Untersuchung der kardialen nichtgenomischen Effekte des
Mineralokortikoidrezeptors im transgenen Mausmodell

Dissertation

zur Erlangung des

Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

der

Naturwissenschaftlichen Fakultat | — Biowissenschaften —

der Martin-Luther-Universitat

Halle-Wittenberg,

vorgelegt

von Frau Sabrina Winter

geb. am 28.09.1981 in Oldenburg (Oldb)



Die vorliegende Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem Julius-Bernstein-Institut fur
Physiologie von Juni 2009 bis Mai 2012 am Institut far Pharmakologie und
Toxikologie erstellt und aus Mitteln der Verbundférderung des Wilhelm-Roux-
Programms der Medizinischen Fakultat (FGI ROUX Programm Projekt FKZ VF1/A2)

an der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg geférdert.

Gutachter

1. Prof. Dr. rer. nat. habil. Dr. h. c. R. Neubert
2. Prof. Dr. med. J. Neumann

3. PD Dr. rer. nat. P. Boknik

Halle (Saale), 08.10.2015



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAISVEIZEICANIS. ...t e e e rne e e e 1l
ADKUIrZUNGSVEIZEICHNIS. ...t e e e e e Vv
1. ZUSAMMENTASSUNQ ... ..ot se e e a e e e e neens 1
2. BINIGITUNG. ...ttt e e e neeneas 2
2.1 HErZINSUIZIENZ.....eeiieee e e 2
2.2 Physiologie und Pathophysiologie des Mineralokortikoidrezeptors (MR)...........cc.cc..... 5
2.3 Mausmodelle mit veranderter MR-EXPression...........ccooiiiiiiiiiiie e 11
2.4 Zielsetzung der ArDeiL.........ooo i 13
3. Material und Methoden .................co e 15
3.1 Molekularbiologische und biochemische Methoden...........cccooiiiiiiiiiien e, 15
3.1.1  Herstellung der Plasmide. .........oouiiiiiiiiiiiie e 15
3.1.2 Herstellung der transgenen Tiere.......oocuuiiiiiiiieieeeee e 16
3.1.3 Isolierung genomischer DNA. ... ... 18
3.1.4  GENOLYPISIEIUNG. ..cceiiteeiieeiiee ettt ettt e e s ebe e e e e ssne e e e e enne e s 18
3.1.5 Isolierung der RNA. ... e e 19
3.1.6  DNASE VErdaAU.......coiiiiiiiiiiiiiiie et 20
3.1.7  CDINA SYNENESE... .o e 20
3.1.8 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)...........ccccccc... 20
3.1.9 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)........ccccccveeennnn.e. 20
3.1.10 Protein-I1SOlation..........cccueiiiiii e 24
3.1.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)...........cccocviiiiiiiiniienen. 24
3.1.12 Protein-Transfer auf Nitrocellulosemembran............cccceiiiiiiiiiienieee e 25
3.1.13 Immunologische Identifizierung von Proteinen...........cccccoooiiiiiiiiiieees 25
3.2 Tierexperimentelle Methoden............uii i 25
B.2.1  NAIKOSE...cce ittt 25
3.2.2  Organpraparalion.........cceeecueeeeueee ettt 26
3.2.3 Elektrokardiographie (EKG).........couuiiiiiii e 26
3.2.4 Echokardiographi@............cooiiiiiiiiiiiie et 27
3.2.5 Behandlung mit Kaliumcanrenoat...........cccceoeiuiiiiiiiiiiie e 28
3.2.6  B-Adrenozeptor-StmUIAtIoN..........cooiiiiiii e 29
3.2.7 Behandlung mit Aldosteron und Natriumchlorid............cccoieiiiiiiniiiieee 29
3.3 Immunhistochemische Methoden............coo e 30
B4 STALISTIK. ..ot 31
4. ErgeDbNiSSe. ... ...t e e 32
4.1 Etablierung der MauSINIEN.........ooo i 32
4.1.1  Nachweis des Transgens im GENOML........cocueirurieiiiee e 32
4.1.2 Nachweis der kardialen Transkription der transgenen Rezeptoren................. 33
4.1.3 Nachweis der kardialen Proteinexpression der transgenen Rezeptoren......... 33
4.1.4 Zucht der transgenen MauslinieNn. ... 35
4.2 Kardialer Phanotyp der hMRP " -{iberexprimierenden M&USe. ........c.cccceerrrerererernnnne. 37
4.2.1 Morphologische Parameter...........cooo i 38
4.2.2 Untersuchung der kardialen Transkription des endogenen MR...................... 39



Inhaltsverzeichnis

4.2.3 Untersuchung der kardialen Transkription Herzinsuffizienz-assoziierter

G T o= PR 40

4.2.4 Elektrokardiographische Untersuchung...........cccccoiiiiiiiiiiiiiice e 43

4.2.5 Echokardiographische UntersuChung..........ccooceeiiiiiiiiiinnieee e 47

4.3 Pathologische hMRPEF-Aktivierung durch Aldosteron und Natriumchlorid.................. 52
4.3.1 Morphologische Parameter bei pathologischer h(MRP5F-Aktivierung............... 52

4.3.2 Kardiale Transkription bei pathologischer (MR = -Aktivierung....................... 53

4.3.3 Elektrokardiographie bei pathologischer hMRPEF-Aktivierung......................... 55

4.3.4 Echokardiographie bei pathologischer h(MRPEF-Aktivierung...........ccccovvuvenen. 57

5. DISKUSSION. ... et ene e sae et e et e enee e 59
5.1 Generierung der transgenen aMHC hMRPEF-Mauslinie............ccccoevevevecceceeieeeeeeene. 59
5.2 Kardialer Phanotyp der sechs Monate alter aMHC hMRPEF-Mause...........cccocveee...... 62
5.3 Kardialer Phanotyp der zwélf Monate alter aMHC hMRPE™-M&use..........ccocvverienennene. 70
5.4 Altersabhangige Anderung in den Herzen der aMHC hMRP® -Méause........................ 74
5.5 Pathologische hMRP5F-Aktivierung durch Aldosteron und Natriumchlorid.................. 77
5.6 Schlussfolgerung und klinische Relevanz...............cccooiiiiiiiiiiieeee e 80
LiteraturverzeiChnis...............ooo oo IX
VeroffentliChUNQGEN.............cooo e XX
U] )11 = 1o 1= o PP XXIII
Vortrage und Poster mit verdffentlichtem Abstract...........ccoooiiiiiii XXII
Vortrage und Poster ohne verdffentlichten Abstract............cceoiiiii e, XXII

Y 3] T T3 ' TSP XXIV
PUfEr UNA LOSUNQGEN.....coii ittt e e e e e e st e e e e e e s esnnnneeeeeeeeeeaannnes XXIV
Mineralokortikoidrezeptor-Gensequenz (NM 0009071.2).........coeieeriieinnieeniiee e XXVII
Protokolle UNA Primer... ...ttt e e e e e e e e e e e e e e nnenees XXIX
Erganzende Daten........oo oo XXXIV

(D T2 1 a1 ST Vo [Ty T S XXXIX
Eidesstattliche ErKIArung.................coooiiiii e XL
LebENSIAUT ... e XLI



AbkUrzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

Neben den Abklrzungen der deutschen Rechtschreibung laut Duden, den Internationalen

Einheiten mit Prafixen und den chemischen Formeln wurden folgende Abklrzungen

verwendet:

°C

ul
aMHC
Abb.
Aldo
ANP
AP
APS
BMHC
BCIP
BDM
bp
BNP
BSA
Cacnaic

cDNA

DNA

CDS

cm
Col1al1/Col1at
Col3a1/Col3at
Ct

DAPI

dATP

dCTP

DEPC

dGTP

DMF

dTTP

EDD

ESD

Temperatur in Grad Celsius

Mikroliter

a-Isoform der schweren Kette des Myosins
Abbildung

Aldosteron

Atriales natriuretisches Peptid

Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat

B-Isoform der schweren Kette des Myosins
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
2,3-Butanedion monoxim

Basenpaar

Natriuretisches Peptid Typ B

bovines Serumalbumin

Gen der alpha 1C Untereinheit (Ca,1.2) des spannungsabhangigen
L-Typ Calciumkanals

Komplementare Desoxyribonukleinsgure
Desoxyribonukleinsaure

Kodierende Sequenz

Zentimeter

Kollagen Typ 1 alpha 1/Gen fir das Kollagen Typ 1 alpha 1
Kollagen Typ 3 alpha 1/Gen fir das Kollagen Typ 3 alpha 1
cycle threshold

4', 6-Diamidin-2-phenylindol
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
N,N-Dimethylformamid
Desoxythymidintriphosphat
Enddiastolischer Kammerdurchmesser
Endsystolischer Kammerdurchmesser



AbkUrzungsverzeichnis

EDV
ESV
eGFP/eGFP

EF
EGTA
EKG
Fn1/Fn1
FS

FSH

g
xg
HDp
HDs
HE
HEPES
HF
hMR
hMRDEF

HzV

i.p.

ISO

Kenh2 (hERG)

kDa
K,7.1

LH
LTCC
LV

mg

min

Enddiastolisches Kammervolumen

Endsystolisches Kammervolumen

verstarkt grin fluoreszierendes Protein/Gen des grin fluoreszierenden
Proteins (enhanced green fluorescent protein)

Ejektionsfraktion

Ethylendioxy-bis-(ethylennitrilo)-tetraessigsaure
Elektrokardiogramm/Elektrokardiographie

Fibronektin 1/ Gen des Fibronektins 1

Verkirzungsvermdgen (fractional shortening = relativer Wert, der
anzeigt, um wie viel Prozent der linke Ventrikel in der Systole gegentiber
der Diastole kleiner wird.)

Follikelstimulierendes Hormon

Gramm

Erdbeschleunigung

Hinterwanddicke des linken Ventrikels wéahrend der Diastole
Hinterwanddicke des linken Ventrikels wahrend der Systole
Hamatoxylin und Eosin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Herzfrequenz

menschlicher Mineralokortikoidrezeptor

Verkirzte Form des menschlichen Mineralokortikoidrezeptors
(Enthélt nur noch D-, E- und F-Doméne)

Herzzeitvolumen

intraperitoneal

Isoprenalin, B-selektives Sympathomimetikum

Gen der a Untereinheit (Kv11.1) des spannungsabhangigen,
einwartsgleichrichtenden Kaliumkanals

(humanes Ether-a-go-go-Related Gen)

Kilo Dalton

a Untereinheit K,7.1 des spannungsabhéngigen

Kaliumkanals, verantwortlich flr den verzégerten Kaliumauswartsstrom
Luteinisierendes Hormon

spannungsabhéngiger, langsamer (L-) Typ Ca®*-Kanal

Linker Ventrikel

Mol

Milligramm

Minute

Vi



AbkUrzungsverzeichnis

minK

ml
M-Mode

MR
mRNA

ms

NaCl
NADPH
NBT
NO
Nppa
Nppb
PBS
PCR

PQ/PR
gPCR
QRS

QT

QT,
RAAS
RR

rRNA

RT

rpm

s

SDp

SDsg

SDS
Serpina3
SV

Tab.
TAE-Puffer
TCA

spannungsabhangiger Kaliumkanal Subfamilie E Mitglied 1
(minimal potassium subunits)

Milliliter

zweidimensionale Ultraschallmessung (Y-Achse) in Beziehung zur
Zeit (X-Achse)

Mineralokortikoidrezeptor

Boten-RNA (messenger RNA)

Millisekunde

Stichprobenumfang

Natriumchlorid

reduziertes Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nitroblau-Tetrazolium

Stickstoffmonoxid

Gen des atrialen natriuretischen Peptids (ANP)

Gen des natriuretischen Peptids Typ B (BNP)
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

intraatriale Erregungsausbreitung

PQ/PR-Intervall (atrioventrikulare Erregungstberleitung)
quantitative Real-Time PCR

intraventrikulare Erregungsausbreitung

QT-Intervall (gesamte intraventrikulare Erregungsdauer)
Frequenzkorregiertes QT-Intervall nach Bazett (QT, = *7ag)
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RR-Intervall

ribosomale Ribonukleinsgure

Raumtemperatur

Umdrehungen pro Minute

Sekunde

Septumdicke wahrend der Diastole

Septumdicke wahrend der Systole

Natriumlaurylsulfat

Gen des Akut-Phase-Proteins Antichymotrypsin
Schlagvolumen

Tabelle

Tris-Azetat-EDTA-Puffer

Trichloressigsaure

Vi



Abkurzungsverzeichnis

TE-Puffer
TEMED
TG

T

Tris

WT

Tris-EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamin
Transgen(e)

T-Welle des EKG
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Wildtyp

VI



Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Physiologisch reguliert der Mineralokortikoidrezeptor (MR) in epithelialen Geweben wie
Niere, Darm und Speicheldriisen die Wasser- und Elektrolythomdostase und ist somit an der
Blutdruckregulation beteiligt. Daneben wird ihm eine pathophysiologische Rolle bei kardialen
Umbauprozessen zugeschrieben, wodurch er die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen
begtinstigt. Die dabei zugrunde liegenden Pathomechanismen konnten bisher jedoch nicht
endglltig aufgeklart werden. Neben seinen gut untersuchten klassischen genomischen
Effekten besitzt der MR auch einen so genannten nichtgenomischen Signalweg, der in die
Pathogenese kardialer Dysfunktion involviert sein kdnnte.

Die vorliegende Arbeit untersucht daher die kardialen Effekte des nichtgenomischen MR-
Signalwegs in vivo anhand eines neu generierten transgenen Mausmodells mit
kardiomyozyten-spezifischer Uberexpression einer trunkierten Variante des menschlichen
MR ohne genomische Effekte (nMRPF).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der nichtgenomische MR-Signalweg selbst keine
prohypertrophe, profibrotische oder proinflammatorische Wirkung besitzt, durch Modulation
der Transkription des genomischen MR im Herzen jedoch an kardialen Umbauprozessen
beteiligt ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen weiterhin, dass eine pathologische Aktivierung des
nichtgenomischen MR-Signalwegs durch Aldosteron und Natriumchlorid die kardiale
Transkription der a-lsoform der schweren Myosinkette (aMHC) reduziert, was zu einer
verminderten kardialen Kontraktionsfahigkeit fuhren koénnte. Des Weiteren ist Dbei
pathologischer Aktivierung des nichtgenomischen MR-Signalwegs die mRNA-Expression der
a-Untereinheit (Kcnh2) des spannungsabhangigen Kaliumkanals hERG reduziert. Dies
kénnte zu einer verlangerten Repolarisation flihren, die sich bei den transgenen Tieren in
einer verlangerten intraventrikularen Erregungsleitung (QT.-Intervall) auBerte und das
Auftreten von Herzrhythmusstérungen beginstigen kénnte.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse lassen somit darauf schlieBen, dass der
nichtgenomische MR-Signalweg in vivo bei der Pathogenese kardialer Dysfunktion eine
wichtige Rolle spielt. Uber die Modulation der genomischen MR-Effekte ist er zum einen am
kardialen Remodeling beteiligt. Daneben beeinflusst seine pathologische Aktivierung die
kardiale Kontraktilitdt und Erregungsleitung, wodurch die Entwicklung einer Herzinsuffizienz
geférdert werden kdnnte.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Herzinsuffizienz

Erkrankungen des Herzkreislaufssystems stellen in den Industrieldndern eine der haufigsten
Todesursachen dar (WHO 2015). In Deutschland wurden im Jahr 2013 etwa 40% der
Todesfalle durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursacht, wobei ca. 13% dieser Sterbefalle
auf eine vorliegende Herzinsuffizienz zurtickzuflihren waren (Statistisches Bundesamt 2015).
Mit mehr als zehn Millionen betroffener Patienten ist die Herzinsuffizienz eine der
behandlungsintensivsten Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Europa und mit einer jéahrlichen
Inzidenz von 250.000 einer der haufigsten Griinde fiir eine stationare Krankenhausaufnahme
in Deutschland (Fink und Haidinger 2000, Neumann et al. 2009). Im Hinblick auf die alternde
Bevolkerung ist im Laufe der néchsten Jahre auBerdem mit einem deutlichen Anstieg der
Neuerkrankungen zu rechnen.

Unter der Herzinsuffizienz versteht man eine progressive Funktionsstérung, die durch ein
initiales Ereignis, wie z.B. die Zerstérung von Herzmuskelzellen beim Myokardinfarkt,
hervorgerufen wird und mit der Abnahme der kardialen Pumpfunktion einhergeht (Bonow et.
al. 2012). Hierbei handelt es sich jedoch nicht um eine eigenstéandige Erkrankung, sondern
vielmehr um ein klinisches Syndrom mit einem kardial bedingten, in Ruhe und/oder unter
Belastung verminderten Herzminutenvolumen, wodurch die Organe unzureichend mit Blut
versorgt werden und es zum Sauerstoffmangel kommen kann (McMurray et al. 2012). Die
kardialen Dysfunktion kann dabei durch einen systolischen (verminderte Pumpleistung) oder
einen diastolischen (verminderte Ventrikelfillung) Funktionsverlust hervorgerufen werden
bzw. aus einer Mischform dieser beiden bestehen (McMurray et al. 2012, Hunt et al. 2009,
Paulus et al. 2007). Ein systolischer Funktionsverlust ist durch eine verminderte
linksventrikulare Auswurfleistung (Ejektionsfraktion < 50 %) sowie einem erhbhten
enddiastolischen Druck und enddiastolischen Volumen gekennzeichnet (Jessup and
Brozena 2003, McMurray et al. 2012) und tritt u.a. bei einer verminderten kardialen
Kontraktilitdt, z.B. nach einem Herzinfarkt, oder einer erhéhten Nachlast auf (Chavey et
al. 2001, Koelling et al. 2002). Beim diastolischen Funktionsverlust dagegen ist die
systolische Auswurfleistung unverandert, die Dehnbarkeit (Compliance), vor allem des linken
Ventrikels, jedoch vermindert (Aurigemma and Gaasch 2004). Ursache hierfir kann u.a. eine
geringere Entspannung (Relaxation) z.B. aufgrund von Durchblutungsstérungen (Ischamie),
Wanddickenzunahme (Hypertrophie bei Bluthochdruck) bzw. Alterungsprozessen oder eine
verminderte passive Fullung z.B. durch Vernarbung des Gewebes nach einem Herzinfarkt
oder einer restriktiven Kardiomyopathie sein (Aurigemma and Gaasch 2004).

Den ventrikuldren Funktionsstérungen koénnen zahlreiche weitere angeborene oder

erworbene Grunderkrankungen zugrunde liegen. Zu erwahnen sind hier vor allem die
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arterielle Hypertonie, koronare Herzerkrankungen und der Diabetes mellitus sowie die mit
mechanischen und/oder elektrophysiologischen Stérungen assoziierten Kardiomyopathien
(Levy et al. 1996).

Bei einer chronisch reduzierten kardialen Pumpleistung kommt es schlieBlich zur bereits
erwahnten Minderperfusion der Organe, wodurch ein Sauerstoffmangel (Hypoxie) entsteht
und die Organfunktion eingeschrankt wird. In der Folge kann es dann zum
Multiorganversagen kommen (Swedberg et al. 2005).

Klinisch ist die Herzinsuffizienz durch typische Symptome wie z.B. Dyspnoe, schnelle
Ermidbarkeit (Leistungsminderung) und/oder Fliissigkeitsretention bis hin zur Odembildung
gekennzeichnet, mit deren Hilfe der Schweregrad der Erkrankung festgestellt werden kann
(McMurray et al. 2012). Abh&angig von der kérperlichen Belastbarkeit des Patienten erfolgt
international eine Klassifikation des Schweregrads, z.B. nach Kriterien der New York Heart
Association (NYHA), in vier klinische Stadien (HasenfuB et al. 2013).

Bedingt durch die verminderte ventrikuldre Funktion kommt es schlieBlich im Herzen neben
der Hypoxie zu einer erhéhten kardialen Wandspannung und einer gesteigerten Aktivitat der
Barorezeptoren, wodurch zahlreiche Mechanismen aktiviert werden, welche die
Myokardfunktion stabilisieren und somit die Versorgung lebenswichtiger Organe sicherstellen
sollen (Louridas and Lourida 2012). Langfristig haben diese ,Kompensationsmechanismen*
jedoch pathologische Auswirkungen auf das Herz-Kreislauf-System, wodurch die kardiale
Funktion weiter abnimmt (Dube and Weber 2011). Es entsteht ein Teufelskreis (Abb. 1).

Reduzierte Kontraktilitét

Systolische und
diastolische

Herzinsuffizienz

Kompensation

* VVasokonstriktion : Hamodynamik
Dek t

* Hypertrophie £ nm1|':|:cr;sa o0 * Herzzeitvolumen |

» Remodeling « Organperfusion |

* Apoptose

Neurchumorale Aktivierung
* SNS

* RAAS

* Endothelin

* \Vasopressin

* natriuretische Peptide

* Zytokine

Abb. 1: Teufelskreis einer chronischen Herzinsuffizienz (nach Weil und Schunkert 2006).
(SNS = sympathisches Nervensystem; RAAS = Renin-Angiotensin-Aldosteron-System).
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Dauerhaft aktiviert fihren die Kompensationsmechanismen, die eigentlich der Homdostase
dienen sollen, zu strukturelle und molekulare Verdnderungen im Herzen wie z.B.
Myokardhypertrophie, Fibrosierung, gesteigerte Apoptose, Stérung der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration und Tachykardie (Jane-Lise et al. 2000, Kostin et al. 2000, Narula et al. 1996).
Diese kardialen Umbauprozesse werden als ,Remodeling” bezeichnet und gehen mit der
Pathogenese einer Herzinsuffizienz einher (Pitt et al. 1999, 2003). So kommt es u.a. bei
einer klinisch manifestierten Herzinsuffizienz durch eine anhaltende adrenerge Stimulation
(Kaye et al. 1995) zur Reduktion der kardialen (3{-Adrenozeptordichte, wodurch die positiv
inotrope Wirkung von B-Adrenozeptoragonisten abnimmt. (Colucci 1990).

Um die Durchblutung in den Organen aufrecht zu halten, kommt es auBerdem zur
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) (Weil und Schunkert 2006).
Dabei wird bei einer Myokardhypertrophie das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) im
Herzen verstarkt exprimiert und somit ist die lokale Synthese des Gewebehormons
Angiotensin |l (Ang Il) bereits drastisch erhdht lange bevor im zirkulierenden Blut eine
erhdhte Renin-Konzentration messbar ist (Morishita et al. 1994). Dies fuhrt lokal im Herzen
zu GefaBverengungen, wodurch Endothelschdden entstehen kénnen (Unger and Li 2004).
Zusatzlich kommt es durch Ang Il zu einer verminderten Relaxation der Herzkammern. Bei
einer bereits vorhandenen kardialen Schadigung, z.B. nach einem Herzinfarkt oder bei
Herzhypertrophie, flhrt sich dies zu einem verminderten Schlagvolumen, wodurch die
Perfusion der Organe weiter abnimmt und somit vor allem eine kardiale Hypoxie begtinstigt
wird (Weil und Schunkert 2006).

Die Konzentration des Nebennierenrindenhormons Aldosteron (Aldo) im Plasma steigt bei
einer Herzinsuffizienz ebenfalls lokal im Herzen an, wodurch es aldosteronabhangig zu einer
Zunahme von Fibrozyten kommt und die kardiale Fibrosierung geférdert wird (Unger and
Li 2004).

Ziel der Pharmakotherapie der Herzinsuffizienz ist es daher den Teufelskreis zu
durchbrechen und den Organismus vor einer Entgleisung seiner Kompensations-
mechanismen zu schutzen. Abhangig vom Schweregrad der Herzinsuffizienz werden dabei
unterschiedliche Wirkstoffe kombiniert (McMurray et al. 2012). Die Standardtherapie umfasst
dabei neben (B-Adrenozeptor-Blocker auch Diuretika und Herzglykoside, die die Herzarbeit
d6konomisieren und das Missverhéltnis zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot ausgleichen
sollen (Cohn 1996, Gottlieb et al. 1998, Hoppe et al. 2005, Packer et al. 2001). Zur Senkung
der Progredienz einer Herzinsuffizienz mit systolischer Dysfunktion sind auBerdem ACE-
Hemmer ab NYHA Klasse | indiziert (HasenfuB et al. 2013).

Klinische Studien (RALES, EPHESUS) stellten ferner den Vorteil einer Kombination der
Standardtherapie mit einem Aldosteron-Antagonisten fest (Pitt et al. 1999, 2003). Das Risiko
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kardiovaskuldarer Mortalitdt und Morbiditdt bei vorliegender Herzinsuffizienz —mit
eingeschrankter Auswurfleistung konnte dabei deutlich verringert und pathophysiologische
Merkmale wie kardiales Remodeling und Hypertrophie verhindert werden (Pitt et
al. 1999, 2003). Daher sind Mineralokortikoidrezeptor (MR)-Inhibitoren seit 2012 generell ab
NYHA Klasse Il zur Therapie der Herzinsuffizienz bei verminderter Ejektionsfraktion
(systolische Dysfunktion) empfohlen (HasenfuB et al. 2013). Ein Nutzen der MR-Inhibitoren
bei Herzinsuffizienz mit isolierter diastolischer Dysfunktion konnte dabei durch neuere
Studien nicht belegt werden (Pfeffer et al. 2015 (TOPCAT Trial)).

Diese Ergebnisse legen somit die Vermutung nahe, dass der MR an der Pathogenese der
systolischen Herzinsuffizienz beteiligt ist.

2.2 Physiologie und Pathophysiologie des Mineralokortikoidrezeptors
(MR)

Der Mineralokortikoidrezeptor (MR) gehért zur Klasse der Steroidhormon-Rezeptoren und ist
ein Mitglied der Nuklearrezeptor Superfamilie (Unterfamilie 3 (Ostrogen-rezeptorartige),
Gruppe C, Mitglied 2 (NR3C2)) (Nuclear Receptors Nomenclature Committee 1999). Die
erste cDNA Klonierung des menschlichen MR (hMR) gelang 1987 (Arriza et al. 1987), der
zahlreiche Charakterisierungen des MR in verschiedenen Spezies folgten (Greenwood et
al. 2003, Hodgson et al. 2007, Patel et al. 1989, Patel et al. 2000, Porter et al. 2007, Pryce et
al. 2005, Sturm et al. 2005).

Wie alle Mitglieder der Steroid-Rezeptorfamilie ist der menschliche MR aus vier Protein-
Domanen aufgebaut und besteht insgesamt aus 984 Aminosauren (Kumar and
Thompson 1999). Die A/B-Doméne stellt dabei die Koaktivator-Bindestelle dar (N-terminal),
Uber die C-Doméne bindet der aktivierte MR an die DNA, die D-Doméne fungiert als
Scharnierregion und C-terminal bindet der Ligand an die E/F-Doméane (Abb. 2).
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Coaktivatoren DNA Ligzimd
v
A/B C/D| E/F
1 Scharniterregion 984

Abb. 2: Schematische Darstellung des MR mit den einzelnen Protein-Doméanen (nach Seiferth 2013).

A/B Koaktivator-Bindestelle

C Bindedomane fiir die DNA
D Scharnierregion

E/F Ligandenbindedoméne

Bei dem MR handelt es sich somit um einen Liganden-abhangigen Transkriptionsfaktor
(Porter et al. 1964), der u.a. in epithelialen Geweben wie Niere, Darm und Speicheldriisen
exprimiert wird. Klassischerweise ist er durch Modulation der Na*/K*-Homdostase und des
Wasserhaushaltes langfristig an der Blutdruckregulation beteiligt (Grossmann et al. 2008,
Grossmann and Gekle 2009).

Im inaktiven Zustand befindet sich der MR im Zytosol, wo er Komplexe u.a. mit dem
Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) (Binart et al. 1995) und Calcineurin (Seiferth et al. 2012)
bildet. Durch Bindung seines endogenen Liganden, des aus der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde (NNR) stammenden Mineralokortikoids Aldosteron (Aldo), erfolgt eine
Translokation des aktivierten MR in den Zellkern. Hier bindet er als Homodimer, ohne seine
Komplexproteine, Uber das Glukokortikoid-responsive Element (GRE) an die DNA und
moduliert somit die Transkription spezifischer Zielgene (Grossmann et al. 2008).

Gene, die durch MR-Aktivierung beeinflusst werden, kodieren u.a. fur den apikalen
epithelialen Natriumkanal (ENaC, Uber aldosteronvermittelte Expressionsdnderung der
Serum-Glukokortikoid-regulierten Kinase 1 (Sgk1)), die basolaterale Natrium/Kalium
(Na*/K")-ATPase und spezielle K*-Kandle (ROMK) im Tubulussystem der Niere, die an der
Elektrolyt- und Volumenregulation beteiligt sind (Beesley et al. 1998, Bhargava et al. 2001;
Chen et al. 1999, Horisberger et al. 1991, Kolla and Litwack 2000). Die Regulation des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) durch Aldo dient im Regelkreis der
aldosteronabhangigen Na*-Retention als negativer Feedbackmechanismus (Grossmann et
al. 2004, Krug et al. 2003).

Gesteuert werden die Synthese und Sekretion von Aldo vor allem durch das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Fallt der renalen Blutdruck akut unter 90 mmHg, so
wird aus dem juxtaglomeruldre Apparat die spezifische Endopeptidase Renin ins Blut
sezerniert. Renin spaltet das in der Leber synthetisierte Plasmaprotein Angiotensinogen
proteolytisch zum Angiotensin | (Ang |) (Pacurari et al. 2014). Aus Ang | entsteht durch
erneute enzymatische Spaltung durch das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) das
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blutdruckregulatorisch wirksame Gewebehormon Ang |Il, welches die Synthese und
Sekretion von Aldo in der Nebennierenrinde gesteigert. Weitere Stimuli flr die
Aldosteronfreisetzung stellen u.a. Hyponatridmie und Dehydrierung dar (Williams and
Dluhy 1972).

Neben Aldosteron kann auch das ebenfalls in der NNR synthetisierte Steroidhormon Kortisol
(Kortikosteron bei Nagern) an den MR binden (Arriza et al. 1987, Krozowski and
Funder 1983). Die frei im Blut zirkulierende Kortisol-Konzentration ist physiologisch
etwa 100-fach hoéher als die Aldosteron-Plasmakonzentration, wodurch theoretisch die
Gefahr  einer  permanenten  MR-Aktivierung  durch  Glukokortikoide  besteht
(Funder 2010, 2012). Durch die Koexpression des MR mit der 11B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase 2 (11B3-HSD2) in den aldosteronsensitiven Zellen von Niere, Darm und
Drusen wird jedoch eine kortisolabhangige Daueraktivierung des MR verhindert (Edwards et
al. 1988 Funder et al. 1988). Die 113-HSD2 setzt dabei Kortisol enzymatisch zu Kortison
(bzw. Kortikosteron zu 11 Desoxykortikosteron bei Nagern) um, welches keine Affinitat zum
MR besitzt und somit unter physiologischen Bedingungen keine Aktivierung des MR durch
Glukokortikoide stattfindet (Alzamora et al. 2000). Ist jedoch der intrazellulare Redox-
Zustand z.B. als Folge eines Traumas verandert, so kann die Aktivitat der 11B3-HSD2
verandert sein und eine MR-Aktivierung durch Glukokortikoide, &hnlich wie bei einem
erhbhten Kortisol-Plasmaspiegel, erfolgen (Funder 2009, Mihailidou et al. 2009, Ward et
al. 2001).

AuBerhalb der epithelialen Organe wie Niere, Darm und Speicheldriise (Grossmann and
Gekle 2009) konnte der MR in zahlreichen weiteren Geweben nachgewiesen (Fuller and
Young 2005, Fuller et al. 2012) werden. Hierbei wurde vor allem seine Rolle in der
Pathogenese der spezifischen Gewebserkrankungen untersucht. So ist z.B. die MR-Aktivitat
bei einer Adipositas deutlich erhéht (Caprio et al. 2007, Caprio et al. 2011). Auch bei
Erkrankungen der Haut (Farman et al. 2010), der Augen (Touyz and Callera 2009, Zhao et
al. 2010) und des zentralen Nervensystems (Gomez-Sanchez 2011, Krozowski and
Funder 1983) spielt eine gesteigerte MR-Aktivitat eine wichtige Rolle. Daneben zeigt sich
eine MR-abhangige Modulation des Immunsystems (Rickard et al. 2009, Usher et al. 2010),
wobei eine MR-Stimulation die Expression zahlreicher proinflammatorischer Faktoren, u.a.
den transformierenden Wachstumsfaktors B (TGF-B) und Adhasionsmolekile (ICAM-1,
VCAM-1) (Marney and Brown 2007), steigert. Weitere wichtige Entziindungs- und
Proliferationsmodulatoren, wie der placental growth factor (PGF) und connective tissue
growth factor (CTGF), wurden in den GefaBen ebenfalls als aldosteroninduziert identifiziert
(Jaffe et al. 2010, Newfell et al. 2011). Durch Aktivierung von NADPH-Oxidasen (NOX) steigt
die Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) an, wodurch Aldosteron weitere



Einleitung

Entzlindungsprozesse unterhalt (Johar et al. 2006, Sun et al. 2002). Beguinstigt wird durch
eine MR-Stimulation ebenfalls die Ang IlI-vermittelte NOX-Aktivierung im Herzen und der
Aorta (Stas et al. 2007, Virdis et al. 2002).

Die Beteiligung von Aldosteron bzw. seines Rezeptors an pathophysiologischen Prozessen
im renokardiovaskuldren System (Grossmann und Gekle 2009) wird auBerdem durch eine
aldosteronabhéangige renale Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor 1 (PAI1) verdeutlicht (Yuan et al. 2007). Daneben kommt es durch Aldosteron zu
apoptotischen Prozessen in renalen Mesangiozyten (Mathew et al. 2008). In Kardio-
myozyten, Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen konnte der MR ebenfalls lokalisiert
(Lombés et al. 1992, Hernandez-Diaz et al. 2010, Nguyen Dinh Cat et al. 2010, Nguyen Dinh
Cat et al. 2011, Pearce and Funder 1987) sowie eine MR-abhéngige Regulation des
GefaBmuskeltonus und des Blutdrucks nachgewiesen werden (Nguyen Dinh Cat et al. 2010).

Im Tiermodell fOhrt eine erhdhte Aldosteron-Serumkonzentration im Herzen zu
Fibrosebildung, endothelialer Dysfunktion, Hypertrophie und strukturellen Veranderungen,
wodurch sich, aldosteroninduziert, atriale Arrhythmien entwickeln kénnen (Blasi et al. 2003,
Brilla and Weber 1992, Qin et al. 2003, Reil et al. 2012, Rocha et al. 2002, Young and
Funder 2003). Spironolacton, ein MR-Inhibitor, verhindert ~ dagegen eine
aldosteronabhangige atriale Fibrosierung und Apoptose in Myokardinfarkt-Modellen (Miliez et
al. Sept 2005).

In isolierten Kardiomyozyten moduliert eine MR-Aktivierung daneben die kardialen
lonenstrdme, wobei der auswarts gerichtete K*-Strom (l,,1) aldosteronabhangig vermindert
sein kann, der Ca?*-Strom bzw. die Expression des transienten Calciumkanals (T-Typ Ca*'-
Kanal) und des langsamen (long-lasting) Ca**-Kanals (L-Typ, LTCC) dagegen ansteigt
(Bénitah et al. 2001, Lalevée et al. 2005, Perrier et al. 2005), wodurch Arrhythmien ebenfalls
beglinstigt werden (Nguyen Dinh Cat and Jaisser 2012).

Klinische Studien konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Aldosteron-
Plasmakonzentration und einer erhéhten Mortalitat bei bestehender Herzinsuffizienz oder
einer Hypertrophie des linken Ventrikels (Rossi et al. 1997, Swedberg et al. 1990) aufzeigen.
Daneben wurde eine aldosteroninduzierte kardiale Fibrose unabhangig vom
blutdruckregulierenden Effekt des Aldosterons belegt (Brilla et al. 1993).

In den klinischen Studien RALES und EPHESUS zeigten Pitt und seine Mitarbeiter zwar, wie
bereits erwahnt, den Vorteil von Aldosteron-Antagonisten in der Pharmakotherapie der
Herzinsuffizienz auf, sie konnten jedoch keine erhdhten Aldosteron-Plasmakonzentrationen
bei den Patienten feststellen (Pitt et al. 1999, 2003).
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Somit bestarken sowohl experimentelle als auch klinische Studien die Hypothese, dass
Aldosteron und/oder der MR an pathophysiologischen Prozessen kardiovaskularer
Erkrankungen beteiligt sein kénnten, die zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch
bisher nicht vollstdndig aufgeklart. Abbildung 3 fasst schematisch die wichtigsten bisher
bekannten physiologischen und pathophysiologischen Effekte des MR im reno-

kardiovaskuldren System zusammen.

Aldosteron

MR

/ \

Physiologische Effekte Pathophysiologische Effekte

Wasser-/Elektrolythomdostase Remodeling (Hypertrophie/Fibrose)
Blutdruckregulation Entziindung
Endothelschaden

Abb. 3: Schematische Darstellung der physiologischen und pathophysiologischen MR-vermittelten
Effekte im renokardiovaskularen System (modifiziert nach Grossmann und Gekle 2012).

Als Liganden-abh&ngiger Transkriptionsfaktor bindet der MR Uber das Glukokortikoid-
responsive Element (GRE) an die DNA und vermittelt so seine klassische Wirkung
(genomischer Signalweg), die, abhangig von Transkription und Translation, z.T. erst Stunden
nach MR-Aktivierung messbar ist (Grossmann und Gekle 2009). Daneben zeigen sich
aldosteroninduzierte zytosolische Effekte, die deutlich schneller auftreten, unempfindlich
gegeniber Transkriptions- oder Translationsinhibitoren sind und daher als ,nichtgenomisch*
bezeichnet werden (Moura and Worcel 1984). Die Aktivitdt des nichtgenomischen
Signalwegs konnte u.a. in Niere, Darm, glatten GeféaBmuskelzellen und Kardiomyozyten
sowie am isolierten Herzen beobachtet werden (Barbato et al. 2002, Christ et al. 1995,
Ganong and Mulrow 1958, Maguire et al. 1995, Sato et al. 1997).

Uber den nichtgenomischen Signalweg kommt es u.a. zu einer Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) (Mihailidou et al. 2004), wodurch die zytosolische Ca®**-Konzentration
steigt und der Na‘/H"-Austauscher (NHE) aldosteroninduziert aktiviert wird (Harvey et
al. 2002, Gekle et al. 1995, 2001). Es kommt zum Anstieg des intrazellularen pH-Wertes und
einer Anderung der Na*-Konzentration, die ihrerseits das Zellvolumen und die Aktivitat pH-

9



Einleitung

sensitiver K™-Kanale beeinflussen (Grossmann und Gekle 2009). Des Weiteren konnten
nichtgenomische proarteriosklerotische Effekte (Krug et al. 2007) und proinflammatorische
MR- bzw. aldosteronabhangig beobachtet werden (Krug et al. 2010).

Ein Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch schnelle, aldosteroninduzierte NADPH
Oxidase-Aktivierung, vermittelt Uber extracellular signal-regulated kinase 1 and 2
(ERK1/2)-Phosphorylierung und PKC Aktivitat (Miyata et al. 2005a, Miyata et al. 2005b),
fohrt in Kardiomyozyten zu apoptotischen Prozessen (Hayashi et al. 2008). Durch Aktivierung
der Matrix-Metalloproteasen (MMP) 2 und 9 werden auBerdem kardiale Umbauprozesse
beglinstigt (Rude et al. 2005).

Aldosteroninduzierte NADPH Oxidase-Aktivierung, Inhibierung der Glucose-6-Phosphat
Dehydrogenase und gesteigerte Aktivitdt der NO-Synthase (mit Anstieg der Superoxid-
Konzentration in Endothelzellen) haben auBerdem oxidative Gewebeschaden und
Vasokonstriktion zur Folge (Skett et al. 2006).

Uber die Aktivierung zytosolischer Signalkaskaden durch den nichtgenomischen Aldo/MR-
Signalweg kann es sekundar zu Anderungen in der Transkription kommen. Diese
Veranderungen koénnen GRE-unabhangig Uber eine Interaktion mit der zytosolischen
Phosphatase Calcineurin und dem CREB/cAMP-Signalweg vermittelt sein und u.a.
proinflammatorische Gene regulieren (Grossmann et al. June 2010, Seiferth et al. 2012).
Eine MR-abhangige Transaktivierung des membranstandigen EGFR (Grossmann et
al. 2005, Grossmann and Gekle 2008, Grossmann et al. May 2010) fihrt Uber den
ras/raf-Signalweg zu einer Aktivierung der mitogen activated protein (MAP)-Kinase-Kaskade.
Die anschlieBende Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren steigert u.a. die
Transkription von Wachstumsfaktoren und beglnstigt somit proliferative Prozesse (Pearson
et al. 2001).

Durch Interaktion des nichtgenomischen MR-Signalwegs mit dem genomischen MR-
Signalweg sind jedoch auch GRE-abhangige Effekte méglich (Mihailidou et al. 2004, Pfau et
al. 2007). So kommt es zu einer Steigerung der klassischen genomischen MR-Effekte durch
die nichtgenomisch vermittelte MR-abhangige ERK-Phosphorylierung, welche zu einer
verstarkten Translokation des MR in den Zellkern fiihrt (Grossmann et al. 2005).

Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dass der nichtgenomische Aldo/MR-Signalweg an
zahlreichen Prozessen der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen, z.B. kardialen
Entziindungs- oder Umbauprozessen, beteiligt ist.

Um festzustellen, welche Doménen fir den nichtgenomischen Aldo/MR-Signalweg essentiell
sind, untersuchten Grossmann et al. 2008 trunkierte Formen des MR in vitro und konnten
zeigen, dass fur die nichtgenomische Aktivitdt, wie bereits fir andere Mitgliedern der
Nuklearrezeptor-Superfamilie beschrieben (Barletta et al. 2004, Boonyaratanakornkit et
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al. 2001, Chambliss et al. 2005, Kumar and Thompson 1999, Pfau et al. 2007), die E/F-
Domane verantwortlich ist (Grossmann et al. 2008). Die nichtgenomischen Effekte des MR
werden also Uber die Ligandenbindedoméne (LBD, E/F-Doméne) vermittelt. Daher war
dieser Teil des Proteins fir die Untersuchung der kardialen nichtgenomischen Effekte des
MR im transgenen Mausmodell von besonderem Interesse.

In Abbildung 4 sind schematisch die mdglichen Wege der MR-vermittelten genomischen und
nichtgenomischen Signalkaskaden von Aldosteron dargestellt.

Aldosteron
EGF Rezeptor
Extrazellularraum l +
______ e P - f] P
Zytosol
¥ PP2BAB MAPK
- MR HSP90 > (ERK 1/2, p38, JNK)

Abb. 4: Schematische Darstellung der MR-vermittelten genomischen und nichtgenomischen
Signalkaskaden von Aldosteron (modifiziert nach Grossmann und Gekle 2012).

2.3 Mausmodelle mit veranderter MR-Expression

Ein besseres Verstdndnis der physiologischen und besonders der pathophysiologischen
Effekte des MR in vivo konnte durch zahlreiche Tiermodelle mit verédnderter Expression des
MR erreicht werden.
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Bereits 1998 konnten Berger et al. zeigen, dass Mause, bei denen eine globale Inaktivierung
der DNA-Bindedoméne des MR erfolgte, wahrend der ersten postnatalen Woche Symptome
von Pseudohyperaldosteronismus aufwiesen. Etwa 10 Tage nach der Geburt starben diese
Mause an Dehydrierung, verursacht durch massiven renalen Natrium- und Flissigkeits-
verlust. Die Gabe von Natriumchlorid konnte die Letalitat bei homozygoten Jungtieren jedoch
verhindern (Berger et al. 2000).

Ein kardiomyozyten-spezifisch induzierbarer Knockdown des endogenen MR in vivo konnte
mittels Antisense-mRNA, deren Expression unter der Kontrolle des Promotors der schweren
Kette des Myosins (a myosin heavy chain (aMHC)) stand, erreicht werden (Beggah et
al. 2002). Dieses transgene Mausmodell entwickelte innerhalb von drei Monaten eine
Herzinsuffizienz und kardiale Fibrose, allerdings ohne Bluthochdruck oder chronischen
Hyperaldosteronismus aufzuweisen. Die kardialen Veranderungen waren durch Abschalten
der Antisense-mRNA reversibel (Beggah et al. 2002).

Die Eliminierung des MR spezifisch in murinen Kardiomyozyten in vivo unter der Kontrolle
des Promotors der leichten Kette des Myosins (myosin light chain (MLC2a)), zeigte im
Herzinfarktimodell eine verbesserte post-ischdmische Heilung sowie vermindertes kardiales
Remodeling (Fraccarollo et al. 2011). Dieser kardiomyozyten-spezifische Knockout
verhinderte auBerdem eine kardiale Hypertrophie im chronischen Herzinfarktmodell (Lother
et al. 2011).

Spezifisches Ausschalten des MR in Fibroblasten unter der Kontrolle des Kollagen 1a2
(collagen 1a2 (COLCre)) Promotors schitzte dagegen nicht vor einer Vergr6Berung des
Herzens oder Funktionsverlust bei chronisch erhéhter Nachlast (Lother et al. 2011), was
bedeutet, dass die MR-Wirkung nicht auf die Fibroblasten begrenzt zu sein scheint.

Ein Aktivitatsverlust des MR in Makrophagen schiitzt dabei vor Ang ll-induzierter kardialer
Hypertrophie und Fibrosebildung sowie vor GefdBschaden (Usher et al. 2010).

Neben den Modellen mit einem MR-Defizit wurden auch Mé&use mit einer MR-
Uberexpression etabliert.

Bei gleichzeitiger Uberexpression des MR in Hirn, Niere und Herz zeigten transgene Tiere
vergr6Berte Nieren mit einem erweiterten Tubulussystem, einhergehend mit einer
verminderten renalen Kaliumausscheidung. Es war auBerdem eine milde Kardiomyopathie
mit vergréBertem linksventrikularen Durchmesser und vermindertem Verklrzungsvermdégen
bei normalem Blutdruck aber erhdhter Herzfrequenz zu beobachten (Le Menuet et al. 2001).
Untersuchungen der Transkription deckten Veranderungen sowohl bei kardial- als auch
renal-spezifischen Genen, u.a. der Na'/K*-ATPase und des atrialen natriuretischen Peptids
(ANP), auf. Eine erhdhte Sterblichkeit dieser Mause wurde hier jedoch nicht beobachtet
(Le Menuet et al. 2001).
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Im Tiermodell mit induzierbarer herzspezifischer MR-Uberexpression unter der Kontrolle der
kardialen a-lsoform der schweren Kette des Myosins (aMHC Promotor) war dagegen eine
erhéhte Inzidenz von Arrhythmien zu beobachten (Ouvrard-Pascaud et al. 2005). Gekoppelt
an ein Tetrazyklin-induzierbares (Tet-off) System konnte die Expression des MR durch Gabe
des Tetrazyklin-Analogons Doxycyclin im Herzen reguliert werden. Bei Aktivierung des MR
zeigten die Mause, sowohl eine erhdhte intrauterine Sterblichkeit aufgrund schwerer
Arrhythmien als auch eine gesteigerte postnatale Letalitdt (Ouvrard-Pascaud et al. 2005).
Diese Funktionsstérungen waren dabei auf elektrophysiologische Veranderungen im Herzen
zurlickzufihren. So war in den transgenen Kardiomyozyten der auswartsgerichtete
transiente K*-Strom (/,,) vermindert (Verlangerung der Aktionspotenzialdauer), der L-Typ
Ca**-Strom (Ic,) hingegen vergrdBert. Interessanterweise entwickelte keines dieser MR-
Uberexprimierenden Mausmodelle die erwartete kardiale Fibrose (Nguyen Dinh Cat and
Jaisser 2012, Ouvrard-Pascaud et al. 2005), wie es in Studien mit einseitig nephrektomierten
und Aldosteron/Salz-behandelten Mausen beschrieben wurde (Young et al. 1994).

Die unterschiedlichen Tiermodelle demonstrieren eine breit gefacherte, sowohl
physiologische als auch pathophysiologische Rolle des MR im Herzen, die bisher noch nicht
vollstandig aufgeklart werden konnte.

Mit den bisher etablierten Mausmodellen zur veranderten MR-Aktivitat ist es jedoch nicht
maoglich, die nichtgenomischen Effekten isoliert zu untersuchen.

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Die groBen klinischen Studien RALES und EPHESUS (Pitt et al. 1999, 2003) zeigen deutlich
den Nutzen einer MR-Antagonisierung im Rahmen der systolischen
Herzinsuffizienz-Therapie auf (Reduktion von Mortalitdt und Morbiditat). Vermutlich wird
dabei sowohl eine Veranderung der kardialen Erregungsleitung verhindert als auch
Umbauprozesse (Remodeling) im Herzen gehemmt, welche durch proinflammatorische und
profibrotische Prozesse verursacht werden.

Da bisher nicht eindeutig geklart ist, iber welchen Signalweg der MR die Pathogenese einer
kardiovaskularer Erkrankung, respektive einer Herzinsuffizienz, beeinflusst, sollte in der
vorliegenden Arbeit anhand von Mausmodellen der genomische und der nichtgenomische
Signalweg im Herzen in vivo getrennt von einander untersucht werden.

Hierflr wurde ein transgenes Mausmodell etabliert, dass spezifisch in den Kardiomyozyten
eine trunkierte Form des MR Uberexprimiert, welche nur die fir die nichtgenomischen Effekte
relevante Domanen (D-, E- und F-Domane) enthielt. Somit stand zum ersten Mal ein Modell
zur Verfigung, welches die Beurteilung der Rolle des nichtgenomischen Signalwegs bei der
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Entstehung und Manifestation kardiovaskularer Erkrankungen zulieB. Als Vergleichsmodell
diente eine weitere transgene Mauslinie, die den kompletten MR (beinhaltete die Doméanen A

bis E) spezifisch im Herzen Uberexprimierte.

Im Hinblick auf die pathophysiologische Rolle des nichtgenomischen MR-Signalwegs folgte
auf die Etablierung der Mauslinien eine umfassende kardiale Charakterisierung der
Mausmodelle, die sowohl biochemische als auch funktionelle Aspekte umfasste. Erganzend
wurde der Effekt einer pathologischen Aktivierung durch ein unphysiologisches
Aldosteron/Natriumchlorid-Verhaltnis auf die kardiale Transkription bzw. Funktion untersucht.
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3. Material und Methoden

Alle verwendeten Puffer und L&sungen sowie Protokolle und Primer sind im Anhang
aufgefihrt.

3.1 Molekularbiologische und biochemische Methoden
3.1.1 Herstellung der Plasmide

Zur Herstellung der Plasmide wurde der humane Mineralokortikoidrezeptor (hMR)
(NM 000901.2) verwendet, dessen Proteinsequenz zu 97,5 % mit der murinen Sequenz
Ubereinstimmt (Ouvrard-Pascaud et al. 2005). Ausgehend vom peGFP-C1-hMR Vektor, der
den hMR gekoppelt an das Gen des griin fluoreszierenden Proteins (enhanced green
fluorescent protein, eGFP) bereits enthielt (Ouvrard-Pascaud et al. 2004), wurde die fir die
trunkierte DEF-Form (hMRP®F) kodierende DNA Sequenz mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) generiert.

Mit Hilfe der in Tabelle 13 (siehe Anhang) angegebenen Primer wurden Amplifikate mit
Restriktionsschnittstellen flr die spatere Klonierung gewonnen. Auf die PCR folgte die
Ligation des Produktes in den pCR®2.1 Vektor von Invitrogen mittels TA Cloning KIT
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit anschlieBender Transformation in E.coli XU-Blue.
Nach anschlieBender Amplifikation wurde das pCR®2.1-hMRPEF Plasmid isoliert.

Durch Kilonierung in den eGFP-C1 Vektor (Takara Bio Europe/Clontech Saint-Germain-en-
Laye Frankreich) wurde hMRP5F an eGFP gekoppelt. Der erste Schritt war ein
Restriktionsverdau beider Vektoren durch die Restriktionsenzyme Bgl Il und Hind 1l (New
England Biolabs, Ipswich, GroBbritannien) mit anschlieBender Gelelektrophorese in
einem 1%  Agarosegel und  Extraktion der  Restriktionsprodukte  (eGFP-C1
Fragment: 4700 bp, hMR"®" Fragment: 921 bp). Die Ligation der Fragmente erfolgte mit dem
TA Cloning KIT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Fir die Verifizierung der erfolgreichen
Klonierung erfolgte im Anschluss an Transformation und Plasmidprgparation ein erneuter
Verdau des peGFP-hMRPEF Vektors mit den Restriktionsenzymen Bgl Il und Hind lIl. Die
Gr6éBe des Fragments (750 bp) wurde mittels Gelelektrophorese in einem 1,5% Agarosegel
Uberprtift.

AnschlieBend wurde eGFP-hMR bzw. eGFP-hMRPEF mittels erneuter Klonierung an den
herzspezifischen a-myosin heavy chain Promotor (aMHC) gekoppelt. Die Restriktion des
peGFP-C1-hMR Vektors (freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von Dr. Nicolette
Farman, Paris, Frankreich) sowie des peGFP-C1-hMRP¥F Vektors erfolgte durch die
Restriktionsenzyme Age | und Sal | (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland). Zur
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Unterscheidung von gesuchtem Fragment und Restvektor in der Gelelektrophorese wurde
der Restvektor zusatzlich mit Sfi | geschnitten. Parallel dazu erfolgte der Verdau des aMHC
Vektors mit dem Enzym Sac | (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland). Mittels
Klenow-Reaktion wurden die 5'-Uberhdnge aller Restriktionsprodukte mit dem
Klenow-Enzym (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) aufgefillt. Danach erfolgte
eine Dephosphorylierung des geglatteten aMHC Vektors mittels alkalischer Phosphatase
Reaktion (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland). Die Ligation zum
aMHC-eGFP-hMR bzw. aMHC-eGFP-hMRP" Plasmid erfolgte mit Hilfe einer Ligasereaktion,
der sich eine bakterielle Transformation anschloss. Zur Kontrolle der Konstrukte wurde eine
Sequenzierung durch die Firma GATC (GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland)
durchgefuhrt. Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung der fertigen Plasmid.

Die Herstellung der Plasmide erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Julius-Bernstein-Institut
fir Physiologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. (Protokolle siehe Anhang,
Tab. 14 bis 18)

—Nrul

paMHC-eGFP-hMR

aN o':"ﬁ‘e
alpha myosin " Fpha MHC promoter
Pl Y

Abb. 5: Schematische Darstellung der Plasmide fir die Pronukleus-Injektion.

3.1.2 Herstellung der transgenen Tiere

Zunachst wurden die Plasmide mittels Casiumchlorid-Dichte-Gradienten-Zentrifugation
aufgereinigt und die Expressionskassette durch NrU |-Verdau aus dem Vektor
herausgeschnitten (Abb. 6).

Die Vorkern-Injektion findet zu einem Zeitpunkt statt an dem die beiden Vorkerne (ménnlich
und weiblich) gut sichtbar und noch nicht verschmolzen sind (Gordon et al. 1980). Die
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befruchteten Eizellen werden aus den Eileiter superovulierter Weibchen (vor der Verpaarung
mit FSH- und LH-Analoga behandelte Weibchen), die am Vorabend verpaart wurden,
gewonnen. Die Mikro-Injektion der entsprechenden Konstrukte erfolgte in beide Pronuklei
der befruchteten Oozyten (Zygote).

hMR oMHC-Promotor eGFP A/B C D| EF

hMRDEF oMHC-Promotor eGFP |[D| E/F

Abb. 6: Schematische Darstellung der Expressionskassette zur Herstellung transgener Mause
(modifiziert nach Seiferth 2013).

aMHC-Promotor Promotor der a schweren Kette des Myosins
eGFP Grin fluoreszierendes Protein

A/B Coaktivator-Bindestelle

C Bindedomane fiir die DNA

D Scharnierregion

E/F Ligandenbindedoméne

Die transgenen Embryonen wurden einem scheinschwangeren Weibchen (hervorgegangen
aus der Verpaarung mit einem sterilisierten Mannchen) eingesetzt. Abbildung 7 zeigt die
schematische Darstellung der Herstellung transgener Mause.

Die nach dreiwdchiger Tragezeit geborenen Tiere stellten die Fo-Generation der neuen
aMHC hMR bzw. aMHC hMRP*F Mauslinie dar.

Versorgt wurden die Tiere im 12:12 Hell-Dunkel-Zyklus mit handelsiblichem Labortierfutter
(Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und Leitungswasser ad libitum in schallisolierten,
klimatisierten (21 °C bis 23°C) Raumen.

Die Herstellung der TG Mauslinien erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut for
Pharmakologie und Toxikologie der Medizinischen Fakultdét der Westfalischen Wilhelms-
Universitat und dem Interdisziplindre Zentrum fir Klinische Forschung (1ZKF) in Minster.

—‘ aMHC-Promotor H eGFP ‘D‘ E/F F, Generation

der neuen transgenen

Injektion des Transgens Mauslinie
VG - ? 22
i ¢ e B — D
Entnahme einzelliger W) 0,} Implantation der
Embryonen transgenen Embryone in ein %

pseudoschwangeres Weibchen %

transgener

Founder

Abb. 7: Schematische Darstellung der Herstellung transgener Mause. Die Herstellung der asMHC hMR
Mauslinie erfolgte mittels Pronukleus-Injektion in Maus-Oozyten. Die transgene Kassette fir den
Mineralokortikoidrezeptor wurde durch NrU I|-Verdau aus dem Ursprungsplasmid erzeugt, die
herzspezifische Transkription des Konstrukts wird durch den aMHC-Promotor gesteuert. Identifiziert
wurden die transgenen M&use mittels PCR mit spezifischen Primern (MHC-PCR-P1R und hMR-E-
Seg-rev Il). In gleicher Weise verlief die Generierung der aMHC hMR-Linie (modifiziert nach Taketo et
al. 1991).
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3.1.3 Isolierung genomischer DNA

Zur Bestimmung des Genotyps wurde von jeder Maus ein ca. 3 mm langes Stick des
Schwanzes (in Narkose) abgeschnitten. Die eindeutige Zuordnung der Tiere wurde durch
eine spezifische Ohrmarkierung gewahrleistet. Die Schwanzprobe wurde mit 700 pl
TE/SDS-Puffer und 30 pl Proteinase K (10 mg/ml) Uber Nacht bei 55°C auf einem
Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) unter permanenter Bewegung (10 000
rpm) zersetzt.

Am darauf folgenden Tag wurde zur Trennung der genomischen DNA von Lipiden und
Proteinen eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt (Sambrook and Russell 2001).
Jede Probe wurde mit 700 pl Phenol versetzt und gut gemischt. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation fir 5 min bei 14 000 x g in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (Centrifuge 5415C,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland).

Die wassrige Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefa3 tberfihrt, 700 yl Chloroform-
Isoamylalkohol Gemisch (24:1) hinzugefliigt und gemischt. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 14 000 x g fur 5 min. Erneut wurde die wéassrige Oberphase in ein
neues ReaktionsgefaB Uberfuhrt, mit 70 pl Natriumazetat (3 Molar) und 700 pl 100%igem
Ethanol versetzt, gemischt und 10 min bei 14 000 x g zentrifugiert. Im darauf folgenden
Schritt wurde das Sediment mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach 10 min Zentrifugation
bei 14 000 x g wurde der Ethanol verworfen und das Sediment kurz bei 65°C getrocknet.
Gelost wurde das DNA-Sediment in 50 pl TE-Puffer und 10 min bei 65°C in einem
Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Bevor die Konzentration und
Reinheit der doppelstrangigen (ds) DNA im Photometer (Eppendorf-BioPhotometer,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bestimmt werden konnten, wurde die geléste DNA
mindestens 4 h bei 4°C gelagert werden.

3.1.4 Genotypisierung

Die Genotypisierung der Mause erfolgte mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Zunachst wurde die isolierte genomische DNA mit TE-Puffer auf eine Konzentration
von 0,2-0,4 pg/ul verdinnt.

Mittels der in Tabelle 19 (siehe Anhang) angegebenen Primer betrug die GréBe des
erwarteten PCR-Produkts der aMHC hMR-Linie 2700 bp, das der aMHC hMRP"F Linie 700
bp. Die PCR erfolgte jeweils in einem Biometra Thermocycler (Biometra T Gradient,
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland).
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Im Anschluss an die PCR wurden die Proben direkt auf ein Agarosegel (1%) mit
Ethidiumbromid (0,009 %) aufgetragen. Als DNA-Leiter wurde eine 1 kbp-DNA-Marker
(GeneRulerTM  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer bei 120 mA (Biometra Standard Power Pack P25,
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland). Das Gel wurde unter UV-Licht (256 nm) mit
einem Geldokumentationssystem (AlphaDigiDocTMRT-Geldokumentations-system  mit
AlphaEase®-FC-Software, Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland)
fotografiert und anschlieBend analysiert. (Protokolle siehe Anhang, Tab. 20 bis 22)

3.1.5 Isolierung der RNA

Die isolierten Gewebe wurden zunachst mechanisch in flissigem Stickstoff zerkleinert. Von
diesem Herzpulver wurden 50-100 mg mit 800 ul TRIzol® Reagenz (ambion®, Life
Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) in einem RNase-freiem ReaktionsgefaB versetzt,
mittels Ultraschall-Behandlung (Sonopuls Homogenisator HD2070, Bandelin, Berlin,
Deutschland) fir zweimal 30 sec bei 80% Leistung (entspricht einer Arbeitsfrequenz
von 16 kHz) homogenisiert und anschlieBend 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.

Zur Trennung der RNA von stérenden Bestandteilen erfolgte eine Zentrifugation fir 5 min
bei 4°C (10 000 rpm, Beckmann Avanti'™ 30 Centrifuge, GMI Ramsey MN, USA). Der
Uberstand wurde in ein neues RNase-freies ReaktionsgefaB liberfiihrt und 160 ul Chloroform
hinzu gegeben, nach 15 sec kraftigem manuellem Mischen folgten erneut 3 min Inkubation
bei RT. Um die wassrige von der organischen Phase zu trennen, wurde anschlieBend 15 min
bei 4°C (10 000 rpm) zentrifugiert und die wassrige Oberphase in ein neues RNase-freies
ReaktionsgefaB tberflihrt.

Die RNA wurden mit 400 pl Isopropanol ausgeféllt. Dazu wurden die Proben
gemischt, 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 4°C 15 min in der Kihlzentrifuge
bei 10 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Sediment wurde zweimal
mit 500 pl 75%igem Ethanol gewaschen und zwischendurch kraftig gemischt.

AbschlieBend erfolgten 5 min Zentrifugation bei 4°C (10 000 rpm), der Uberstand wurde
verworfen und das Sediment 10 min bei RT getrocknet.

Gel6st wurde die RNA in 50 ul RNase-freiem Wasser (DEPC-H,O) und der RNA-Gehalt
photometrisch (Eppendorf-BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bestimmt.
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3.1.6 DNase Verdau

Eventuelle Verunreinigungen mit genomischer DNA wurden mittels Verdau mit DNase | nach
Angaben des Herstellers (New England Biolabs, Ipswich, GroBbritannien) aus den RNA-
Proben entfernt. Die Inkubationsschritte der DNase-Reaktion erfolgten im Biometra
Thermocycler (Biometra T Gradient, Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland). (Protokoll
siehe Anhang, Tab. 23)

3.1.7 cDNA Synthese

Das Umschreiben der RNA in komplemtare DNA (cDNA) erfolgte mit Hilfe des RevertAid™ H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers fir die Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR; Anhang, Tab. 24), fur
die quantitative Real-Time PCR (qPCR) nach modifiziertem Protokoll (Anhang, Tab. 28). Alle
Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Die Inkubationsschritte der Reversen
Transkription (RT) wurden in einem Biometra Thermocycler (Biometra T Gradient, Biometra
GmbH, Géttingen, Deutschland) durchgefihrt.

3.1.8 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) diente dem qualitativen
Nachweis des Transgens auf mRNA-Ebene im Herzgewebe. Dabei folgte auf die cDNA
Synthese (Abschnitt 3.1.7) eine PCR mittels der in Tabelle 25 (siehe Anhang) aufgefihrten
Primer im Biometra Thermocycler (Biometra T Gradient, Biometra GmbH, Géttingen,
Deutschland). (Protokolle siehe Anhang, Tab. 26 und 27)

3.1.9 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die gPCR ermdglicht unter anderem Riickschliisse auf die Transkription einzelner Gene im
Vergleich zu Genen, deren mRNA durch eine Behandlung nicht verandert exprimiert wird, zu
ziehen. Unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR®-Green | (bindet an
doppelstrangige DNA) wird die zyklische Vermehrung des PCR-Produktes erfasst. Die
Spezifitdt des Produkts kann nach Etablierung der entsprechenden Primer mittels einer
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Schmelzkurve festgestellt werden, die durch graduelle Erhéhung der Temperatur auf 95°C
erzeugt wurde.

Fir jedes Gen erfolgte pro Tier jeweils eine Dreifachbestimmung der Ventrikelprobe (+RT)
und eine Einfachbestimmung der negativ Kontrolle (cDNA-Synthese ohne Zugabe von
Reverse Transkriptase = -RT). Fir jedes untersuchte Gen wurde auBerdem eine
Wasser-Kontrolle (Leerprobe) mitgefiihrt. Die gqPCR wurde in einem Stratagene Mx3005P
System mittels Platin SYBR Green KIT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) nach Angaben
des Herstellers und durch Zugabe des jeweils spezifischen Primerpaares durchgefihrt.

Die Auswertung erfolgte gemaB der 202 Methode nach Livak et al. 2001, bei der die
mRNA-Expression eines Zielgens auf die mRNA-Expression des nicht regulierten
Referenzgens (18S rRNA) bezogen und anschlieBend die Differenz zwischen WT bzw.
Kontrolle und untersuchtem Genotyp bzw. Stimulation gebildet wurde. Die Darstellung
erfolgte als relative mRNA-Expression zur jeweils gewahlten Referenz. Die
mRNA-Expression des eGFP wurde ermittelt als Acycle threshold (Ct)-Wert aus den
Ct-Werten des eGFP und des 18S rRNA Niveaus (Ct eGFP - Ct 18S rRNA).

Untersucht wurde die mRNA-Expression bestimmter Gene im Ventrikel (Tab. 1), die mit
Fibrosierung (Col1atl, Col3a1 und Fn1) und kardialer Hypertrophie (Nppa, Nppb sowie
aMHC und BMHC) assoziiert sind. Daneben waren proinflammatorische Gene (Serpina3)
von Interesse und solche die in der kardialen Erregungsbildung (Kcnh2) bzw. bei der
elektromechanischen Kopplung (Cacnaic) eine wichtige Rolle spielen. AuBerdem wurden
die mRNA des endogenen MR (Nr3c2) und des eingebrachten Transgens (eGFP) analysiert.
Die verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. (Protokolle siehe Anhang,
Tab. 28 bis 30)
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. verwendetes
Gen Abkiirzung Synonym
18S ribosomale Ribonukleinsaure Rni18s 18S rRNA
Kollagen Typ 1, Subtyp a1 Colta1
Kollagen Typ 3, Subtyp aft Col3a1
Fibronektin 1 Fni
Atriales natriuretisches Peptid/natriuretisches Peptid Typ A Nppa
Natriuretisches Peptid Typ B Nppb
Myosin, schwere Kette 6, a-Isoform Myh6 aMHC
Myosin, schwere Kette 7, B-Isoform Myh7 BMHC
Serpin Peptidase Inhibitor, Stamm A, Mitglied 3 Serpina3
a-Untereinheit des spannungsabhangigen Kaliumkanals hERG Kenh2
a1C-Untereinheit des spannungsabhangigen L-Typ Calciumkanals Cacnalc
Nuklearrezeptor aus der Subfamilie 3, Gruppe C, Mitglied 2 Nr3c2
endogener Mineralokortikoidrezeptor
verstarkt griin fluoreszierendes Protein eGFP

Tab. 1: Liste der mittels gPCR untersuchten Gene.
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Gen Sequenzen Temperatur (°C) | Fragmentlénge (bp)

18S rRNA 5:-gtaacccgttgaaccccatt-S', 62 150
5'-ccatccaatcggtagtagcg-3
5'-acatgttcagctttgtggacc-3’

Coltat 5'-taggccattgtgtgtatgcagce-3’ 57 110

Col3u 5:-tggtagaaaggacacagaggc/:—S' 64 583
5'-tccaacttcacccttagcacc-3
5'-ttaagctcacatgccagtge-3'

Fni 5'-tcgtcatagcacgttgcttc-3' 57 208
5'-gtgcggtgccaacacagat-3'

Nppa 5'-gcttcctcagtctgetcactca-3’ 64 123
5'-ccagtctccagagcaattcaa-3’

Nppb 5'-agctgtctctgggcecatttc-3' 64 81

«MHC 5:-gctgacagatcgggagaa’scag-S' 64 121
5'-cccctatggcetgcaatge-3

BMHC 5:-actcaagcgggagaacaaga-,S’ 64 213
5'-acctgggacaactccaactg-3
5'-gggagtcagctatcacagaggctg-

Serpina3 3 60 160
5'-gactgcagcatccattcccaacgt-3'

Kcnh? 5'-cgcaagttcatcatcatcgctaa-3’ 64 549
5'-aggaagcagctcccaictit-3’

Cacnaic 5:-tcactggctcacagaagtgc-3" 64 184
5'-gatcttcgtctccaccagga-3

Nr3c2 5:-ttggtgtgaattcaggtgga-3', 58 305
5'-gtgacaccagaagcctcat-3

eGFP 5:-acaaccactacctg ag cacc,:-3’ 60 109
5'-cggacttgtacagctcgtc-3

Tab. 2: Primerliste fur gPCR.
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3.1.10 Protein-Isolation

Frisch isoliertes Gewebe wurde, nach dem Tod des jeweiligen Tieres so schnell wie mdglich
in isotoner Kochsalzlésung vom Uberschissigem Blut befreit, direkt in ein Reaktionsgefal
mit 400 yl Homogenisierungspuffer bei Raumtemperatur gegeben und anschlieBend in
Puffer mechanisch zerkleinert. Mittels Ultraschall-Behandlung (Sonopuls Homogenisator
HD2070, Bandelin, Berlin, Deutschland) fur dreimal 30 sec bei 75% Leistung (entspricht
einer Arbeitsfrequenz von 15 kHz) wurden die Gewebestlicke vollstdndig homogenisiert, die
Homogenate fir 30 min bei RT inkubiert und anschlieBend 30 min mit 14 000 x g bei RT zur
Trennung der Proteine von unléslichen Bestandteilen zentrifugiert (Centrifuge 5415C,
Eppendorf Hamburg, Deutschland). Die im Uberstand befindlichen Proteine wurden in ein
neues ReaktionsgefaB Uberflhrt und der Proteingehalt bestimmt.

Die Proteinbestimmung der SDS-haltigen Proben erfolgte nach Lowry et al. 1951. Als

Standard wurde aus Rinderserum gewonnenes Albumin verwendet.

3.1.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um eine gleichmé&Bige Lauffront im Trenngel zu erhalten, wurden zunachst alle Proben mit
destilliertem Wasser und Probenpuffer (2x) auf gleiches Volumen eingestellt (max. 50 pl),
anschlieBend 5 min bei 95°C denaturiert und schlieBlich in die Taschen des
Sammelgels (4%) pipettiert. Freie Taschen wurden mit gleichem Volumen
Probenpuffern (1x) gefullt. Es wurden gleiche Proteinmengen fir jede Probe aufgetragen.
Zur Konzentrierung der Proben wurde fir das Sammelgel zunachst eine Spannung
von 100 V (Stromquelle: Biometra Standard Power Pack P25, Biometra GmbH, Géttingen,
Deutschland) eingestellt, die Auftrennung der Proteine erfolgte elektrophoretisch im Trenngel
(6% fir hMR bzw. 10% fiir hMR"F) mit 200 V bei RT in der Minigel Twin® Gelkammer
(Biometra Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland) (Stromquelle: Biometra Standard Power
Pack P25, Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland). Ein handelsiblicher Molekulargewicht-
Standard (PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland) wurde ungekocht als Marker eingesetzt. Die Elekirophorese erfolgte im
Elektrophoresepuffer.
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3.1.12 Protein-Transfer auf Nitrocellulosemembran

Der Transfer vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran (Whatman GmbH, Dassel,
Deutschland) mittels Nassblottechnik erfolgte bei einer Gesamtstromstarke von 1,5 A
etwa 2,5 h bei 4°C im Transferpuffer in einer Biorad Trans-Blot® Cell Transferkammer
(Biorad, Miinchen, Deutschland, Stromquelle: Biorad Modell 200/2.0 Stromquelle, Biorad,
Minchen, Deutschland). Als Beladungs- und Qualitatskontrolle wurden die Membranen mit
Ponceau-Rot angeféarbt.

3.1.13 Immunologische Identifizierung von Proteinen

Der Nachweis der spezifischen Proteine konnte direkt auf der Nitrocellulose im Anschluss an
die Ponceau-Farbung durchgeftihrt werden. Zur Detektion beider Proteine (hMR = 135 kDa,
hMRPEF = 62 kDa) wurde ein polyklonaler anti-GFP Antikérper (GFP (FL):sc-8334, Santa
Cruz Biotechnology, INC., Santa Cruz, USA) eingesetzt.

Zum Auswaschen des Ponceau-Farbstoffs wurden die Membranen zweimal 10 min mit
PBS (1x) gewaschen und anschlieBend 1 h mit Blockierungspuffer bei RT inkubiert. Es folgte
eine Inkubation mit dem 1. Antikérper (anti-GFP, 1:300) im Blockierungspuffer tber Nacht
bei 4°C. Danach wurden die Membranen einmal 1 min und finfmal 5 min mit PBS (1x)
gewaschen und als nachstes 2 h mit dem 2. Antikdrper (anti-rabbit IG gekoppelt an
Alkalische Phosphatase, 1:1000, Sigma-Aldrich Chemical Co, St Louis, MO, USA) in
Blockierungspuffer bei RT inkubiert. AbschlieBend wurde erneut mit PBS (1x) einmal 1 min
und funfmal 5 min gewaschen. Um die Membran fur die Detektion zu &quilibrieren, wurde
zweimal 2 min mit AP-Puffer gespult.

Zur Analyse wurden die jeweilige Membran mit einer NBT/BCIP-Mischung (siehe Anhang,
Puffer und Lésungen) inkubiert bis Banden zu erkennen waren. Die alkalische Phosphatase
Reaktion wurde durch Spllen der Membran mit Wasser gestoppt.

3.2 Tierexperimentelle Methoden
3.2.1 Narkose

Die Dosierung des Narkosemittels erfolgte nach Kérpergewicht (KG). Intraperitoneal (i.p.)
wurde eine Kombination aus Midazolam 18 mg/kg KG (Midazolam 100 mg/50 ml
Injektionslésung, Ratiopharm, Deutschland) und Ketamin 160 mg/kg KG (Ketamin-HCI
(Racemat), Sigma-Aldrich, Deutschland, 120 mg/ml in isotoner Kochsalzlésung
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Infusionslésung Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v. d. H., Deutschland)
injiziert. Die Narkosetiefe wurde durch Testung des Zwischenzehenreflexes ermittelt. Eine
ausreichende Narkosetiefe wurde bei Wegfallen des Zwischenzehenreflexes erreicht (GV-
Solas, Ausschuss fur Anasthesie 2013).

Aufgehoben wurde die Narkose mit Hilfe des Benzodiazepin-Antagonisten
Flumazenil 5 mg/kg KG (Flumazenil 0,1 mg/ml Injektionslésung, Fresenius Kabi,
Deutschland).

3.2.2 Organpraparation

Fir die Organentnahme wurden die Mause entweder direkt narkotisiert oder im Anschluss
eines Experiments gegebenenfalls erneut betaubt.

Die Bauchhbhle wurde er6ffnet, die Organe entnommen, mit isotoner Kochsalzlésung
gespult und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Die
Erfassung der Organgewichte erfolgte mittels elektronischer Waage (Mettler AT261
DeltaRange®, Mettler-Toledo GmbH, GieBen, Deutschland).

3.2.3 Elektrokardiographie (EKG)

Zur Untersuchung der elektrischen Erregung des Herzens wurden die Potenzialanderungen
Uber die Haut mittels bipolarer Extremitaten-Ableitung nach Einthoven (l.) an narkotisierten
Mausen durch ein kommerzielles EKG-System (BioAmp, AD-Instruments, Spechbach,
Deutschland) ermittelt.

Aufgezeichnet wurde das EKG durch Chart 5 (PowerLab, ADInstruments, Spechbach,
Deutschland) und die relevanten Parameter anschlieBend ebenfalls mit dieser Software

ausgewertet. Um zirkadiane Einflisse zu minimieren, wurden das EKG zwischen neun
und elf Uhr vormittags aufgezeichnet.

Analysiert wurden die Herzfrequenz (HF) und die Veranderung des Abstandes zwischen
zwei Herzschlagen (RR-Intervall, RR), die Dauer der Erregungsbildung/-ausbreitung in den
Vorhéfen  (Vorhofdepolarisation, P-Welle) und den Kammern (intraventrikulare
Erregungsausbreitung, QRS-Komplex) sowie die Erregungsrickbildung
(Kammerrepolarisation, T-Welle), die Dauer der atrioventrikuldren Erregungsuberleitung
(Zeit, die die Erregung von den Vorhéfen zu den Ventrikeln benétigt = vom Anfang der P-
Welle bis zum Beginn der Q-Zacke, PQ-Intervall) und die Dauer der gesamten
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intraventrikularen  Erregungsdauer (QT-Intervall), abhangig von der Herzfrequenz
(QT-Intervall frequenzkorregiert = QT-Intervall).

Da die Erregungsleitung der Maus (400 bis 600 Schlage/min) um ein Vielfaches schneller ist
als beim Menschen (ca. 70 Schlage/min), ergeben sich folgende Unterschiede zum EKG des
Menschen: die Erregungslberleitung von den Vorhéfen auf die Kammern bei der Maus als
PR und nicht als PQ Intervall bezeichnet, wohingegen der Begriff QRS-Komplex fir die
Kammerdepolarisation weiterhin bestehen bleibt (Goldbarg et al. 1968).

Da der Beginn der Kammerrepolarisation (ST-Strecke) bei der Maus nicht eindeutig zu
identifizieren ist, wurde das QT- bzw. das frequenzkorrigierte QT Intervall flr die
Beurteilung der gesamten Kammerrepolarisation herangezogen.

Neben den oben genannten Parametern wurde besonders auf mdogliche Arrhythmien und
Uberleitungsstdrungen geachtet.

Die unterschiedlichen Abschnitte der Erregungsausbreitung im Maus-EKG sind in
Abbildung 8 dargestellt.

Abb 8: Schematische Darstellung des Elektrokardiogramms einer murinen
Herzstromkurve (modifiziert nach Fortmdiller 2004).

P Dauer der intraatrialen Erregungsausbreitung
: : T PR  Dauer der atrioventrikularen Erregungsuberleitung
¢ PQ/PR §QRS§T§ QRS Dauer der intraventrikuldren Erregungsausbreitung

e e e T Dauer der intraventrikularen Erregungsriickbildung
,ﬂ, QT  Dauer der gesamten intraventrikulren Erregung

3.2.4 Echokardiographie

Die linksventrikulare Herzfunktion und -dimension wurde, nach Entfernung des Fells im
Brustbereich durch handelstbliche Enthaarungscreme (Veet For Men Haarentfernungs-Gel,
Reckitt Benckiser Group, Berkshire, Wales), anhand der zweidimensional gesteuerten
Echokardiographie in vivo an narkotisierten Tieren mittels Vevo® 2100 Sonograph (Visual
Sonics, Toronto, Kanada) nach Anleitung des Herstellers untersucht. Um zirkadiane
Einflisse zu minimieren, wurden die Ultraschalluntersuchungen ebenfalls vormittags

zwischen neun und elf Uhr aufgezeichnet.
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Zur Visualisierung der Gewebebewegung der linken Kammer wéhrend der Systole und der
darauf folgenden Diastole (= 1 Herzzyklus) wurde das Herz in der Léangsachse dargestellt
und far die anschlieBende Quantifizierung im M-Mode (Zeitabhangige (X-Achse),
eindimensionale Ultraschallmessung (Y-Achse)) aufgezeichnet.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Vevo 2100 1.1.2 (Visual Sonics, Toronto, Kanada)
Software, nach Vorlage des Herstellers wie in Abbildung 9 dargestellt.

Schalltiefe [mm]

Zeit [s]

Abb. 9: Schematische Darstellung einer zweidimensionalen Echokardiographieaufnahme. Zur
Analyse der Herzfunktion des L&ngsschnitts der linken Kammer wurde der so genannte M-Mode
verwendet. Die Auswertung erfolgte Uber drei Herzzyklen (1). Die Dimensionen des Herzens wurden
jeweils in der Systole (2-4) und in der vorangegangen Diastole (5-7) bestimmt.

Die Herztatigkeit wurde jeweils Uber drei Herzzyklen erfasst und die Dimension der linken
Kammer zusatzlich isoliert in der Systole und der vorangegangen Diastole bestimmt, dabei
wurden neben der Herzfrequenz (HF) auch das Herzzeitvolumen (HZV), die Ejektionsfraktion
(= Prozentsatz des ausgeworfenen Blutvolumens, EF), das Verkirzungsvermdgen (fractional
shortening (gibt an, um wie viel Prozent sich der Ventrikel in der Systole gegenuber der
Diastole verklrzt), FS), das Schlagvolumen (SV), das enddiastolische (EDV) und
endsystolische Volumen, der enddiastolische (EDD) und endsystolische (ESD)
Kammerdurchmesser, die diastolische (SDp) und systolische Septumdicke (SDs) sowie die
diastolische (HDp) und systolische Hinterwanddicke (HDs) analysiert. Zur Beurteilung der
Pumpleistung der Kammer wurde die ermittelte Ejektionsfraktion herangezogen.

3.2.5 Behandlung mit Kaliumcanrenoat

Den fur die Zucht vorgesehen aMHC hMR transgenen Weibchen wurde von Beginn der
Verpaarung Uber das Trinkwasser der aktive Metabolit des Spironolactons, Kaliumcanrenoat
(Canrenoic acid potassium salt, #C7287, Sigma-Aldrich, Deutschland), zugefittert
(30 mg/kg/d), um den MR zu blockieren. Bis zum Absetzen der Jungen wurde wdchentlich
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das Gewicht der Mause ermittelt und die benétigte Menge Kaliumcanrenoat abhéngig von
Gewicht und Trinkmenge der Jungen und der Mutter neu berechnet.
Nach Absetzen und Genotypisierung der Nachkommen wurden die Wildtyp (WT) von den TG

Mausen getrennt und nur letztere weiterhin mit Kaliumcanrenoat versorgt.

3.2.6 B-Adrenozeptor-Stimulation

Nach Aufzeichnung eines Ruhe-EKGs bzw. des Ruhe-Ultraschalls wurde den
Tieren 1 mg/kg des synthetischen Sympathomimetikums Isoprenalin (ISO, verdlnnt in
isotoner Kochsalzlésung Infusionslésung Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
v. d. H., Deutschland) i.p. injiziert. Der anschlieBende Frequenzanstieg kennzeichnete eine
erfolgreiche Stimulation. Bei maximaler Stimulation (Frequenzmaximum) erfolgte die Analyse

der Erregungsausbreitung und der Funktion bzw. Dimension der linken Herzkammer.

Der Verlauf einer EKG-Messung unter ISO-Gabe ist beispielhaft in Abbildung 10 dargestellt.

;, 2

N Abb. 10: Schematischer Verlauf einer EKG-
o Messung unter Kkurzfristiger p-Adrenorezeptor-
= 1 \ Stimulation. Bei adaquater Narkosetiefe (1) erfolgte
E 1 mg/kg I1SO eine I1SO-Injektion. Die maximale Stimulation wurde

im Frequenzmaximum nach ISO-Injektion ermittelt

(2).

Zeit [min]

3.2.7 Behandlung mit Aldosteron und Natriumchlorid

Um die Auswirkungen einer pathologischen hMRP"-Aktivierung durch ein unphysiologisches
Aldosteron-Natriumchlorid-Verhéltnis untersuchen zu kénnen, wurde den finf Monate alten
Mausen subkutan jeweils ein Aldosteron-freisetzendes Pellet (Freisetzungsrate 0,75 pg/h =
600 pg/kg/d, Innovative Research of America, Sarasota, USA) implantiert und Uber den
Versuchszeitraum von vier Wochen 1% Natriumchlorid (NaCl) oral Uber das Trinkwasser
zugefihrt (1 g NaCl geldst in 100 ml Leitungswasser) (WT/Aldo+NaCl, hMRP5F/Aldo+NaCl).
Die Kontrolltiere wurden ebenfalls in Narkose versetzt, es wurde jedoch kein Pellet
implantiert. Diese Mause erhielten Leitungswasser ad libitum Uber den gesamten
Versuchszeitraum (WT/Kontrolle, hMR"5F/Kontrolle).
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Die EKG- und Ultraschall-Aufzeichnungen sowie die Ermittlung des Kérpergewichts erfolgten
an Tag 28 nach der (Pseudo-)Operation. Blut und Organe wurden zur weiteren Analyse

entnommen.

3.3 Immunhistochemische Methoden

Fdr immunhistochemische Untersuchungen wurde die Herzspitze vom restlichen Ventrikel
abgetrennt und in PBS-gepufferter 4% Formaldehydlésung flr die anschlieBende Paraffin-
Einbettung fixiert.

Flr die pathohistologische Untersuchung wurden die Gewebeschnitte routinemaBig mit
Hamatoxylin und Eosin gefarbt.

Zur Detektion der eGFP-gekoppelten Proteine wurden die angefertigten 4 pum dicken
Querschnitt des Gewebes mittels Xylol und Ethanol-Gradient (absteigend) Spulung wieder
vom Paraffin befreit. Flr die immunhistochemische Analyse wurde das Antigen durch
Erhitzen der entparaffinisierten Schnitte in 10 mM Natriumzitrat-Puffer (pH 6) fir 30 min
bei 95°C (in einem haushaltsiblichen Dampfkochtopf) (Buchwalow and Boecker 2010)
wieder zuganglich gemacht. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation mit dem polyklonalen
anti-GFP Antikérper (1:300) tGber Nacht bei 4°C.

Fir die Visualisierung des gebundenen 1. Antikdrpers wurden die Schnitte, nach den
entsprechenden Waschschritten mit PBS und anschlieBender Inkubation mit einem 0,6%
H.O,-Methanol Gemisch (10 min, Inaktivierung endogener Peroxidasen), fir 1 h bei RT mit
biotinyliertem goat-anti-rabbit Antikérper (1:300, Dianova, Hamburg, Deutschland) behandelt.
Final wurden die Zellkerne der Proben fir 15 sec mit DAPI (5 pg/ml in PBS; Sigma,
Deutschland) angeféarbt und mit Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
fixiert (Buchwalow et al 2011).

Der an Streptavidin gebundene Fluoreszenzfarbstoff Alexa-547 (Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) des 2. Antikérper wurden mittels EnVision Horse Radish Peroxidase (HRP)
System (DAKO Corporation, Hamburg, Deutschland) detektiert. Die HRP Aktivitat wurde mit
dem NovaRed substrate KIT (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) visualisiert.

Die gefarbten Schnitte wurden mit einem Zeiss Mikroskop 'Axio Imager Z1' untersucht, die
Bilder mittels einer AxioCam digital Mikroskop Kamera aufgenommen und mit der Software
AxioVision image processing (Carl Zeiss Vision, Deutschland) ausgewertet.

Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat. habil. Igor B.
Buchwalow (Institut fir Hamatopathologie, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt.
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3.4 Statistik

Alle aufgeflhrten Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Mit ,n* wird die Anzahl der Mause angegeben. Die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse mit Hilfe der Log-Rank-Statistik
ermittelt. Statistisch Unterschiede wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U- bzw. des One-
Sample-T-Tests (gegen Null) mit der Prism 5 Analyse-Software (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) berechnet. p-Werte kleiner 0,05 wurden dabei als statistisch signifikant
betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Etablierung der transgenen Mauslinien

Der erste Schritt zur Erstellung der Arbeit war die Etablierung der transgenen Mauslinien
nach Pronukleus-Injektion. Dafir wurden zunéchst die transgenen Tiere ermittelt und
sichergestellt, dass das eingebrachte Konstrukt sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-

Ebene in diesen Tieren reguliert und exprimiert wurde.

4.1.1 Nachweis des Transgens im Genom

Zur Etablierung der Mauslinien, wurden zundchst die aus der Pronukleus-Injektion
hervorgegangenen transgenen Mause identifiziert. Hierzu erfolgte im ersten Schritt eine
Analyse der genomischen DNA der Fy-Generation mittels PCR. Das hierbei verwendete
Primerpaar lieferte bei WT-Tieren kein PCR-Produkt. Bei den aMHC hMR-Mausen dagegen
war ein Fragment mit der Lange von 2700 bp zu erwarten und bei den aMHC hMRP5 -Tieren
sollte ein PCR-Produkt mit 700 bp generiert werden. Wie in Abbildung 11 A und B zu sehen
ist, konnten die vorausgesagten Produkte erfolgreich amplifiziert werden. Somit wurde
belegt, dass die jeweiligen Konstrukte in die genomische DNA integriert waren.

Diese PCR wurde im Verlauf der Zucht routinemaBig zur Identifizierung der transgenen
Nachkommen eingesetzt (Genotypisierung).

A) B)

bp Plasmid WT hMR bp Plasmid WT  hMRDEF
3000
1000

1000

Abb. 11: Reprasentative Agarosegele der Genotypisierungs-PCR fiir aMHC hMR- (A) und fir aMHC
hMRPEF-Proben (B).
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4.1.2 Nachweis der kardialen Transkription der transgenen Rezeptoren

Um festzustellen, ob in den transgenen Tieren eine Transkription des integrierten Gens
stattfand, erfolgte die Untersuchung der kardialen mRNA-Expression qualitativ mittels
Reverse Transkriptase (RT)-PCR. Das jeweilige RT-PCR-Produkt hatte bei beiden Linien die
erwartete GréBe von 350 bp (Abb. 12A und B). Es konnte somit belegt werden, dass sowohl
das hMR- als auch das hMRP®-Gen kardialen Transkriptionsprozessen unterlagen. Bei
WT-Tieren zeigte sich keine entsprechende mRNA-Expression.

B)
Plasmid hMR__ WT bp Plasmid hMRPEF WT

500

Abb. 12: RT-PCR. Dargestellt ist der qualitative Nachweis der mRNA-Expression fur hMR (A) und
hMRPE" (B) in Herzen von transgenen und Wildtyptieren.

4.1.3 Nachweis der kardialen Proteinexpression der transgenen Rezeptoren

Anhand einer Hamatoxylin und Eosin (HE)-Ubersichtsfarbung sollte anschlieBend in
Gewebeschnitten der formalin-fixierten Ventrikel untersucht werden, ob die Kkardiale
Expression der transgenen Rezeptoren zu Veranderungen im Gewebe geflihrt hatte. Es
konnten dabei jedoch keine pathologischen Veranderungen im Herzgewebe der transgenen
Mause im Vergleich zum WT festgestellt werden (Abb. 13A).

Um die Proteinexpression des jeweiligen transgenen Rezeptors zu betrachten, erfolgte eine
immunhistochemische Farbung in den Gewebeschnitten mittels anti-GFP-Antikérper. Dabei
zeigte sich bei den aMHC hMR-Herzen eine Akkumulation der Farbung in den Zellkernen der
Kardiomyozyten. Im Herzgewebe der aMHC hMRP¥-Mause war dagegen eine diffuse
Farbung des Zytosols zu beobachten. Diese Verteilung der Farbung korreliert mit der
fehlenden Translokation des aktivierten hMRPEF-Rezeptors in den Zellkern. In den WT-
Herzen war unter der Verwendung des anti-GFP-Antikérpers kein Signal detektierbar
(Abb. 13B).

Anhand der immunhistochemischen Farbung konnten somit in den transgenen Tieren sowohl
der hMR auch der hMRP5F im Herzgewebe auf Proteinebene nachgewiesen werden. Das
unterschiedliche Farbmuster belegte auBerdem die verschieden Eigenschaften der beiden

transgenen Rezeptoren.
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Abb. 13: Histologische Untersuchungen. Dargestellt sind die immunhistochemischen Farbungen der
Gewebeschnitte von WT-, hMR- und hMRP® -Herzen. A) HE-Ubersichtsfarbung (VergroBerung 20x),
B) anti-GFP-Farbung (VergréBerung 40x).

Erganzend zum Nachweis der kardialen Proteinexpression durch die Immunhistochemie
sollte mittels Western Blot-Technik untersucht werden, ob die transgenen Rezeptoren auf
Proteinebene spezifisch im Herzen exprimiert wurden. Unter der Verwendung eines anti-
GFP-Antikérpers konnte bei den aMHC hMRP¥F-Mausen dabei die spezifische kardiale
Proteinexpression des an den transgenen Rezeptor gekoppelten eGFP belegt werden. In
Lunge, Leber und Niere dieser Tiere war ebenso wie im Herzen von WT-Mausen kein
Protein mit der entsprechenden GrdBe detektierbar (Abb. 14). Der erfolgreiche
Proteintransfer auf die Nitrocellulosemembran wurde dabei mittels Ponceau-Farbung
Uberprift (siehe Anhang).

Das Western Blot-Ergebnis bestatigte somit die erwartete spezifische kardiale Transkription
und Translation des transgenen Rezeptors in den aMHC hMRP5 -Mausen.

Ein Nachweis des kompletten Rezeptors (hMR) auf Proteinebene war trotz der Verwendung
unterschiedlicher Antikérper (anti-GFP, anti-MR) und Puffersysteme mittels Western
Blot-Technik bei den aMHC hMR-Tieren nicht méglich.

WT hMRPEF
kDa Kontrolle Herz Herz Lunge Leber  Niere

62— m— -

Abb. 14: Western Blot-Analyse. Dargestellt ist der Nachweis der spezifischen kardialen
Proteinexpression des transgenen Rezeptors in aMHC hMRP® -Mausen.
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4.1.4 Zucht der transgenen Mauslinien

Durch die zuféllige Integration des aMHC hMR-Konstrukts mittels der Pronukleus-Injektion in
das Genom stand zunachst ein weibliches Zuchttier (Founder) fir die Etablierung des
Modells zur Untersuchung der genomischen Effekte des MR zur Verfugung (hMR-Linie).
Durch Inzuchtverpaarung mit WT-Tieren wurden bei normaler WurfgroBe (7 bis 11 Junge)
zwar aMHC hMR-Mause geboren, jedoch verstarben alle transgenen Jungtiere innerhalb
der ersten zwei Wochen nach der Geburt (Abb. 15). Da keine WT-Geschwistertiere starben,
wurde die postnatale Letalitat der transgenen Tiere vermutlich durch die kardiale Expression
des hMR verursacht.

Aus einer erneuten Pronukleus-Injektion gingen vier aMHC hMR-Tiere fur einen zweiten
Zuchtversuch (14 und 39, Fo-Generation) hervor. Die Fi-Generation der Inzuchtverpaarung
fihrte zu vier aMHC hMR-Nachkommen (33 und 12). Da auch bei diesen transgenen
Tieren davon ausgegangen werden musste, dass die kardiale Expression des hMR letal
war, wurde ihnen nach erfolgreicher Genotypisierung der synthetische MR-Inhibitor
Kaliumcanrenoat (K-Canrenoat, 30 mg/kg/d) Uber das Trinkwasser zugefittert. Die MR-
Inhibition wurde wahrend der anschlieBenden Verpaarungen bis zu einem definierten
Zeitpunkt vor den Experimenten fortgesetzt, da nicht bekannt war, ab welchem Zeitpunkt
eine Aktivierung des hMR die Letalitat einsetzte.

Unter der Kaliumcanrenoat-Behandlung bekam nur ein transgenes Tier (%) der
Fi-Generation transgene Nachkommen (F>-Generation). Aus der F,-Generation gingen unter
der Kaliumcanrenoat-Behandlung keine weiteren aMHC hMR-Tiere mehr hervor. Das
Ausbleiben weiterer transgener Nachkommen ist hier vermutlich durch die antiandrogene
Wirkung des Kaliumcanrenoats bedingt. Ein Zuchtversuch mit WT, die niemals mit
Kaliumcanrenoat behandelt wurden, war jedoch ebenfalls nicht erfolgreich. Ein vorzeitiges
Absetzen des MR-Inhibitors wurde nicht in Betracht gezogen, da die Gefahr bestand, dass
die Zuchttiere aufgrund der MR-Aktivierung friihzeitig versterben kénnten. Somit standen far
die Untersuchung der kardialen aMHC hMR-Uberexpression jedoch nur wenige Tiere aus
der Fo-Generation zur Verfligung (niota = 20). Eine langfristige Etablierung der aMHC hMR-
Linie war somit im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich.
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Abb. 15: Kaplan-Meier Statistik. Dargestellt ist

Uberlebenswahrscheinlichkeit [%)]

5. Ve WT die postnatale Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
— MR aMH_C hMR—Tiere mit und ohne Gabe des MR-
w== hMR/K-Canrenoat _NHibitors Kallumc._anrenoat (hMR/K-Canre_noat).

0 . . 1 p<0,05 ohne Kaliumcanrenoat, n = 15 bis 33.

0 10 20 30 p>0,05 nach Gabe von Kaliumcanrenoat,
Tage nach der Geburt n = 20 bis 45.

Parallel zur Etablierung des der aMHC hMR-Linie erfolgte die Etablierung des Mausmodells
fir die nichtgenomischen Effekte des MR (aMHC hMRP*"-Linie).

Nach der Pronukleus-Injektion des aMHC hMRP® -Konstrukts standen zwei Founder (13
und 19) zur Verfiigung, um das Tiermodell der kardialen aMHC hMRP-Uberexpression zu
etablieren. Die Verpaarung der aMHC hMRP  -Tiere erfolgte, wie bei der aMHC hMR-Linie,
mit WT-Mausen nach dem Inzuchtmodell und wies ebenfalls eine normale Wurfgr6Be (7
bis 11 Jungen) auf.

In der Fo-Generation bekam nur ein Founder (9) transgene Nachkommen. Die weitere Zucht
verlief ohne Probleme, da keine erhbhte Letalitat zu beobachten war (Abb. 16) und auf die
Gabe von Kaliumcanrenoat verzichtet werden konnte. Die Etablierung der aMHC hMRPFF-
Linie konnte somit direkt nach der ersten Pronukleus-Injektion erfolgen.

100
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60+

40-

Uberlebenswahrscheinlichkeit [%]

20 veooWT Abb. 16: Kaplan-Meier Statistik. Dargestellt ist

== hMR’"  die postnatale Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir

0 . . ,  aMHC hMR * -Tiere bis zum Zeitpunkt der

0 10 20 30 Entwdhnung von der Mutter. p > 0,05, n = 158
Tage nach der Geburt bis 244.
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4.2 Kardialer Phianotyp der hMRPF-iiberexprimierenden Miuse

Nach erfolgreicher Etablierung der transgenen Mauslinien wurden die kardialen Ph&notypen
der beiden hMR-Varianten untersucht. Hierbei diente die aMHC hMR-Linie der
Differenzierung zwischen genomischen und nichtgenomischen Effekien. Es erfolgte
zunachst eine umfassende kardiale Untersuchung sechs Monate alter aMHC hMR- und
aMHC hMRP¥-Mause im Vergleich zu WT-Mausen. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden
dieselben Parameter bei zw6lf Monate alten M&usen ebenfalls erfasst.

Fir die Untersuchung der sechs Monate alten aMHC hMR-Mause wurde einen Monat vor
den Versuchen der MR-Inhibitor Kaliumcanrenoat abgesetzt und somit die Blockierung des
MR aufgehoben. Die Tiere erhielten Uber die verbleibenden vier Wochen Leitungswasser ad
libitum. Bis zum Versuchszeitpunkt verstarben keine Mause dieser Gruppe (Abb. 17A).

Die aMHC hMR-Méause der zwélf Monate alten Untersuchungsgruppe erhielten den MR-
Inhibitor bis zum Alter von elf Monaten. Analog zu den mit sechs Monaten untersuchten
Tieren, bekamen diese Mause anschlieBend uber die verbleibenden vier Wochen
Leitungswasser nach Bedarf. Ohne MR-Inhibition verstarben in dieser Gruppe ebenfalls
keine aMHC hMR-Mause bis zum Untersuchungszeitpunkt mit zwélf Monaten (Abb. 17B).
WT- und aMHC hMRP* -Tiere bekamen wahrend der gesamten Lebenszeit Leitungswasser
nach Bedarf.

A) Sechs Monate alte Mause B) Zwolf Monate alte Mause
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Abb. 17: Kaé)lan-Meier Statistik. Dargestellt ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit fir aMHC hMR- und
aMHC hMR"¥-Nachkommen bis zum Alter von sechs (A) und zwdlf Monaten (B). p > 0,05 gegentiber
WT, n =6 bis 244.
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4.2.1 Morphologische Parameter

Um den Phanotyp der aMHC hMRPEF-Mause genauer zu charakterisieren, wurden zunachst

morphologische Parameter untersucht. Hierbei wurde der Quotient aus Herzgewicht und

Koérpergewicht (relatives Herzgewicht) zur Beurteilung der kardialen Masse herangezogen.

In der Gruppe der sechs Monate alten Tiere zeigte sich bei den aMHC hMR-M&usen ein

erhdhtes relatives Herzgewicht. Das relative Herzgewicht der aMHC hMRP® -Tiere war

gegentber den WT-Tieren unverandert (Tab. 3).

Die zwolf Monate alten aMHC hMR-Mause wiesen im Vergleich zu den WT-Tieren ein

reduziertes Koérpergewicht auf, das relative Herzgewicht war gegeniber dem WT jedoch

nicht verandert. Zwischen WT- und zwolf Monate alten aMHC hMRPEF-Tieren konnten keine

Unterschiede im relativen Herzgewicht festgestellt werden (Tab. 3).

Sechs Monate Zwolf Monate
WT hMR hMRDEF WT hMR hMRDEF
Korpergewicht (g) 27,1+0,8 24.9+1,0 29,1+1,2 32017 | 269+1,1% | 31,1+15
Herzgewicht (mg) 113,7+3,9 | 129,3+6,8* | 1244 +62* | 1581+59 | 139,8+79 | 138,7+6,9*
Relatives 4,2+0,1 52+ 0,12* 4,3+0,1 4,9+02 5,1+0,3 45+0,2
Herzgewicht (mg/g)

Tab. 3: Morphologische Parameter. Dargestellt sind Mittelwerte +

SEM des Korpergewichts,

Herzgewichts und relativen Herzgewichts von sechs und zwdlf Monate alten WT-, aMHC hMR- und
aMHC hMRP " -Tieren. *p < 0,05 gegentiber WT mit sechs Monaten, *p < 0,05 gegentiber WT mit
zwolf Monaten, n =5 bis 9.

Die Untersuchung der altersabhéngigen Anderung ergab bei den WT-Tieren eine Zunahme

der obigen Parameter, wie Abbildung 18 zeigt.

Altersabhangige Anderung [%)]

60

Abb. 18: Altersabhdngige Anderung der
morphologischen Parameter. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05
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4.2.2 Untersuchung der kardialen Transkription des endogen MR

Um den Einfluss der transgenen Rezeptoren auf die Transkription des endogenen MR
(nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2, Nr3c2) beurteilen zu kénnen, wurde
zunachst die kardiale Transkription des jeweiligen transgenen Rezeptors untersucht.

Bei den sechs Monate alten Tieren zeigte sich dabei, dass der relative Schwellenwert (ACt)
in aMHC hMR-Herzen héher war als in aMHC hMRP*"-Herzen (Tab. 4). Dies bedeutete,
dass bei den aMHC hMRP¥ -Tieren eine 147-fach héhere mRNA-Menge des eGFP, und
damit des transgenen Rezeptors, im Vergleich zu den aMHC hMR-M&ausen gefunden werden
konnte.

Bei den zwdlIf Monate alten Tieren war in aMHC hMR-Herzen ebenfalls ein hdherer relativer
Schwellenwert (ACt) als in aMHC hMRPEF-Herzen zu beobachten (Tab. 4). Hier wurde bei
den aMHC hMRPF-Tieren eine 13,9-fach héhere mRNA-Menge des eGFP im Vergleich zu
den aMHC hMR-M&usen gefunden.

Somit war in beiden Altersgruppen von einer gréBeren hMRPEF

-mRNA-Menge auszugehen.

Sechs Monate Zwolf Monate
hMR hMRPEF hMR hMRDEF
ACt eGFP 13,8 +0,5 6,6 +0,4 11,9+0,5 8,1+0,2

Tab. 4: Ergebnisse der mRNA-Expression fiur eGFP. ACt-Mittelwerte = SEM der
eGFP-mRNA-Expression von aMHC hMR- und aMHC hMRP®®"-Mausen im Alter von sechs und zwolf
Monaten. p < 0,05, n = 5 bis 9 pro Gruppe.

Altersabhangig nahm die eGFP-mRNA-Expression folglich bei den aMHC hMR-Tieren
zu (+3,7-fach), bei den aMHC hMRP®F-Mausen dagegen ab (-2,8-fach).

Die kardiale Transkription des endogenen MR (nuclear receptor subfamily 3, group C,
member 2, Nr3c2) wurde anschlieBend ebenfalls mittels gPCR untersucht und das relative
mRNA-Verhéltnis zwischen transgenen und WT-Mausen analysiert.

Bei den sechs Monate alten Tieren wurde dabei eine gr6Bere mRNA-Menge sowohl bei den
aMHC hMR- (1,7-fache mRNA-Expression) als auch bei den aMHC hMRP*-Méausen
(2,2-fache Expression) im Vergleich zu WT-Herzen festgestellt (Abb. 19A).

In Abbildung 19B ist die kardiale mMRNA-Expression von Nr3c2 bei zwo6lf Monate alten Tieren
dargestellt. Hier zeigte sich eine hdhere mRNA-Expression bei den aMHC hMR- gegeniber
den WT-Mausen (29,9-fach). Bei den zwélf Monate alten aMHC hMRPE -Tieren war die
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kardiale mRNA-Menge dagegen im Vergleich zu WT-Tieren nicht erhéht (1,2-fache

Expression).

A) Sechs Monate alte Mause B) Zwélf Monate alte Mause
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Abb. 19: Ergebnisse der Untersuchung der kardialen Transkription des endogenen MR (Nr3c2).
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache Induktion) fiir
Nr3c2 bei aMHC hMR- und aMHC hMR"®"-Mausen im Vergleich zur kardialen WT-mRNA-Expression
mit sechs (A) und zwélf Monaten (B). *p < 0,05 gegeniiber WT mit sechs Monaten, *p < 0,05
gegentber WT mit zwolf Monaten, n = 5 bis 9 pro Gruppe.

Abbildung 20 zeigt die altersabhéngige Anderung der endogenen Nr3c2-mRNA-Menge.
Diese nahm sowohl bei WT- und als auch bei aMHC hMR-Tieren zu, bei den aMHC hMRPF-

Mausen war sie dagegen unverandert.

81 wT - 256
CJ hMR

6 B hMR°E * 64 _ _ o
T x  Abb. 20: Ergebnisse der altersabhangigen
8  Untersuchung der kardialen Transkription des
54 ~16 3 endogenen MR (Nr3c2). Dargestellt sind die
= 2 Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-
2 N -4 % Expression (AACt, x-fache Induktion) fir
] S Nr3c2 zwischen sechs und zwdélf Monate
0 —+1 alten WT-, aMHC hMR- und aMHC hMR"* -
Herzen. *p < 0,05 gegeniiber der sechs
) 4 Monaten alten Kontrolle, n = 5 bis 9 pro

Gruppe.

4.2.3 Untersuchung der kardialen Transkription Herzinsuffizienz-assoziierter

Gene

Um einen méglichen direkten Einfluss des hMR bzw. einen indirekten Einfluss des hMRPEF

auf die kardiale Transkription zu untersuchen, wurden im weiteren Verlauf verschiedene
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Gene genauer betrachtet, deren mRNA-Expression bei einer Herzinsuffizienz typischerweise
verandert sein kénnten. Dabei dienten das atriale natriuretische Peptid/ natriuretische Peptid
Typ A und das natriuretische Peptid B (Nppa, Nppb) sowie die Myosinisoform a und 3
(aMHC, BMHC) als Hinweis auf eine Hypertrophie. Die a1 Untereinheit des Kollagens vom
Typ 1 und 3 (Col1al, Col3a1) und das Fibronektin 1 (Fn1) wurden als Hinweis auf den
kardialen Fibrosierungsgrad untersucht. Aufschlliisse Uber die elektrophysiologischen
Veranderungen in den transgenen Herzen gaben die a-Untereinheit des hERG-Kaliumkanals
(Kenh2) und die a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (Cacna1ic). Als Hinweis auf kardiale
Entzindungen wurde der Serinpeptidase Inhibitor/Akut-Phase-Protein 3 (Serpina3)
herangezogen.

Die Untersuchung der kardialen Transkription der entsprechenden Gene zeigte, dass bei den
sechs Monate alten aMHC hMR-Mé&usen im Vergleich zu den WT-Mausen die mRNA-Menge
von aMHC und BMHC erhdht war. Bei den Fibrose-assoziierten Genen trat bei diesen Tieren
auBerdem eine verminderte Fni-Transkription gegentber den WT-Tieren auf. Die Gene der
untersuchten a-Untereinheiten der lonenkanale und des Akut-Phase-Proteins wiesen eine
erh6hte mRNA-Expression im Vergleich zum WT auf (Abb. 21A). Bei den sechs Monate
alten Mausen, die die trunkierte Version des MR im Herzen exprimierten (aMHC hMRPF)
konnten im Vergleich zu WT-Tieren erhéhte mRNA-Mengen fur Nppa, Nppb, BMHC, Col1aft,
Col3a, Fn1 und Cacnaic detektiert werden. Die aMHC- und Kcnh2-mRNA-Expressionen in
diesen Herzen waren gegentber den WT-Herzen unverandert bzw. letztere eher vermindert
(Abb. 21A).

Untersuchungen der kardialen Transkription auf mRNA-Niveau der zwdlf Monate alten
Mause zeigten fur die aMHC hMR-Tiere eine gesteigerte mRNA-Expression im Vergleich
zum WT fUr fast alle Gene, die einzige Ausnahme bildete Col1a1, dessen mRNA-Expression
keinen Unterschied zum WT aufwies (Abb. 21B). Bei den zwdlf Monate alten aMHC hMRP5F-
Mausen war lediglich die mRNA-Menge von Nppa gegentber der WT-mRNA-Expression
erh6ht, wie Abbildung 21B zeigt.
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Abb. 21: Ergebnisse der Untersuchung der kardialen Transkription. Graphische Darstellung der
Mittelwerte =+ SEM der relativen mRNA-Expression &AACt, x-fache Induktion) von sechs (A) und zwoélf
Monaten (B) alten aMHC hMR- und aMHC hMRPE -Mausen im Vergleich zur kardialen WT-mRNA-
Expression. *p < 0,05 gegenilbber WT mit sechs Monaten, *p < 0,05 gegenilber WT mit zwolf

Monaten, n = 5 bis 9 pro Gruppe.

Natriuretisches Peptid Typ A und B (Nppa, Nppb), Myosinisoform a und B (aMHC, BMHC),
al1-Untereinheit des Kollagens vom Typ 1 und 3 (Col1a1, Col3at), Fibronektin 1 (Fn1), a-Untereinheit
des hERG-Kaliumkanals (Kcnh2), a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (Cacnaic), Serinpeptidase

Inhibitor/Akut-Phase-Protein (Serpina3).

Die Untersuchung der altersabhangigen Anderung ergab fiir die WT-Mause eine Steigerung
der mRNA-Mengen fir die Hypertrophie-assoziierten Gene Nppb, aMHC und BMHC. Bei den
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Fibrose-assoziierten Genen fiel auf, dass die Transkription von Col3a1 anstieg, die von Fn1
dagegen abnahm. Erhéht war altersabhangig in den WT-Herzen ebenfalls die mRNA-
Expression der a-Untereinheiten der untersuchten lonenkanéle (Kcnh2, Cacnaic) sowie des
Akut-Phase-Proteins Serpina3 (Abb. 22). Bei den aMHC hMR-Mausen stieg altersabhéngig
die kardiale Transkription aller untersuchten Gene stark an, wie Abbildung 22 zeigt. Dagegen
konnte in den aMHC hMRP5 -Herzen altersabhangig nur fiir Nppa und Serpina3 eine erhdhte
Transkription festgestellt werden. Bei den Fibrose-assoziierten Genen wurde eine Abnahme
der Fn1-mRNA-Expression beobachtet, wobei die weiterhin untersuchten mRNA-Mengen

unverandert waren (Abb. 22).
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Abb. 22: Ergebnisse der altersabhangigen Untersuchung der kardialen Transkription. Graphische
Darstellung der Mittelwerte + SEM der Anderungen der relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache
Induktion) zwischen sechs und zwélf Monate alten WT-, aMHC hMR- und aoMHC hMRPEF-Herzen.
*p < 0,05 gegeniiber der sechs Monate alten Kontrolle, n = 5 bis 9 pro Gruppe.

Natriuretisches Peptid Typ A und B (Nppa, Nppb), Myosinisoform a und  (aMHC, BMHC), al-
Untereinheit des Kollagens vom Typ 1 und 3 (Col1al, Col3at), Fibronektin 1 (Fn7), a-Untereinheit des
hERG-Kaliumkanals (Kcnh2), a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (Cacnaic), Serinpeptidase
Inhibitor/Akut-Phase-Protein (Serpina3).

4.2.4 Elektrokardiographische Untersuchung

Die aufgrund der die Anwesenheit der jeweiligen hMR-Variante erwarteten Veranderungen
im kardialen Erregungsleitungssystem wurden bei den transgenen (TG) Mausen im

Vergleich zu WT-Tieren mittels EKG untersucht.
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Im Vergleich zu WT-Tieren zeigten die sechs Monate alten aMHC hMR-Tiere im EKG eine
(QT-Intervall)
Verlangerung des entsprechenden frequenzkorrigierten Intervalls (QT,-Intervall). Weitere
Unterschiede zum WT waren nicht vorhanden (Tab. 5). Bei den aMHC hMRP*"-Mausen

dieser Altersgruppe traten keine Unterschiede gegeniber den WT-Tieren auf (Tab. 5).

verlangerte gesamte intraventrikulare Erregungsdauer sowie eine

Zwischen zwolf Monate alten WT- und aMHC hMR-Tieren zeigte sich eine verkilrzte
intraventrikulare Erregungsausbreitung (QRS-Komplex). Jedoch waren keine Unterschiede
im EKG zwdlf Monate alter aMHC hMR-Tiere gegeniiber dem WT-EKG zu erkennen
(Tab. 5). Bei den aMHC hMRPF-Tieren dieser Altersgruppe konnten keine Unterschiede im
EKG-Vergleich gegenliber den WT-M&usen beobachtet werden (Tab. 5).

Sechs Monate Zwolf Monate
WT hMR hMRPEF WT hMR hMRPEF
Herzfrequenz (bpm) | 257,6 +24,4 | 252,4+23,5 | 318,1+30,2 | 362,0+36,5 | 295,0+17,4 | 412,4+40,5
RR-Intervall (ms) 248,2 £ 21,1 2486 £+23,8 | 205,7+31,6 | 180,6 19,2 | 207,0+12,7 | 164,4+24,6
PR-Intervall (ms) 342+1,8 346+14 32,8+1,3 349+13 31,9+0,5 34,2+1,1
P-Welle (ms) 14,8+£0,5 13,8+1,0 14,1+ 0,8 13,3+0,8 13,8+0,8 12,7+0,8
QRS-Komplex (ms) 14,1+£0,8 13,3+£0,9 149+ 0,6 155+0,7 13,2+ 0,3* 15,8+ 0,8
QT-Intervall (ms) 29,4+21 35,7 £2,7* 259+1,9 286+1,4 31,6 +2,3 29,3+£2,0
QT -Intervall (ms) 59,9+3,9 72,0 + 4,3* 57,6 +2,5 65,5 +4,1 69,4 + 3,9 75,0+ 5,6

Tab. 5: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung. Dargestellt sind die Mittelwerte *
SEM der EKG-Aufzeichnungen von sechs und zwélf Monate alten WT-, aMHC hMR- und aMHC
hMRPEF-Tieren. *p < 0,05 gegeniiber WT mit sechs Monaten, *p < 0,05 gegeniiber WT mit zwolf

Monaten, n = 6 bis 9.

Altersabhangig war bei den WT-M&usen die Herzfrequenz erhéht, respektive das RR-
Intervall verklrzt (Abb. 23). Bei den aMHC hMR-Tieren verminderte sich altersabhangig die
Dauer des RR-Intervalls sowie der atrioventrikularen Erregungsiberleitung (Abb. 23). Die
aMHC hMRPF-Mause zeigten altersabhédngig eine erhdhte Herzfrequenz und eine
Verlangerung des  QT.-Intervalls intraventrikularen

(gesamte Erregungsleitung,

frequenzkorregiert), wie in Abbildung 23 dargestellt.
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Abb. 23: Ergebnisse der altersabhangigen elektrokardiographischen Untersuchung. Graphische
Darstellung der Mittelwerte £+ SEM der prozentualen Anderung zwischen sechs und zwdlf Monate
alten WT-, aMHC hMR- und aMHC hMR"*F-Mausen. *p < 0,05 gegentiber der sechs Monate alten
Kontrolle, n = 6 bis 9 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Abstand zwischen zwei Herzschlagen (RR), Dauer der atrioventrikularen
Erregungstiberleitung (PR), Dauer der intraatrialen (P) wund der intraventrikularen
Erregungsausbreitung  (QRS), Dauer der gesamten intraventrikularen Erregung (QT,
frequenzkorregiert = QT,).

Da die untersuchten Mause unter der Narkose jedoch eine deutlich niedrigere Herzfrequenz
als nicht-narkotisierte Mause (sechs Monate alte FVB/N-Mause: 770 bis 780 bpm, zwdlf
Monate alte FVB/N-Méause: 707 bis 714 bpm (Xing et al. 2009)) aufwiesen, wurde im
weiteren Verlauf der kardialen Untersuchung durch B-Adrenozeptor-Stimulation die
Herzfrequenz auf nahezu physiologische Werte gebracht und die Tiere erneut untersucht.
Den narkotisierten Tieren wurde hierfir einmalig das [B-selektive Sympathomimetikum
Isoprenalin (ISO, 1mg/kg Kdrpergewicht) intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die EKG-Auswertung
unter B-Adrenozeptor-Stimulation erfolgte dabei im Maximum der ISO-Wirkung (maximale
Herzfrequenz).

Bei den sechs Monate alten aMHC hMR-Tieren zeigte sich unter B-Adrenozeptor-Stimulation
im Vergleich zu den WT-Mausen ein verlangertes QT- sowie QT.-Intervall (Tab. 6). Die
aMHC hMRP®F-Mause dieser Altersgruppe wiesen nach der i.p. Injektion von ISO keine
Unterschiede zum WT-EKG auf (Tab. 6).

Unter der B-Adrenozeptor-Stimulation traten bei den zwélf Monate alten aMHC hMR-Tieren
im Vergleich zu den WT-M&usen eine erhdhte Herzfrequenz sowie ein verkirzter

RPEF-Mausen

QRS-Komplex auf, wie Tabelle 6 zeigt. Bei den zwdlf Monate alten aMHC hM
konnten nach der i.p. Injektion von ISO ein verlangertes QT- sowie QT,-Intervall beobachtet

werden (Tab. 6).
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Sechs Monate Zwolf Monate
WT hMR hMRPEF WT hMR hMRPEF
Herzfrequenz (bpm) | 505,2+ 19,5 | 482,2 + 15,1 510,1 £17,1 511,3+19,3 | 564,7 + 14,4* | 5149+ 18,6
RR-Intervall (ms) 120,3+4,5 125,0 £+ 4,2 118,8 +3,9 118,7 +4,6 106,6 + 2,6* 118,154
PR-Intervall (ms) 34,0+2,3 351+1,.2 334+15 34,0+15 31,5+1,0 32,7+1,2
P-Welle (ms) 12,4+ 0,7 12,8+0,4 11,8+£0,5 11,8+0,8 10,0 £ 0,4 11,8+ 0,5
QRS-Komplex (ms) 13,3+1,1 13,9+0,9 149 +1,1 15,4+ 0,7 13,2+ 0,5* 16,2+ 0,7
QT-Intervall (ms) 28414 34,3 +2,6* 26,1+2,0 264+14 27,0+1,2 30,7 +1,9%
QT -Intervall (ms) 81,9+3,6 96,9 + 6,3* 754 +5,1 80,6 + 3,1 82,3+3,4 89,3 +4,9%

Tab. 6: Ergebnisse der elekirokardiographischen Untersuchung unter B-Adenozeptor-Stimulation.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der EKG-Aufzeichnungen von sechs und zwélf Monaten alten
WT-, aMHC hMR- und aMHC hMR"* -Tieren im Maximum der B-Adrenozeptor-Stimulation. *p < 0,05
gegenlber WT,go mit sechs Monaten, #p < 0,05 gegenliber WT,go mit zwdlf Monaten, n = 6 bis 9.

Bei den sechs Monate alten Mausen stieg die Herzfrequenz im EKG nach ISO i.p.-Injektion
etwa gleich stark an, ebenso wie das QT.-Intervall. AuBerdem war in dieser Altersgruppe bei
den WT- und aMHC hMRP® -Tieren unter der B-Adrenozeptor-Stimulation eine verkiirzte
intraatriale Erregungsausbreitung zu beobachten (Abb. 24).

In der Gruppe der zwoélf Monate alten Tieren stieg die Herzfrequenz im EKG nach ISO
i.p.-Injektion zwar unterschiedlich stark an, eine Reaktion auf die B-Adrenozeptor-Stimulation
konnte jedoch bei allen drei Genotypen belegt. Fiir WT-, aMHC hMR- und aMHC hMRPF-
Mause war auBerdem ein Anstieg des QT.-Intervalls zu beobachten. Daneben trat bei den
zwolf Monate alten aMHC hMR-Tieren eine Abnahme der intraatrialen Erregungsausbreitung
und der gesamten intraventrikularen Erregungsdauer auf. Nach ISO i.p.-Injektion zeigte sich
bei

Erregungsiberleitung. AuBerdem stieg die gesamte intraventrikulare Erregungsdauer unter

den oMHC hMRPEF-Mausen mit zwolf Monaten eine verkiirzte atrioventikulare

der B-Adrenozeptor-Stimulation bei diesen Mausen eher an, wahrend sie bei WT- und aMHC
hMR-Tieren eher abnahm, wie Abbildung 24 zeigt.
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Abb. 24: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung unter B-Adrenozeptor-Stimulation.
Graphische Darstellung der Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung bei sechs (A) und zwélf (B)
Monate alten WT-, aMHC hMR- und oMHC hMRP -Tieren im Maximum der B-Adrenozeptor-
Stimulation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05 gegenliber der unbehandelten Kontrolle,
n = 6 bis 9 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Abstand zwischen zwei Herzschlagen (RR), Dauer der atrioventrikularen
Erregungstiberleitung (PR), Dauer der intraatrialen (P) wund der intraventrikularen
Erregungsausbreitung  (QRS), Dauer der gesamten intraventrikularen Erregung (QT,
frequenzkorregiert = QT,).

4.2.5 Echokardiographische Untersuchung

Zur Analyse des Einflusses von hMR- bzw. hMRP5F auf die linksventrikuldren Herzfunktion
sowie die Kkardialen Dimensionen, wurden transgene und WT-Mause mittels
Echokardiographie untersucht.
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Die sechs Monate alten aMHC hMR-Mé&use wiesen neben einer erhdéhten Herzfrequenz
keine weiteren Unterschiede gegentber den WT-Tieren auf (Tab. 7). Zwischen den aMHC
hMRP5 -Tieren im Alter von sechs Monaten und den WT-M&usen dieser Altersgruppe
konnten keine Unterschiede bei der echokardiographischen Untersuchung festgestellt
werden (Tab. 7).

Die zwélf Monate alten aMHC hMR-Mause wiesen im Vergleich zu den WT-Tieren eine
verminderte diastolische Septumdicke sowie eine reduzierte diastolische und systolische
Hinterwanddicke auf. Funktionell lieBen sich jedoch keine Unterschiede gegenlber den
WT-Mausen feststellen (Tab. 7). Bei den zwélf Monate alten aMHC hMRPEF-Mausen war
ebenfalls eine verminderte diastolische Septumdicke im Vergleich zu den WT-Tieren dieser
Altersgruppe zu beobachten. Funktionelle Unterschiede des linken Ventrikels traten im
Vergleich zu den WT-M&ausen ebenfalls nicht auf (Tab. 7).

Sechs Monate Zwolf Monate

WT hMR hMRPEF WT hMR hMRPEF
Herzfrequenz (bpm) 219,3+9,2 | 263,8+16,0* | 2334+163 | 2826+24,9 | 287,3+308 | 2652252
Herzzeitvolumen (ml/min) 5,7+0,3 6,6 +£0,5 6,2+0,6 58+0,9 5,7+0,7 55+0,6
Schlagvolumen (ul) 253+1,7 25,0+1,3 27,0+2,9 224+3,1 20,1+2,6 20,9+1,5
Enddiastolisches 39,6 +2,6 42,0+3,3 44,4+32 31,8+4,8 29,2 + 3,6 29,823
Volumen (pl)
Endsystolisches 143412 17,1+3,1 17414 9,421 9,120 8814
Volumen (ul)
Ejektionsfraktion (%) 64,118 60,6+ 4,6 60,1 + 3,1 72,7+33 69,5+ 5,0 71,3+3,4
Verkirzungsvermdgen (%) 33,9+1,3 31,7+ 3,1 31,56+22 41,1+29 39,6 +4,0 40,0 £ 3,2
Enddiastolischer 3,1+0,1 3,2+0,1 3,3+0,1 2,8+0,2 2,8+0,1 2,8+0,1
Kammerdurchmesser (mm)
Endsystolischer 2,1 +0,1 22402 2,3+0,1 1,7+0,2 1,7+0,2 1,7 +0,1
Kammerdurchmesser (mm)
Diastolische 1,1£0,1 1,1£0,1 1,1£0,1 1,704 1,1£0,1# 1,2£0,1%
Septumdicke (mm)
Systolische 1,5+0,1 1,4%0,2 1,4+0,1 1,7+0,1 1,5+0,1 1,5+ 0,1
Septumdicke (mm)
Diastolische #
Hinterwanddicke (mim) 1,1£0,1 1,3+0,2 1,1+0,1 1,6+0,2 1,1£0,1 1,4+0,1
Systolische .
Hinterwanddicke (mm) 14201 1401 1,4£0,1 1,8+0,1 1,3+0,1 1,7£0,1

Tab 7: Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM
der linksventrikularen Herzfunktion von sechs und zwélf Monate alten WT-, aMHC hMR- und aMHC
hMRPEF-Tieren. *p < 0,05 gegeniiber WT mit sechs Monaten, *p < 0,05 gegeniiber WT mit zwolf
Monaten, n = 5 bis 9.
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Die altersabhangige echokardiographische Untersuchung der WT-Mause ergab, neben einer
erhbéhten Herzfrequenz, den Anstieg von Ejektionsfraktion und Verkirzungsvermégen des
linken Ventrikels. AuBerdem war eine Zunahme der myokardialen Wanddicke zu
beobachten, wobei sowohl das endsystolische Volumen als auch der endsystolische
Kammerdurchmesser abnahmen (Abb. 25). Bei den aMHC hMR-Tieren nahmen
altersabhangig das enddiastolische und endsystolische Volumen sowie der enddiastolische
und endsystolische Kammerdurchmesser ab (Abb. 25). Die aMHC hMRP*-Méause zeigten
altersabhangig neben einem reduzierten enddiastolischen und endsystolischen Volumen
sowie einem verminderten enddiastolischen und endsystolischen Kammerdurchmesser auch
eine Abnahme des Schlagvolumens. Die myokardiale Hinterwanddicke nahm altersabhangig
sowohl diastolisch als auch systolisch zu, wie Abbildung 25 zeigt.
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Abb. 25: Ergebnisse der altersabhangigen echokardiographischen Untersuchung. Graphische
Darstellung der Mittelwerte £+ SEM der prozentualen Anderung zwischen sechs und zwdlf Monate
alten WT-, aMHC hMR- und aMHC hMR°F-Mausen. * p < 0,05 gegenliber der sechs Monate alten
Kontrolle, n = 5 bis 9 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Herzzeitvolumen (HZV), Schlagvolumen (SV), endsystolisches und
enddiastolisches Volumen (ESV, EDV), Ejektionsfraktion (EF), Verklirzungsvermégen (FS),
enddiastolischer und endsystolischer Kammerdurchmesser (EDD, ESD), diastolische und systolische
Septumdicke (SDp, SDs), diastolische und systolische Hinterwanddicke (HDp, HDs).

Die Untersuchung der linksventrikularen Herzfunktion sowie der kardialen Dimensionen
mittels Echokardiographie bei anndhernd physiologischer Herzfrequenz erfolgte nach i.p.-
Injektion im Maximum der ISO-Wirkung (maximale Herzfrequenz).

Nach der ISO-Injektion war in der Gruppe der sechs Monate alten Tiere kein Unterschied im
Vergleich zu den WT-M&usen zu beobachten (Tab. 8).

Unter der B-Adrenozeptor-Stimulation traten bei den zwélf Monate alten aMHC hMR-Tieren
wahrend der echokardiographischen Untersuchung keine Unterschiede im Vergleich zu den
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WT-Mausen auf (Tab. 8). Bei den zwdlf Monate alten aMHC hMRPEF-Mausen zeigten sich
nach der ISO-Injektion gegenliber den WT-Tieren neben einer verminderten diastolischen
Septumdicke und einer reduzierten diastolischen Hinterwanddicke keine weiteren

Unterschiede (Tab. 8).

Sechs Monate Zwolf Monate

WT hMR hMRDEF WT hMR hMRDEF
Herzfrequenz (bpm) 4758+22,5 | 483,6+36,8 | 480,2+37,2 | 452,8+19,5 | 444,7+39,9 | 437,9+254
Herzzeitvolumen (mi/min) 7,4+09 93+1,6 9,4+14 6,8+ 1,1 6,4+ 1,1 82+1,4
Schlagvolumen () 16,2 + 2,4 188+24 | 19,00+1,8 | 13,9+20 143+23 18,1 +2,4
Enddiastolisches 180427 | 194223 | 208+20 | 146+20 | 152+27 | 187+24
Volumen (ul)
Endsystolisches 1,8+0,8 0,6+0,1 1,8+0,4 0,8+0,2 0,9+0,5 0,6+0,1
Volumen (ul)
Ejektionsfraktion (%) 90,8 + 3,4 96,6+06 | 921+1,8 | 944+17 952+1,8 | 964+08
Verkirzungsvermogen (%) 63,6 +4,7 72,7+1,8 63,1 £3,2 68,9+ 3,6 69,9 + 3,9 72,8+2,1
Enddiastolischer 2,3+0,1 23+0,1 2,4+0,1 2,1+0,1 21402 2,3+0,1
Kammerdurchmesser (mm)
Endsystolischer 0,8+0,1 0,6+0,1 0,9+0,1 0,701 0,701 0,6+0,1
Kammerdurchmesser (mm)
Diastolische 1,2+0,1 1,3+0,1 1,2+0,1 1,5+0,1 1,2£0,2 1,3+0,1#
Septumdicke (mm)
Systolische 1,8+0,1 1,7+0,2 1,8+0,1 2,1+0,1 1,8+0,1 1,8+0,1
Septumdicke (mm)
Diastolische. 1,5+0,1 1,540,1 1,540,1 1,7£0,1 1,4£0,2 1,4 £0,1#
Hinterwanddicke (mm)
Systolische 19+01 | 22402 | 19401 | 2101 | 19401 | 20%0,1
Hinterwanddicke (mm)

Tab 8: Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung unter B-Adenozeptor-Stimulation.
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM der linksventrikularen Herzfunktion von sechs und zwdlf
Monaten alten WT-, aMHC hMR- und oaMHC hMRP® -Tieren im Maximum der B-Adrenozeptor-
Stimulation. p > 0,05 gegentiber WTso mit sechs Monaten, #p < 0,05 gegenuber WT,go mit zwolf
Monaten, n = 5 bis 9.

Die Reaktion auf die B-Adrenozeptor-Stimulation war dabei bei beiden Altersgruppen aller
drei Genotypen gleichsinnig, wie Abbildung 26 zeigt.
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Abb. 26: Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung unter B-Adrenozeptor-Stimulation.
Graphische Darstellung der Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung bei sechs (A) und zwélf (B)
Monate alten WT-, aMHC hMR- und aMHC hMR F-Tieren im Maximum der B-Adrenozeptor-

Stimulation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05 gegenliber der unbehandelten Kontrolle,
n =5 bis 9 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Herzzeitvolumen (HZV), Schlagvolumen (SV), endsystolisches und
enddiastolisches Volumen (ESV, EDV), Ejektionsfraktion (EF), Verklirzungsvermégen (FS),
enddiastolischer und endsystolischer Kammerdurchmesser (EDD, ESD), diastolische und systolische
Septumdicke (SDp, SDs), diastolische und systolische Hinterwanddicke (HDp, HDs).
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4.3 Pathologische hMRPfF-Aktivierung durch Aldosteron und
Natriumchlorid

Fir die pathologische hMRPE"-Aktivierung durch Aldosteron (Aldo) und Natriumchlorid (NaCl)
wurden fiinf Monate alte WT- und aMHC hMRP* -Tieren Aldo-freisetzende Pellets
(0,75 pug/h) subkutan implantiert und diesen Mausen Uber einen Zeitraum von vier
Wochen 1% NaCl oral mit dem Trinkwasser zugefihrt (Aldo+NaCl). Die Kontrollgruppen
erhielten weder Aldo-freisetzende Pellets noch NaCl (WT/Kontrolle, hMRP*"/Kontrolle). Die

Untersuchungen erfolgten vier Wochen nach Pelletimplantation an den somit sechs Monate
alten Tieren.

4.3.1 Morphologische Parameter bei pathologischer hMRP5F-Aktivierung

Die Auswirkung der Aldo/NaCl-Behandlung auf die myokardiale Masse wurde anhand des
Quotienten aus Herzgewicht und Korpergewicht (relatives Herzgewicht) bestimmt.
Gegenlber der jeweiligen Kontrolle zeigte sich bei den behandelten Tieren keine
Veranderungen im relativen Herzgewicht (Abb. 27). Zwischen den behandelten Gruppen
waren ebenfalls keine Unterschiede zu beobachten (Tab. 9).

w
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E=1 WT/Aldo+NaCl
ZZ1 hMRPEF/Aldo+NaCl
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Abb. 27: Morphologischen Parameter bei pathologischer hMRDEF-Aktivierung. Graphische Darstellung
der Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung bei WT- und aMHC hMR° -Tieren nach
vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05
gegenlber der unbehandelten Kontrolle, n = 8 pro Gruppe.
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Aldo+NacCl
WT hMRPEF
Koérpergewicht (g) 29,4+1,0 29,5+1,3
Herzgewicht (mg) 127,7 £ 4,7 133,0 + 6,6
Relatives
Herzgewicht (mg/g) 4402 4501

Tab. 9: Morphologische Parameter bei pathologischer hMRP®F-Aktivierung. Dargestellt sind die

Mittelwerte + SEM von WT- und aMHC hMR°®"-Tieren nach vierwdchiger Behandlung mit Aldo und
NaCl. p > 0,05 gegenliber WT/Aldo+NaCl, n = 8.

4.3.2 Kardiale Transkription bei pathologischer hMRPEF-Aktivierung

RDEF

Um die Transkription des hM unter Aldo und NaCl zu untersuchen, wurde die
Auswirkung dieser Behandlung auf die kardiale mRNA-Expression des eGFP mittels gPCR
analysiert.

Dabei zeigte sich bei den mit Aldo und NaCl behandelten aMHC hMRPfF-Mausen ein
niedrigerer Schwellenwert (ACt, Tab. 10) des an den hMRP®" gekoppelten eGFP gegeniiber
den Kontrolltieren (ACt = 6,6 £ 0,4). Unter der Aldo/NaCl-Behandlung wurde somit etwa halb
so viel hMRPEF-mRNA (-1,9-fach) als bei den unbehandelten Tieren (hMRP/Kontrolle)

exprimiert.

Kontrolle Aldo+NaCl

ACt eGFP 6,6 +0,4 75+0,2

Tab. 10: Ergebnisse der kardialen mRNA-Expression fir eGFP bei pathologischer hMRPSF-

Aktivierung. Dargestellt sind die ACt-Mittelwert £ SEM der eGFP-mRNA-Expression von aMHC
hMRPEF-Mausen nach vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl. p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle,
n=_8.

GegenUlber der Kontrolle zeigte sich bei den WT/Aldo+NaCl-Tieren kaum eine Veranderung
der Nr3c2-Transkription. Die Nr3c2-mRNA-Menge der behandelten aMHC hMRPEF-Mause
dagegen war gegeniber der Kontrolle vermindert, wie in Abbildung 28 dargestellt.

Unter der Aldo/NaCl-Behandlung war bei den WT-Tieren eine gesteigerte mRNA-Expression
von Nppb, BMHC und Col1al gegentber der WT/Kontrolle zu beobachten. Die mRNA-
Mengen aller weiteren untersuchten Gene stiegen dabei kaum an (Abb. 28).

Die mRNA-Expression von aMHC, BMHC, Fn1, Kcnh2 und Cacnaic der behandelten aMHC
hMRPEF-Tiere war gegeniiber der hMRPE/Kontrolle vermindert. Die kardiale Transkription der
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weiterhin untersuchen Gene zeigte dabei unter der Aldo/NaCl-Behandlung kaum eine

Veranderung (Abb. 28).
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Abb. 28: Ergebnisse der kardiale mRNA-Expression bei pathologischer hMRPE -Aktivierung.
Graphische Darstellung der Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache
Induktion) bei WT- und aMHC hMRPE -Mausen nach vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle, n = 8 pro

Gruppe.

Endogener MR (Nr3c2), natriuretisches Peptid Typ A und B (Nppa, Nppb), Myosinisoform a und 3
(aMHC, BMHC), al-Untereinheit des Kollagens vom Typ 1 und 3 (Col1at, Col3af), Fibronektin 1
(Fn1), a-Untereinheit des hERG-Kaliumkanals (Kcnh2), a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals
(Cacnafc), Serinpeptidase Inhibitor/Akut-Phase-Protein (Serpina3).

In Abbildung 29 ist die kardiale mRNA-Expression der untersuchten Gene der behandelten
aMHC hMRPEF-Mause im Vergleich zu den WT/Aldo+NaCl-Tieren dargestellt. Dabei fielen
die etwa gleich groBen Mengen an Nr3c2-mRNA auf. Die Transkription von Nppa und Nppb
war bei den aMHC hMRPEF/Aldo+NaCl-Mausen gegeniiber den behandelten WT-Tieren
erhéht, die mRNA-Expression von aMHC sowie von Kcnh2 dagegen vermindert (Abb. 29).
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Abb. 29: Ergebnisse der kardialen mRNA-Expression bei pathologischer hMRPEF-Aktivierung.
Graphische Darstellung der Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache
Induktion) von aMHC hMRPE -Mausen nach vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl im Vergleich
zu WT/Aldo+NaCl. *p < 0,05 gegeniiber WT/Aldo+NaCl, n = 8 pro Gruppe.

Endogener MR (Nr3c2), natriuretisches Peptid Typ A und B (Nppa, Nppb), Myosinisoform a und 8
(aMHC, BMHC), al-Untereinheit des Kollagens vom Typ 1 und 3 (Col1at, Col3af), Fibronektin 1
(Fn1), a-Untereinheit des hERG-Kaliumkanals (Kcnh2), a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals
(Cacnaic), Serinpeptidase Inhibitor/Akut-Phase-Protein (Serpina3).

4.3.4 Elektrokardiographie bei pathologischer h(MRPEF-Aktivierung

Die Untersuchung der kardialen Erregungsleitung unter der Aldo/NaCl-Behandlung mittels
Elektrokardiographie vier Wochen nach der Implantation der Aldo-freisetzenden Pellets
ergab, dass gegenuber den unbehandelten WT-Tieren die Herzfrequenz der WT/Aldo+NaCl-
Mause vermindert, entsprechend das RR-Intervall erhéht war. Bei den aoMHC
hMRPEF/Aldo+NaCl-Tieren zeigte sich im Vergleich zu den aMHC hMRP®/Kontrolltieren eine
Zunahme der intraventrikularen Erregungsausbreitung (QRS-Komplex) und der gesamten

intraventrikularen Erregungsdauer (QT-Intervall) (Abb. 30).
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Abb. 30: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung bei pathologischer hMR°®"-
Aktivierung. Graphische Darstellung der Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung bei WT- und
aMHC hMRP*F-Tieren nach vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. *p < 0,05 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle, n = 8 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Abstand zwischen zwei Herzschldgen (RR), Dauer der atrioventrikularen
Erregungstiberleitung (PR), Dauer der intraatrialen (P) wund der intraventrikularen
Erregungsausbreitung  (QRS), Dauer der gesamten intraventrikularen Erregung (QT,
frequenzkorregiert = QT,).

Zwischen den behandelten Gruppen zeigte sich fiir die aMHC hMRPEF/Aldo+NaCl-Mause im
EKG gegeniber den behandelten WT-Tieren eine erhdhte Herzfrequenz sowie ein
verkiirztes RR-Intervall. Daneben fiel bei den behandelten aMHC hMRPEF-Mausen ein
verlangertes QT,-Intervall im Vergleich zu den WT/Aldo+NaCl-Tieren auf (Tab. 11).

Aldo + NaCl
WT hMRPEF
Herzfrequenz (bpm) 216,2+7,6 247,9 £ 14,0*
RR-Intervall (ms) 280,0 £9,7 247,4 +13,4*
PR-Intervall (ms) 32,8+1,0 33,56+0,7
P-Welle (ms) 14,8 £ 0,6 16,0 £ 0,5
QRS-Komplex (ms) 14,1 +0,6 14,4+0,3
QT-Intervall (ms) 28,6+1,5 30,4+0,9
QT -Intervall (ms) 54,2+ 3,1 61,56+2,1*

Tab. 11: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung bei pathologischer hMRPEF-
Aktivierung. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von WT- und oMHC hMR"* -Tieren nach
vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl. *p < 0,05 gegenilber WT/Aldo+NaCl, n = 8.
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4.3.4 Echokardiographie bei pathologischer hMRPEF-Aktivierung

Gegenlber der WT/Kontrolle zeigte sich fir die WT-Tiere unter Aldo und NaCl eine
Abnahme der Herzfrequenz, des Herzzeitvolumens, der Ejektionsfraktion und des kardialen
Verkurzungsvermoégens, wobei der endsystolische Kammerdurchmesser vergrdBert war.
(Abb. 31). Die aMHC hMRP® -Tiere wiesen unter der Aldo/NaCl-Behandlung keine
Veranderung im Vergleich zur h(MRP®F/Kontrolle auf (Abb. 31).
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Abb. 31: Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung bei pathologischer hMRP®F-
Aktivierung. Graphische Darstellung der Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung bei WT- und
aMHC hMR ¥ -Tieren nach vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. *p < 0,05 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle, n = 8 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Herzzeitvolumen (HZV), Schlagvolumen (SV), endsystolisches und
enddiastolisches Volumen (ESV, EDV), Ejektionsfraktion (EF), Verklirzungsvermégen (FS),
enddiastolischer und endsystolischer Kammerdurchmesser (EDD, ESD), diastolische und systolische
Septumdicke (SDp, SDs), diastolische und systolische Hinterwanddicke (HDp, HDs).

Bei der echokardiographischen Untersuchung unter der Aldo/NaCl-Behandlung vier Wochen
nach der Pelletimplantation war zwischen den behandelten Gruppen lediglich ein erhéhtes
Herzeitvolumen der aMHC hMRP5F/Aldo+NaCl-Gruppe im Vergleich zu den WT/Aldo+NaCl-
Tieren erkennbar (Tab. 12).
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Tab.

Aldo + NaCl

WT hMRDEF
Herzfrequenz (bpm) 247,0+ 14,5 316,9+ 35,7
Herzzeitvolumen (ml/min) 57+0,4 8,3+1,1*
Schlagvolumen (ul) 25,0+ 3,0 26,5+ 2,1
Enddiastolisches Volumen (ul) 357+4,4 36,7+3,8
Endsystolisches Volumen (ul) 10,7+14 10,2+24
Ejektionsfraktion (%) 70,6 +1,6 74,0 41
Verkilrzungsvermégen (%) 38,8+1,2 43,3+4.3
Enddiastolischer Kammerdurchmesser (mm) 3,0+£0,2 3,0+0,1
Endsystolischer Kammerdurchmesser (mm) 1,8+0,1 1,7+0,2
Diastolische Septumdicke (mm) 1,1+0,1 1,2+0,1
Systolische Septumdicke (mm) 1,5+0,1 1,5+0,1
Diastolische Hinterwanddicke (mm) 1,3+0,1 1,2+0,1
Systolische Hinterwanddicke (mm) 1,5+0,1 1,5+0,1

12: Ergebnisse der

echokardiographischen Untersuchung bei pathologischer

hMRDEF_

Aktivierung. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von WT- und oMHC hMR°* -Tieren nach
vierwdchiger Behandlung mit Aldo und NaCl. *p < 0,05 gegeniiber WT/Aldo+NaCl, n = 8.
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5. Diskussion

5.1 Generierung der transgenen aMHC hMRPF-Linie

Um die Pathomechanismen einer Herz-Kreislauf-Erkrankung, im Besonderen einer
Herzinsuffizienz, besser zu verstehen, ist es notwendig, mit dem Versuchsaufbau die in vivo-
Situation mdglichst exakt zu imitieren, d.h. es missen ahnliche biologische, chemische und
genetische Bedingungen geschaffen werden. Transgene Mausmodelle spielen daher eine
immer wichtiger werdende Rolle in der medizinischen Forschung (Mitchell et al. 1998). Die
hier verwendete Methode der Pronukleus-Injektion zur Generierung eines neuen Tiermodells
ist Mittel der Wahl bei der Herstellung von transgenen Mé&usen mit Uberexpression
bestimmter Gene (Gordon et al. 1980). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur
Herstellung der transgenen Mauslinien der FVB/N-Mausstamm ausgewahlt, da dieser
Stamm die besten Vorraussetzungen fir die Generierung der transgenen Mause besitzt
(Taketo et al. 1991).

Mittels Pronukleus-Injektion lassen sich zwar rasch und effektiv transgene Tiere herstellen,
die Fremd-DNA wird aber nicht definiert sondern nur zuféllig in das Genom integriert. Dies
kann zu Dysregulation und Inaktivierung sowohl des Transgens als auch endogener Gene
fuhren. Weiterhin kann nicht vorher gesagt werden, wie viele Kopien des Konstrukts in das
Genom eingefigt werden und ob das transgene Tier dieses auch vererbt (Taketo et
al. 1991). Daher wurde nach der Generierung der Mausmodelle zun&chst eine Untersuchung
der mRNA- und Protein-Expression der Konstrukte selbst durchgefiihrt.

Um die herzspezifische Expression des hMR bzw. des hMR"®" erzielen zu kénnen, wurden
die Konstrukte in einen Expressionsvektor mit dem a-myosin heavy chain (aMHC) Promotor
kloniert, welcher eine geringe Expression wahrend der Embryonalentwicklung und eine
starke postnatale Expression der von diesem Promotor kontrollierten Gene im Herzen
gewahrleistete (Gulick et al. 1999). Das als Marker verwendete grin fluoreszierende Protein
(enhanced green fluorescent protein, eGFP) machte es dabei mdglich, die Mauslinien
einheitlich zu untersuchen, da aufgrund der fehlenden Domé&nen im hMRPF-Konstrukt
unterschiedliche Antikérper oder Primer héatten verwendet werden missen. So konnten die
Nachweise gleichermaBen anhand der eGFP-Untersuchung durchgefiihrt werden. Auf die
Generierung einer Mauslinie mit einer kardialen eGFP-Expression (Expression des eGFP-
Leervektors) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit verzichtet, da bereits belegt werden
konnte, dass eine eGFP-Expression unaufféllig ist (Okabe et al. 1997, Schaefer et al. 2001).
Alle Untersuchungen erfolgten daher im Vergleich zu Wildtyptieren.

Mittels Genotypisierung konnte zwar die Anwesenheit des jeweiligen Konstrukts im Genom
belegt werden, sie gab jedoch weder Auskunft Uber die Transkription noch Uber die
Proteinbiosynthese. Daher wurde nach ldentifizierung der transgenen Mause die kardiale
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MRNA-Expression der transgenen Rezeptoren analysiert. Mittels reverser Transkriptase
(RT)-PCR konnte sowohl in den aMHC hMR- als auch in den aMHC hMRPEF-Herzen die
mRNA des entsprechenden Konstrukts nachgewiesen werden. Es konnte also davon
ausgegangen werden, dass diese Gene Transkriptionsprozessen unterlagen und
funktionstichtig waren.

AnschlieBend wurde untersucht, ob eine Proteinbiosynthese der transgenen Rezeptoren
stattfand. Bei Fixierung des Herzgewebes in 4% Formalin direkt nach der Organentnahme
konnte die Proteinexpression des hMR mittels immunhistochemischer Farbung belegt
werden (Abb. 13). Mit Hilfe der Western Blot-Technik war das hMR-Protein dagegen nicht
nachweisbar, was vermutlich auf einen schnellen intrazellularen Abbau (Ouvrard-Pascaud et
al. 2005) oder auf Schwierigkeiten mit dem primaren Antikérper zurlckzufihren ist. Aufgrund
des positiven Nachweises des hMR mittels RT-PCR und Immunhistochemie konnte jedoch
davon ausgegangen werden, dass sowohl Transkription als auch Translation bei den hMR-
Mausen stattfanden.

Die Proteinexpression des hMRPEF konnte sowohl immunhistochemisch als auch anhand der
Western Blot-Technik spezifisch im Herzen der transgenen Mause nachgewiesen werden,
was auf einen langsameren Abbau dieser Rezeptor-Variante zurlickzufihren sein kénnte.
Somit konnte auch beim hMRP5F davon ausgegangen werden, dass sowohl Transkription als

RPEF-Mausen eine

auch Translation stattfanden. Des Weiteren konnte bei den aMHC hM
isolierte kardiale Proteinexpression belegt werden. Da fir die Generierung der beiden
Mauslinien dieselbe Methode angewendet wurde, konnte daher auch bei den aMHC hMR-
Tieren von einer spezifischen kardialen Proteinexpression angenommen werden.

Die  unterschiedlichen immunhistochemischen  Farbungsmuster fir den hMR
(Farbakkumodation im Zellkern) und den hMRP®F (diffuse Farbung im Zytosol) lassen sich
vermutlich durch eine Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren aufgrund des bei der
Organentnahme freigesetzten Stresshormons Kortisol erklaren. Der intakte MR wandert
nach seiner Aktivierung in den Zellkern, um als Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor
Uber das glucocorticoid responds element (GRE) die Regulation bestimmter Zielgene zu
steuern. Die trunkierte DEF-Form dagegen hat durch Entfernung der DNA-Bindedomane die
Fahigkeit verloren, in den Zellkern zu wandern (Grossmann et al. 2008) und verbleibt daher
nach seiner Aktivierung im Zytosol. Die Aktivierung kann sowohl durch den endogenen
Liganden Aldosteron als auch durch Kortisol (Korticosteron bei Nagern) (Nishi and
Kawata 2007) erfolgen. Starkster Stimulus fir die Ausschiittung von Kortisol ist Stress
(Johnson et al. 1992), daher ist die Kortisolausschittung u.a. bei einer psychischer
Belastung (z. B. Angst) erhdht. Die Untersuchungen stellten fiir die Mause wahrscheinlich
eine Stresssituation dar, wodurch die Plasmakonzentration des Kortisols vermutlich erhéht
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war und somit die transgenen Rezeptoren wahrend der Untersuchung bzw. perimortal durch

das Glukokortikoid aktiviert worden sein kénnten.

Auf den Nachweis der funktionstliichtigen Gene folgte die Etablierung der transgenen
Mauslinien. Die Etablierung der aMHC hMR-Linie war dabei zunéchst nicht erfolgreich, da
alle transgenen Jungen des ersten Zuchtweibchens ab dem 10. Tag nach der Geburt
(postnatal) verstarben, wobei keine phénotypischen Verdnderungen festgestellt werden
konnten. Die Letalitat dieser transgenen Tiere kdnnte mit der Aktivitat des kardialen aMHC-
Promotors wahrend der Kardiogenese erklarbar sein. Zwar sind beide Isoformen, a und (3,
bereits seit Beginn der kardialen Entwicklung vorhanden, wahrend der Embryogenese und
fetalen Entwicklung dominiert jedoch die B-Isoform (Ng et al. 1991). Etwa ab dem 16. Tag
der embryonalen Entwicklung ist die a-lsoform minimal aktiv und detektierbar. Dessen
Aktivitat steigt weiter an, bis die a-Isoform ab dem 7. Tag p.p. schlieBlich die B-lsoform
vollstandig ersetzt (Lyons et al. 1991, Ng et al. 1991). Somit war der transgene hMR
spatestens ab dem 7. Tag p.p. vollstdndig aktiv und verursachte vermutlich den Tod aller
transgenen Jungen bis zum maximalen Alter von 14 Tagen.

Eine erhdhte Sterblichkeit von Mausen mit kardialer hMR-Uberexpression wurde
bereits 2005 in der Arbeitsgruppe um Frédéric Jaisser in Paris beobachtet. Im Gegensatz zu
den 2005 verdffentlichten Daten (Ouvrard-Pascaud et al. 2005), wurde jedoch keiner der in
der vorliegenden Arbeit generierten aMHC hMR-Nachkommen aus diesem ersten
Zuchtansatz alter als zwei Wochen. Dies ist vermutlich durch das in der vorliegenden Arbeit
verwendete konstitutiv-aktive Modell zu erklaren. Das franzdsische Modell basierte dagegen
auf einem induzierbaren (Tet-off) System, welches durch die Gabe eines Tetrazyklin-
Analogons herunterreguliert werden konnte (Ouvrard-Pascaud et al. 2005).

Bei einem erneuten Zuchtansatz sollte den transgenen Tieren deshalb der MR-Inhibitor
Kaliumcanrenoat verabreicht werden. Da fir den hMR bereits eine intrauterine Letalitat
beschrieben worden war (Ouvrard-Pascaud et al. 2005) und wahrend der ersten Zuchtphase
keine aMHC hMR-Maus élter als zehn Tage wurde, musste die Inhibition somit so frih wie
maoglich erfolgen. Eine adaquate Behandlung der Nachkommen war vor der Entwéhnung von
der Mutter (etwa an Tag 21 postnatal) jedoch nicht méglich, weil die Jungtiere bis zu diesem
Zeitpunkt hauptsachlich von der Mutter gesdugt wurden. Die MR-Inhibition bei den
Jungtieren konnte daher nur indirekt Uber die Mutter erreicht werden. Das plazentagangige
Kaliumcanrenoat wurde dem Zuchtweibchen daher bereits ab dem Zeitpunkt der Empfangnis
mit dem Trinkwasser zugefihrt. Somit konnte eine MR-Inhibition wahrend der
Embryonalentwicklung erreicht werden. Da nicht bekannt war, ob die Letalitdt nach Absetzen
der MR-Inhibition wieder auftreten wirde, wurde die MR-Blockierung bis einen Monat vor
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den Untersuchungen fortgesetzt. Dabei Uberlebten alle transgenen Tiere die anschlieBenden
vier Wochen bis zum Versuchszeitpunkt (Abb. 17).

Eine Etablierung der aMHC hMR-Linie Uber die F,-Generation hinaus war jedoch nicht
maoglich. Die verminderte Fortpflanzungsrate dieser behandelten Tiere ist vermutlich durch
eine Reproduktionstoxizitat des unselektiven MR-Inhibitors Kaliumcanrenoat erklarbar, der
durch seine ausgepréagten antiandrogenen Effekte vermutlich die Entwicklung und Funktion
der Sexualorgane storte (Loriaux et al. 1976). Auch eine Verpaarung mit unbehandelten WT-
Tieren brachte dabei keinen Zuchterfolg.

Die Etablierung der aMHC hMRP¥"-Linie verlief ohne Komplikationen und die Zucht konnte
auf dem aus der einzigen Pronukleus-Injektion hervorgegangenen transgenen Weibchen
aufgebaut werden. Auf die Gabe von Kaliumcanrenoat konnte bei dieser Linie daher
verzichtet werden.

Da bei der aMHC hMRPF-Linie postnatal keine erhdhte Sterblichkeit auftrat, liegt somit die
Vermutung nahe, dass nur der genomische hMR-Signalweg letal ist und somit bereits
publizierte Daten bestatigt werden konnten (Ouvrard-Pascaud et al. 2005).

Somit standen nun zwei Mauslinien zur Verfigung, die es ermdglichten, die kardialen
nichtgenomischen Effekte des Mineralokortikoidrezeptors in vivo zu untersuchen. Dabei

zeigte eine nur genomisch-vermittelte Letalitat.

5.2 Kardialer Phanotyp der sechs Monate alten aMHC hMRP5F-Mause

In epithelialen Geweben wie Niere, Darm und Speicheldrisen ist der MR am Salz- und
Wassertransport beteiligt und spielt somit bei der Blutdruckregulation eine wichtige Rolle
(Grossmann et al. 2008, Grossmann und Gekle 2009). Daneben wird er im kardiovaskularen
System exprimiert. Hier fuhrt eine MR-Aktivierung zu entzliindlichen und proliferativen
Prozessen (Jaffe et al. 2010, Johar et al. 2006, Newfell et al. 2011, Sun et al. 2002, Stas et
al. 2007, Virdis et al. 2002) sowie veranderten kardialen lonenstrémen (Ouvrard-Pascaud et
al. 2005). Diese Effekte begunstigt pathophysiologische Mechanismen, wie z.B.
Veranderungen in der kardialen Erregungsleitung und Fibrosierung (Bénitah et al. 2001,
Lalevée et al. 2005, Nguyen Dinh Cat and Jaisser 2012), welche die Pathogenese einer
Herzinsuffizienz férdern. Bisher ist jedoch nicht abschlieBend geklart, welchen Anteil die
genomischen Effekte an der Entstehung kardiovaskuléarer Erkrankungen haben und welche
Rolle der nichtgenomische Signalweg dabei spielt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte durch das neu etablierte Mausmodell zum ersten Mal der nichtgenomische Signalweg

und seine kardialen Effekte in vivo getrennt vom genomischen Signalweg untersucht werden.
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Die Charakterisierung des kardialen Phanotyps erfolgte zunachst an sechs Monate alten
Mause, die dem menschlichen Alter von 20 bis 30 Jahren entsprechen (Flurkey et al. 2007).
Dies sollte Aufschluss darliber geben, ob der nichtgenomischen Signalweg bereits zu einem
frihen Lebenszeitpunkt kardiale Dysfunktionen hervorrufen wirde.

Um festzustellen, ob durch die Anwesenheit der transgenen Rezeptoren die grobe
Morphologie des Herzens verandert wurde, erfolgte eine Untersuchung des relativen
Herzgewichts. Hierfir wurden sowohl das Koérpergewicht als auch das Herzgewicht der
einzelnen Tiere bestimmt. Anhand der ermittelten Daten konnte der Quotient aus
Herzgewicht und Korpergewicht (relatives Herzgewicht) berechnet werden, welcher zur
Beurteilung der myokardiale Masse diente.

Bei den sechs Monate alten aMHC hMR-Tieren fiel dabei ein vergréBertes relatives
Herzgewicht (Herzgewicht/Kdrpergewicht) gegenltber dem WT auf, welches aber vermutlich
auf das tendenziell verminderte Kérpergewicht (p = 0,059) zurlckzufiihren war (Tab. 3). Dies
kénnte dabei durch die Behandlung mit Kaliumcanrenoat und einer damit verbundenen
verzégerten Entwicklung aufgrund der hormonellen Nebenwirkungen des MR-Inhibitors
verursacht worden sein (Loriaux et al. 1976, Semler et al. 1989). Fir die aMHC hMRPF"-
Tiere, die wie die WT-Mause kein Kaliumcanrenoat erhielten, waren keine Veranderungen
des Korpergewichts oder des relativen Herzgewichts im Vergleich zu den WT-Mausen zu
beobachten.

Far die Untersuchung der aMHC-abhangigen kardialen Transkriptionsrate beider transgenen
Rezeptoren, wurde jeweils die mRNA-Expression des gekoppelten eGFP herangezogen. Da
beide hMR-Varianten das eGFP enthielten, lieBen die ermittelten eGFP-mRNA-Mengen bei
beiden Mauslinien Rickschlusse auf die mRNA-Expression des entsprechenden Rezeptors
zu. Es zeigte sich, dass bei den aMHC hMR-M&usen die eGFP-mRNA deutlich spater
detektierbar war als bei den aMHC hMRP-Méausen, woraus sich eine geringere mRNA-
Menge flr den transgenen hMR-Rezeptor ergab.

Da die transgenen Rezeptoren durch den aMHC-Promotor reguliert wurden, lag zunachst die
Vermutung nahe, dass bei den oMHC hMR-Tieren die aMHC-Transkription
Kaliumcanrenoat-abhangig verandert worden sein kdénnte. Die aMHC-mRNA-Expression
wird u.a. durch das Schilddriisenhormon Triiodthyronin (T3) reguliert (Morkin 2000), dessen
Plasmaspiegel kann aufgrund endokriner Nebenwirkungen bei einer Therapie mit
Spironolacton oder Kaliumcanrenoat vermindert sein (Loriaux et al. 1976, Semler et
al. 1989). Somit héatte die intrauterine MR-Inhibition (s.0.) dauerhaft zu einer verminderten
Transkription des aMHC-Promotors geflhrt haben kénnen. Die Analyse von aMHC selbst
(siehe unten) zeigte jedoch, dass bei den aMHC hMR-Mausen mehr aMHC transkribiert
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wurde als bei den aMHC hMRP®F-Tieren (Abb. 21). Somit ist die Differenz der mRNA-
Mengen zwischen den beiden transgenen Mausmodellen wahrscheinlich darauf
zurickzufthren, dass bei der Pronukleus-Injektion zur Generierung der transgenen Tiere

zufallig deutlich mehr hMRPEF

- als hMR-Konstrukt in das entsprechende Genom integriert
worden war. Die zuféllige Integration ist fir diese Methode bereits beschrieben worden

(Taketo et al. 1991).

Da die Anwesenheit der transgenen Rezeptoren die Transkription des endogenen MR
(Nr3c2) beeinflusst haben konnte, wurde die Nr3c2-mRNA-Expression ebenfalls mittels
gPCR untersucht. Bei den aMHC hMR-Mausen wurde dabei eine negative Feedbackschleife
zwischen transgenem und endogenem MR vermutet und somit eine verminderte
Transkription des endogenen MR erwartet. Es zeigte sich jedoch eine héhere Nr3c2-mRNA-
Menge im Vergleich zur WT-Kontrolle (1,7-fach, Abb. 19A). Dieses Ergebnis l&sst sich
vermutlich durch die Behandlung mit Kaliumcanrenoat erklaren. Die intrauterine MR-
Inhibition kénnte dabei zu einer Kompensationsreaktion gefiihrt haben, wobei der murine
Organismus versucht haben kénnte mittels gesteigerter Nr3c2-Transkription der Inhibition
entgegen zu wirken.

Die Untersuchung der Nr3c2-Transkription bei den sechs Monate alten aMHC hMRPEF-
Tieren zeigte, dass die mMRNA-Expression des endogenen MR ebenfalls etwa doppelt so
hoch war wie bei den WT-Tieren (Faktor 2,2, Abb. 19A). Da diese Tiere nicht mit
Kaliumcanrenoat behandelt wurden, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei diesem
Ergebnis um einen nichtgenomischen Effekt handelte. Mdéglicherweise hat der murine
Organismus bei diesen Tieren durch die Erhéhung der Nr3c2-mRNA-Menge versucht, einen
vergrdBerten nichtgenomische MR-Einfluss zu kompensieren, um das kardiale Gleichgewicht
zwischen nichtgenomischen und genomischen Effekten wieder herzustellen. Denkbar ware
jedoch auch, dass der hMRPF" selbst iiber zytosolische Signalkaskaden, z.B. durch PKC
Aktivierung, oder eine Interaktion mit dem EGF-Rezeptor (Grossmann et al. 2005,
Grossmann and Gekle 2008, Grossmann et al. May 2010) die Transkription des endogenen
MR gesteigert hat.

Diese Ergebnisse zeigten, dass bei beiden generierten transgenen Mauslinien die kardiale
mRNA-Expression des endogenen MR beeinflusst wurde. Nachfolgende qPCR-
Untersuchungen sollten klaren, ob die Transkription weiterer Gene im Ventrikel der
transgenen Tiere verandert war. Da eine MR-Aktivierung mit Hypertrophie, Fibrose,
Remodeling, Entzindung und Veradnderung der lonenstréme assoziiert ist, lag das
Augenmerk vor allem auf Genen, deren veranderte Transkription bei Herzerkrankungen bzw.

Herzinsuffizienz bereits beschrieben wurde (Blasi et al. 2003, Briet and Schiffrin 2010, Brilla
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et al. 1994, Latouche et al. 2010, Ouvrard-Pascaud et al. 2005, Qin et al. 2003). Im Hinblick
auf die Entstehung einer Hypertrophie waren dabei die Gene von Interesse, die fir das
atriale natriuretische Peptid ANP (natriuretische Peptid vom Typ A, Nppa) und das
natriuretische Peptid vom Typ B BNP (Nppb), kodieren. Physiologisch erfolgt die Sekretion
des vasodilatativen ANP bei Volumenanstieg vor allem aus den Vorhofkardiomyozyten
(Potter et al. 2009, Yasue et al. 1994), BNP wird dabei hauptsachlich aus dem
Ventrikelmyokard ausgeschittet (Yasue et al. 1994). Bei chronisch erhdhter
Volumenbelastung bzw. Herzinsuffizienz werden dann sowohl ANP als auch BNP von den
Ventrikelkardiomyozyten sezerniert (Yasue et al. 1994). Wahrend die ANP-Freisetzung im
Verlauf der Dekompensation sinkt, wird BNP weiterhin ausgeschittet. Seine
Plasmakonzentration korreliert dabei mit dem Schweregrad der Erkrankung und dient somit
im klinischen Alltag als diagnostischer bzw. prognostischer Marker (,hoher negativ
pradiktiver Wert*) und der Therapiekontrolle bei chronischer Herzinsuffizienz (Bhalla et
al. 2004).

Die aufgrund einer Hypertrophie auftretende Kardiomyozytendehnung fiihrt auBerdem zu
einer Verschiebung der Myosinisoformen. Dabei kommt es zur verstarkten Transkription der
fetalen B-lsoform und zur verminderten Expression der adulten a-lsoform (,fetales
Genprogramm®) (Morkin 2000). Daher war die Transkription dieser beiden Gene fir
Beurteilung der mdéglichen hypertrophen Veranderungen im Herzen ebenfalls interessant.
Die aMHC-mRNA-Expression wurde ebenfalls im Hinblick auf die Regulation von hMR und
hMRPEF untersucht, da die transgenen Rezeptoren an den aMHC-Promotor gekoppelt waren.
Die extrazellularen Matrixmolekile Kollagen Typ 1a1 (Col1at) und Typ 3a1 (Col3a1) sind an
der Herzarchitektur beteiligt und spielen eine wichtige Rolle bei der myokardialen Funktion
(Borg and Caulfield et al. 1981, Weber 1989). lhre kardiale Transkription ist bei einer
dilatativen Kardiomyopathie erhéht und geht mit Fibrosierungsprozessen einher
(Pauschinger et al. 1999). Fibronektin 1 (Fn7) hat im menschlichen Organismus viele
Funktionen (Pankov and Yamada 2002), neben Zelladhasion, Wachstum, Migration und
Differenzierung (Engvall et al. 1978, Pankov and Yamada 2002) ist es auBerdem an der
Wundheilung beteiligt (Grinell 1984, Valenick et al. 2005). Da der MR an der Regulation
dieser Molekile beteiligt zu sein scheint (Grossmann et al. 2008), wurde die kardiale
Transkription dieser Gene fir die Beurteilung der MR-abhangigen Fibrosierung des Herzens
herangezogen.

Bei Kardiomyopathien, die einer Herzinsuffizienz zugrunde liegen kdnnen, treten daneben
auch Mutationen in Gene auf, die zu Veranderungen kardialer lonenkanale fiihren. Deren
Aktivitdt kann dabei sowohl gesteigert als auch vermindert sein. Diese so genannten
,=Kanalopathien“ kénnen z.B. zu einem Long-QT-Syndrom (verlangertes QT-Intervall im EKG)

fihren, wodurch Arrhythmien entstehen kénnen.
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Dem Long-QT-Syndrom Typ Il (LQT2) liegt eine verlangerte Repolarisation aufgrund
verminderter K*-Auswartsstréme (lx) zugrunde, die durch eine Mutation in der a-Untereinheit,
kodiert durch Kcnh2 (auch: human Ether-a-go-go-Related Gene (hERG)), des
spannungsabhangigen Kaliumkanals K,11.1 verursacht werden (Levine et al. 2008). Auch
eine Mutation im Gen des spannungsabhéngigen, langsamen (L-Typ)-Calciumkanals Ca,1.2
Cacnaic kann mit einer Verlangerung des QT-Intervalls (LQT8, ,Timothy syndrome®) und
einer erhdhten zellularen Erregbarkeit einhergehen (Brugada et al. 2007, Pagon et al. 2011).
Daher war die Transkription dieser Gene flr die Untersuchung einer elektrophysiologischen
Funktionsstérung von besonderem Interesse.

Die Untersuchung der mRNA-Expression von Serpina3 diente als Anhaltspunkt fir das
Auftreten entziindlicher Prozesse in Anwesenheit von hMR bzw. hMRPF". Dieses Gen kodiert
fir den Serin-Peptidase-Inhibitor a;-Antichymotrypsin. Hierbei handelt es sich um ein Akut-
Phase-Protein, welches das Gewebe bei einer akuten Inflammation vor UberschieBender
Proteaseaktivitat schitzt.

Bei den aMHC hMR-Tieren wurde aufgrund bereits publizierter Daten (Grossmann et
al. 2008) mit einer gesteigerten Transkription dieser Gene gerechnet. Tatsachlich aber lieBen
sich bei der aMHC hMR-Mauslinie im Vergleich zur WT-mRNA-Expression fir den GroBteil
der untersuchten Gene keine erhéhten mRNA-Mengen finden. Die Transkription des Hyper-
trophie-Markers BMHC war allerdings, wie erwartet, erhéht. Nach Morkin 2000 tritt bei einer
Hypertrophie, neben der Zunahmen der BMHC-mRNA-Menge, eine Abnahme der aMHC-
Transkription auf. Uberraschenderweise war aber auch die aMHC-mRNA-Menge im
Vergleich zur WT-mRNA-Expression erhdht, was mit der Kaliumcanrenoat-Behandlung
zusammenhdngen kdnnte. Wie oben bereits beschrieben, wird die aMHC-mRNA-Expression
u.a. durch das Schilddriisenhormon Triiodthyronin (T3) reguliert (Morkin 2000). Aufgrund
endokriner Nebeneffekte des MR-Inhibitors (Loriaux et al. 1976) wird auch die Ts;-
Plasmakonzentration beeinflusst (Semler et al. 1989). Somit kdnnte die intrauterine MR-
Inhibition (s.0.) dauerhaft zu einer veréanderten Ts;-Konzentration gefliihrt haben und bei den
aMHC hMR-Tieren die aMHC-Transkription dauerhaft verandert worden sein.

Die Nppb-mRNA-Expression der aMHC hMR-Mause im Vergleich zu WT-Tieren war
tendenziell erhéht (p = 0,091), die des Nppa war dabei nicht verdndert bzw. eher reduziert
(Abb. 21A). Da ANP unter physiologischen Bedingungen eher von den Vorhofen sezerniert
wird (Yasue et al. 1994), lasst sich das unerwartete Ergebnis der Nppa-Analyse vermutlich
auf die hier untersuchten Ventrikelproben zurickfihren. Erst bei chronischer
Volumenbelastung wird ANP, wie BNP, von den Ventrikeln sezerniert. AuBerdem kdnnten
die antihypertrophen und antifibrotischen Effekte der MR-Inhibition eine Rolle gespielt haben
(Pitt et al. 1999, 2003, Lalevée et al. 2005). Die antifibrotische Wirkung von Kaliumcanrenoat
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spiegelte sich zudem in der gegenliber dem WT kaum veranderten Transkription von Col1a1
und Col3a1 bzw. der verminderten mRNA-Expression von Fn1 wider (Abb. 21A).

Die Untersuchung von Kcnh2 zeigte Uberraschenderweise eine gesteigerte Transkription im
Vergleich zu WT-Mausen. Fir den hMR wurde jedoch ein verminderter K*-Auswartsstrom
und eine verlangerte Repolarisation bei Aktionspotenzialen an isolierten Kardiomyozyten
transgener Mausen beschrieben (Ouvrard-Pascaud et al. 2005), so dass hier eher eine
verminderte mRNA-Expression zu erwarten war. Eine Erklarung fir die in der vorliegenden
Arbeit detektierte erh6hte Kecnh2-mRNA-Menge kdnnte ebenfalls das Kaliumcanrenoat sein.
Der MR-Inhibitor beeinflusst neben der MR-Aktivitdt und der Schilddriisenhormon-
konzentration (Semler et al. 1989) auch die Kaliumkanale K,7.1, minK und K,11.1 (hERG)
(Gémez et al. 2005, Caballero et al. 2003). So kénnte die intrauterine K,11.1 (hERG)-
Blockade zu einer anhaltenden Steigerung der Kcnh2-Transkription als Kompensations-
mechanismus gefthrt haben und die erhéhte mRNA-Expression somit nicht zwingend durch
den hMR selbst hervorgerufen worden sein. Eine moégliche Veranderung des
Kaliumionenstroms (gain of function oder loss of function) in den Kardiomyozyten der aMHC
hMR-Mause aufgrund der gesteigerten Transkription von Kcnh2 wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Bei dem zweiten untersuchten lonenkanal (LTCC,
Cacnaic) war im Vergleich zum WT ebenfalls eine gesteigerte Transkription in den aMHC
hMR-Ventrikeln zu beobachten. Dieses Ergebnis passte dabei sehr gut zu den in isolierten
Kardiomyozyten nachgewiesenen vergréBerten Strdmen durch den L-Typ Calciumkanal
(Ouvrard-Pascaud et al. 2005). Die erwarteten proinflammatorischen Effekte (Sun et
al. 2005, Blasi et al. 2003, Rocha et al. 2002, Krug et al. 2010) zeigten sich in diesem
Mausmodell durch eine erhéhte mRNA-Expression von Serpina3 (Abb. 21A).

Somit war bei den jungen hMR-Tieren auf Transkriptionsebene eine leichte bzw. beginnende
Herzerkrankung zu beobachten.

Es konnte jedoch nicht unterschieden werden, ob die bei dieser Linie beobachteten Effekte
durch den transgenen oder den endogenen MR hervorgerufen wurden.

Fir den nichtgenomischen MR-Signalweg ist ebenfalls eine Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren sowie dem klassischen genomischen MR-Signalweg, z.B. via ERK-
Phosphorylierung, beschrieben (Mihailidou et al. 2004). Daher war seine Auswirkung auf die
Transkription prohypertropher und profibrotischer Gene in vivo von besonderem Interesse.
Tatsachlich konnten mittels qPCR-Analyse der Herzen sechs Monate alter aMHC hMRPF-
Tiere Unterschiede im Transkriptionsmuster im Vergleich zum WT festgestellt werden.
Uberraschenderweise zeigten die aMHC hMRP® -Tiere eine gesteigerte Transkription aller
untersuchten Hypertrophie- und Fibrose-assoziierten Gene. Auch die mRNA-Expression fir
den L-Typ Calciumkanal (Cacnaic) war erhdéht bzw. die flr Serpina3 tendenziell erhéht
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(p = 0,080, Abb. 21A). Die einzigen Ausnahmen bildeten aMHC und Kcnh2, deren mRNA-
Expression nicht verandert bzw. eher etwas vermindert war (Abb. 21A). Es zeigten sich
somit bei den jungen hMRP -Tieren auf Transkriptionsebene prohypertrophe sowie
profibrotische Prozesse, Veranderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften und eine
beginnende Entziindung, wie sie bei einer Herzinsuffizienz zu erwarten waren. Diese
Veranderungen der mRNA-Expression sind moglicherweise auf den endogenen MR
zurickzufiihren. Dessen erhdhte Transkription kdnnte dabei durch den hMRPEF (iber
zytosolische Signalkaskaden gesteigert worden sein. Somit ware der nichtgenomische
Signalweg Uber eine Modulation der genomischen MR-Effekte an der Pathogenese kardialer
Erkrankungen beteiligt.

Die Untersuchung der kardialen Erregungsleitung erfolgte mittels Elektrokardiographie
(EKG). Aufgrund der beschriebenen MR-abhangigen Modulation kardialer lonenstréme
(Ouvrard-Pascaud et al. 2005) wurden hier Veradnderungen in der Herzstromkurve im
Vergleich zum WT erwarteten.

Bei den sechs Monate alten aMHC hMR-Mausen zeigte sich eine verlangerte
gesamtventrikulare Erregungsdauer (QT-Intervall). Das frequenzkorregierte QT-Intervall
(QT-Intervall) war gegentiber dem WT-EKG ebenfalls verlangert, wobei die intraventrikulére
Erregungsausbreitung (QRS-Komplex) unverandert war (Tab. 5). Dies deutete darauf hin,
dass eine verlangerte intraventrikulare Repolarisation dem verldngerten QT.-Intervall
zugrunde lag. Eine Verlangerung des QT,-Intervalls kann dabei durch einen vergréBerten
Calciumstrom verursacht werden, wie er z.B. beim LQTS8 vorliegt (Pagon et al. 2011).
Hierfir wirde die bei diesen Mausen beobachtete erhdhte Transkription von Cacnaic
sprechen. Tatsachlich konnte bereits an isolierten Kardiomyozyten von transgenen Mausen
mit herzspezifischer Uberexpression des hMR gezeigt werden, dass der L-Typ Calciumstrom
vergroBert ist (Ouvrard-Pascaud et al. 2005). Bei den sechs Monate alten aMHC hMRPE-
Tieren, deren Cacna1c-mRNA-Expression im Vergleich zum WT ebenfalls erhéht war, zeigte
sich jedoch keine Verldngerung der ventrikuldren Erregungsleitung (Tab. 5). Somit haben
vermutlich noch andere Faktoren flir die QT,-Intervallverlangerung der sechs Monate alten
oMHC hMR-M&use eine Rolle gespielt. Denkbar ware z.B., dass entzlindliche Prozesse hier
von Bedeutung gewesen sein kénnte. Diese Vermutung wird durch die erhdhte Serpina3-
Transkription bekraftigt. Mdglich ware auch, dass ein verminderter Kaliumauswartsstrom
aufgrund eines Kaliumkanaldefekts (loss of function) der verlangerten Erregungsrickbildung
zugrunde lag. Dies kdnnte die erhéhte Kenh2-mRNA-Menge bei diesen Mausen erklaren.

Im EKG der jungen aMHC hMRP* -Tiere waren gegeniiber WT keine Verdnderungen zu
erkennen (Tab. 26).
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Durch die i.p. ISO-Injektion konnten die Herzfrequenz (HF) nicht-narkotisierter M&use zwar
nicht erreicht werden, die HF unter B-Adrenozeptor-Stimulation lag jedoch deutlich dichter an
diesen Werten (Tab. 6). Die erfolgreiche Stimulation konnte dabei durch den Anstieg der HF
bei allen drei Genotypen belegt werden (Abb. 24A). Wie bereits unter Kontrollbedingungen
erkennbar, war unter der B-Adrenozeptor-Stimulation bei den sechs Monate alten aMHC
hMR-Mausen eine Verlangerung des QT- und QT.-Intervalls gegentber dem WT-EKG zu
beobachten (Tab. 6). Die jungen aMHC hMRP* -Tiere wiesen auch unter der B-
Adrenozeptor-Stimulation keine Unterschiede zum WT-EKG auf (Tab. 6).

Die 1SO-abhéngigen Anderungen im EKG der transgenen Mause entsprachen dabei
weitestgehend denen der WT-Tiere (Abb. 24A). Unter B-Adrenozeptor-Stimulation konnten
im Oberflachen-EKG keine Arrhythmien bei den WT-, aMHC hMR®*"- oder aMHC hMR-
Tieren dieser Altersgruppe beobachtet werden.

AbschlieBend wurden die, aufgrund MR-abhéngiger Fibrosierung des Herzgewebes (Unger
and Li 2004, Reil et al. 2012, Brilla et al. 1992), erwarteten funktionellen Veranderungen
anhand zweidimensionaler Echokardiographie untersucht (Tab. 7).

Hierbei zeigten die sechs Monate alten oMHC hMR-Mause lediglich eine erhdhte
Herzfrequenz (HF) im Vergleich zu WT-Tieren, weitere Unterschiede waren bei diesen
Tieren nicht zu erkennen (Tab. 7). Die sechs Monate alten aMHC hMRP -Mause wiesen
einen tendenziell erhéhten endsystolischen Kammerdurchmesser (p = 0,061), sowie ein
tendenziell erhéhtes endsystolisches Volumen (p = 0,068) auf. Diese Ergebnisse kénnten auf
eine Dilatation des linken Ventrikels hindeuten und korrelieren damit gut mit der gesteigerten
Transkription von Col1al und Col3a1, wie sie bei einer dilatativen Kardiomyopathie zu finden
ist (Pauschinger et al. 1999). Weitere funktionelle Unterschiede zu WT-Mausen konnten bei
der Untersuchungsgruppe mit sechs Monaten jedoch nicht festgestellt werden (Tab. 7).
Mittels der ISO-i.p.-Injektion konnten auch hier die HF von nicht-narkotisierten Mausen nicht
erreicht werden, jedoch war die HF unter 3-Adrenozeptor-Stimulation ebenfalls deutlich
naher an den entsprechenden Werten (Tab. 8). Die erfolgreiche Stimulation konnte hier, wie
im EKG, durch den Anstieg der HF bei allen drei Genotypen belegt werden (Abb. 26A). Da
die 1ISO-bedingte Anderung bei den transgenen Mausen weitestgehend denen der WT-Tiere
entsprach (Abb. 26A), zeigten sich in der Gruppe der sechs Monate alten Mause unter (8-
Adrenozeptor-Stimulation keine Unterschiede im EKG (Tab. 8).
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5.3 Kardialer Phanotyp der zwélf Monate alten aMHC hMRPF-Mause

Die Inzidenz einer Herzinsuffizienz steigt mit zunehmendem Alter (> 10% der Uber 80-
Jahrigen sind betroffen), wobei die Uberlebenszeit - abhdngig vom Schweregrad der
Erkrankung - zwischen ein und funf Jahren betragt (McMurray et al. 2012). Daher sollte im
weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit untersucht werden, in welcher Weise sich eine
kardiale Uberexpression des nichtgenomischen Signalwegs zu einem spéteren
Lebenszeitpunkt auBerte. Die hierfir ausgewahlten zwolf Monate alten Mause entsprachen
dabei dem menschlichen Lebensabschnitt zwischen 40 und 50 Jahren (Flurkey et al. 2007).
Da die aMHC hMR-Linie, wie oben beschrieben, eine hohe postnatale Mortalitat aufwies und
unbekannt war, ob diese nach Absetzen des MR-Inhibitors wieder auftreten wirde, wurden
die Tiere dieser Altersgruppe ebenfalls bis einen Monat vor den Untersuchungen mit
Kaliumcanrenoat behandelt. Alle transgenen Tiere dieser Gruppe Uberlebten dabei die
anschlieBenden vier Wochen bis zum Versuchszeitpunkt (Abb. 17B). Um zu untersuchen, ob
und wann die genomisch-vermittelte Letalitat wieder auftreten wiirde, wurde eine zusétzliche
Gruppe von aMHC hMR-Mausen untersucht, die den MR-Inhibitor nur bis zum Alter von
sechs Monaten erhielt. AnschlieBend bekamen diese transgenen Tiere (hMR") Uber einen
Zeitraum von weiteren sechs Monate reines Leitungswasser ad libitum. Die kardialen
Parameter wurden bei aMHC hMR™-Tieren somit ebenfalls im Alter von zw6lf Monaten
untersucht. Ohne MR-Inhibition Uberlebten dabei nicht alle der aMHC hMR*-Tiere bis zum
Versuchszeitpunkt (Anhang Abb. 33). Daraus folgt, dass die genomisch-vermittelte Letalitat
vermutlich von der Dauer der Kaliumcanrenoat-Behandlung bzw. der postnatalen hMR-
Aktivitat abhangt.

Bei den aMHC hMRPEF-Mausen war dagegen bis zum Alter von zwélf Monaten keine erhéhte
Sterblichkeit zu beobachten (Abb. 17B).

Die Untersuchung der morphologischen Parameter der zwolf Monate alten Tiere ergab bei
den zwolf Monate alten aMHC hMR-Tieren im Vergleich zu den WT-Mausen ein
vermindertes Koérpergewicht. Dies kdnnte durch die Behandlung mit Kaliumcanrenoat und
einer damit verbundenen verzbgerten Entwicklung aufgrund hormoneller Nebenwirkungen
der MR-Inhibition aufgetreten sein (Loriaux et al. 1976, Semler et al. 1989). Das relative
Herzgewicht dieser Tiere war gegenliber den WT-Mausen dabei nicht erhéht (Tab. 3),
wohingegen das relative Herzgewicht der aMHC hMR*-Mause, die etwa genauso viel wogen
wie die gleichaltrigen WT-Tiere, erhdht war (Anhang Tab. 31).

Bei den zwdlf Monate alten aMHC hMRP* -Mausen war die myokardiale Masse im Vergleich
zu den gleichaltrigen WT-Tieren unverandert (Tab. 3).
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Somit scheint nur der genomische MR-Signalweg, abhangig von der Dauer der Kalium-
canrenoat-Behandlung, die myokardiale Masse zu steigern.

Far die Untersuchung der aMHC-abhangigen kardialen Transkriptionsrate der transgenen
Rezeptoren, wurde bei den zwdlf Monate alten Tieren ebenfalls die mRNA-Expression des
gekoppelten eGFP herangezogen. Da beide hMR-Varianten das eGFP enthielten, konnten
auch hier durch die ermittelten eGFP-mRNA-Mengen bei beiden Mauslinien Riickschlliisse
auf die mRNA-Expression des entsprechenden Rezeptors gezogen werden. Es zeigte sich,
dass sowohl bei den aMHC hMR- (Tab. 4) als auch bei den aMHC hMR*-M&usen (Anhang
Tab. 32) die eGFP-mRNA deutlich spater detektierbar war als bei den gleichaltrigen aMHC
hMRP5F-M&usen (Tab. 4), wodurch sich auch bei den zwélf Monate alten Mausen eine
geringere mRNA-Menge fir den transgenen hMR-Rezeptor ergab. Da die transgenen
Rezeptoren, wie bereits erwahnt, durch den aMHC-Promotor reguliert wurden, lag auch hier
zunachst die Vermutung nahe, dass bei den aMHC hMR-/aMHC hMR*-Tieren die aMHC-
Transkription Kaliumcanrenoat-abhangig verandert worden sein kdnnte. Die Analyse von
aMHC (siehe unten) zeigte jedoch, dass bei den zwdlf Monate alten aMHC hMR- (Abb. 21B)
und aMHC hMR*-Mausen (Anhang Tab. 32), mehr aMHC transkribiert wurde als bei den
aMHC hMRPEF-Tieren (Abb. 21B), womit diese Hypothese verworfen werden musste. Daher
waren die unterschiedlichen mRNA-Mengen der zwdlf Monate alten transgenen Tiere
vermutlich ebenfalls auf eine zuféllig integrierte Menge der Konstrukte zurlckzufihren
(Taketo et al. 1991). Zwischen den beiden aMHC hMR-Gruppen zeigten sich keine
Unterschiede in den eGFP-mRNA-Mengen (Anhang Tab. 32), wodurch die kardiale hMR-
Transkription scheinbar unabhangig von der Dauer der Kaliumcanrenoat-Behandlung war.

Die Untersuchung der kardiale Transkription des endogenen MR (Nr3c2) mittels gPCR ergab
eine um den Faktor 30 gesteigerte mRNA-Menge bei den zwdlf Monate alten aMHC hMR-
Tieren im Vergleich zu den WT-Méausen (Abb. 19B). Eine &hnlich hohe Nr3c2-Transkription
zeigte sich ebenfalls bei den aMHC hMR*-Mausen (Anhang Abb. 35). Somit war die mRNA-
Expression des endogenen MR vermutlich ebenfalls unabh&ngig von der Dauer der
Kaliumcanrenoat-Behandlung. Die Nr3c2-mRNA-Expression der zwolf Monate alten aMHC
hMRPEF-Mause entsprach etwa der Transkription des endogenen MR bei gleichaltrigen WT-
Tieren (Abb. 19B). Daher war bei den zwdlf Monate alten aMHC hMR-Tieren von einer
héheren Aktivitit des endogenen MR auszugehen als bei gleichaltrigen aMHC hMRP&F-
Mausen.

Weitere gPCR-Untersuchungen zeigten, dass die mRNA-Mengen der untersuchten Gene
der zwélf Monate alten aMHC hMR-Tieren im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Tieren erhdht
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waren (Abb. 21B). Die erwarteten prohypertrophen und profibrotischen Prozesse im Herzen
der aMHC hMR-Mé&use zeigten sich hier besonders in der erh6hten mRNA-Expression von
Nppa, Nppb, BMHC, Col3a1 und Fni1. Bei den aMHC hMR*-Mé&usen war die Transkription
dieser Gene im Vergleich zu den WT-Tieren ebenfalls erhéht (Anhang Abb. 36), wobei die
Nppb-mRNA-Expression bei den aMHC hMR*-Mausen gegenliber den aMHC hMR-Herzen
noch anstieg (Anhang Abb. 36). Die Erhéhung der BNP-mRNA-Menge korreliert dabei mit
der beobachteten Steigerung der myokardialen Masse bei den aMHC hMR*-M&usen (siehe
oben) und deutet auf das Vorliegen einer Herzinsuffizienz hin (McMurray et al. 2012).
Daneben konnte bei den alten Tieren mit der kardialen hMR-Uberexpression, wie erwartet,
eine erhdhte mRNA-Expression von Cacnaic und Serpina3 im Vergleich zu den WT-
Ventrikeln beobachtet werden. In dieser Altersgruppe trat ebenfalls eine gegeniber WT-
Tieren erhdhte aMHC- sowie Kcnh2-Transkription auf (Abb. 21B). Die mRNA-Expression von
oMHC und Kcnh2 war dabei unabhangig von der Dauer der Kaliumcanrenoat-Behandlung
(Anhang Abb. 36). Die alten aMHC hMR-Tiere wiesen somit ein Transkriptionsmuster auf,
welches bei einer Herzinsuffizienz erwartet werden kdnnte.

Anhand des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modells konnte bei den alten Tieren
ebenfalls nicht zwischen den Effekten des endogenen und des transgenen MR differenziert
werden. GrdBtenteils scheinen die Auswirkungen jedoch unabhangig von der Kalium-
canrenoat-Behandlungsdauer zu sein, da nur die Nppb-Transkription der aMHC hMR*-Tiere

noch weiter anstieg.

Die zwdlf Monate alten aMHC hMRP® -Tiere wiesen dagegen ein anderes mRNA-
Expressionsmuster auf. Hier war die Transkription des prohypertrophen Gens Nppa zwar
gegeniber gleichaltrigen WT-Mausen erhéht, die mRNA-Mengen von Nppb, aMHC und
BMHC jedoch unverandert (Abb. 21B). Col1a1, Col3a1 und Fn1 zeigten gegentber den WT-
Tieren keine oder nur eine tendenzielle Erhéhung (p = 0,073 far Fn1) der mRNA-Mengen.
Ebenfalls waren keine Unterschiede in der Transkription von Serpina3 und Cacnaic
gegeniber den WT-Tieren detektierbar. Auffallig war daneben die im Vergleich zu den WT-
Mausen tendenziell verminderte (p = 0,066) mMRNA-Menge von Kcnh2.

Bei den zwdlf Monate alten Tieren mit kardialer (MR -Uberexpression entsprach somit das
Transkriptionsmuster insgesamt etwa dem der gleichaltrigen WT-Tiere (Abb. 21B). Aufgrund
der zuvor bei den sechs Monate alten Tieren dieser Linie beobachteten profibrotischen,
prohypertrophen sowie proinflammatorischen kardialen Prozesse (Abb. 21A, Abschnitt 5.2)
war eher ein Fortschreiten dieser Vorgange erwartet worden. Das bei den alten Tieren
beobachtete Transkriptionsmuster kénnte dabei auf die etwa gleich groBen Nr3c2-mRNA-

RDEF_

Mengen der zwélf Monate alten aMHC hM und WT-Mause zurlckfihren sein. Somit
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scheint der nichtgenomische MR-Signalweg selbst keine profibrotischen, prohypertrophen
oder proinflammatorischen Effekte zu haben.

Mittels Elektrokardiographie (EKG) wurde bei den zwélf Monate alten Tieren ebenfalls die
kardiale  Erregungsbildung und  Erregungsleitung untersucht, zunachst unter
Kontrollbedingungen und anschlieBend unter 3-Adrenozeptor-Stimulation.

Hier zeigte sich bei den aMHC hMR-Tieren ein verkirzter QRS-Komplex im Vergleich zu den
WT-Mausen (Tab. 5), welches eventuell auf die verdnderte mRNA-Expression der
untersuchten lonenkanale zurlckzufihren war, wodurch sich eine verdnderte
Proteinexpression ergeben haben kénnte (Abb. 21B). Bei den zwdlf Monate alten aMHC
hMRPEF-Tieren waren im EKG unter Kontrollbedingungen gegeniiber den WT-Mausen keine
Unterschiede zu beobachten (Tab. 5).

Durch die ISO-i.p.-Injektion konnten die Herzfrequenz nicht-narkotisierter Mause zwar nicht
erreicht werden, sie lag unter B-Adrenozeptor-Stimulation jedoch deutlich ndher an den
entsprechenden Werten (Tab. 6). Die erfolgreiche Stimulation konnte dabei durch den
Anstieg der Herzfrequenzen nach der Injektion bei allen untersuchten Gruppen belegt
werden (Abb. 24B). Die zwdlf Monate alten aMHC hMR-Mause zeigten unter ISO gegenlber
den WT-Tieren neben einer héheren Herzfrequenz, wie schon unter Kontrollbedingungen,
ein verkirzten QRS-Komplex, womit die intraventrikulare Erregungsbildung auch bei
anndhernd physiologischer Herzfrequenz gegentber den zwdélf Monate alten WT-M&usen
verkirzt war. Da das QT-Intervall nicht verandert war, kdnnte eine schnellere Depolarisation
in den ventrikularen Kardiomyozyten dem verklrzten QRS-Komplex zugrunde liegen. Hierfir
sprache auch die erhdhte kardiale Transkription von Cacnaic (Abb. 21B).

Die zwélf Monate alten aMHC hMRPEF-Mause wiesen unter 1ISO im Vergleich zum WT eine
verlangerte intraventrikulédre Erregungsdauer auf (Tab. 6). Da der QRS-Komplex gegentiber
den WT-Tieren nicht verandert war, lag dem verldngerten QT,.- Intervall vermutlich eine
verziégerte Repolarisation zugrunde. Diese kdnnte dabei durch die tendenziell verminderte
Transkription von Kcnh2 hervorgerufen worden sein (Abb. 21B).

AbschlieBend wurden die linksventrikulare Herzfunktion und Dimensionen mittels
zweidimensionaler Echokardiographie untersucht (Tab. 7).

Zwar waren die linksventrikularen Dimensionen der zwélf Monate alten aMHC hMR-Tiere im
Vergleich zu den WT-Mausen vermindert, es traten jedoch keine Funktionsstdérungen auf
(Tab. 7). Die verminderte kardiale Wanddicke ist dabei vermutlich auf die antihypertrophen
bzw. antifibrotischen Effekte der MR-Inhibition zurlickzuflihren (Pitt et al. 1999, 2003).

Bei den zwélf Monate alten oMHC hMRP* -Tieren =zeigte sich sowohl unter
Kontrollbedingungen als auch unter ISO gegenlber den WT-Herzen eine verminderte
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kardiale Wanddicke, jedoch konnten ebenfalls keine funktionellen Unterschiede festgestellt
werden (Tab. 7 und 8).

RPEF-Mause

5.4 Altersabhingige Anderung in den Herzen der aMHC hM
Alterungsprozesse sind komplexe Vorgange, die durch genetische, metabolische,
hormonale, immunologische und strukturelle Verdnderungen hervorgerufen werden
(Karavidas et al. 2010). Um die Ergebnisse der jungen und alten Versuchstiere des
jeweiligen Genotyps besser beurteilen zu kdnnen, wurde nun die altersabhéangigen
Veranderungen untersucht.

Altersbedingt kommt es zu einer kardialen Hypertrophie durch Zunahme der Wanddicke und
des Kardiomyozytenvolumens (Lakatta and Sollot 2002, Lakatta 2003). Bei den WT-Méausen
war diese Veranderung in der altersabhangigen Zunahme der morphologischen Parameter
zu beobachten (Abb. 18). AuBerdem zeigte sich der erwartete Anstieg der kardialen
Wanddicke in der echokardiographischen Untersuchung (Abb. 25).

Die Untersuchung des endogenen MR auf Transkriptionsebene ergab altersabhéngig eine
Zunahme der Nr3c2-mRNA-Expression bei den WT-Tiere (Abb. 20). Weitere qPCR-
Analysen zeigten auBerdem eine Zunahme der kardialen Hypertrophie-Marker Nppb, a und
BMHC (Abb. 22), wodurch sich auf Transkriptionsebene ebenfalls die Entwicklung einer
altersabhangigen Hypertrophie bestétigte. Die mRNA-Mengen der a-Untereinheiten der
untersuchten lonenkanéle und des Akut-Phase-Proteins stiegen altersabhangig ebenfalls an.
Die prohypertrophen und proinflammatorischen Prozesse kénnten dabei auf die gesteigerte
Transkription des endogenen MR zurickzufihren sein (Blasi et al. 2003, Brilla and
Weber 1992, Marney and Brown 2007).

Altersabhangig zeigte sich bei den WT-Tieren keine Veranderung im EKG (Abb. 23). Mittels
echokardiographischer Untersuchung waren altersbedingt ebenfalls keine funktionellen
Verénderungen zu beobachten (Abb. 25).

Somit waren bei den WT-Tieren wie erwartet erste Anzeichen einer kardialen Hypertrophie
zu beobachten (Arbab-Zadeh et al. 2004, Lakatta 2003, Lakatta and Sollot 2002), diese
fihrten bei den zwdlf Monate alten FVB/N-WT-M&usen jedoch nicht zu einer verminderten

Herzfunktion.

Bei den aMHC hMR-Mausen waren die morphologischen Parameter altersabhangig kaum
verandert (Abb. 18). Die myokardiale Masse der aMHC hMR*-Tiere war zwar gegenlber den
jungen aMHC hMR-Mausen ebenfalls nicht erhéht, sie stieg jedoch soweit an, dass sie bei
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den aMHC hMR*-Tiere letztlich im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Tieren vergréBert war
(Anhang Abb. 34 und Tab. 31). Somit wurde die Vermutung bekraftigt, dass die
Kaliumcanrenoat-Behandlungsdauer bei der altersabhangigen Zunahme der myokardialen
Masse eine entscheidende Rolle gespielt haben kénnte.

Die eGFP-mRNA sowohl der zwdlf Monate alten aMHC hMR-M&use als auch der
gleichaltrigen aMHC hMR*-Tiere war mittels gPCR deutlich friiher detektierbar als bei den
jungen Mausen dieser Linie (ACt eGFP: jung 13,8 vs. alt 11,9, Tab. 4 und Anhang Tab. 32),
dementsprechend exprimierten die alten Tiere mehr hMR-mRNA als die jungen aMHC hMR-
Mause. Die Dauer der Kaliumcanrenoat-Behandlung hatte dabei scheinbar keinen Einfluss
auf die kardiale Transkription von eGFP bzw. hMR. Vielmehr kénnte die erhdhte eGFP-
mRNA-Menge auf die altersabhangig gesteigerte Transkription von aMHC zurlckzufiihren
sein (Abb. 22), wobei zwischen den aMHC hMR- und den aMHC hMR*-Mausen auch kein
Unterschied in der aMHC-mRNA-Expression auftrat (Abb. 37) und somit die Dauer der
Kaliumcanrenoat-Behandlung ebenfalls keinen Einfluss auf die kardiale aMHC-Transkription
hatte.

Altersbedingt stieg bei den aMHC hMR-Tieren die Nr3c2-Transkription deutlich starker an als
bei den WT-Tieren (Abb. 20), wodurch sich die um den Faktor 30 erhéhte Nr3c2-mRNA-
Menge der alten aMHC hMR-Tieren gegenlber den gleichaltrigen WT-Tieren erklart
(Abb. 19B) und daher bei den alten transgenen Tieren von einer héheren Aktivitat des
endogenen MR auszugehen war. Fir die aMHC hMR*-Tiere zeigte sich altersabhéngig der
gleiche Anstieg der Nr3c2-mRNA-Menge (Anhang Abb. 37) und gegeniber gleichaltrigen
WT-Tieren eine ebenfalls um etwa den um den Faktor 30 erhdhte Nr3c2-mRNA-Menge,
wodurch auch hier ein Effekt durch die unterschiedlich lange Behandlung mit
Kaliumcanrenoat ausgeschlossen werden konnte. Weitere gPCR-Analysen zeigten bei den
aMHC hMR-Tieren eine altersbedingte Steigerung der Transkription aller untersuchten Gene
(Abb. 22), die nur fir Nppb bei den aMHC hMR*-Tieren noch weiter zunahm (Abb. 37). Dies
bestatigt ebenfalls die Vermutung, dass die Dauer der (h)MR-Aktivierung bzw. der
Behandlung mit Kaliumcanrenoat eine Rolle fir die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
spielt. Die Erhéhung der mRNA-Mengen der weiterhin untersuchten Gene kénnte dabei auf
die gesteigerte Transkription des endogenen MR zurtckzufiihren oder aber durch die héhere
Aktivitat des transgenen MR verursacht worden sein.

Im EKG der aMHC hMR-Tiere zeigte sich altersabhéngig eine verkirzte atrioventrikulare
Uberleitungszeit (Abb. 23), die eventuell auf die gesteigerte Transkription der a-
Untereinheiten der lonenkanéle zurtickzufihren war. Funktionell &uBerte sich dies jedoch bei
der echokardiographischen Untersuchung nicht (Abb. 25).

Somit konnten bei den aMHC hMR-Tieren altersabhangig prohypertrophe, profibrotische und
proinflammatorische Prozesse beobachtet werden, die abhangig von der Dauer der (h)MR-
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Aktivierung gegenlber den gleichaltrigen WT-M&usen zu einer Steigerung der myokardialen
Masse flhrten.

Die Untersuchung der morphologischen Parameter der aMHC hMRPEF-Mause zeigte, dass
die myokardiale Masse altersabhangig kaum anstieg (Abb. 18) und die kardialen
Veranderungen der transgenen Tieren somit weniger stark ausgepragt waren als bei WT-
Tieren.

Bei den aMHC hMRP5F-Mausen war altersabhéngig eine Abnahme der eGFP-Transkription
zu beobachten (ACt eGFP: jung 6,6 vs. alt 8,1; Tab. 4), die alten aMHC hMR"*"-Méause
exprimierten demnach weniger hMRP®"-mRNA als die sechs Monate alten aMHC hMRP®-
Tiere. Da die aMHC-mRNA-Expression jedoch altersabhéngig tendenziell anstieg (p = 0,066;
Abb. 22), sind die unterschiedlichen mRNA-Menge zwischen den beiden Altersgruppen des
nichtgenomischen Modells vermutlich auf eine altersabhéngig veranderte Abbaurate bzw.
eine verminderte Stabilitat der eGFPAMRP®F-mRNA zuriickzufiihren. Altersabhangig war
dabei die Nr3c2-mRNA-Menge der aMHC hMRPEF-Mause unverdndert (Abb. 20), wodurch
die Transkription der zwélf Monate alten WT- und hMRP* -Tiere etwa gleich hoch war
(Abb. 19B, Abschnitt 5.3). Nimmt man, wie bereits diskutiert, fiir den hMRP®" an, dass er die
Transkription des endogenen MR beeinflusste, so kénnte die unveranderte Nr3c2-mRNA-
Menge durch die geringere (mMRNA-)Menge des transgenen Rezeptors in den Herzen der
zwdlf Monate alten aMHC hMRPF -Mé&use erklarbar sein.

Altersabhingig stieg bei den aMHC hMRPfF-Mausen die Transkription von Nppa und
Serpina3 ahnlich wie bei den WT-Tieren (Abb. 22). Die mRNA-Expression von Fn1 nahm
dabei altersabhangig wie bei den WT-Tieren ab, wobei die Transkription der weiterhin
untersuchten Gene nicht verdndert bzw. eher vermindert war (Abb. 22). Daher war
gegeniber den zwdlf Monate alten WT-Mausen, bei anndhernd gleichen Nr3c2-mRNA-
Mengen, nur die Nppa-Transkription der aMHC hMRP"-Tiere erhéht (Abb. 20), dabei lassen
sich diese antihypertrophen/antifibrotischen Effekte vermutlich auf die unveranderte Aktivitat
des endogenen MR der aMHC hMRPEF-Mause bzw. dessen gesteigerte Aktivitat bei den WT-
Mausen zurtckfuhren.

Im EKG der aMHC hMRP -Tiere zeigte sich altersabhingig eine Verlangerung des QT.-
Intervalls, wodurch das Auftreten von Arrhythmien bei den zwdlf Monate alten aMHC
hMRPEF-Mausen begiinstigt wurde (Abb. 23). Die Veranderungen im EKG manifestierten sich
jedoch bei den alten aMHC hMRP* -Tieren nicht funktionell (Abb. 25). Somit fielen bei den
aMHC hMRP® -Tieren altersabhangig besonders Verdnderungen im EKG auf, die bei der
Entstehung von Herzrhythmusstérungen eine Rolle spielen kénnten.
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5.5 Pathologische hMRP5F-Aktivierung durch Aldosteron und Natriumchlorid

Physiologisch ist der endogene MR-Ligand Aldosteron (Aldo) tber das Renin-Angiotensin-
Aldosteron System an der Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts, v.a. von Natrium
und Kalium, beteiligt (Pryce et al. 2005, Grossmann und Gekle 2009). Daneben treten
aldosteroninduziert am Herzen pathologische Verénderungen auf, die die Entwicklung von
Herzerkrankungen begulnstigen (Brilla et al. 1993, 1992, Reil et al. 2012, Rossi et al. 1997,
Swedberg et al. 1990, Young and Funder 2003). Unbekannt ist jedoch welche Rolle eine
Aktivierung des nichtgenomischen MR-Signalwegs durch ein unphysiologisches Verhaltnis
von Aldo und NaCl in der kardialen Pathogenese spielt.

Uber die NaCl-Plasmakonzentration unterliegt die Aldo-Sekretion einem negativen
Feedbackmechanismus, wobei hohe NaCl-Plasmakonzentrationen die Aldo-Sekretion
hemmen. Um den Aldo-Plasmaspiegel konstant zu halten bzw. zu erh6hen, mussten daher
zur Erzeugung eines unphysiologischen Aldo/NaCl-Verhéltnisses (hohe NaCl-
Plasmakonzentration bei normaler bis erhdhter Aldo-Plasmakonzentration) neben NaCl auch
Aldo zugeflihrt werden.

Da in der vorliegenden Arbeit auf eine %; Nephrektomie, welche zu einem starken
Blutdruckanstieg geflihrt hatte (Young et al. 1994), verzichtet wurde, konnten gezielt die
durch Aldo- und NaCl-mediierten Effekte untersucht und die Auswirkungen einer
pathologischen  Aktivierung des nichtgenomischen  MR-Signalwegs durch ein
unphysiologisches Verhéltnis von Aldo und Natriumchlorid (NaCl) in vivo analysiert werden.

Durch die Behandlung mit Mineralokortikoiden war eine Zunahme der mykardialen Masse zu
erwarten (Reil et al. 2012), daher wurden die morphologischen Parameter zunachst im
Vergleich zur Kontrolle untersucht. Hier zeigte sich, dass weder bei den WT/Aldo+NaCl-
Tieren noch bei den behandelten aMHC hMRPE-Mausen das relative Herzgewicht
gegenlber den entsprechenden Kontrolltieren erhdht war (Abb. 27). Somit konnte bei beiden
behandelten Gruppen kein Anstieg der myokardialen Masse beobachtet werden. Dies ist
vermutlich auf die relativ kurze Behandlungsdauer von vier Wochen zurtickzufihren, da eine
Behandlung tber acht Wochen zu einem erhdhten relativen Herzgewicht der behandelten
Tiere fahrt (Reil et al. 2012).

Die Untersuchung der kardialen eGFP-Transkription der aMHC hMRP*"-Mause zeigte, dass
unter der Aldo/NaCl-Behandlung die eGFP-mRNA mittels qPCR spater detektierbar war als
bei den aMHC hMRPEF/Kontrolltieren (ACt eGFP: Kontrolle 6,6 vs. Aldo+NaCl: 7,5, Tab. 10).
Dementsprechend musste davon ausgegangen werden, dass unter der Aldo/NaCl-

RDEF

Behandlung ebenfalls weniger hM -mRNA exprimiert wurde. Da die Transkription des
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eGFP/hMRPEF durch den aMHC-Promotor reguliert wurde, sollte die Analyse der aMHC-
Transkription Aufschluss Uber eine unter der Aldo/NaCl-Behandlung mdglicherweise
veranderte Promotor-Aktivitdt geben. Dabei zeigte sich, dass die aMHC-mRNA-Menge der
mit Aldo und NaCl behandelten aMHC hMRP5 -Tiere gegeniiber der Kontrolle tatséchlich
reduziert war (Abb. 28). Dies legte die Vermutung nahe, dass der aMHC-Promotor bei
pathologischer hMRP® -Aktivierung weniger aktiv war, was zu einer reduzierten
eGFP-/hMRPEF-mRNA-Expression fiihrte.

Unter der Aldo/NaCl-Behandlung war die mRNA-Expression des endogenen MR (Nr3c2) der
WT-Tiere gegentber der WT/Kontrolle unverandert (Abb. 28). Die behandelten aMHC
hMRP¥-Mause zeigten dagegen eine Abnahme der Nr3c2-mRNA-Expression gegeniiber
den hMRPEF/Kontrolltieren (Abb. 28), was die Vermutung nahe legt, dass die Aldo/NaCl-
Behandlung selbst keinen Einfluss auf die Transkription des endogenen MR hatte. Nimmt
man jedoch, wie bereits diskutiert, an, dass der hMRP" die Transkription des endogenen MR
Uber zytosolische Interaktionen u.a. mit PKC, MAPK oder dem EGFR (Grossmann et
al. 2005, Grossmann und Gekle 2008, Grossmann et al. May 2010) beeinflusst, so kdnnte
die bei den aMHC hMRP®F/Aldo+NaCl-Mausen beobachtete Abnahme der Nr3c2-mRNA-
Menge durch die, im Vergleich zu den Kontrolltieren, verminderte Transkription des hMRPEF
hervorgerufen worden sein. Die Aktivitdt des endogenen MR der behandelten hMR " -Tiere
war gegenuber der Kontrolle somit vermutlich vermindert.

Zwischen den beiden behandelten Gruppen zeigte sich kein Unterschied in der Nr3c2-
Transkription (Abb. 29), wodurch der endogenen MR in den beiden Behandlungsgruppen
vermutlich eine ahnliche Aktivitat aufwies.

Weitere qPCR-Analysen ergaben, dass die kardiale Transkription von Nppb-, BMHC und
Col1atl der WT/Aldo+NaCl-Tiere gegeniber ihrer Kontrolle erhéht war (Abb. 28). Somit
konnten bei den WT-Mausen unter der Aldo/NaCl-Behandlung Veranderungen im
Transkriptionsmuster beobachtet werden, die prohypertrophe und profibrotische
Mechanismen begunstigen (Unger and Li 2004, Reil et al. 2012, Luchner et al. 2003, Potter
et al. 2009).

Die Untersuchung der kardialen mRNA-Expression der mit Aldo und NaCl behandelten
aMHC hMRP -Tieren zeigte dagegen eine verminderte Transkription von aMHC, BMHC,
Fn1, Kenh2 und Cacnatc gegeniiber der hMRP5F/Kontrolle (Abb. 28). Unter der Aldo/NaCl-
Behandlung traten somit bei den aMHC hMRP® -Tieren keine prohypertrophen oder
profibrotischen Prozesse auf. Die Reduktion der prohypertrophen, profibrotischen und auch
proinflammatorischen Transkription kénnte dabei auf die, im Vergleich zur hMRPEF/Kontrolle,
verminderte Nr3c2-mRNA-Expression zuriickzufiihren sein.
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Unter der Annahme, dass die behandelten Gruppen anndhernd gleiche Aktivitat des
endogenen MR aufwiesen und der nichtgenomische MR-Signalweg selbst, wie bereits
diskutiert, keine prohypertrophen, profibrotischen oder proinflammatorischen Effekte hatte,
wurden zwischen den behandelten Gruppen keine Unterschiede in der kardialen mRNA-
Expression erwartet. Die Analyse ergab jedoch, dass die mRNA-Mengen von Nppa und
Nppb in den aMHC hMRP5/Aldo+NaCl-Herzen im Vergleich zu den WT/Aldo+NaCl-Mausen
erhéht war (Abb. 29), wobei die Nppa-mRNA-Menge der WT-Mause unter der Behandlung
kaum anstieg, die Nppb-mRNA-Menge dagegen deutlich erhéht war. Bei den aMHC
hMRPEF/Aldo+NaCl-Tieren war die Transkription dieser Gene gegeniiber der Kontrolle
dagegen nahezu unveradndert (Abb. 28). Somit kdnnte die im Vergleich zu den
WT/Aldo+NaCl-Mausen erhéhte Transkription bei den aMHC hMRP*/Aldo+NaCl-Tieren
darauf zuriickzuflihren sein, dass zu dem Zeitpunkt, an dem die Aldo/NaCl-Behandlung
begonnen wurde, in den aMHC hMRPEF-Herzen bereits prohypertrophe Prozesse auftraten,
wie sie bei den unbehandelten sechs Monate alten aMHC hMRPF -Tieren beobachtet wurden
(Abschnitt 5.2).

Im Vergleich zu den WT/Aldo+NaCl-Mausen fiel bei den behandelten aMHC hMRP 5 -Tieren
besonders eine reduzierte Transkription von aMHC und Kcnh2 auf (Abb. 29). Die mRNA-
Mengen dieser Gene waren im Vergleich zur Kontrolle bei den WT-Tieren unter Aldo und
NaCl kaum verandert (Abb. 28). Bei den aMHC hMRP®F-Mausen nahm sie gegeniiber der
Kontrolle unter der Aldo/NaCl-Behandlung dagegen ab (Abb. 28). Daher lag zum einen die
Vermutung nahe, dass eine pathologische Aktivierung des nichtgenomischen MR-
Signalwegs die kardiale Transkription von aMHC reduziert, was zu einer verminderten
Expression dieser kardialen Myosinisoform auf Proteinebene flihren und damit die
Herzfunktion negativ beeinflussen kénnte (Ouvrard-Pascaud et al. 2004, Ng et al. 1991,
Morkin 2000, Nakao et al. 1997). Zum anderen wurde durch die verminderte Kcnh2-mRNA-

Expression bei pathologischer hMRPEF

-Aktivierung die Hypothese bestarkt, dass der
nichtgenomische MR-Signalweg die kardiale Erregungsleitung beeinflusst und somit

Herzrhythmusstérungen begunstigt (Levine et al. 2008).

Da die verminderte kardiale Kcnh2-Transkription der aMHC hMRPEF/Aldo+NaCl-Tieren (s.o.)
eine verlangerte Repolarisation vermuten lieB, war die EKG-Untersuchung der behandelten
Tiere von besonderem Interesse.

Im Vergleich zur Kontrolle trat bei den aMHC hMRP/Aldo+NaCl-Tieren sowohl ein
verlangerter QRS-Komplex als auch ein langeres QT-Intervall auf (Abb. 30), wodurch das
QT Intervall der aMHC hMRP¥/Aldo+NaCl-Tieren gegeniiber den WT/Aldo+NaCl-Mausen
verlangert war (Tab. 11). Die pathologische Aktivierung des nichtgenomischen MR-

Signalwegs flhrte somit, vermutlich durch eine verminderte Transkription von Kcnh2, zu
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Stérungen in der kardialen Erregungsriickbildung. Mittels Oberflachen-EKG konnten jedoch
bei den aMHC hMRP®"/Aldo+NaCl-Tieren keine Arrhythmien beobachtet werden.

Bei der Untersuchung der linksventrikuldaren Herzfunktion nahmen das Herzzeitvolumen, die
Auswurffraktion und das Verklrzungsvermdgen der WT-Mause unter der Aldo/NaCl-
Behandlung gegenliber den WT-Kontrolltieren ab (Abb. 31). Daneben fiel bei den
WT/Aldo+NaCl-Tieren eine Zunahme des endsystolischen Kammerdurchmessers auf
(Abb. 31). Gegentiber der Kontrolle verschlechterte sich somit die Herzfunktion der
WT/Aldo+NaCl-Tiere.

Unter der Aldo/NaCl-Behandlung zeigten die aMHC hMRPEF-Mause im Vergleich zur
Kontrolle dagegen keine Veranderungen in der linksventrikuldren Funktion oder Dimension
(Abb. 31).

Gegeniiber den WT/Aldo+NaCl-Mausen wiesen die aMHC hMRP¥/Aldo+NaCl-Tiere ein
héheres Herzzeitvolumen auf (Tab. 12). Die Herzfunktion der WT-Tiere war unter der
Aldo/NaCl-Behandlung somit auch gegenilbber den aMHC hMRPE/Aldo+NaCl-Mausen

vermindert.

5.6 Schlussfolgerung und klinische Relevanz

Wie bereits erwahnt, ist die chronische Herzinsuffizienz eine der haufigsten Todesursache in
Deutschland (Statistisches Bundesamt 2015). An ihrer Pathogenese sind zahlreiche
Faktoren und Prozesse beteiligt, wobei vor allem Kkardiale Umbauprozesse und
Veranderungen in der Erregungsleitung, an denen der Mineralokortikoidrezeptor (MR)
beteiligt zu sein scheint, eine wichtige Rolle spielen (Fuller and Young 2005, Fuller et
al. 2012, Ouvrard-Pascaud et al. 2005, Pitt et al. 1999, 2003, Reil et al. 2012).
Weitestgehend unklar ist jedoch, tber welche Mechanismen der MR die Entstehung einer
Herzinsuffizienz beglnstigt. Mdglicherweise sind dabei sowohl genomische als auch
nichtgenomische MR-Effekte von Bedeutung.

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden daher die kardialen nichtgenomischen Effekte des
MR mittels einer neu generierten Mauslinie in vivo untersucht. Das neue Mausmodell
exprimierte dabei eine trunkierte Form des menschlichen MR im Herzen, welche nur noch
die Ligandenbindedomane enthielt und daher keine genomischen Effekte vermitteln konnte
(hMRPEF) (Grossmann et al. 2008). Mittels einer zweiten Mauslinie, die im Herzen die
vollstdndige Form des menschlichen MR exprimierte (hMR) konnten die genomischen
gegentber den nichtgenomischen MR-Effekten in vivo identifiziert werden.
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Die hMR-Mause wiesen dabei eine erhdhte Mortalitdt sowie ein profibrotisches,
prohypertrophes und proinflammatorisches mRNA-Expressionsmuster und eine gesteigerte
mRNA-Expression des L-Typ Calciumkanals (Cacnaic) auf. Daneben war die myokardiale
Masse, abhangig von der Dauer der Aktivitdt des genomischen MR-Signalwegs, erhéht.
Somit konnte die bereits beschriebene Beteiligung der genomischen MR-Effekte an kardialen
Umbauprozessen und die genomisch-vermittelte Letalitat bestatigt werden (Le Menuet et
al. 2001, Lother et al. 2011, Nguyen Dinh Cat and Jaisser 2012, Ouvrard-Pascaud et
al. 2005, Pitt et al. 1999, 2003, Usher et al. 2010).

Mit der aMHC hMRP -Linie stand zum ersten Mal ein in vivo-Modell zur Untersuchung der
kardialen nichtgenomischen MR-Effekte zur Verfligung. Bei diesen transgenen Tieren war
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum dagegen keine erhdhte Sterblichkeit zu

beobachten. Es zeigte sich auBerdem, dass der hMRPEF

selbst keine prohypertrophen,
profibrotischen oder proinflammatorische Effekte besaB, aber, moglicherweise Uber
zytosolische Signalkaskaden z.B. via PKC, MAPK oder den EGFR (Grossmann et al. 2005,
Grossmann and Gekle 2008, Grossmann et al. May 2010), die kardiale Transkription des
endogenen MR beeinflusste und somit kardiales Remodeling durch Modulation des

genomischen MR-Signalweg begtinstigte.

Bei pathologischer Aktivierung des nichtgenomischen MR-Signalwegs durch ein un-
physiologisches Aldo/NaCl-Verhaltnis war eine reduzierte Transkription der a-Untereinheit
(Kenh2) des spannungsabhangigen Kaliumkanals (hERG) und der a-Isoform der schweren
Myosinkette (aMHC) zu beobachten. Die verminderte Kcnh2-mRNA-Expression kénnte
dabei zu einer verringerten Offenwahrscheinlichkeit des hERG-Kaliumkanals geflihrt haben,
was eine verlangert kardiale Repolarisation und somit das Auftreten von Arrhythmien
begiinstigt hatte (Levine et al. 2008). Tatsachlich war die gesamte intraventrikulére
Erregungsleitung der h(MRPE"-Tiere unter der Aldo/NaCl-Behandlung verlangert, wodurch die
Vermutung bekraftigt wurde, dass der nichtgenomische MR-Signalweg durch Modulation der
kardialen Erregungsleitung ebenfalls an der Pathogenese einer Herzinsuffizienz beteiligt ist.

Des Weiteren kénnte der nichtgenomische MR-Signalweg durch den Einfluss auf die kardiale
aMHC-mRNA-Expression an der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt sein.
Die verminderte aMHC-Transkription kénnte dabei zu einer reduzierten Expression des
a-Myosinproteins fihren, wodurch es zur Verschiebung des Myosinisoenzym-Musters wie im
volumenbelasteten, hypertrohen Herzen kommen kénnte (Gulick et al. 1991, Ng et al. 1991,
Lyons et al. 1990, Morkin 2000, Nakao et al. 1997). Bei kardialer Hypertrophie wird die
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Myosinisoform mit der geringeren ATPase-Aktivitat (BMHC) verstarkt exprimiert, wodurch die
Kontraktionskraft des Herzens reduziert ist (Morkin 2000, Nakao et al. 1997, Warkman et
al. 2012). BMHC stellt dabei die bei Mausen fetal-aktive Form der schweren Myosinkette dar.
Somit kénnte durch eine pathologische Aktivierung des nichtgenomischen MR-Signalwegs,
wie bei einer kardialen Volumenbelastung, die Transkription fetaler Gene induziert werden
(Lyons et al. 1990, Morkin 2000).

Abbildung 32 fasst schematisch die méglichen nichtgenomischen Effekte des MR in vivo
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Abb. 32: Kardiale Effekte des nichtgenomischen MR-Signalwegs in vivo. Die pathologische
Aktivierung des nichtgenomischen MR-Signalwegs beeinflusst die kardiale Kontraktilitdt und
Erregungsleitung, wodurch die Entwicklung einer Herzinsuffizienz begiinstigt wird. Daneben férdert
der nichtgenomische MR-Signalweg durch Modulation des genomischen MR-Signalwegs
prohypertrophen, profibrotischen sowie proinflammatorische Prozesse und kénnte auf diesem Weg
auch an kardialen Umbauprozessen beteiligt sein (modifiziert nach Grossmann und Gekle 2012).
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Diese Ergebnisse legen somit die Vermutung nahe, dass auch der nichtgenomische MR-
Signalweg an der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt ist. Eine
pathologische Aktivierung dieses Signalwegs beeinflusst demnach sowohl die kardiale
Kontraktilitat als auch die Erregungsleitung im Herzen und beglnstigt somit ebenfalls die
Pathogenese einer Herzinsuffizienz. Uber eine Modulation des genomischen MR-Signalwegs
fordert der nichtgenomische MR-Signalweg auBerdem prohypertrophen, profibrotischen
sowie proinflammatorische Prozesse und koénnte auf diesem Weg auch am kardialen
Remodeling beteiligt sein.

Aufgrund der hier dargestellten Daten ist es daher sehr wahrscheinlich, dass der Nutzen der
Aldosteron-Antagonisten im Rahmen der Pharmakotherapie der systolischen Herz-
insuffizienz nicht nur auf der Inhibition einer genomisch-vermittelten Fibrosierung dieser
Therapie beruht (Pitt et al. 1999, 2003, Zannad et al. 2011). Mdglicherweise ist die
verminderte Mortalitat unter der Behandlung mit Aldosteron-Antagonisten ebenfalls auf eine
Blockierung der nichtgenomischen MR-Effekte zurtckzufuhren, durch die die kardiale
Kontraktion verbessert und das elektrische Remodeling im Herzen verhindert wird.

Geht man davon aus, dass der nichtgenomische MR-Signalweg Herzrhythmusstérungen
beglinstig, so ware es mdglich, dass mit den in der Standard-Therapie verwendeten [3-
Blocker (McMurray et al. 2012) die nichtgenomischen MR-Effekte behandelt werden. Somit
stellen der nichtgenomische MR-Signalweg und seine zytosolischen Signalkaskaden neue
viel versprechende Zielstrukturen fir die pharmakologische Forschung dar. Arzneimittel, die
gezielt in die Signalkaskade des nichtgenomischen MR-Signalwegs eingreifen, kénnten
helfen die Pharmakotherapie der systolischen Herzinsuffizienz zu optimieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dabei nicht untersucht werden, wodurch es bei
Patienten mit Herzinsuffizienz zu einer pathologischen Aktivierung des nichtgenomischen
MR-Signalwegs kommt. Vermutlich spielen dabei der Aldosteron- und/oder der
Natriumchlorid-Plasmaspiegel eine wichtige Rolle. Denkbar ware jedoch auch, dass die
Aktivierung des nichtgenomischen Signalwegs bei einer Mutation des MR unabhé&ngig von
der Aldosteron- bzw. NaCl-Plasmakonzentration ist. Dies wirde erklaren, warum die
Mortalitét bei den Patienten der groB angelegten klinischen Studien RALES und EPHESUS
unter der Behandlung mit Aldosteron-Antagonisten abnahm, obwohl keine erhéhten
Aldosteron-Plasmaspiegel festgestellt werden konnten (Pitt et al. 1999, 2003).

Um die Pathogenese einer systolischen Herzinsuffizienz besser verstehen zu kénnen bzw.
deren Therapie weiter zu optimieren, ist es somit wichtig, den kardialen nichtgenomischen
MR-Signalweg genauer zu untersuchen.
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Weiterhin ist nicht bekannt, tGber welche zytosolischen Signalkaskaden der nichtgenomische
MR-Signalweg die kardiale Transkription beeinflusst. Aufschluss dariber kénnten weitere
Transfektionversuche in vitro geben, die den Einfluss des nichtgenomischen MR-Signalwegs
auf die Transkription in Zellen untersuchen, bei denen der MR endogen bereits vorhanden
ist. Diese Versuche kénnten an endothelialen Zelllinien, wie z.B. den Ea hy 926 Zellen oder
an isolierten Kardiomyozyten durchgefiihrt werden. Daneben kénnte an mit hMRP -
transfizierten Zellen ohne endogenen MR gezielt untersucht werden, Uber welche
zytosolischen Mechanismen der nichtgenomische MR-Signalweg die mRNA-Expression
weiterer Gene moduliert.

Untersuchungen der kardialen Protein-Expression und patch clamp-Versuche an isolierten
Kardiomyozyten koénnten klaren, ob die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Veranderungen der kardialen Transkription zu einer veranderten Translation fihren bzw.

Einfluss auf kardiale lonenstrome haben.

Auch in vivo bieten sich weiterfiUhrende Untersuchungen an. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Altersgruppen reprasentieren eher eine junge und eine mittelalte Kohorte und
zeigten im Vergleich zu WT-M&usen keine kardialen Funktionsstérungen. Somit wéare es
interessant zu wissen, ob sich bei noch &lteren hMRP -Tieren (z.B. 24 Monate) die
beobachten Anderungen in der kardialen Transkription funktionell manifestieren.

Daneben konnten in der vorliegenden Arbeit nach vierwdchiger Aldo/NaCl-Behandlung der
sechs Monate alten Tiere keine Herzinsuffizienz festgestellt werden. Hierbei kénnte jedoch
das Behandlungsintervall zu kurz bzw. der Behandlungszeitpunkt zu frih gewahlt worden
sein und bei langerer Behandlung bzw. bei alteren Tieren die erwarteten kardiovaskularen
Erkrankungen auftreten. AuBerdem ware es interessant zu Uberprifen, ob die hier
beobachteten Veranderungen im Herzen nur durch Aldosteron und NaCl hervorgerufen
werden oder aber ob ein erhdhter Kortisol-Plasmaspiegel, wie er z.B. bei Stress auftritt,
ebenfalls nichtgenomischen MR-Effekte mediiert.
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Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die kardialen Effekte des nichtgenomischen MR-
Signalwegs in vivo anhand eines neu generierten, transgenen Mausmodells untersucht.

Dabei konnte gezeigt werden, dass

¢ die kardiomyozyten-spezifische Uberexpression des genomischen MR-Signalwegs
(hMR) letal ist.

4 die hMR-Mause das erwartete profibrotische, prohypertrophe und proinflammatorische
mRNA-Expressionsmuster sowie eine gesteigerte  mRNA-Expression des L-Typ
Calciumkanals (Cacnaic) im Herzen aufwiesen.

4 die myokardiale Masse, abhangig von der Dauer der Aktivitit des genomischen MR-
Signalwegs, erhéht war und somit die bereits beschriebene Beteiligung des genomischen
MR-Signalwegs an kardialen Umbauprozessen bestéatigt werden konnte.

4 der nichtgenomische MR-Signalweg selbst keine prohypertrophen, profibrotischen oder
proinflammatorische Effekte besitzt, durch die Modulation des genomischen MR-
Signalweg jedoch an kardialen Umbauprozessen beteiligt ist.

¢ die pathologische Aktivierung des nichtgenomischen MR-Signalwegs durch ein
unphysiologischen Aldosteron/NaCl-Verhaltnis die Transkription des a-Myosinisoenzyms
(aMHC) und der a-Untereinheit des (Kcnh2) spannungsabhéngigen Kaliumkanals hERG
im Herzen der transgenen Mause vermindert, wodurch die kardiale Kontraktilitat reduziert
bzw. die kardiale Erregungsleitung beeinflusst wird.

Schlussfolgernd beglinstigen sowohl der genomische als auch der nichtgenomische MR-
Signalweg in vivo die Pathogenese kardialer Erkrankungen. Der genomische Signalweg
fordert den kardialen Umbau sowie entzindlicher Prozesse. Der nichtgenomische MR-
Signalweg vermindert die kardiale Kontraktilitdt und fuhrt zu einer verlangerten
Repolarisation, auBerdem beglnstigt er kardiale Hypertrophie, Fibrose und Entzindung
durch Modulation des genomischen MR-Signalwegs.
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Puffer und Losungen

Anhang

¢ Puffer und Lésungen

AP-Puffer

APS-Ldsung

BCIP-Lésung (168 mM)

Blockierungspuffer

DEPC-H,O

Enzymldsung

Homogenisierungspuffer

Isoprenalin-Stammldsung

10 mM

Laufpuffer 10 x

Natriumacetat

NBT-Lésung (61mM)

NBT/BCIP-Mischung

P onceau-Rot-Farbelésung

100 mM NacCl

5 mM MgClI2 * 6 H20
1,49% (w/v) Triethanolamin
pH 9,4

40% APS in Aqua dest.
Lagerung bei 4°C

50 mg BCIP in 1 mI DMF

50 mM Tris
0,05% Tween
1% Milchpulver
Aqua dest

pH 7,3

0,2% (w/v) DEPC in Aqua dest.
Uber Nacht durch Ruhren gemischt
autoklavieren

60 U/ml Kollagenase Typ Il
0,5 U/ml Protease Typ XIV
in Tyrode

8,5 mM NaHCO;
3,5 % (w/v) SDS

3,6 mg Isoprenalin-Bitartrat

5,85 ul 1N HCI

Aqua dest. ad 1000 pl

Vor Licht geschiitzt bei -20°C lagern

250 mM Tris

1920 mM Gilycin

1% SDS

pH-Wert nicht einstellen

3 M Na-Azetat (pH 6,0)

50 mg NBT

300 pl Aqua dest.

700 ul DMF

66 ul NBT-Lésung (61mM)
33 ul BCIP-Lésung (168 mM)
in 10 ml AP-Puffer

0,2% (w/v) Ponceau S
3% (w/v) TCA
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Puffer und Losungen

PBS 1x

Probenpuffer 2 x

Sammelgel

Sammelgelpuffer

SDS-Lésung

TAE-Puffer 50 x

TBST 10 x

TE/SDS-Puffer

TE-Puffer

Transferpuffer

Trenngel 6%

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NagHPO4
2 mM KH,PO,
pH 7,4

200mM Tris/HCI

6% SDS

20% Glycerin

0,1% Bromphenolblau
4% 2-Mercaptoethanol
pH 8,8

Lagerung bei -20°C

1500 pl H,O

375 pul Acrylamid

625 ul Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCI)
25 pl 10% SDS

3,75 ul TEMED

7,5 ul 40% APS

1 M Tris/HCI,
pH 6,8 (mit 6 M HCI einstellen)
Lagerung bei 4°C

10% SDS in Aqua dest.

2 M Tris/Azetat
5 M Na-Azetat
0,5 M EDTA
pH 7,8

10 mM Tris-Base
154 mM NaCl

0,1% (v/v) Tween 20
pH 7,4

Lagerung bei 4°C

50 mM Tris/HCI
100 mM EDTA

0,5% (w/v) SDS
pH 8,0

10 mM Tris/HCI
0,25 mM EDTA
pH 8,0

210 mM Na,HPO, * 2 H,O
40 M NaH2P04 * Hzo

4125 pl H,O

1500 pl Acrylamid

1875 pl Trenngelpuffer
75 pl 10% SDS

12,5 ul TEMED

6,25 pul 40% APS
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Puffer und Losungen

Trenngel 10% 3125 ul H,O
2500 pl Acrylamid
1875 pl Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI)
75 pl 10% SDS
12,5 ul TEMED
6,25 ul 40% APS

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI,
pH 8,8 (mit 6 M HCI einstellen)
Lagerung bei 4°C

Tyrode 14 mM NaCl
5 mM Glucose
10 mMHEPES
20 mM BDM
5,4 mM KCI
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Mineralokortikoidrezeptor-Gensequenz

¢ Mineralokortikoidrezeptor-Gensequenz (NM 000901.2)

hMR:

hMRPEF:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

215-3169

cgggagccaa
gcgttgctgce
ttggatttag
agacggcgag
ccctgaaggt
ttccctggga
ctgtgtttcc
actactccct
aactgagctg
ggattctgta
tccagctaag
tcgtccttcece
gagctccgtg
gaaaagcccg
aatcaactct
cacccaggga
cagccctgcea
atcctcaatt
taatgtcact
tgtttccagc
tgtgggatct
tgctggatcc
tcaagaggtc
tggccagcectt
atgtctagga
agaatcaacc
gtttccattt
atcaggaatt
cccagtgggt
ttcctetgcet
tcaaggtaca
ctttcctcecct
aagaagtgat
acgaagtgtt
ggcttcagga
agcagtggaa
gattcgacga
tttaggagca
acagcagcag
gtacatcgct
aatctcacga
tgtatatgca
caaccgctta
atttaaaaac
atcatcattt
tgcaccagac
ccaggggatg
caccatcatg
ggctgcattt
gtgtcccaac
ctccatgcat
ccatgcgctg
caaggtggag
ccagaagaac

2261-3169

cttcaggctg
ctcgggctcect
gggggctceg
agacggaccc
ctagatatgg
cctacagaga
ggtgctattc
tgccttcage
gaatctaagg
agagatgctg
atttatcaga
actctaagtt
aatggtggcg
tctgtttgca
gtgtcctcca
actcctctga
catgctagca
tccagccectce
ctgagatcct
ccttcgaaca
atctgtagcc
agtacattgc
ccttttccta
aatattgtcc
ggaaatagca
aagcattcat
atggatggcet
ttaggaccac
attaaacaag
attgttgggg
atatctttat
gtcaatactt
gggtatccgg
tctactggat
tgccattatg
gggcaacaca
aagaattgtc
cgaaagtcaa
cagcccccac
cctgcaaaag
gcgctcacac
ggctatgaca
gcaggcaaac
ttgcctcttg
gccttgagcet
ctagtcttta
caccaaatca
aaagttttgce
gaagaaatga
aattctgggc
gacctggtga
aaggtagagt
tcggggaacg
tttgccttaa

ctcagaggaa
cccgctgcag
cagcaggggt
cggccgaggce
aaagacggtg
ggaccgatga
caaacaacag
aagacaataa
aactttcagc
actattccta
atgttgaaca
gtgtgaacac
tcatgcgcgce
gccctctgaa
ccacagccag
catgctcccc
atgtgggctc
caagtcactg
ctgtgtctag
ctaataacag
ctgtaaacaa
gggatgtggt
agactgagga
agtacataaa
aaataaattc
gttcaggcac
cgtatttttc
ctgtgcccgg
aaccagatga
tgaattcagg
cacgatcggc
tagtggagtc
tcttagaata
cttcaagacc
gggtagtcac
actatttatg
ctgcttgcag
agaagttggg
ccccaccccece
aaccctcggt
cttcccecegt
gctcaaaacc
agatgatcca
aggaccaaat
ggagatcgta
atgaagagaa
gccttcagtt
tgctactaag
ggacaaatta
agagctggca
gcgacctgct
tcceccecgecaat
ccaagccgcet
gtttccctgt

gcccgtgcag
ggagagcggce
ttcgtggcgg
agggatggag
gggtcaagtt
gaataactac
tactcaagga
tcggectggg
aactgtagcect
tgagcagcag
gctggtgaaa
gcccttgaga
cattgttaaa
catgacatct
ctttggcagt
taatgctgaa
tcctctcetcea
cagtgtaaaa
ccctgcaaat
atccacgctt
tgccttcagce
tcccagtcca
agtagagagt
accagaacca
ggattcttca
ctcttttaaa
ctttatggat
ctttgatggt
cgggagctat
tggacagtcc
tagagaccaa
atggaaatca
cattccagaa
ttcaaaaata
ctgtggcagc
tgctggaaga
acttcagaaa
aaagttaaaa
acccccgcaa
caacacagca
tatggtcctt
agatacagcc
agtcgtgaag
taccctaatc
caaacatacg
gatgcatcag
cgttcgactg
cacaattcca
catcaaagaa
gaggttctac
ggaattctgc
gctggtggag
ctacttccac
gttgttccac

tcagtcacct
actcgctggce
tggcaagcgc
accaaaggct
tctcaggctg
atggagattg
agcagcaaag
attttaacat
gagtccatgg
aaccaacaag
ttttacaaag
tcatttatgt
agccctatca
tcggtttgca
tttccagtgce
aatcgaggcect
agtccgttaa
tctccagtct
attaacaact
tccagtccgg
tacactgctt
gacacgcagg
gccatctcaa
gatggagctt
ttctcagtac
gggaatccaa
gataaagact
aactgtgaag
tacccagagg
ttccactaca
tctttccaac
cacggcgacc
aatgtatcaa
tgtttggtgt
tgcaaagttt
aatgattgca
tgtcttcaag
gggattcacg
agcccagagg
ctggttcctc
gaaaacattg
gaaaatctgc
tgggcaaagg
cagtattctt
aacagccaat
tctgccatgt
cagctcacct
aaggatggcc
ctgaggaaga
caactgacca
ttctacacct
atcatcagcg
cggaagtgac
acccagaagg

gggtgcaaga
ctggatgtgg
tgcaacaggt
accacagtct
tggagcgttc
tcaacgtaag
aaaaacaaga
ctgatattaa
gtttatatat
gaagcatgag
gaaatggcca
ctgactctgg
tgtgtcatga
gccctgectgg
acagcccaat
ccaggtcgca
gtagcatgaa
ccagtcccaa
caaggtgctc
cagccagtac
ctggcacctc
agaaaggtgc
atggtgtgac
ttagcagctc
caataaagca
cagtaaaccc
attattccct
gcagcggatt
ccagcatccc
ggattggtgc
acctgagttc
tgtcgtctag
gctctacttt
gtggggatga
tcttcaaaag
tcattgataa
ctggaatgaa
aggagcagcc
aagggacaac
agctctccac
aacctgaaat
tctccacgcet
tacttccagg
ggatgtgtct
ttctctattt
atgaactatg
ttgaagaata
tcaaaagcca
tggtaactaa
agctgctgga
tccgagagtc
accagctgcc
tgcccgcectge
acccaagaaa
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Mineralokortikoidrezeptor-Gensequenz

3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701

acctgttttt
tcatgtcaga
agtctgaagg
ggatgaaaag
ttttaactat
aacgaacgtt
ttaatattct
ctgttgtgta
tccacggtct
gaatggataa
tacaaataat
aggacctgaa
aatggttaat
tttaagtact
tgcataatga
atatctaatt
ggttgtcttg
tggggcattt
gaatgacaca
gaggaggtcc
gaagcagaac
tcctceccatt
tctctgttaa
ccggtcacag
ttcagtctga
ttttaaaaat
agacagtggc
tggcttttct
ttgcactaaa
catcaggttt
gagaagccca
caccatgcag
cctgtgaaag
ttaatttata
acactttgaa
ttacttacaa
acttaaccag
ggctctttgt
tcactgttga
tgctcttaaa
aagaaacact
tgtctttgca

aacatgtgat
ggtttggagc
attccccacc
ccatatctag
gccgtgtagt
ttaaagctta
tttgttatta
ataacagaac
tctgcatcac
gatgatgtta
tttttgcagt
ataaggtata
aggatgaatg
atctttgtct
accgtttaca
taccattatt
aaacctttct
gtgggactcc
ctgcggtgtc
ttggagtgct
cagctctacg
ttagaaaatc
agatcagcta
gaacgcacag
atggcatgga
aagttttata
actaaaatgt
cttgccccaa
taaactactt
actcagtgaa
tggccacgag
gcaacattac
ctgcactcag
ggcagatctt
ggtaataaat
aagcagcttt
gtttgggatg
gtgtctccag
atgcctgtcc
aatcttggtt
aaattagttt
aaggactgta

ggttgattca
cgggaaagct
tccaatcccce
tcaataactc
ttctggtatc
cccttggttt
aaaaaacaca
tcgtggcgtyg
tggtatacac
aatgccttgg
cttttgctgt
aggatctttt
ggaaagtatt
aaacaaggta
gtgtatttaa
ttacagtctc
actttttctg
agcacgtttt
tgcagctcct
gcagctttgg
agagtgagac
agattttctc
ttccecttetg
atcatggcag
gaccgggaga
cataaacagt
ttaattcatt
atcacaaaca
tgaatagagg
atcatattaa
gaagcagcaa
cttgtctttc
agggaggagt
taaatacagt
acacagcatg
tagttcagac
gagatggtct
gtaactttgc
cagtccaaat
tggtacagtt
aaaatgaagc
agcagattac

cacttgttca
gtttttccgt
cagcgcttag
tgattttgat
gttcgecttgt
gcacataaaa
aaaaaataat
gggcagcagce
actcgttagc
tttgatttct
gctgtacatt
gtaaatgaga
tttgaaagaa
attttttttt
gaaagggaaa
tgttgtaaat
tactttttgt
ctggcttctg
ggaaggtgtc
gaaagcctgc
tgggaacttg
ctgtgggaaa
atcttggaaa
gatgcgctgg
tagaggggtt
tttggagaaa
aatctgtttg
tatgtatctt
ccaaattaat
ttattttcca
ttaattagat
aaaagacacc
ctttcttaca
caacttacgg
cagactggga
ttagttttta
gcatcagctt
ttgattaaac
tgtctgtctg
cataattcac
aatttatatc
aataaatcct

acagtttctc
ggatttggcg
aaacatgttc
attttcacag
tttaaaaggg
cgtatagtca
aaaaaaatat
tgcctctgag
gtccatttct
agtatctatt
actgtatgta
cacatacaaa
ttctattttg
gtaaagtgca
gctgtgcctt
aaccacactg
tttgttcttg
cttcatcctg
atttgacaac
ctcgtttccc
atggctcaga
aaaaaattcc
gaggttctgc
gacggcccat
ttagattttt
aattacagat
tttggcactg
tggggaaact
cttttaaaaa
aaatctaaaa
caacactttt
tgccttagtg
taatttgcaa
tgcacagtaa
gttgctagca
taaaatgaga
tttgtattaa
agcaaagcca
ctcttatttt
caaaaagttc
tttatgcaaa
ttacttt

aagtttaaag
agaccagagc
ctgttcctcg
atggaagaag
ttcaaggact
atatggggca
atacagattc
ccctecgcetecg
tatttaatta
gtgttggctt
taaattatga
aaaaatcttt
ctggagacta
atgtcctgca
ttttagcttc
aaacctcttc
gtctccecgcet
ctccatcggg
acatgtggga
ttttcctcta
gagcatcttt
atgcactctc
actcctggaa
cttggcaagg
aaaaggtagg
catataagca
atgcaatgta
aacaatatga
tgatgataat
gctgtagctg
ctccagggtt
caaggggaaa
tttcaggaat
tatgaaagcc
aacaaatggc
attctgactt
caaagttact
tattctaaat
tgtaccatat
atataattta
aacatatgtc
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Protokolle und Primer

¢ Protokolle und Primer

Primer

Sequenz Temperatur

Primer, (Bgl Il Schnittestelle) 5'-agatctgggattcacgaggagcag-3’ 55°C
Primer, ., (Hind lll Schnittestelle) ~ 5'-aagctttcacticcggtggaagtaga-3'

Tab. 13: Primer hMRP5F CDS (Produktlange 921 bp).

Substanzen Menge Endkonzentration
10x QIAGEN PCR Puffer 5ul 1x

5 x Q-Solution 10 pl 1x
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1l 200 uM
Forward-Primer (10 uM) variabel 0,1-0,5 uM
Reverse-Primer (10 uM) variabel 0,1-0,5 uM

Taq DNA-Polymerase 0,5 ul 2,5 U/Reaktion
DEPC-H,O variabel

DNA variabel < 1 pg/Reaktion
Endvolumen 50 ul

Tab. 14: Pipettierschema fiir hMRPEF CDS.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 55°C 1 min } 34
Extension 72°C 1 min

Finale Extension 72°C 10 min 1
hold 8°C

Tab. 15: PCR Programm fiir h(MRP5" CDS.

Substanzen Menge

10 x Ligationspuffer 1ul

pCR® 2.1 Vektor x ul (50 ng)
hMRPEF Fragment x pl (100 ng)

T4 DNA Ligase 4 pl
DEPC-H,O ad 10 ul

Inkubation Uber Nacht bei 14°C

Tab. 16: Pipettierschema fiir Ligation des PCR Produkts in den pCR® 2.1 Vektor.
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Protokolle und Primer

Substanzen Menge
DNA x ul (1 ug)
Enzympuffer (Buffer NEB2) 2,5ul

Bgl Il 2,0 pl
Hind I 2,0 ul
DEPC-H,0O ad 25 ul

Inkubation 2 Stunden bei 37°C

Tab. 17: Pipettierschema fir Restriktion mit Bgl Il und Hind III.

Substanzen Menge

10 x Ligationspuffer 1l
pEGFP-C1 x ul (50 ng)
hMRPEF Fragment x gl (100 ng)
T4 DNA Ligase 4 ul
DEPC-H,0O ad 10 pl

Inkubation Uiber Nacht bei 14°C

Tab. 18: Pipettierschema fiir Ligation des Restriktion-Produkts in den peGFP-C1 Vektor.

Primer Sequenz Temperatur
MHC-SEQ-P1 5’-acccttaccccacatagacc-3’ 60°C
hMR-E-Seg-rev_lI 5'-attgcggggaacitctacctt-3'

Tab. 19 : Primer fUr die Genotypisierung der transgenen Mauslinien.

Substanzen Menge Endkonzentration
DNA (0,2-0,4ug/ul) 1l 0,2-0,4 ug
10x DreamTaq Puffer 5ul 1x
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1 ul 200 uM
Forward-Primer 0,5 pl 1 uM
Reverse-Primer 0,5 ul 1 uM
DreamTaq DNA-Polymerase (5 u/ul) 0,3 ul 15U
DEPC-H,0O ad 50 pl

Tab. 20: Pipettierschema fir die Genotypisierung der transgenen Mauslinien.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 30 sec

Annealing 60°C 30 sec } 34
Extension 72°C 3:30 min

Finale Extension 72°C 10 min 1

Tab. 21: PCR-Programm fir die Genotypisierung der aMHC hMR-Linie.
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Protokolle und Primer

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 30 sec

Annealing 60°C 30 sec } 29
Extension 72°C 2 min

Finale Extension 72°C 6 min 1

Tab. 22: PCR-Programm fiir Genotypisierung der aMHC hMRPF-Linie.

Substanzen

Mengen

RNA (1 pg) + DEPC-H,0O

10x Reaktionspuffer

DNase |

— auf Eis pipettieren

— Inkubation bei 37°C fur 10 min, dann auf Eis stellen
Stopp-L6sung (50 mM EDTA)

dNTP Mix (10 mM)

— Inkubation bei 25°C fur 10 min, dann auf Eis stellen
DEPC-H,O

Finales Volumen

8 ul
1ul
1 ul

1 ul
2 ul

1 ul
16 pl

Tab. 23: Pipettierschema fir DNA-Verdau mit DNase | (NEB).

Substanzen

Mengen

Total RNA (50 ng)
Random hexamer Primer (0.2 pg/ul)
DEPC-H,0

— Inkubation bei 70°C flr 5 min

5 x Reaktionspuffer
RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor (20 u/pul)
dNTP Mix (10 mM)

— Inkubation bei 25°C flr 5 min

RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (200 u/ul)

Finales Volumen

— Inkubation erst bei 25°C fiir 10 min, dann bei 42°C fir 60 min
— Zum Stoppen der Reaktion 10 min auf 70°C erhitzen

1,5 ul

1ul
9,5 ul

4 pl

1 ul
2 ul

20 pl

Tab. 24: Protokoll fiir die Reverse Transkription (RT).
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Protokolle und Primer

Primer Sequenz Temperatur
hMR-P4 5’-gaaattgtatatgcaggcta-3’ 60°C
hMR-PCR-P1R 5'-tgcagtcgaacgaactgaag-3'

Tab. 25 Primer fir Reverse Transkription-PCR.

Substanzen Menge Endkonzentration
cDNA 2 ul

10x DreamTaq Puffer 5ul 1x
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1l 200 uM
hMR-P4 0,5 pl 1 uM
hMR-PCR-P1R 0,5 pl 1 uM
DreamTaq DNA-Polymerase (5 u/ul) 0,3 ul 15U
DEPC-H,0 ad 50 pl

Tab. 26: Pipettierschema fir RT-PCR.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sec

Annealing 60 °C 30 sec } 29
Extension 72 °C 30 sec

Finale Extension 72 °C 5 min 1
Tab. 27: Programm fur RT-PCR.

Substanzen +RT -RT
Templet (aus DNAse Verdau) 12 ul 4 ul
Random hexamer Primer (0.2 pg/ul) 1u 0,5 ul
DEPC-H,O - 1,5ul
— Inkubation bei 70°C fir 5 min

5 x Reaktionspuffer 4,2 ul 2ul
RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor (20 u/pl) 1u 0,5 ul
dNTP Mix (10 mM) 2 pl 1l

— Inkubation bei 25°C fir 5 min

RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (200 u/pl)

Finales Volumen

— Inkubation erst bei 25°C fir 10 min, dann bei 42°C fir 60 min
— Zum Stoppen der Reaktion 10 min auf 70°C erhitzen

1u -

21,2 ul 9,5 l

Tab. 28: Protokoll fir Reverse Transkription fir gPCR (+RT und -RT).
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Protokolle und Primer

Substanzen Menge
2x SuperMix 6,25 pl
Sense Primer (10 pmol/pl) 0,5 pl
Antisense Primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
Template 1 ul
Rox Farbstoff 0,025 ul
DEPC-H,0O 4,225 pl

Tab. 29: Pipettierschema fur gPCR.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 30 sec
Annealing 57-64 °C 30 sec 39
Extension 72 °C 30 sec
Schmelzkurve

95 °C 1 min

60 °C 30 sec

95 °C 30 sec

Tab. 30: Programm fir gPCR.
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Erganzende Daten

¢ Erganzende Daten:

Zwolf Monate alte aMHC hMR*-Mause (Bis zum sechsten Lebensmonat wurden die Tiere
mit Kaliumcanrenoat behandelt, anschlieBend erhielten diese Tiere Uber weitere sechs
Monate reines Leitungswasser bei Bedarf).
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Abb. 33: Kaplan-Meier Statistik. Dargestellt ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit von zwélf Monate
alten aMHC hMR*- und WT-Tieren. p > 0,05 gegentiber WT, n = 6 bis 75.

Zwolf Monate
WT hMR hMR+ hMRPDEF
Korpergewicht (g) 32,0+1,7 26,9 +1,1# 28,8+ 1,7 31,1+15
Herzgewicht (mg) 158,1+£5,9 139,8+7,9 177,1 £ 21,1 138,7 £ 6,9#
Relatives 49202 51+0,3 6,1+ 0,5% 45102
Herzgewicht (mg/g)

Tab. 31: Morphologische Parameter. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM des Korpergewichts,
Herzgewichts und relativen Herzgewichts von zwolf Monate alten WT-, aMHC hMR-, aMHC hMR*-
und aMHC hMRPFF-Tieren. #p < 0,05 gegenuber WT mit zwolf Monaten, n = 4 bis 9.
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Abb. 34: Altersabhangige Anderung_ der morphologischen Parameter. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05

gegenlber der entsprechenden Kontrolle mit sechs Monaten, n = 4 bis 9 pro Gruppe.
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Erganzende Daten

Zwolf Monate

hMR hMR+ hMRPDEF

ACt eGFP 11,9+0,5 11,9+0,3 8,1+0,2

Tab. 32: Ergebnisse der mRNA-Expression fir eGFP. ACt-Mittelwerte £ SEM ermittelt durch gPCR flr
die eGFP mRNA-Expression von zwolf Monate alten aMHC hMR-, aMHC hMR*- und aMHC hMRP-
Mausen. p < 0,05 aMHC hMR-, aMHC hMR*- gegeniiber aMHC hMR"*F-Mausen, n = 4 bis 9.
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Abb. 35: Ergebnisse der mRNA-Expression fir Nr3c2. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM der
relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache Induktion) fir Nr3c2 bei aMHC hMR- aMHC hMR*- und
aMHC hMR"¥-Mausen im Vergleich zur kardialen WT-mRNA-Expression mit zwélf Monaten.

*p < 0,05 gegentiber WT, n =4 - 9 pro Gruppe.
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Erganzende Daten
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Abb. 36: Ergebnisse der Untersuchung der kardialen Transkription. Graphische Darstellung der
Mittelwerte £ SEM der relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache Induktion) von zw6lf Monaten alten
aMHC hMR-, aMHC hMR*- und aMHC hMR°"-Mausen im Vergleich zur kardialen WT-mRNA-
Expression. *p < 0,05 gegeniiber WT mit zwélf Monaten, n = 4 bis 9 pro Gruppe.

Natriuretisches Peptid Typ A und B (Nppa, Nppb), Myosinisoform a und B (aMHC, BMHC),
al1-Untereinheit des Kollagens vom Typ 1 und 3 (Col1a1, Col3at), Fibronektin 1 (Fn7), a-Untereinheit
des hERG-Kaliumkanals (Kcnh2), a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (Cacnaic), Serinpeptidase
Inhibitor/Akut-Phase-Protein (Serpina3).
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Abb. 37: Ergebnisse der altersabhadngigen Untersuchung der kardialen Transkription. Graphische
Darstellung der Mittelwerte + SEM der Anderungen der relativen mRNA-Expression (AACt, x-fache
Induktion) zwischen sechs und zwélf Monate alten aMHC hMR- und aMHC hMR*-Herzen. *p < 0,05
gegenlber der sechs Monate alten Kontrolle, n = 4 bis 9 pro Gruppe.

Natriuretisches Peptid Typ A und B (Nppa, Nppb), Myosinisoform a und B (aMHC, BMHC), al-
Untereinheit des Kollagens vom Typ 1 und 3 (Col1a1, Col3a1), Fibronektin 1 (Fn1), a-Untereinheit des
hERG-Kaliumkanals (Kcnh2), a-Untereinheit des L-Typ Calciumkanals (Cacnaic), Serinpeptidase
Inhibitor/Akut-Phase-Protein (Serpina3).
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Erganzende Daten

Zwolf Monate

WT hMR hMR+ hMRPDEF
Herzfrequenz (bpm) 362,0 £ 36,5 2950+ 17,4 292,3 £ 28,3 412,4 £ 40,5
RR-Intervall (ms) 180,6 + 19,2 | 207,0+12,7 | 209,3+10,8 | 164,4 +24,6
PR-Intervall (ms) 349+1,3 31,9+0,5 36,2+2,8 342+1,1
P-Welle (ms) 13,3+ 0,8 13,8+ 0,8 12,0+1,7 12,7+0,8
QRS-Komplex (ms) 15,5+0,7 13,2+ 0,3# 14,5+0,5 15,8 +0,8
QT-Intervall (ms) 28,6+ 1,4 31,6+23 32,5+3,3 29,3+2,0
QT -Intervall (ms) 65,5+ 4,1 69,4 + 3,9 72,4+10,5 75,0 £5,6

Tab. 33: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung. Dargestellt sind die Mittelwerte £
SEM der EKG-Aufzeichnungen von zwoélf Monate alten WT-, aMHC hMR-, aMHC hMR*- und aMHC
hMRPE -Tieren. #p < 0,05 gegentber WT mit zwdlf Monaten, n = 4 bis 9.
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Abb. 38: Ergebnisse der altersabhéngigen elektrokardiographischen Untersuchung. Graphische
Darstellung der Mittelwerte + SEM der prozentualen Anderung zwischen sechs und zwélf Monate
alten WT-, aMHC hMR-, aMHC hMR*- und aMHC hMR"F-Mausen. *p < 0,05 gegeniiber der sechs
Monate alten Kontrolle, n = 4 bis 9 pro Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Abstand zwischen zwei Herzschldgen (RR), Dauer der atrioventrikularen
Erregungstberleitung (PR), Dauer der intraatrialen (P) wund der intraventrikularen
Erregungsausbreitung  (QRS), Dauer der gesamten intraventrikularen Erregung (QT,
frequenzkorregiert = QT,).
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Erganzende Daten

Zwolf Monate

WT hMR hMR+ hMRDEF
Herzfrequenz (bpm) 511,3+£ 19,3 | 564,7 + 14,4# 520,8 £4,9 514,9+ 18,6
RR-Intervall (ms) 118,7+ 4,6 106,6 + 2,6* 1152+ 1,1 118,1+54
PR-Intervall (ms) 34,0+1,5 31,5+1,0 36,3+ 3,6 32,7+1,2
P-Welle (ms) 11,8+0,8 10,0+ 0,4 11,0+0,8 11,8 +0,5
QRS-Komplex (ms) 15,4+ 0,7 13,2 £ 0,5* 14,3+0,9 16,2+ 0,7
QT-Intervall (ms) 26,4+14 27,0+1,2 28,8+29 30,7 +1,9%
QT -Intervall (ms) 80,6 + 3,1 82,3+3,4 84,3+7,7 89,3 +4,9%

Tab. 34: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung unter B-Adenozeptor-Stimulation.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der EKG-Aufzeichnungen von zwélf Monaten alten WT-, aMHC
hMR-, oMHC hMR*- und aMHC hMRPEF-Tieren im Maximum der B-Adrenozeptor-Stimulation.
*0 < 0,05 gegeniiber WTso mit zwdlf Monaten, n = 4 bis 9.
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Abb. 39: Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersuchung unter B-Adrenozeptor-Stimulation.
Graphische Darstellung der Mittelwerte £+ SEM der prozentualen Anderung zwélf Monate alten WT-,
aMHC hMR-, aMHC hMR*- und aMHC hMRP®"-Tieren im Maximum der B-Adrenozeptor-Stimulation
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. *p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle vor I1SO, n = 4 bis 6 pro
Gruppe.

Herzfrequenz (HF), Abstand zwischen zwei Herzschldagen (RR), Dauer der atrioventrikularen
Erregungstiberleitung (PR), Dauer der intraatrialen (P) wund der intraventrikularen
Erregungsausbreitung  (QRS), Dauer der gesamten intraventrikularen Erregung (QT,
frequenzkorregiert = QT,).
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