle,
in denen die Schreibergeschwindigkeit von 5 mm pro Minute auf 100 mm pro Sekunde
erhdht wurde (Darstellung der Einzelkontraktionen), nicht mit abgebildet. Nach Ethanol- und
Aldosteronzugabe wurde jeweils etwa 5 min bis zum nachsten Pipettierschritt gewartet. Die

Isoprenalinzugabe erfolgte nach Einstellung einer konstanten Kraftentwicklung.
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Abb. 10: Originalmechanogramme elektrisch gereizter linker Vorhofe

Mechanogramme einer Wildtyp-Maus fir die Untersuchung der Kraftwirkung von Ethanol
(A), Aldosteron (B) und Isoprenalin (C). Ethanol zeigt keinen Effekt auf die Kontraktionskraft.

Aldosteron hat eine negativ inotrope Wirkung, Isoprenalin einen positiv inotropen Einfluss
auf die linken Vorhofe.

Ordinate: Kontraktionskraft, Abszisse: Zeit in Minuten. Die Erhéhung der Ethanol- und
Aldosteronkonzentration erfolgte in 5-minitigen Abstdnden. Isoprenalin wurde nach
Einstellung eines Kraftplateaus zugegeben.

Fur die Ethanol-Konzentrations-Wirkungskurve (L6sungsmittelkontrolle) wurden insgesamt
16 Tiere untersucht, darunter waren 11 transgene und 5 Wildtyp-Mause. Die Ausgangskraft
lagbei 5,8+ 1,1 mN (WT)und5,4 £0,3mN (TG). Zwar kam es im Verlauf zu einem geringen

Absinken der Kontraktionskraft, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 11 zeigt die Lésungsmittelkontrolle, also den Einfluss von Ethanol auf die Kraft

linker Vorhofe.
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Abb. 11: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Ethanol (Lésungsmittelkontrolle)

Mit zunehmender Ethanol-Konzentration zeigt sich keine signifikante Verdnderung der
Kontraktionskraft linker Herzvorhéfe. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
Versuche an. Ktr steht fir den Kontrollwert, also vor Zugabe von Ethanol.

Abszisse: Ethanol-Konzentration in % Vol.; Ordinate: Kontraktionskraft in Prozent (%) der
Kontrolle

4.4.2 Kontraktionsexperimente mit Aldosteron

Es wurden insgesamt an 18 linken Vorhofen Versuche zur Kontraktilitat unter steigender
Aldosteron-Konzentration unternommen. Hierunter befanden sich 8 Vorhéfe von Wildtyp-
Mausen und 10 von transgenen Tieren. Nach Praparation der Vorhofe (siehe Abschnitt
3.5.4) wurden diese in das Organbad uberfuhrt und die entsprechenden Messprotokolle

(siehe Abschnitt 3.5.5) ausgefuihrt.

Es zeigte sich kein Unterschied (p > 0,05) in der Ausgangskraft linker Vorhofe zwischen
Wildtyp-Mausen (4,8 £ 0,4 mN) und transgenen Tieren (5,2 £ 0,4 mN). Mit zunehmender
Aldosteron-Konzentration kam es sowohl bei WT als auch TG zu einer Abnahme der
Kontraktionskraft (negative Inotropie). Bei WT zeigte sich dieser Kraftverlust (p < 0,05)
bereits bei einer Aldosteron-Konzentration von 108 M mit 5,1 + 0,5 mN, bevor es zu einer

weiteren Abschwachung der Kraft auf Werte von 4,2 + 0,3 mN bei einer maximalen
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Aldosteron-Konzentration von 10°® M kam. Bei den transgenen Geschwistertieren zeigte
3x10°8 M Aldosteron eine negativ inotrope Wirkung (p < 0,05). Im weiteren Verlauf nahm
die Kontraktionskraft bis auf Werte von 4,6 + 0,5 mN bei einer Aldosteron-Konzentration
von 10°M ab. Ein Unterschied der Kraftabnahme zwischen WT und TG konnte jedoch nicht
gefunden werden (Abb. 12A).

Bei der Betrachtung der Kontraktionskraft in Prozent (%) im Vergleich zur Ausgangskraft
(100 %) zeigte sich sowohl bei WT (97,10 % im Vergleich zur Kontrolle) als auch bei TG
(97,50 % im Vergleich zur Kontrolle) bereits bei der niedrigsten Aldosteron-Konzentration
(108 M) eine Abnahme der Kraft (p < 0,05). Die groRte Kraftabnahme war bei einer
Aldosteron-Konzentration von 10® M zu verzeichnen. Vorhofe transgener Mause wiesen
hier noch 86,42 = 2,9 % der Ausgangskraft auf, Wildtyp-Mause noch 88,19 + 2,7 %.
Zwischen WT und TG gab es keinen Unterschied. Zusammenfassend lasst sich also ein
Kraftverlust bei WT und TG von mehr als 10 % unter der Hochstkonzentration von 10 M
Aldosteron konstatieren (Abb. 12B).
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Abb. 12: Einfluss von Aldosteron auf die Kontraktionskraft linker Vorhofe

A Kontraktionskraft elektrisch gereizter linker Vorhéfe in mN bei zunehmender Aldosteron-
Konzentration. Es zeigen sich insgesamt eine Kraftabnahme von 4,8 + 0,4 mN auf 4,2 + 0,3
mN bei WT und eine Abnahme der Kontraktionskraft von 5,2 + 0,4 mN auf 4,6 + 0,5 mN bei
TG. Der Vergleich der Kraftabnahme zwischen WT und TG zeigt keinen Unterschied.
Abszisse: Aldosteron-Konzentration in log (M); Ordinate: Kontraktionskraft in mN

B Kontraktionskraft elektrisch gereizter linker Vorhofe in Prozent (%) der Ausgangskraft.
Vorhofe transgener Mause weisen insgesamt eine Kraftabnahme von 13,58 + 2,9 % im
Vergleich zur Kontrolle auf, Praparate von Wildtyp-M&ausen einen Verlust von 11,81 + 2,7
% im Vergleich zum Ausgangswert.

Abszisse: Aldosteron-Konzentration in log (M); Ordinate: Kontraktionskraft in % der
Kontrolle

Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Versuche an. Kitr steht fiir den Kontrollwert,
also vor Zugabe von Aldosteron. * p < 0,05 vs. Ktr

4.4.3 Kontraktionsexperimente mit Isoprenalin

Isoprenalin ist eine synthetisch hergestellte Substanz, die als nicht-selektives -
Sympathomimetikum (Wirkung sowohl auf -1- als auch auf B-2-Rezeptoren) stimulierend
auf die B-Rezeptoren des Herzens wirkt und dadurch eine positiv chronotrope, inotrope,
bathmotrope und dromotrope Wirkung entfaltet (Hilal-Dandan et al. 2014).

Kontraktionsversuche linker Vorhofe mit Isoprenalin wurden, wie schon in Abschnitt 3.5.5
beschrieben, am Ende jedes Messprotokolls durchgefiihrt. Insgesamt wurden an 23 linken
Vorhofen Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Darunter befanden sich 11 Praparate

transgener Tiere und 12 von Wildtyp-Mausen. Die Ausgangskraft der Praparate betrug 3,6


http://flexikon.doccheck.com/de/Beta-1-Rezeptor
http://flexikon.doccheck.com/de/Beta-2-Rezeptor
http://flexikon.doccheck.com/de/Chronotrop
http://flexikon.doccheck.com/de/Inotrop
http://flexikon.doccheck.com/de/Bathmotrop
http://flexikon.doccheck.com/de/Dromotrop
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+ 0,3 mN bei Wildtyp-Mausen und 3,8 £ 0,3 mN bei transgenen Mausen, was statistisch
keinen Unterschied darstellt. Bei der geringsten Konzentration von 1 nM (= 10° M)
Isoprenalin kam es bereits zu einem Anstieg der Kraft bei Wildtyp-Praparaten (3,8 £ 0,3
mN) und transgenen Vorhofen (3,9 £ 0,3 mN). Die starkste Kraftentwicklung zeigte sich bei
der héchsten Konzentration von 1 uM (= 10 M) Isoprenalin bei WT mit 8,7 + 0,4 mN und
TG mit 8,9 + 0,4 mN. Die Maximalkraft transgener Vorhofe unterschied sich nicht von den
Wildtyp-Vorhofen (Abb. 13).

Bei der Betrachtung der Kraftdnderung in Prozent (%) zum Ausgangswert (100%ige Kraft)
konnte bei der geringsten Isoprenalin-Konzentration von 1 nM bei WT eine Zunahme der
Kraft von 3,1 + 1,3 % und bei TG eine Zunahme von 5,8 + 1,9 % festgestellt werden. Die
hdchste Kraftzunahme wurde bei WT (244,9 + 16 % im Vergleich zur Ausgangskraft) und
TG (258,9 £ 23 % im Vergleich zur Ausgangskraft) bei einer Konzentration von 1 uM
Isoprenalin gefunden (Abb. 13B).

Die mittlere effektive Konzentration (ECso) ist die Konzentration, bei der ein halbmaximaler
Effekt beobachtet werden kann. Der negative dekadische Logarithmus der ECso (PECso)
wurde bei WT bei-7,78 £ 0,4 log (M) und TG bei -7,85 + 0,2 log (M) Isoprenalin gemessen.
Es konnte kein Unterschied des pECso zwischen WT und TG festgestellt werden (p > 0,05).
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Abb. 13: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Isoprenalin

A Kontraktionskraft elektrisch gereizter linker Vorhofe in mN bei zunehmender Isoprenalin-
Konzentration. Es zeigt sich eine Kraftzunahme von 3,6 + 0,3 mN auf 8,7 £ 0,4 mN bei WT
und eine Zunahme der Kontraktionskraft von 3,8 + 0,3 mN auf 8,9 + 0,4 mN bei TG. Der
Vergleich der Kraftzunahme zwischen WT und TG zeigt keinen Unterschied.

Abszisse: Isoprenalin-Konzentration in log (M); Ordinate: Kontraktionskraft in mN

B Kontraktionskraft elektrisch gereizter linker Vorhofe in Prozent (%) der Ausgangskraft.
Vorhofe transgener Mause weisen insgesamt eine Kraftzunahme von 244,9 + 16 % im
Vergleich zur Kontrolle auf, Préparate von Wildtyp-M&ausen eine Zunahme von 258,9 + 22,8
% im Vergleich zum Ausgangswert.

Abszisse: Isoprenalin-Konzentration in log (M); Ordinate: Kontraktionskraft in % der
Kontrolle

Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Versuche an. Ktr steht fiir den Kontrollwert
vor Substanzzugabe. * p < 0,05 vs. Ktr

4.4.4 Anspannungs- und Relaxationszeiten

Zusatzlich zur entwickelten Kraft wurde mit Hilfe der Versuchsapparatur (siehe Abb. 4) und
der dazugehorigen Software die Anspannungs- und Relaxationszeit (Erschlaffungszeit)
linker Vorhofe gemessen.

Die Anspannungszeit (TTP) wird in dieser Arbeit aufgefasst als die Zeit vom Kraftbeginn
(10 % Uber der Basislinie) bis zum Kraftmaximum. Die Relaxationszeit (RT) bezeichnet in
der vorliegenden Arbeit den Zeitraum zwischen maximaler Kraftentwicklung und 90 %
relaxierter Muskulatur (Abb. 14). Die mechanische Relaxation des Herzmuskels wird auch

als Lusitropie bezeichnet (Mann 2014).
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Abb. 14: Schematische Darstellung (A) und Original-Abbildungen (B) von Anspannungs-
u. Relaxationszeit einer isometrischen Muskelkontraktion

TTP (“time to peak”), Anspannungszeit; RT (“relaxation time”), Relaxationszeit
Abszisse; Zeit, Ordinate: Kraft

Zu Beginn der Versuchsdurchfuihrung wurde die Anspannungs- und Relaxationszeit unter
Basalbedingungen, d. h. ohne vorherige Substanzzugabe, gemessen. Insgesamt wurden
unter diesen Bedingungen Daten von 21 Wildtyp-Vorhofen und 20 transgenen Vorhofen
erhoben.

Die Anspannungszeit unter Basalbedingungen betrug bei WT 35,52 + 3,04 ms und TG
36,54 + 3,01 ms. Ein Unterschied konnte hier weder zwischen WT und TG noch zwischen
mannlichen und weiblichen Tieren gefunden werden (Abb. 15A).

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Auswertung der Relaxationszeiten unter
Basalbedingungen ein Unterschied zwischen der Gruppe der transgenen (58,75 + 12,73
ms) und der Wildtyp-Mause (48,38 + 10,55 ms). Linke Vorhofe ménnlicher transgener Tiere
(59,44 + 12,89 ms) erschlafften langsamer als Praparate mannlicher Wildtyp-Méause (47 +
9,74 ms). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei weiblichen transgenen Mausen (57,15 + 13,41

ms) keine langsamere Erschlaffung als bei weiblichen Wildtyp-Mausen (52,36 + 11,64 ms),
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jedoch war ein Trend sichtbar (Abb. 15B). Dies kénnte mit der geringeren Anzahl der
Praparate (n=6) und der damit héheren Streuung erklart werden.

Im Folgenden sind die Anspannungszeiten (Abb. 15A), sowie die Relaxationszeiten (Abb.
15B) linker Vorhofe von Wildtyp-M&ausen und transgenen Tieren dargestellt.
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Abb. 15: Anspannungs (A)- und Relaxationszeiten (B) elektrisch gereizter linker Vorhofe
unter Basalbedingungen

Die Zahlen in den Saulen geben die Anzahl der Tiere an. M, Mannchen; W, Weibchen;
weille Saulen, Wildtyp-Mause (WT); rote Sdulen, transgene Mause (TG); * p < 0,05 vs. WT
Abszisse: mannliche u. weibliche Wildtyp-Mause bzw. mannliche u. weibliche transgene
Méause. Ordinate: Anspannungs- bzw. Relaxationszeit in Millisekunden (ms)
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Im Verlauf der Versuche wurde auch der Effekt von Aldosteron, Isoprenalin und
Kaliumcanrenoat (selektiver Aldosteron-Antagonist) auf die Anspannungs- und
Relaxationszeit gemessen. Die Auswertung dieser Messungen erfolgte bei Aldosteron (n =
18) und Isoprenalin (n = 16) bei einer Konzentration von jeweils 10® M und bei
Kaliumcanrenoat (n = 4) bei 10° M.

Es zeigte sich, dass die Aldosterongabe weder einen Effekt auf die Anspannungszeit (TTP),
noch auf die Relaxationszeit (RT) hatte. Dementsprechend zeigte auch Kaliumcanrenoat,
welches direkt nach Aldosteron hinzugegeben wurde, keine Unterschiede bei TTP und RT
im Vergleich zur Kontrolle. Die Abbildung 16A zeigt, dass linke Vorhofe unter
Aldosteroneinfluss keinen Unterschied in der Anspannungszeit im Vergleich zu ihrer
Kontrollgruppe unter Basalbedingungen aufwiesen.

Die Relaxationszeiten, die vor Substanzzugabe gemessen wurden (WT: 48,38 £ 10,55 ms,
TG: 58,75 + 12,73 ms) veranderten sich unter Aldosteroneinfluss (WT: 50,02 + 10,55 ms,
TG: 60,04 + 14,02 ms) nicht. Jedoch war ein Unterschied (p < 0,05; ANOVA) in den
Erschlaffungszeiten zwischen WT und TG unter Basalbedingungen festzustellen, der auch
bei maximaler Aldosteron- (WT: 50,02 + 10,55 ms vs. TG: 60,04 = 14,02 ms) und
Isoprenalin-Konzentration (WT: 36,20 + 4,06 ms vs. TG: 44,45 + 8,78 ms) bestehen blieb.
(Abb. 16B).

Bei der Betrachtung des Einflusses von Isoprenalin auf die Anspannungs- und
Relaxationszeit der Vorhofe waren Verédnderungen (p < 0,05) festzustellen. Nach
Isoprenalingabe zeigte sich sowohl bei WT (31,71 + 3,33 ms) als auch bei TG (31,82 + 2,46
ms) eine verkurzte Anspannungszeit im Vergleich zur Kontrollgruppe (WT: 35,52 + 3,04 ms,
TG: 36,54 = 3,01 ms) (Abb. 16A). Auch die Relaxationszeit hatte sich unter Isoprenalin (WT:
36,2 £+ 406 ms, TG: 44,45 + 8,78 ms) im Vergleich zu den Messungen unter
Basalbedingungen (WT: 48,38 + 10,55 ms, TG: 58,75 + 12,73 ms) verklrzt (Abb. 16B).
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Abb. 16: Anspannungs- (A) und Relaxationszeiten (B) elektrisch gereizter linker Vorhofe
unter Basalbedingungen, Aldosteron- und Isoprenalinstimulation

Die Zahlen in den Saulen geben die Anzahl der Tiere an. Weil3e Sdulen, Wildtyp-M&ause
(WT); rote Saulen, transgene Mause (TG); * p < 0,05 vs. Kontrolle; # p < 0,05 vs. WT
Abszisse: Zugegebene Substanzen Aldosteron (Aldo) 10° M, K-Kanrenoat 10° M,
Isoprenalin (Iso) 10° M bzw. Kontrolle (Ktr), Ordinate: Anspannungs- bzw. Erschlaffungszeit
in Millisekunden (ms)
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4.5 Untersuchungen an rechten Vorhdfen

4.5.1 Frequenzmessung unter Aldosteron- und Isoprenalinstimulation

Nach Praparation der rechten Vorhofe (siehe Abschnitt 3.5.4) wurde die Schlagfrequenz
des Sinusknotens als Mechanogramm aufgezeichnet. Insgesamt wurden 41
Frequenzmessungen (21 WT und 20 TG) unter Basalbedingungen (vor Substanzzugabe),
34 Messungen (20 WT und 14 TG) unter Aldosteroneinfluss, sowie 23 Messungen (13 WT
und 10 TG) nach Isoprenalingabe ausgewertet (Abb. 18).

Die Ausgangsfrequenz der Praparate lag bei Wildtyp-Mausen im Durchschnitt bei 335,8 +
16 Schlagen pro Minute (bpm) und bei transgenen Tieren bei 300,2 + 13,4 bpm. Diese
Basalwerte bildeten die Kontrolle (Ktr) fUr die anschlielende Aldosteron-Konzentrations-
Wirkungskurve. Ein Unterschied dieser Ausgangswerte war statistisch nicht festzustellen (p
> 0,05). Bei der hochsten Konzentration von 10° M Aldosteron im Organbad zeigte sich
weder bei WT noch bei TG (WT: 331,1 + 15,2 bpm, TG: 298,2 + 13,8 bpm) eine Anderung
der Schlagfrequenz im Vergleich zur Ausgangsfrequenz (Abb. 17A).

Bei der Auswertung der Isoprenalin-Konzentrations-Wirkungskurven dienten die
Schlagfrequenzen, welche nach dreimaligem Auswaschen mit Tyrode-Lésung und
unmittelbar vor der ersten Isoprenalingabe aufgezeichnet wurden, als Kontrollen. Schon bei
der niedrigsten Isoprenalinkonzentration von 10° M zeigte sich sowohl bei WT (284,7 + 20
bpm vs. Kitr.: 258,1 £ 17 bpm) als auch TG (317,3 £ 22,9 bpm vs. Ktr.: 273,4 + 10,8 bpm)
ein Anstieg der Schlagfrequenz (p < 0,05). Bei einer Konzentration von 3x10® M stellte sich
bei WT mit Werten von 496,2 + 24,9 bpm und TG mit einer Frequenz von 461,8 + 26,4 bpm
ein Frequenzplateau ein. Die Werte blieben bis zur Hochstkonzentration von 10° M (WT:
469,9 + 19 bpm und TG: 466 + 24 bpm) auf ahnlich hohen Werten (Abb. 17B).
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Abb. 17: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Aldosteron (A) und Isoprenalin (B) bei
spontan schlagenden rechten Vorhofen

Aldosteron zeigt keine Beeinflussung der Schlagfrequenz (A). Im Gegensatz dazu fuhrt
Isoprenalin bereits zu einem Anstieg der Schlagfrequenz bei 10° M (positiv chronotroper
Effekt) (B).
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Ktr bezeichnet die Kontrolle vor Substanzgabe. * p < 0,05 vs. Ktr, n = 13-21 (WT), n = 10-
20 (TG)

Abszisse: Aldosteron (Aldo)- bzw. Isoprenalin (Iso)-Konzentration in log (M); Ordinate:
Schlagfrequenz in ,beats per minute” (bpm)
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Abb. 18: Ubersicht der maximalen Schlagfrequenzen spontan schlagender rechter Vorhofe

Die Zahlen in den Saulen geben die Anzahl der Tiere an. Weil3e Saulen, Wildtyp-Mause
(WT); rote Saulen, transgene Mause (TG); Ktr, Kontrolle, also Frequenzen unter
Basalbedingungen; * p < 0,05 vs. Kontrolle

Abszisse: Zugegebene Substanzen Aldosteron (Aldo) 10 M, Isoprenalin (Iso) 10 M bzw.
Kontrolle (Ktr), Ordinate: Schlagfrequenz in ,beats per minute® (bpm)

4.6 Elektrokardiographische Untersuchungen (EKG)

Wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, wurden die elektrokardiographischen Untersuchungen
mittels bipolarer Ableitung nach Einthoven (I.) an narkotisierten Mausen durchgefihrt.
Insgesamt wurden Elektrokardiogramme (EKGs) von 5 Wildtyp-Mausen und 6 transgenen
Tieren ausgewertet. Die Abbildung 19 zeigt Original-EKGs von WT und TG, wie sie durch
die Software ,Chart 5 aufgezeichnet wurden. Es zeigte sich kein klares isoelektrisches ST-
Segment. Aullerdem ist die T-Welle mit dem letzten Teil des QRS-Komplexes
verschmolzen. Beides sind fir das Maus-EKG typische Eigenschaften (Goldbarg et al.
1968; Berul et al. 1996).
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Abb. 19: Original EKG-Aufnahmen einer Wildtyp-Maus (A) und einer transgenen Maus (B)

Die Ableitung der Erregungsausbreitung erfolgte mittels bipolarer Extremitatenableitung
nach Einthoven. Beide Abbildungen zeigen Ableitung |. Deutlich zu erkennen sind jeweils
die P-Welle (Erregungsausbreitung der Vorhofe) (Pfeil 1), die R-Amplitude des QRS-
Komplexes (Erregungsausbreitung des Ventrikelmyokards) (Pfeil 2) und die ohne ST-
Segment direkt aus dem QRS-Komplex hervorgehende T-Welle (Erregungsriickbildung
Uber das Kammermyokard) (Pfeil 3)

Unter Basalbedingungen wurde eine Herzfrequenz von 298,4 + 83,8 Schlagen pro Minute
(,beats per minute®, bpm) bei Wildtyp-Mausen (WT) und 329,6 + 128,9 bpm bei transgenen
Méausen (TG) gemessen. Nach Isoprenalin-Injektion zeigte sich bei WT (527,6 + 105,5 bpm)
und TG (521,8 £ 49,6 bpm) ein gleichwertiger Anstieg der Schlagfrequenz (Abb. 20A) (p <
0,05 vs. Basal).

Die P-Welle reprasentiert die Erregungsausbreitung tber die Muskulatur der Vorhéfe und
markiert damit den Beginn der Vorhofkontraktion (Mann 2014). Die Auswertung dieses
Zeitintervalls zeigte unter Basalbedingungen eine Verldngerung der Erregungsausbreitung

der Vorhofe transgener Tiere (14,87 £ 2,03 ms) im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistertieren
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(11, 45 £ 1,35 ms). Dieser Unterschied veranderte sich auch nach Isoprenalin-Injektion (TG:
14,85 + 4,26 ms, WT: 9,039 + 2,866 ms) kaum, war jedoch aufgrund der héheren Streuung
der Werte statistisch nicht signifikant (Abb. 20B).

Die R-Zacke bestimmt die Hohe des QRS-Komplexes, welcher Ausdruck der
Erregungsausbreitung der Kammer ist. Die GroRe der R-Zacke korreliert beim Menschen
mit der Muskelmasse des Herzens, genauer gesagt der Ventrikel. Sie ist bei Pathologien
wie Links- oder Rechtsherzhypertrophie und globaler Hypertrophie vergrof3ert (Mann 2014).
Die Auswertung der Elektrokardiogramme zeigte eine deutlich reduzierte R-Amplitude
transgener Tiere (0,14 = 0,13 mV) im Vergleich zu ihren Wildtyp- Geschwistertieren (0,42 +
0,22 mV) sowohl unter Basalbedingungen als auch nach Isoprenalingabe (WT: 0,37 + 0,16
mV und TG: 0,10 + 0,09 mV) (Abb. 20C).
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Abb. 20: Auswertung elektrokardiographischer Parameter

A Darstellung der Herzfrequenz. Nach Injektion von Isoprenalin (1 mg/kg Kérpergewicht)
zeigt sich sowohl bei WT als auch TG ein Anstieg der Herfreuquenz im Vergleich zur
Kontrolle (Basalbedingungen). Ordinate: Herzfrequenz in Schlagen pro Minute (,beats per

minute®, bpm)

B Dauer der P-Welle. Die P-Welle transgener Tiere dauert sowohl unter Basalbedingungen
als auch nach Isoprenalingabe langer an als bei Wildtyp-Geschwistertieren. Unter

Basalbedingungen zeigt sich dieser Unterschied als statistisch signifikant.

Ordinate: Dauer der P-Welle in Millisekunden (ms)

C Vergleich der R-Amplitude zwischen WT und TG. Sowohl unter Basalbedingungen als
auch nach Isoprenalingabe weisen transgene Mause eine kleinere R-Amplitude als ihre

Wildtyp-Geschwister auf.

Ordinate: R-Amplitude in Millivolt (mV)
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Die Zahlen in den Saulen geben die Anzahl der Tiere an. Weil3e Saulen, Wildtyp-Mause
(WT); rote Saulen, transgene Mause (TG); * p < 0,05 vs. Basalbedingungen (Kontrolle); #
p<0,05vs. WT

Neben der Frequenz, der Dauer der P-Welle und der R-Amplitude wurden weitere EKG-
Parameter ausgewertet. Hierunter befanden sich das RR-, QRS-, PR und QT-Intervall
sowie die frequenzkorrigierte QT-Zeit (QTc). Eine Ubersicht der Ergebnisse zeigt die

Tabelle 3.

Tab. 3: Weitere elektrokardiographische Parameter:

RR-Interval QRS-Interval PR-Interval QT-Interval QTc
(ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
WT basal: 180 + 30 20+ 3 30+2 30+2 70+ 10
Iso: 120 + 10* 10+1 30+3 30+5 100 + 10*
TG basal: 190 + 30 10+ 3 40+5 30+4 60 + 10
Iso: 120 + 10* 10+1 30+3 30+5 70 + 10*

*p <0,05vs. basal; * p<0,05vs.

WT; n =5 (WT), 6 (TG)
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5 Diskussion

5.1 Bisherige Versuchsmodelle

Einige Modelle zur Untersuchung des humanen Mineralokortikoid-Rezeptors (hMR) sind in
der Literatur bereits beschrieben worden (z.B. Chai et al. 2005). Von diesen Modellen soll
im Folgenden das Tiermodell von Ouvrad-Pascaud et al. 2005 naher beleuchtet werden.
Dieses erlaubt die kontrollierte Expression des hMR in Herzmuskelzellen der Maus durch
die Verwendung des sogenannten TET-Systems. Durch dieses System kann die Aktivitat
eines eingeschleusten Gens durch die Gabe des Antibiotikums Tetrazyklin an- oder
abgeschaltet werden. Es basiert auf dem Tetrazyklin-Repressor TetR sowie seiner
spezifischen Operator-Binde-Sequenz TetO. In Abwesenheit des Induktors Tetrazyklin
verhindert die Bindung des Repressors an seinen Operator die Aktivierung des Promotors.
In Gegenwart steigender Tetrazyklin-Konzentrationen dagegen wird diese Protein-DNA-
Interaktion dosisabhéngig geschwécht und somit die Genexpression, in diesem Fall des
hMR, wiederhergestellt (Bujard 1999; Saenger et al. 2000; Puttini et al. 2001; Ouvrard-
Pascaud 2005).

Dies hat einerseits den Vorteil, dass jede transgene Maus, je nach Vorbehandlung mit
Tetrazyklin, auch als ihre eigene Kontrolle dienen kann. Die Analyse des Rezeptors kann
vorgenommen werden, ohne dass der Aldosteron-Plasma-Spiegel beeinflusst werden
muss. Andererseits kann die Zeitspanne der hMR-Uberexpression genau festgelegt
werden. Mit Hilfe des TET-Systems hatte z.B. die transkriptionelle Aktivitat des aMHC-
Promotors wahrend der Embryonalentwicklung (Gulick et al. 1991; Ng et al. 1991), die in
der vorliegenden Arbeit eventuell fir den letalen Phanotyp verantwortlich war, erst im
Erwachsenenalter der Maus induziert werden kénnen. Damit ware eine Etablierung der
hMR-Linie méglicherweise zu realisieren gewesen. Insbesondere da der Versuch einer MR-
Blockade mittels Spironolacton-Gabe an das Zuchtweibchen die erhdhte Sterblichkeit hMR-
Uberexprimierender Nachkommen nicht verhindern konnte. Ob der Zeitpunkt der Gabe zu
spat in der Entwicklung der Feten oder in zu geringer Dosis erfolgte, konnte nicht
abschliel3end geklart werden.

Die Untersuchungen von Ouvrad-Pascaud et al. 2005 fuhrten zu &hnlichen Erkenntnissen
wie in der vorliegenden Arbeit. Auch diese Forschergruppe stellte eine erhéhte Sterblichkeit
von hMR-Uberexprimierenden Mausen fest, die jedoch durch die Gabe von Spironolacton
an das Zuchtweibchen verhindert werden konnte (Ouvrard-Pascaud 2005). Ergebnisse
Uber die Untersuchung des Aktionspotentials von Ouvrard-Pascaud et al. bieten einen
moglichen Mechanismus fir die verlangerte Relaxationszeit (Abschnitt 5.3) und die

verbreiterte P-Welle (Abschnitt 5.5.1) transgener Mause der vorliegenden Arbeit.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass viele Versuchsmodelle auf der Uberexpression
des hMR basieren, der nach Aldosteron-Stimulation sowohl auf molekularer Ebene, z.B.
durch Untersuchung der Genexpression (Lalevee et al. 2005; Turchin et al. 2006), auf
elektrophysiologischer Ebene durch EKG-Untersuchungen und Analysen von
lonenstromen (Benitah et al. 2001; Mihailidou et al. 2004; Ouvrard-Pascaud 2005), als auch
im Rahmen von Organbadversuchen (Chai et al. 2005) auf makroskopischer Ebene
untersucht wurde. Auch hMR-Knockout-Modelle sind in der Literatur beschrieben worden.
Diese beruhen entweder auf der Expression von Antisense-mRNA gegen den hMR
(Beggah et al. 2002; Ouvrard-Pascaud und Jaisser 2003) oder auf der Deletion bestimmter
DNA-Sequenzen, welche fur die Rezeptorfunktion essenziell sind (Berger et al. 1998;
Haseroth et al. 1999).

Im Gegensatz zu den genannten Versuchsmodellen werden allein in der vorliegenden
Arbeit Aldosteron-Effekte an Herzmuskelzellen mit Hilfe eines MR-Konstruktes untersucht,
welches ausschlieBlich nicht-genomische Effekte vermittelt (RnMRPEF) (Grossmann et al.
2008), und auf diese Weise eine Differenzierung des dualen Wirkmechanismus von
Aldsoteron (genomisch — nicht-genomisch) berlcksichtigt. Die erfolgreiche Klonierung
dieses hMRPEF-Konstruktes konnte durch Genotypisierung (Abschnitt 4.1), bzw. dessen
Expression mit Hilfe immunhistologischer Untersuchungen (Abschnitt 4.2), nachgewiesen
werden. Die separate Untersuchung des nicht-genomischen Signalweges stellt ein
natzliches Hilfsmittel fur weitere Forschungen dieses Signalweges dar und kann eventuell
auch in zuklnftigen Versuchen einige wissenschaftliche Licken auf diesem Gebiet

schlieRen.

5.2 Untersuchung der Kraft

5.2.1 Nicht-genomischer Weg und beteiligter Rezeptor

Die Versuche dieser Arbeit zeigen, dass Aldosteron auf primar nicht-genomischem Wege
negativ inotrop auf linke Mausevorhofe wirkt. Dass dieser Effekt nicht Giber Transkriptions-
und Translationsvorgange, also nicht-genomisch, ablauft, ist mit dem kurzen Zeitintervall
zu begrinden, in dem die Kraftabnahme zu beobachten war. In dieser Arbeit kam es
innerhalb weniger Minuten zu einem negativ inotropen Effekt. Dies deckt sich u.a. mit den
Erkenntnissen von Chai et al. 2005, welche ebenfalls in Organbad-Versuchen nach
Aldosterongabe ein Nachlassen der Kraft humaner Vorhoftrabekel innerhalb von 5 - 15
Minuten nachweisen konnten. Da dieser Effekt weder durch Spironolacton noch durch
Eplerenon (beides kompetitive Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten) inhibiert werden

konnte (Chai et al. 2005), ist bei diesem Effekt nicht von der Beteiligung des klassischen
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Mineralokortikoid-Rezeptors (MR) auszugehen (Grossmann et al. 2005). Die Kraftabnahme
muss somit Uber einen nicht-genomischen MR-unabhangigen Signalweg abgelaufen sein.
Fur diese Annahme spricht auch, dass in den Kontraktionsversuchen dieser Arbeit kein
Unterschied in der Kontraktionskraft zwischen WT und TG nach Aldosteron-Gabe gefunden
werden konnte. Die Uberexprimierten trunkierten Mineralokortikoid-Rezeptoren (hMRPEF)
der transgenen Mause scheinen also keinen Einfluss auf die Kontraktionskraft zu haben.

Die Identitat dieses MR-unabhéngigen Rezeptors ist noch weitgehend unklar. Diskutiert
wird die sogenannte Membranhypothese, nach der Mineralokortikoid-Rezeptoren auch an
der Zellmembran zu finden sind (Ziera et al. 2009; Meinel et al. 2014) und primar nicht-
genomische Effekte Uber Interaktion mit zytosolischen Signalkaskaden vermitteln (Haseroth
et al. 1999). So gibt es z.B. Hinweise auf eine Kolokalisation von MR-Fragmenten und dem
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) an der Plasmamembran, welche zu einer
Transaktivierung des EGFR fuhrt und damit intrazellulare Signalkaskaden (z.B. durch
Phosphorylierung von ERK 1/2) beeinflusst (Grossmann et al. 2010). Es ist bereits bekannt,
dass auch Ostrogen-, Androgen- und Glukokortikoid-Rezeptoren ihre nicht-genomische
Wirkung zumindest teilweise Uber eine Lokalisation in oder an der Zellmembran vermitteln
(Zhu et al. 2003; Orshal und Khalil 2004; Maggiolini und Picard 2010; Burge et al. 2013).

5.2.2 Mdgliche Signalkaskade und Zielproteine

Da der nicht-genomische negativ inotrope Effekt von Aldosteron durch den Protein-Kinase-
C (PKC)-Inhibitor Chelerythrin blockiert werden konnte, ist von einer Beteiligung eines PKC-
Signaltransduktionsweges auszugehen (Mihailidou et al. 2004; Chai et al. 2005; Alzamora
et al. 2007). Weiterhin konnte an isolierten Kardiomyozyten eine Beeinflussung der Na*-K*-
ATPase durch Aldosteron tber den PKCe-Weg gezeigt werden. Danach erhéht Aldosteron
innerhalb von 15 Minuten die Na* /K* /2Cl-Kotransporter-Aktivitdt, was zu einer erhdhten
intrazellularen Na*-Konzentration mit sekundarer Steigerung der Na*-K*-ATPasen-Aktivitat
fuhrt. Diese Effekte konnten durch den PKCe-Inhibitor blockiert und durch das PKCe-
Aktivator-Peptid imitiert werden. Actinomycin D (ein Transkriptions-Inhibitor) hatte keinen
Einfluss auf die Aktivitat der Na*-K*-ATPasen, was einen primér nicht-genomischen

Wirkmechanismus wahrscheinlich macht (Mihailidou et al. 2004).

Diese erhohte Aktivitat der Na*-K*-Pumpe stellt einen moglichen Mechanismus fiir eine
verringerte Kontraktionskraft dar (Chai et al. 2005), insbesondere, da der gegenteilige
Mechanismus, nédmlich die Hemmung der Na*-K*-ATPase durch Herzglykoside (z.B.
Digitalis, Digitoxin), zu einem positiv inotropen Effekt fihrt. Danach fiihrt die Hemmung der
Na*-K*-ATPase dazu, dass mehr Na* in der Zelle verbleibt, was wiederum eine Anndherung

der intrazelluldaren und extrazellularen Natriumkonzentration mit sich bringt. Dies nimmt
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dem Natrium-Kalzium-Austauscher das notwendige Konzentrationsgefalle fir den
Kalziumtransport aus der Zelle. Kalzium verbleibt vermehrt in der Zelle und steigert die
Kontraktilitat (Fozzard und Sheets 1985; Mann 2014).

Abbildung 21 stellt eine Zusammenfassung einer durch Aldosteron induzierten moglichen

Signalkaskade dar.

cine

/
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genomischer Effekt nicht-genomischer Effekt nicht-genomischer Effekt

30Md

MNa* /K* ATPase t 4—— [Na*]t 4—— Na*/Kk*/2CI 7T

Kontraktionskraft 4

Abb. 21: Schema von Rezeptor und mdoglicher Signalkaskade flr eine schnelle
Kontraktionskraftminderung durch Aldosteron

Es scheinen drei verschiedene Aldosteron-abhangige Signalwege zu existieren: 1) der
klassische, MR-abhangige Signalweg, welcher zur Expression sogenannter ,Aldosteron-
induzierter Proteine® flhrt; 2) ein schneller priméar nicht-genomischer, aber MR-abhangiger
Signalweg; 3) ein schneller primar nicht-genomischer, MR-unabh&ngiger Signalweg
(Grossmann et al. 2005).

Eine durch Aldosteron induzierte und durch die PKCe vermittelte Aktivierung des Na* /K*
[2CI'-Kotransporters fuhrt zu einer Erhdhung der intrazellularen Na*-Konzentration und
damit sekundéar zu einer Steigerung der Na*-K*-ATPasen-Aktivitat (Mihailidou et al. 2004).
Dies stellt einen moglichen Mechanismus fur eine Kontraktionskraftabnahme dar (Chai et
al. 2005).
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5.2.3 Beurteilung der Kontraktionsexperimente

Die Kontraktionsexperimente wurden an isolierten Vorhdfen durchgefihrt. Es muss in
Betracht gezogen werden, dass sich die Eigenschaften eines kompletten Herzens von
denen isolierter Vorhofe unterscheiden. Eine Aussage uber die Eigenschaften der
Herzkammern kann nicht gemacht werden. Auf3erdem kann eine durch die Préparation
bedingte Schadigung der Vorhéfe zu unterschiedlichen kontraktilen Eigenschaften, z.B.
einer verringerten Ausgangskraft, fihren. Auch die basale Herzfrequenz und die
Entwicklung von Arrhythmien sind von der Préparation abhéngig. Allerdings wirden diese
Fehler sowohl bei WT als auch bei TG auftreten.

Da Substanzen, die zu einer Veranderung der Herzfrequenz fihren, auch die
Kontraktionskraft beeinflussen (Anderson et al. 1973; Vila-Petroff et al. 2003), wurden die
Untersuchungen getrennt an spontan schlagenden rechten Vorhéfen (Messung der
Frequenz) und elektrisch stimulierten linken Vorhéfen (Messung der Kraft) durchgefihrt.
Dies erlaubte eine Untersuchung der Kraft ohne chronotrope Beeinflussung bzw. eine
Untersuchung der Frequenz ohne inotrope Manipulation. Wie in Abschnitt 3.5.5 bereits
beschrieben, wurde die Reihenfolge von Ethanol- und Aldosteron-Konzentrations-
Wirkungskurven nach der Halfte der Versuche vertauscht, um Fehlinterpretationen durch
mdogliche Erschlaffungseffekte der Praparate zu verhindern. Dies sorgte fiir vergleichbare
Bedingungen der eingehéngten Préaparate bei den Kontraktionsversuchen mit Ethanol und
Aldosteron. Ein mdglicher Abschlaffungseffekt des Muskels lber die Zeit ist also bei beiden
Kontraktionsmessungen in gleichem Male bericksichtigt. Kontraktionsversuche mit
Isoprenalin am Ende jedes Messprotokolls dienten der Qualitatskontrolle der Préparate.
Das starke Ansprechen der Préparate auf Isoprenalin (positiv inotroper Effekt) deutet auf
Intaktheit der Gewebe hin.

Die Abnahme der Kontraktionskraft lag in dieser Arbeit bei WT und TG bei 1 uM Aldosteron
bei Uber 10 %. Ein Wert, der im Vergleich zu den Ergebnissen der Organbad-Versuche von
Chai et al. 2005, die eine Abnahme der Kraft humaner Vorhoftrabekel von 34 % bei der
gleichen Aldosteron-Konzentration gefunden haben (Chai et al. 2005), weniger
eindrucksvoll zu sein scheint. Eine mégliche Ursache der deutlicheren Kraftabnahme beim
Menschen kénnte durch eine héhere Rezeptoren-Dichte im Vergleich zur Maus begriindet
sein. Selbst Unterschiede in der Rezeptoren-Dichte innerhalb einer Spezies kdnnten zu
unterschiedlich inotropen Eigenschaften fihren. So stellten Chai et al. bei ventrikularen
Praparaten lediglich eine Kraftabnahme von 15 % fest (Chai et al. 2005).

Ungeachtet dessen ist auch die Kraftabnahme, die in dieser Arbeit gefunden wurde,
maoglicherweise bedeutsam, gerade da pathologisch hohe Aldosteronspiegel bei
herzinsuffizienten Patienten trotz leitliniengerechter Medikation bestehen (Staessen et al.
1981; Rousseau et al. 1994; Jorde 2002; Phelan et al. 2012) und somit neben anderen
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ungunstigen Aldosteron-Einflissen wie Inflammations- und Remodelingvorgéngen (Rocha
et al. 2002; Blasi et al. 2003; Namsolleck und Unger 2014) zu einer Verschlechterung der
kardialen Pumpfunktion beitragen kdnnen.

Es muss jedoch auch darauf hingewiesen werden, dass auch akute positiv inotrope Effekte
von Aldosteron in der Literatur beschrieben worden sind. So konnten z.B. Barbato et al.
2002 innerhalb von vier Minuten nach Aldosteron-Gabe eine Kraftzunahme bei nach
Langendorff-Neely-Technik perfundierten Rattenherzen beobachten (Barbato et al. 2002).
Die uneinheitliche Quellenlage zeigt die Komplexitat nicht-genomischer Aldosteron-Effekte
sowie die Vielzahl an Faktoren, die letztendlich die Zellantwort bestimmen. So berichtet
Tanz Uber verschiedene Mineralokortikoide, die je nach applizierter Konzentration sowohl
negativ als auch positiv inotrope Effekte zeigen (Tanz 1963). Wehling et al. beobachteten
im Rahmen einer klinischen Studie drei Minuten nach intravendser Aldosteron-Applikation
eine Abnahme der Herzauswurfleistung, die jedoch nach zehn Minuten fast wieder ihren
Ausgangswert erreicht hatte (Wehling et al. 1998). Auch scheint es einen Spezies-
abhangigen Unterschied in der Beeinflussung der Kontraktionskraft zu geben, der
maoglicherweise durch Aldosteron induzierte pH-Wert-Verdnderungen zustande kommt
(Matsui et al. 2007). So fuhrt Aldosteron in Herzmuskelzellen vom Meerschweinchen zu
einer Erhdéhung des pH-Wertes, wahrend es zu keinen Veranderungen bei
Herzmuskelzellen der Ratte kommt (Matsui et al. 2007). Somit missen bei Untersuchungen

von Aldosteron-Effekten immer auch Speziesunterschiede bericksichtigt werden.

5.3 Untersuchung der Muskelrelaxationszeit

5.3.1 Sekundar genomischer Signalweg

Diese Arbeit hat gezeigt, dass die Relaxation einer isometrischen Muskelkontraktion bei
linken Vorhofen transgener Mause langer andauert als bei inren Wildtyp-Geschwistertieren.
Dieser Unterschied zeigte sich bereits unter Basalbedingungen, also ohne vorherige Gabe
einer Testsubstanz. Die verlangerte Relaxationszeit der transgenen Vorhofe lasst daher
einen genomischen Effekt vermuten, zumal eine fir nicht-genomische Signalwege typische
schnell einsetzende Veradnderung der Relaxationszeit nach Aldosteron-Gabe nicht
beobachtet werden konnte.

Der Umstand, dass nur Vorhdfe von transgenen Tieren eine verlangerte Relaxationszeit
aufwiesen, kann durch folgende Uberlegung begriindet werden. Sowohl WT als auch TG
besitzen vermutlich die gleiche Dichte von nicht mutierten endogenen Aldosteron-

Rezeptoren (hMR), also Rezeptoren, die in der Lage sind, in den Zellkern zu wandern und
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als Transkriptionsfaktor primar-genomische Effekte zu vermitteln. Transgene Mause
besitzen zusatzlich liberexprimierte humane Aldosteron-Rezeptoren (hMRPEF), die jedoch
aufgrund des Fehlens der DNA-Bindedomaéne keine primar-genomischen Effekte vermitteln
kénnen (Grossmann et al. 2008). Die verlangerte Relaxationszeit dieser Tiere konnte damit
erklart werden, dass die Bindung von Aldosteron an die uberexprimierten ,DEF-
Rezeptoren® zu einer sekundéar-genomischen Antwort gefiihrt hat. Das bedeutet eine
Induktion genomischer Signalwege durch einen primér nicht-genomischen Signalweg
(Grossmann und Gekle 2009; Sinphitukkul et al. 2011). Ein Beispiel fir eine solche
Interaktion stellt die durch Aldosteron tber den PKCa-Weg vermittelte Phosphorylierung
des Mineralokortikoid-Rezeptors dar, welcher durch diesen Vorgang aktiviert wird (Le
Moellic et al. 2004).

5.3.2 Mdglicher Mechanismus und Zielproteine

Vermutungen Uber den Mechanismus der verlangerten Relaxationszeit transgener Tiere
lassen sich anhand der Untersuchungen von Bénitah et al. anstellen. Diese Arbeitsgruppe
zeigte, dass es nach 24-stindiger Aldosteron-Inkubation von Herzmuskelzellen zu einer
Verlangerung des Aktionspotentials (AP), bedingt durch eine verlangerte
Erregungsriickbildung (Repolarisation), kommt. Dieser durch Aldosteron induzierte
genomische Effekt beruht auf einem verringerten K*-Ausstrom aus der Zelle, welcher durch
eine verminderte K*-Kanal (lw1)-Expression zustande kommt. Da die Repolarisation im
Wesentlichen durch den K*-Ausstrom gepragt ist, kommt es zu einer Verlangerung der
Repolarisationszeit des AP. Der Mechanismus der verringerten K*-Kanal (l1) -Expression
ist noch weitgehend unklar. Vermutet wird zur Zeit eine Giber Ca?* vermittelte Beeinflussung
der Genexpression (Benitah et al. 2001; Ouvrard-Pascaud 2005; Knollmann et al. 2007).
Die Verlangerung des Aktionspotentials durch Aldosteron-Einfluss konnte 2005 bei hMR-
Uberexprimierenden Mausen bestéatigt werden. Auch diese Mause zeigten im Vergleich zu
ihren Wildtyp-Geschwistertieren eine durch einen verminderten K*-Ausstrom verlangerte
Erregungsrickbildung (Ouvrard-Pascaud 2005) (Abb. 22A).

Die Aldosteron-induzierte Verlangerung der Repolarisationszeit lasst sich durchaus mit den
Ergebnissen der verlangerten Relaxationszeit, welche in dieser Arbeit gefunden wurde, in
Einklang bringen. Die Relaxationszeit einer Muskelkontraktion ist entscheidend vom
Kaliumstrom (lk) wahrend der Repolarisation abhangig. Wenn der K*-Ausstrom verringert
ist, bleibt das Gleichgewicht zwischen Ca?*-Einstrom und K*-Ausstrom wahrend der
Plateauphase langer erhalten (siehe Wirkmechanismus Klasse IlI-Antiarhythmika). Der die

Plateauphase bestimmende langsame Ca?*-Einstrom durch die L-Typ Ca?"-Kanale bleibt
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langer erhalten und fuhrt durch Bindung an myofibrillare Regulatorproteine (Troponin C) zu
einer verlangerten Aktivierung des kontraktilen Apparates (Knollmann et al. 2007; Hilal-
Dandan et al. 2014). Die Muskelkontraktionszeit steigt an (Abb. 22B).
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Abb. 22: Schematische Darstellung von Aktionspotential (A) und Muskelkontraktion (B) bei
unterschiedlichen Kaliumstrémen

A Darstellung eines Aktionspotentials. Durch einen spannungsabhangigen schnellen
Natriumeinstrom (Ina) kommt es zum initialen Aufstrich. Nachdem das Membranpotential
einen positiven Wert erreicht hat (,overshoot®), schlie3t sich eine frihe partielle
Repolarisation an. Die folgende Plateauphase (Membranpotential bei etwa 0 mV) ist durch
ein Gleichgewicht zwischen dem repolarisierenden K*-Ausstrom (lk) und dem langsamen
Ca?*-Einstrom (Ica) der L-Typ-Kalzium-Kanale charakterisiert. Die Repolarisation wird durch
das Uberwiegen von nach auswarts gerichteten K*-Stromen (I) eingeleitet.

Unter Aldosteron-Einfluss verringert sich der K*-Ausstrom, so dass das Gleichgewicht
zwischen Ca?*-Einstrom und K*-Ausstrom langer aufrechterhalten bleibt (rote gestrichelte
Linie). Sowohl Repolarisation als auch Plateauphase verlangern sich (die Pfeile zeigen die
Stromrichtung des betreffenden lons an) (Hilal-Dandan et al. 2014).
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B Darstellung einer isometrischen Muskelkontraktion. Der wahrend der Plateauphase
erhohte Ca?*-Einstrom durch die L-Typ-Ca?*-Kanéale triggert den Ca?*-Ausstrom aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum. Das freie zytosolische Kalzium steigt an und bindet an die
myofibrillaren Regulatorproteine (Troponin C), was zu einer Aktivierung des kontraktilen
Apparates fuhrt. Der durch Aldosteron induzierte verminderte K*-Ausstrom flihrt zu einem
langeren Verweilen von Ca?* in der Zelle. Dies hat eine langer anhaltende Kontraktion mit
verlangerter Relaxationszeit zur Folge (rote gestrichelte Linie) (Hilal-Dandan et al. 2014).

Zusammenfassend ist also die verlangerte Relaxationszeit bei linken Vorhéfen transgener
Mause unter chronischem Aldosteron-Einfluss vermutlich Ausdruck einer verlangerten
Repolarisation auf Aktionspotentialebene. Die elektrochemischen Ablaufe eines
menschlichen und eines murinen Aktionspotentials weisen groRe Ahnlichkeiten auf
(Knollmann et al. 2007), so dass die hier beobachteten Veranderungen moglicherweise
auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz zum Tragen kommen, die eine erhtéhte Plasma-
Aldosteron-Konzentration aufweisen (Jorde 2002). Dies konnte einen zusatzlichen
Pathomechanismus der Herzinsuffizienz darstellen. Zukinftige Untersuchungen an dem
hier verwendeten Tiermodell, wie eine Blockade des MR z.B. durch langere Vorbehandlung
mit Spironolacton oder der Einsatz von Transkriptionsinhibitoren wie Actinomycin D,
kénnten eine Normalisierung der Relaxationszeit zeigen und damit die Ergebnisse erharten.
Der Nutzen der Aldosteron-Rezeptor-Blockade durch Eplerenon und Spironolacton bei
Patienten mit Herzinsuffizienz konnte bereits belegt werden (Pitt et al. 1999, 2003; Phelan
etal. 2012; Namsolleck und Unger 2014). AuBerdem sollten in zuklnftigen Untersuchungen

die K*-Kanalexpression und kardiale Aktionspotentiale bestimmt werden.

Ein weiterer Mechanismus, der wesentlichen Einfluss auf die Relaxationszeit hat, sind das
Herauspumpen des zytosolischen Ca?* in den Extrazellularraum und die Wiederaufnahme
in seinen zellularen Speicher, das sarkoplasmatische Retikulum (SR). Durch Absinken der
Ca?*-Konzentration im Zytosol nimmt die Bindung von Ca?" an das myofibrillare
Regulatorprotein Troponin C ab, wodurch die Aktivierung des kontraktilen Apparates
beendet wird. Das vom extrazellularen Medium zuvor eingestromte Ca?* wird hauptsachlich
Uber den Na‘'/Ca?*-Austauscher hinaustransportiert. Die Ruckfuhrung in das freie
sarkoplasmatische Retikulum erfolgt Giber die sarkoendoplasmatische Retikulum-ATPase
(SERCA), die in der Membran des SR in hoher Dichte vorhanden ist. Die SERCA ist durch
das Regulatorprotein Phospholamban reguliert. Dieses stellt einen Inhibitor der Pumpe dar,
der seinerseits durch Phosphorylierung inaktiviert wird (Lehnart et al. 2004; Venetucci et al.
2008). Eine solche Phosphorylierung tritt auf, wenn unter B-Adrenozeptorstimulation
(Sympathikus) die Proteinkinase A (PKA) aktiviert wird, und fuhrt durch die beschleunigte
Ca?" Wiederaufnahme in das SR zu einer Verkurzung der Relaxationszeit (Guimaraes und
Moura 2001; Frank et al., 2003; Venetucci et al. 2008; Mattiazzi und Kranias, 2014). Dieser

Effekt konnte in Abschnitt 4.4.4 durch eine (-Adrenozeptorstimulation mit Isoprenalin



Diskussion 56

gezeigt werden. Eine Beeinflussung des B-adrenergen Signalweges durch Uberexprimierte
hMRPEF-Rezeptoren konnte in dieser Arbeit nicht gefunden werden.

Auch Ouvrard-Pascaud et al. konnten bei den Mausen, die ein verléangerte Repolarisation
aufwiesen, keine Aldosteron induzierten Veranderungen des Ca?*-Recycling-Prozesses
finden (Ouvrard-Pascaud 2005). Dennoch konnten andere Forschergruppen einen
Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Phospholamban-Expression und einer
eingeschrankten ventrikularen Relaxation bei Mausen zeigen. Eine SERCA-
Uberexpression dagegen fiihrte bei transgenen Mausen zu einer Verlangerung der
Relaxationszeit (Zhang et al. 2008; Kranias und Hajjar 2012; Mattiazzi und Kranias 2014).
Erste eigene Untersuchungen der Expression von Phospholamban und SERCA konnten
keine eindeutigen Befunde liefern. Es sollten daher weitere Experimente erfolgen, z.B.
auch die Bestimmung der SERCA-Aktivitat und der Phosphorylierungszustand von

Phospholamban.

5.4 Untersuchung der Herzfrequenz

Die Herzfrequenz basiert auf der spontanen Aktivitéat von Zellen des Sinusknotens. Dieser
Sinusknoten enthélt die fir die Kontrolle der Herzfrequenz wichtigen unselektiven HCN
(hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated)-Kanale, welche unter
Hyperpolarisation 6ffnen. Uber diese Kanéale lauft wahrend der Diastole der
Schrittmacherstrom |s, der zu einer kontinuierlichen Depolarisation der Zellen fihrt
(DiFrancesco 2010). Demnach folgt oberhalb eines Schwellenwertes ein Aktionspotential,
welches weitergeleitet wird und zu einer kontrollierten Myokardkontraktion fuhrt (Stamm
2012). Es existieren mehrere Untereinheiten dieses Kanals, wobei HCN4 die dominierende
Untereinheit in Schrittmacherzellen der Maus und des Menschen darstellt (Ludwig et al.
1999; Lei et al. 2004; Mommersteeg et al. 2007). Die Besonderheit dieses Kanals liegt darin,
dass dessen Strom s direkt durch cAMP beeinflusst wird (Santoro und Tibbs 1999; Kaupp
und Seifert 2001; Altomare et al. 2001; Stieber et al. 2005).

Eine B-adrenerge Stimulation fuhrt zu Aktivierung der Adenylatzyklase und damit zu
Generierung von cAMP, welches direkt an den HCN-Kanal bindet und die Herzfrequenz
erhoht (Brown et al. 1979). Dieser Effekt konnte durch Isoprenalin in Abschnitt 4.5.1 bereits
gezeigt werden. Im Gegensatz dazu zeigte Aldosteron im akuten Experiment weder bei
Wildtyp- noch bei transgenen Mausen einen vergleichbar schnell einsetzenden Effekt auf
die Herzfrequenz. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass die nicht-genomische

Singnaltransduktion von Aldosteron ohne Beeinflussung des cAMP-Spiegels ablauft. Dies
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steht jedoch im Widerspruch zu Ergebnissen aus der Literatur, in der bereits eine Erhéhung
des cAMP-Spiegels in glatten Muskelzellen des Schweines (Christ et al. 1999) sowie in
Sammelrohren der Niere von Ratten (Sheader et al. 2002) auf nicht-genomischem Wege
beschrieben wurde. Eine Gewebe- und/ oder Spezies-abhangige cAMP-Induktion kénnte
diesen kontraren Ergebnissen zugrunde liegen, zumal auch Wehling et al. im Rahmen einer
klinischen Studie keine Veranderung der Herzfrequenz drei und zehn Minuten nach
intravenoser Applikation von 1 mg Aldosteron feststellen konnten (Wehling et al. 1998).

5.5 Elektrokardiographische Untersuchungen (EKG)

5.5.1 Analyse der P-Welle

Elektrokardiographische Untersuchungen (EKG) zeigten bei transgenen Mausen eine
verlangerte P-Welle. Im menschlichen EKG liegt dieser Veranderung in der Regel eine
Hypertrophie der Vorhéfe auf dem Boden einer erhdhten Vorhofbelastung zugrunde (Mann
2014). Eine erhthte Herzmuskelmasse, die diese Vermutungen untermauern konnte, liefd
sich in dieser Arbeit jedoch nicht finden (siehe Abschnitt 4.3).

Die Verlangerung der P-Welle kdnnte Ausdruck der verlangerten Repolarisation unter
chronisch erhéhtem Aldosteron-Einfluss sein (Benitah et al. 2001; Ouvrard-Pascaud 2005)
und wiirde damit in Ubereinstimmung mit Ergebnissen der verlangerten Relaxationszeit
transgener Vorhofe aus dieser Arbeit stehen (Abschnitt 4.4.4 und 5.3). Dazu passt, dass
sowohl die verlangerte P-Welle als auch die verlangerte Relaxation der Vorhofe unter
Basalbedingungen beobachtet wurden und damit beide Effekte Uber genomische
Signalwege abzulaufen scheinen. Wie schon in Abschnitt 5.3 erlautert, kdnnte auch die
verlangerte P-Welle (genomischer Effekt) Folge der erhohten hMRPEF-Expression sein,
welche auf primar nicht-genomischem Wege die Genexpression beeinflusst hat (sekundéar
genomischer Effekt). Eine durch Aldosteron verringerte K*-Kanal-Expression fuhrt zu einer
verlangerten Erregungsriickbildung (Repolarisation) der Vorhéfe (Benitah et al. 2001;
Ouvrard-Pascaud 2005; Hilal-Dandan et al. 2014), welche sich im EKG als verlangerte P-
Welle darstellen kann (Mann 2014).
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5.5.2 Analyse der R-Amplitude

Die vorliegende Arbeit konnte eine verringerte R-Amplitude transgener Mause im Vergleich
zu ihren Wildtyp-Geschwistertieren zeigen.

Die VergrofRerung der R-Amplitude ist im menschlichen Elektrokardiogramm (EKG) ein
relativ. haufiges Ph&anomen und in der Regel Ausdruck einer Zunahme der
Herzmuskelmasse und des Gewichtes, haufig ausgeldst durch eine erhéhte Herzbelastung
(Mann 2014). Ein Beteiligung Aldosterons an dieser kardialen Hypertrophie (Duprez et al.
1993; Deedwania 1997; Delles et al. 2003; Indra et al. 2014) wurde bereits in der Einleitung
angedeutet. Umgekehrt kann eine unter die Norm verkleinerte R-Amplitude eine
Hypotrophie des Herzens anzeigen. Aber auch nach einem abgelaufenen Herzinfarkt kann
haufig ein sogenannter R-Verlust nachgewiesen werden (Mann 2014).

Gegen eine veranderte R-Amplitude aufgrund einer abnormen Muskelmasse spricht jedoch
die gravimetrische Auswertung, bei der kein Unterschied zwischen Wildtyp- und transgenen
Mausen gefunden werden konnte. Als Ursache missen daher neben
elektrophysiologischen Veranderungen (fur die in der Literatur keine Hinweise gefunden
werden konnten), durchaus auch Ableitungsartefakte in Betracht gezogen werden, zumal
in dieser Arbeit keine standardisierte EKG-Ableitung tber die Brustwand verwendet wurde.
Die Grol3e der R-Zacke variiert daher von Ableitung zu Ableitung und hangt au3erdem von
der Lage der elektrischen Herzachse ab. Dennoch konnten durchaus vergleichbare Werte
der R-Amplitude von Wildtyp-Mausen dieser Arbeit und Mausen gefunden werden, deren
R-Amplitude ebenfalls nach Anbringung von 4 Extremitatenelektroden aufgezeichnet wurde
(Goldbarg et al. 1968). Das Koérpergewicht der Mause, welches mit dem Herzgewicht
korreliert (Abschnitt 4.3) unterschied sich bei Goldbarg et al. nicht wesentlich von dem der
Wildtyp-Mause der vorliegenden Arbeit.

Weder eine Aldosteron induzierte Hypertrophie (Duprez et al. 1993; Delles et al. 2003;
Indra et al. 2014) noch abnorme Fibrosebildungen des Herzens (Brilla und Weber 1992;
Brilla et al. 1993; Young et al. 1995; Robert et al. 1995; Blasi et al. 2003) konnten in dieser
Arbeit gefunden werden. Diese Erkenntnis lasst die Vermutung zu, dass die alleinige
Uberexpression von hMRPEF nicht ausreichend fiir die Induktion dieser pathologischen
Prozesse ist. Andererseits konnten jedoch auch andere Arbeitsgruppen keine strukturellen
Veranderungen des Herzens an hMR Uberexprimierenden Méausen feststellen (Ouvrard-
Pascaud 2005). Dies zeigt, dass auch weitere Faktoren Einfluss auf pathologische
Umbauprozesse des Herzens haben. Hierzu gehdren z.B. der Aldosteron- und Angiotensin-
lI-Plasmaspiegel (Mazak et al. 2004; Min et al. 2005), die Hohe des Blutdruckes
(Deedwania 1997) sowie die H6he der Kochsalzzufuhr (Brilla und Weber 1992; Schwerdt
et al. 2012).
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hat sich der Untersuchung des dualen Wirkmechanismus von
Aldosteron gewidmet. Es konnte ein transgenes Tiermodell etabliert werden, welches eine
Unterscheidung von genomischen und nicht-genomischen Aldosteron-Effekten an
Mausvorhofen erlaubt. Hierzu wurde ein DNA-Konstrukt des humanen Mineralokortikoid-
Rezeptors (hMR) generiert, das ausschliel3lich nicht-genomische Effekte zu vermitteln in
der Lage ist (hMRPEF). Die erfolgreiche Klonierung und Expression dieses Rezeptors konnte
in dieser Arbeit nachgewiesen werden.

Anhand von Organbadversuchen wurden Messungen der Kontraktionskraft sowie der
Anspannungs- und Erschlaffungszeit linker Vorhofe und Untersuchungen der Herzfrequenz
spontan schlagender rechter Vorhéfe vorgenommen. Es zeigte sich sowohl bei transgenen
Mausen (TG) als auch bei Wildtyp-Mausen (WT) eine durch Aldosteron induzierte und tber
nicht-genomische Signalwege vermittelte Abnahme der Kraft (negative Inotropie). Der nicht
vorhandene Unterschied (p > 0,05) dieser Kraftabnahme zwischen WT und TG zeigt einen
von der hMRPEF-Uberexpression unabhangigen Effekt und deutet auf einen MR-
unabhangigen Signalweg hin. Mdglich scheint eine Induktion durch einen noch weitgehend
unbekannten Membranrezeptor.

Unter Basalbedingungen konnten bei transgenen Tieren eine verlangerte Relaxationszeit
linker Vorhdfe und im Rahmen von elektrokardiographischen Untersuchungen (EKG) eine
Verlangerung der P-Welle gezeigt werden. Beide Effekte laufen auf genomischem Wege
ab und scheinen durch die Uberexpression des hMRPEF auf primar nicht-genomischem
Wege beeinflusst zu sein (sekundar genomischer Effekt). Einen moglichen Mechanismus
fur diese Beobachtungen stellt eine verringerte K*-Kanalexpression der Vorhéfe dar. Der
dadurch verringerte Kaliumausstrom wahrend der Plateauphase des Aktionspotentials kann
zu einer verlangerten Erregungsrickbildung (Repolarisation) fihren, welche sich im EKG
als verlangerte P-Welle darstellt. Auch die Muskelrelaxation kann sich durch einen
verringerten Kaliumstrom verlangern. Dieser Mechanismus muss in zukinftigen
Untersuchungen geklart werden.

Ein Aldosteron-Effekt auf die Herzfrequenz, welcher lber nicht-genomische Signalwege
vermittelt wird, konnte nicht gezeigt werden.

Ein in der Literatur beschriebener pathologischer Aldosteron-Einfluss, der zu kardialer
Fibrose und Hypertrophie fihrt, konnte bei hMRPEF-liberexprimierenden Mausen nicht
gezeigt werden. Ob die alleinige hMRPEF-Uberexpression fiir die Induktion dieser
pathologischen Prozesse nicht ausreichend ist, kann nicht abschlieRend geklart werden, da

in dieser Arbeit andere Faktoren wie Blutdruck, Aldosteron- und Angiotensin-II-Spiegel und
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Kochsalzzufuhr, die auch Einfluss auf diese Umbauprozesse des Herzens haben, nicht
naher untersucht werden konnten.

Zusammenfassend bestétigt die vorliegende Arbeit Ergebnisse jingerer Forschungen, die
pathologische Aldosteron-Effekte des Herzens nicht nur auf genomischen, sondern auch
auf nicht-genomischen Wegen zeigen konnten. Dessen ungeachtet bedurfen diese schnell
ablaufenden Effekte weiterer Klarung hinsichtlich ihrer molekularen Mechanismen sowie
ihrer physiologischen und klinischen Relevanz. Die Etablierung eines transgenen
Tiermodells, welches die separate Untersuchung des nicht-genomischen Signalweges
erlaubt, stellt ein nutzliches Hilfsmittel fur weitere Forschungen dar und kann
moglicherweise auch in zukinftigen Versuchen Wissenslicken auf diesem Gebiet

schliel3en.
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8 Anhang

8.1 Puffer und Losungen

Alle Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat oder im besten kommerziell erhéltlichen

Reinheitsgrad verwendet. Soweit keine anderen Angaben gemacht werden, wurde das fir

Puffer und LOsungen

verwendete  Wasser

Wasseraufbereitungsanlage gewonnen.

8.1.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Proteinase K-Ldsung

TE/SDS-Puffer

TE-Puffer

Natriumacetat-Lésung

DEPC-Wasser
dNTP-Mix

Agarosegel

TAE-Puffer

Ladepuffer

Proteinase K

Tris HCI
EDTA
SDS

pH 8,0

autoklaviert

Tris HCI
EDTA

autoklaviert

Natriumacetat
pH 6,0

DEPC

Agarose
TAE-Puffer
Ethidiumbromid

Tris Base
Eisessig
EDTA

TAE-Puffer
Glycerol

Bromphenolblau

als Reinstwasser aus einer

10 mg/ml

50 mM
100 mM
0,5 %

10 mM
0,25 mM

3M

0,1 %(V/V)

1%

0,01 %

1,99 M
0,99 M
59,5 mM

50 %
50 %
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8.1.2 Kontraktionskraft- und Frequenzmessungen an Mausevorhéfen

Tyrode

Stamm |

Stamm |l
Stamm Il
NacCl

KCI

MgClz x 6H20
NaHCOs3
NaH:PO4 x H,0O
CacCl, x 2H,0
Glucose
Ascorbinsdure
Na.-EDTA

pH 7,4

8.2 Verwendete Substanzen

Agarose, Typ SeaKem
Aldosteron

L (+) — Ascorbinsaure
Bromophenolblau
CaCl, x 2H,0
Chloroform
Dibutyryl-cAMP
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNA-Leiter GeneRuler
dNTP

Essigsaure 100 %
Ethanol 100 %
Ethidiumbromid
Flumazenil

Glucose

Glycerol

NaCl

KCI

MgClz x 6H.0
NaHCO;
NaH;PO. x H,O

17,5 % (g/V)
1,005 % (g/V)
0,56 % (g/V)
5,00 % (g/V)
0,29 % (g/V)
119,8 mM
5,4 mM

1,1 mM
22,6 mM
0,42 mM
1,8 mM
5,05 mM
0,28 mM
0,05 mM

FMC bioproducts, USA
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

MBI Fermentas, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Fluka Chemie GmbH, Deutschland

Fresenius Kabi, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Heparin
Isoamylalkohol
Isoprenalin
Kaliumcanrenoat
KCI

Ketamin

MgClz x 6H20
Natriumacetat
NacCl
Naz-EDTA
NaHCO3
NaH2PO4 x H20

Natriumdodecylsulfat

Pentobarbital
Phenol
Proteinase K

Saccharose

10 x PCR-Puffer, 15 mM MgCl,
Tag-DNA-Polymerase

HCI

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

8.3 Gerate und Bezugsquellen

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Spofa, Prag, Tschechien

C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Ampligon, Odense, Danemark
Ampligon, Odense, Danemark

C. Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Fluka AG, Buch, Deutschland

PCR-Gerat Mastercycler gradient; Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,

Deutschland

Zentrifuge Modell 5415 C; Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland

Biophotometer; Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland

Elektrophoresekammer Typ Horizon 58; Life Technologies, Gaithersburg, USA

Waage Typ AT261 DeltaRange; Mettler Instruments GmbH, Giel3en, Deutschland

pH-Meter; WTW GmbH, STH 600, Weilheim, Deutschland
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Kontraktionskraftmessanlage (Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim, Deutschland)

- Verstarker und integrierter Schreiber (Graphtec, Linearcorder mark, VII, WR 3101)
- Reizgerat mit 4 Kanalen (ELV Takt- und Impulsgenerator TIG 7000)
- Warmebad (CS Lauda)
- 4 Transducer (Kent, Scientific corporation, Isometric Transducer)

- 4 Doppelwandgefalle, 4 Stative, 4 Elektroden, Halterungsstabe, Haken

- Software: I0X (emka TECHNOLOGIES, Paris, Frankreich)

Software: Prism 5 (GraphPad, San Diego, Kalifornien, USA)

8.4 Primer

Forward Primer

Reverse Primer

8.5 PCR-Programm

MHC-SEQ-P1, biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
5'-ACC CTT ACC CCA CAT AGA CC-3

hMR-E-Seg-rev Il, biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
5-ATT GCG GGG AAC TCT ACC TT-3'

Initiale Denaturierung |95 °C 2 min 1 Zyklus
Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 60 °C 30s 29 Zyklen
Extension 72 °C 2 min

Finale Extension 72 °C 6 min 1 Zyklus
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9 Thesen

10.

11.

Es wurde ein transgenes Tiermodell der Maus mit Uberexpression des verkirzten

humanen Mineralokortikoid-Rezeptors (hMRPEF) generiert.

Die erfolgreiche Klonierung des hMRPEF-Rezeptors wurde mittels PCR in den

transgenen Tieren nachgewiesen.

Die erfolgreiche  Expression des hMRPEF-Rezeptors wurde — mittels

immunhistologischer Untersuchungen in den transgenen Tieren nachgewiesen.

Kardiale Veranderungen, wie Fibrose und Hypertrophie, welche im Zusammenhang

mit erhdhten Aldosteron-Plasma-Spiegeln stehen, konnten nicht gezeigt werden.

Aldosteron wirkt negativ inotrop an linken Vorhoéfen von Wildtyp- und transgenen

Mausen.

Die Kraftabnahme linker Vorhdfe wird Gber einen nicht-genomischen Signalweg

vermittelt.

Die Kraftabnahme linker Vorhofe erfolgt Gber einen vom  klassischen® hMR

unabhangigen Signalweg, mdglicherweise induziert durch einen Membranrezeptor.

Aldosteron hat keinen nicht-genomischen Effekt auf die Herzfrequenz rechter
Vorhofe.

Aldosteron verlangert die Relaxationszeit von Vorhéfen hMRPEF (iberexprimierender

Mause.

Die verlangerte Relaxationszeit transgener Vorhofe erfolgt auf sekundéar-

genomischem Wege.

Transgene Mause zeigen im EKG eine verlangerte P-Welle sowie eine verringerte
R-Amplitude.
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