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1. Zusammenfassung

1.1 Rolle des Mineralocorticoid-Rezeptors und Racl fiir strukturelles

Remodeling bei Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist eine Erkrankung mit hoher Prdvalenz in der Bevdlkerung. Die
Hintergriinde des Remoldelings bei Vorhofflimmern sind jedoch bisher nur unzureichend
erforscht. In dieser Arbeit wurde die Rolle des Mineralocorticoid-Rezeptors und von Racl
beziiglich dem strukturellen Remodeling bei Vorhofflimmern untersucht.

Bei transgenen Miusen mit einer herzspezifischen Uberexpression von konstitutiv aktivem
Racl (RacET) zeigte sich eine altersabhingige Gewichtszunahme der linken Vorhofe im
Vergleich zum linken Ventrikel (5,4 +/- 0,5% beim Wildtyp im Vergleich zu RacET 12, 8,3
+/- 0,8% (p < 0,05)) sowie im Vergleich zur Tibialdnge (0,3 +/- 0,02mg/mm beim Wildtyp im
Vergleich zu RacET 12, 0,43 +/- 0,02mg/mm (p < 0,05)). 43% der 6 Monate alten RacET
Maiuse (RacET 6) und 77% der 12 Monate alten RacET Maiuse (RacET 12) entwickelten
supraventrikuldre Arrhythmien. Dies zeigt eine altersabhéngige Privalenz. Die RacET Méuse
wiesen vermehrte Fibrose in den Vorhdéfen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollmausen auf
(CTGF-Expression: 142 +/- 6,4%, p < 0,01 im Vergleich zum Wildtyp). Ebenso zeigte sich
eine erhohte CTGF-Expression auf RNA Ebene im linken Atrium bei RacET im Vergleich
zum Wildtyp (RacET 12, 149 +/- 14%, p < 0,05). Der Mineralocorticoid-Rezeptor wurde
weder im Ventrikel noch im Atrium im Vergleich zum Wildtyp vermehrt exprimiert. Es
zeigte sich jedoch eine Uberexpression der 11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Typ-2 im
Atrium und Ventrikel (Atrium: RacET 12, 665 +/- 189%, p < 0,05, im Vergleich zum
Wildtyp; Ventrikel: RacET 12, 452 +/- 120%, p < 0,05, im Vergleich zum Wildtyp).

In Zellkulturexperimenten mit kardialen Fibroblasten kam es zu einer Aldosteron-abhéngigen
CTGF-Uberexpression (1nM Aldosteron: 144 +/- 11% (p < 0,05), 10nM: 165 +/- 23% (p <
0,01) und 100nM: 183 +/- 10% (p < 0,001)). Durch Zugabe von Cortisol konnte die
Aldosteron-induzierte CTGF-Uberexpression bei Kardiomyozyten verhindert werden

(Aldosteron: 141 +/- 12% vs. Aldosteron und Cortisol 72 +/- 8%, p <0,01).



Um die molekulare Interaktion zwischen Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten zu
untersuchen, wurden die Fibroblasten mit dem Medium der Kardiomyozyten behandelt. Auch
hier induzierte Aldosteron die Kollagenproduktion, welche durch Hydroxyprolin gemessen
wurde (154 +/- 12%, p < 0,001). Der Effekt lieB sich durch die Vorbehandlung mit Cortisol
aufheben (114 +/- 12%, p < 0,05).

Die bei kardialen Fibroblasten erhohte CTGF-Expression durch Aldosteron war auf
Proteinebene durch die Behandlung mit dem Racl-Inhibitor NSC23766 (39 +/- 2,8%, p <
0,05), den MR-Antagonisten Spironolacton und BR-4628 (Spironolacton: 51 +/- 15%, p <
0,05; BR-4628: 59 +/- 17%, p < 0,05) sowie durch den AT1-Rezeptorblocker Telmisartan
verhinderbar (97 +/- 11%; p < 0,05).

Aldosteron und Angiotensin II zeigten eine synergistische Wirkung auf die CTGF-
Proteinexpression (175 +/- 21%, p <0,001).

In einer immunhistochemischen Féarbung von Fibroblasten konnte durch die Behandlung mit
Aldosteron eine Translokation des Mineralocorticoid-Rezeptors in den Zellkern gezeigt
werden (Verhéltnis Zellkern/Zellplasma: MR 0,84 +/- 19, p < 0,05 im Vergleich ohne
Behandlung 0,07 +/- 0,02). Dies entspricht einer Aktivierung des Rezeptors. Dieser Effekt
war durch Vorbehandlung mit Spironolacton oder NSC23766 verhinderbar (Aldosteron mit
Spironolacton: 0,25 +/- 0,08, p < 0,05; Aldosteron mit NSC23766: 0,21 +/- 0,05, p < 0,05).

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Uberexpression von Racl das Auftreten supraventrikulirer
Arrhythmien pridisponiert und mit einer Uberexpression von 11-B-HSD-Typ-2 sowie einer
CTGF-Expression assoziiert ist. Die Aktivierung des Mineralocorticoid-Rezeptors fiihrt Racl-
abhdngig in kultivierten kardialen Fibroblasten zu strukturellem Remodeling. Die
pharmakologische Inhibition von Racl und des Mineralocorticoid-Rezeptors stellen daher
mogliche therapeutische Ansatzpunkte dar, um die Entstehung von strukturellem Remodeling,

als Prédisposition fiir das Auftreten von Vorhofflimmern, zu verhindern.



1.2. Role of the mineralocorticoid-receptor and Racl for structural

remodeling in atrial fibrillation

Atrial fibrillation has a high prevalence in the population. The backgrounds of structural
remodeling in atrial fibrillation are still not completely understood. The aim of this study was
to analyse the role of the mineralocorticoid-receptor and of Racl concerning the structural
remodeling in atrial fibrillation.

In transgenic mice with a cardial overexpression of constitutive active Racl (RacET) there
was an age-dependant weight gain of the left atria compared to the left ventricle (5.4 +/- 0.5%
wild type versus RacET 12, 8.3 +/- 0.8% (p < 0.05)) and to the length of the tibia (0.3 +/- 0.02
mg/mm wild type versus RacET 12, 0.43 +/- 0.02 mg/mm (p < 0.05)). 43% of the 6 month old
RacET mice (RacET 6) and 77% of the twelve month old RacET mice (RacET 12) developed
supraventricular arrhythmia. This shows an age-dependant prevalence. The RacET mice had
an increase of fibrosis in the atria compared to the wild type mice (CTGF expression: 142 +/-
6.4%, p <0.01 versus wild type mice). Also an elevated CTGF gene expression was detected
in the left atria of the RacET mice (RacET 12, 149 +/- 14%, p < 0.05 versus wild type). There
was no higher expression of the mineralocorticoid-receptor, neither in the ventricle nor in the
atria compared to the wild type. An upregulation of 11-B-HSD-type-2 could be shown in the
ventricle and in the atria (Atria: RacET 12, 665 +/- 189%, p < 0.05 versus wild type;

ventricle: RacET 12, 452 +/- 120%, p < 0.05).

In cell culture experiments with cardiac fibroblasts an aldosterone dependent CTGF
expression could be detected (aldosterone dependent CTGF expression: 1nM aldosterone: 144
+/- 11%, p < 0.05, 10nM: 165 +/- 23%, p < 0.01, 100nM: 183 +/- 10%, p < 0.001). The
overexpression of CTGF through aldosterone in cardiomyocytes was diminished by cortisol
(Aldosterone: 141 +/- 12% versus aldosterone and cortisol 72 +/- 8%, p <0.01).

To analyse the molecular interaction between cardiomyocytes and cardiac fibroblasts, the
fibroblasts were treated with the medium of the cardiomyocytes. Also here a higher
production of collagen in form from hydroxyproline was shown in the presence of aldosterone
(154 +/- 12%, p < 0.001). The effekt was diminished through the preincubation with cortisol
(114 +/- 12%, p < 0.05).

Cardiac fibroblasts showed an increased CTGF protein expression when they were stimulated

with aldosterone. This effect could be inhibited with the Racl inhibitor NSC23766 (39 +/-
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2.8%, p < 0.05), with the MR antagonists spironolactone und BR-4628 (spironolactone: 51 +/-
15% p < 0.05; BR-4628: 59 +/- 17%, p < 0.05) or with the AT1- receptor blocker telmisartan
(97 +/- 11 %, p < 0.05).

Aldosterone and angiotensin II showed a synergistic effect concerning the CTGF protein
expression (175 +/- 21%, p < 0.001).

In the immunofluorescence staining of fibroblasts a translocation of the MR into the core of
the cell occured in the presence of aldosterone (relation core/plasma: MR 0.84 +/- 19, p <
0.05 versus no treatment: 0.07 +/- 0.02). This equals the activation of the receptor. This effect
could be avoided through preincubation with spironolactone or NSC23766 (aldosterone with

spironolactone: 0.25 +/- 0.08, p < 0.05; aldosterone with NSC23766: 0.21 +/- 0.05, p < 0.05).

These results show that an overexpression of Racl promotes supraventricular arrhythmia and
is associated with an upregulation of 11-B-HSD-type-2 and a higher CTGF expression. The
activation of the mineralocorticoid-receptor leads to structural remodeling in cardiac
fibroblasts via Racl. The pharmacological inhibition of Racl and the mineralocorticoid-
receptor may represent potential therapeutic targets to prevent structural remodeling as a

predisposition of artial fibrillation.
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2. Einleitung und eigene Fragestellung

2.1 Definition, Atiologie und Epidemilogie von Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist eine supraventrikulire Tachyarrhythmie mit unkoordinierter
Vorhofaktivierung und infolge dessen ineffektiver Vorhofkontraktion (January et al., 2014).
Es ist ein Zustand, bei dem der Herzrhythmus nicht mehr vom Sinus-Knoten, sondern von
anderen aktiven Arealen im Vorhof bestimmt wird. Daraus folgt eine schnelle, unkoordinierte
und unregelméBige Vorhofkontraktion (Nattel, 2002).

Bei Vorhofflimmern sind im EKG schnelle oszillierende oder fibrillierende und
amplitudenmodulierende Wellen ableitbar. Durch die unkoordinierte Vorhoffunktion sind
keine P-Wellen sichtbar. Es kommt zu einer ungleichmiBigen Uberleitung auf die

Herzkammer (Fuster et al., 2011).

Vorhofflimmern ist die hdufigste Herzrhythmusstérung und nimmt an Prévalenz und Inzidenz
zu. Eine Studie in England (SAFE: Screening for Atrial Fibrillation in the Elderly) zeigte eine
Pravalenz von 7,2% bei Patienten iiber 65 Jahren. Zudem zeigte sich eine erhdhte Pravalenz
bei Miénnern (7,8%) und bei Patienten iiber 75 Jahren (10,3%) (Lip et al., 2012). Die
Pravalenz nimmt mit zunehmenden Alter zu, ausgehend von unter 0,5% in der Population
unter 40 Jahren, ca. 5% bei 65 Jahren und mehr als 10% bei iiber 80-jdhrigen (Stepanyan et
al., 2013). Die jdhrliche Inzidenz von neu aufgetretenem Vorhofflimmern betrdgt ca. 1,6%
(Lip et al., 2012).

Es ist bekannt, dass die ethnische Herkunft eine Rolle in der Prévalenz spielt. So ist
Vorhofflimmern bei der nicht weilen Bevolkerung deutlich seltener als in der weillen

Bevdlkerung (Lip et al., 2012).

2.2 Diagnostik und Therapie von Vorhofflimmern

Viele Patienten sind asymptomatisch (silent atrial fibrillation) und fallen erst durch
Komplikationen, wie z.B. durch einen Schlaganfall, auf (Lip et al., 2012). Vorhofflimmern

geht mit einem fiinffach erhohtem Schlaganfallrisiko einher und ist fiir mindestens 25% aller
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Schlaganfille bei élteren Erwachsenen verantwortlich (Senoo et al., 2014). Vorhofflimmern
kann sich mit unterschiedlichen Symptomen darstellen, zum Beispiel Palpitationen,
Schwindel, verminderte korperliche Belastbarkeit oder Kurzatmigkeit (Gronefeld et al., 2003;
Nattel, 2002).

Vorhofflimmern ist durch die Stase im Vorhof eine der hiufigsten Ursachen fiir
thromboembolische FEreignisse. Zur Prophylaxe stehen hierfiir sowohl Vitamin-K-
Antagonisten sowie neue, Nicht-Vitamin-K-abhéngige orale Antikoagulantien zur Verfligung.
Die European Society of Cardiology Leitlinie von 2016 empfiehlt eine Antikoagulation, um
das Schlaganfallrisiko zu senken, bei einem CHA2DS2-VASc-Wert von 1 oder hoher
(Berechnung des CHADS-2-Vasc-Score erfolgt anhand der Summation der Risikofaktoren:
congestive heart failure (Herzinsuffizienz, 1 Punkt), hypertension (Bluthochdruck, 1 Punkt),
age > 75 (Alter > 75, 2 Punkte), diabetes mellitus (Diabetes Mellitus, 1 Punkt), history of
stroke (stattgehabter Schlaganfall, 2 Punkte), vascular disease (Erkrankung der Gefaille, 1
Punkt), age 65-74 (Alter 65-74, 1 Punkt), female (weibliches Geschlecht, 1 Punkt) (Kirchhof
et al., 2016). Ein hohes Alter geht jedoch auch mit einem erh6hten Blutungsrisiko einher, wie
zum Beispiel intrakranielle Blutung, gastrointestinale Blutung oder traumatische Blutung.
Verschiedene Scores, die ein Blutungsgeschehen vorhersagen, wurden entwickelt, um das
Blutungsrisiko zu eruieren, wie zum Beispiel HAS-BLED (hypertension, renal dysfunction,
liver dysfunction, age > 65, history of bleeding, labile international normalized ratio (INR),
concomitant use of medications associated with bleeding, alcohol abuse) (Pisters et al., 2010).
Altere Patienten haben ein erhdhtes Blutungsrisiko unter Antikoagulation, jedoch auch ein
erhohtes thromboembolisches Risiko, wenn diese nicht eingenommen werden (Hylek et al.,
2007). Ob eine Antikoagulation erfolgt, ist eine individuelle Entscheidung anhand des

Blutungs- und Thromboembolie-Risikos des einzelnen Patienten.

Zur Therapie der Arrhythmie kann eine Frequenzkontrolle oder eine Rhythmuskontrolle
durchgefiihrt werden. Bei der Frequenzkontrolle wird eine Senkung der Herzfrequenz durch
Betablocker, Calciumantagonisten oder Digitalis angestrebt und damit eine Verldngerung der
Atrioventrikularknoten-Uberleitungszeit bewirkt. Diese Therapie kommt in erster Linie fiir
asymptomatische Patienten in Betracht. Eine Rhythmuskontrolle zielt auf den Erhalt des
Sinusrhythmus ab und kann durch elektische Kardioversion oder medikamentds durch Klasse-
I- und Klasse-III-Antiarrthythmika erreicht werden. Des Weiteren besteht die Moglichkeit
einer Rhythmuskontrolle mittels Katheterablation. Hierbei werden die Trigger-Areale im

Bereich der Lungenveneneinmiindung durch Hochfrequenzstrom oder Kryoballontechnik
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verddet (Lewalter et al.,, 2016; Nattel 2002). In einer aktuellen Metaanalyse scheint die
Katheterablation der  medikamentdsen = Rhythmuskontrolle  bei  persistierendem
Vorhofflimmern in Bezug auf Rediziv, erneuter Kardioversion und Hospitalisierung

iiberlegen zu sein (Chen et al., 2018).

Typischerweise entwickelt sich Vorhofflimmern ausgehend von kurzen, gelegentlich
auftretenden Episoden, zu ldngeren und héufigeren Episoden. Vorhofflimmern wird als
paroxysmal bezeichnet, wenn es innerhalb von 7 Tagen von selbst sistiert. Wenn es ldnger als
7 Tage besteht oder nach dieser Zeit durch Kardioversion beendet wird, so wird dies als
persistierendes Vorhofflimmern bezeichnet. Bei permanentem Vorhofflimmern handelt es
sich um einen dauerhaften und therapieresistenten Zustand. Eine Beendigung der Arrhythmie

wird hierbei nicht mehr angestrebt (Kirchhof et al., 2016).

Vorhofflimmern tritt hdufig nach kardiochirurgischen Eingriffen auf und geht mit einem
erhohten postoperativen Risiko flir Mortalitét, Nierenversagen und Myokardinfarkt einher.
Zudem fiihrt dies hdufig zu einem verldngertem Krankenhausaufenthalt (Kaireviciute et al.,

2009).

2.3 Erregung des Vorhofmyokards

Die normale Vorhofkontraktion wird durch den Sinus-Knoten initiiert. Nach Depolarisation
der Herzmuskelzellen als Reaktion auf ein Aktionspotential sind die Natrium-Kanéle
inaktiviert und es kann bis zum Erreichen eines bestimmten Potentials keine erneute Aktion
der Muskelzelle gestartet werden. Diese Zeit wird als Refraktidrzeit bezeichnet. In diesem
Zeitraum ist die Herzmuskelzelle nicht erregbar. Abnormale Impulse von ektopen Arealen,
die nicht aus dem Sinus-Knoten stammen, konnen Herzmuskelzellen erregen, die zu diesem
Zeitpunkt nicht refraktir sind. Die beiden Ausbreitungswege konnen sich gegenseitig
fortleiten und zu kreisenden Erregungen fiihren, wenn die Zeit zwischen den Erregungen grof3

genug ist, um erneut eine Aktivierung der Herzmuskelzelle zu ermoglichen (Nattel, 2002).
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2.4 Remodeling bei Vorhofflimmern

Eine VergroBerung des Vorhofes (Dilatation) und Fibrose sind pradisponierende Faktoren fiir
die Entwicklung von Vorhofflimmern. Auf der anderen Seite fithrt Vorhofflimmern selbst zu
strukturellen Verdanderungen und Fibrose im linken Vorhof. Fibrose ist eines der Kennzeichen
von strukturellen Umbauvorgdngen im linken Vorhof bei Vorhofflimmern. Interstitielle
Fibrose beeinflusst die Elektrophysiologie des Herzens und begiinstigt damit Reentry-
Kreisldufe, die wiederum Vorhofflimmern begiinstigen (Burstein et al., 2008). Neben den
elektrophysiologischen und  strukturellen Vorgidngen der Umbauvorgidnge und
Fibroseentstehung ist es wichtig, die molekularen Signalwege und pharmakologischen
Targets zu identifizieren, um Vorhofflimmern verhindern zu kénnen (Nattel et al., 2008;

Dobrev et al., 2012).

2.5 Aufbau des Vorhofs und molekularbiologische Vorginge

Die Vorhofe bestehen zu circa 45% aus Kardiomyozyten. Der restliche Teil besteht aus
extrazelluldrer Matrix, Endothelzellen und kardialen Fibroblasten (Hinescu et al., 2006). Der
grofite Anteil extrazelluldrer Matrix besteht aus Kollagen. Kollagenfasern bestehen aus
Biindeln von Fibrillen. Es gibt verschiedene Kollagentypen, wobei im Herz vor allem der
Kollagen Typ I und Typ III vorkommt. Die Kollagenfibrillen bilden ein Netzwerk, welches
fiir die Zugfestigkeit des Herzens notwendig ist und ebenso fiir die Zellverbindung zwischen
den Myozyten wichtig ist. Bei den meisten Herzerkrankungen kommt es zu einer Zunahme
von Kollagen (de Jong et al., 2012). Zudem nimmt die Kollagenkonzentration mit
fortschreitendem Lebensalter aufgrund von Akkumulation zu (Horn et al., 2016). Ein erhohter
Anteil an extrazelluldrer Matrix fiihrt zu Abnormalititen des kardialen Kontraktionsablaufs
und der Relaxation (Dzeshka et al., 2015). Der Mechanismus, der zur Zunahme der Fibrose
fiihrt, ist nicht komplett gekldart. Es werden hierfiir vor allem autokrine, parakrine und
endokrine Faktoren sowie Transforming-Growth-Factor-f (TGF-B), Angiotensin II,

Aldosteron und Endothelin-1 verantwortlich gemacht (Dzeshka et al., 2015; Leask A 2007;
Lijnen et al., 2000; Koitabashi et al., 2007). TGF-B aus Kardiomyozyten und kardialen

Fibroblasten aktiviert Connective Tissue Growth Factor (CTGF). CTGF induziert zelluldre
Prozesse wie Zellproliferation, Adhédsion und Synthese extrazelluldrer Matrix (Chen et al.,

2000). Eine Uberexpression an CTGF und im Folgenden entstehendes strukturelles

15



Remodeling wurde unter anderem bei Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt und Myokarditis
nachgewiesen (Travers et al. 2016; Koitabashi et al., 2007; Dean et al., 2005; Lang et al.,
2008).

2.6 Rolle des Mineralocorticoid-Rezeptors und des Renin-Angiotensin-

Aldosteron Kreislaufs bei Vorhofflimmern

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System spielt im Organismus in mehreren Bereichen eine
Rolle. So tragt es zum Beispiel zur Blutdruckregulierung und Beeinflussung des Elektolyt-
und Wasserhaushaltes bei. Angiotensinogen wird in der Leber gebildet und durch Renin in
Angiotensin I umgewandelt. Das Angiotensin-converting-Enzym wandelt anschlieBend
Angiotensin I in das physiologisch aktive Angiotensin Il um (Ehrlich et al., 2006).

Die Aktivierung des Mineralocorticoid-Rezeptors durch Aldosteron fiihrt zum Remodeling
des linken Ventrikels. In Tiermodellen zeigte sich nach Aldosterongabe eine Zunahme der
linksventrikuldren Hypertrophie (Zhou et al., 1996; Briet et al., 2010; Young et al., 1994;
Lother et al., 2011; Weber et al., 2001). Klinische Studien zeigen einen prognostisch
giinstigen Einfluss von Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten bei Patienten mit
systolischer Herzinsuffizienz (Pitt et al., 2003; Pitt et al., 1999; Zannad et al., 2011; Ehrlich et
al., 2006). Prognostisch relevante Effekte auf Mortalitdt und Morbiditét durch die Anwendung
von ACE-Hemmern und MR-Antagonisten konnten in klinischen Studien bei Patienten mit
systolischer Herzinsuffizienz nachgewiesen werden (Ehrlich et al., 2006). Es gibt dariiber
hinaus Hinweise, dass Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten die Inzidenz von
Vorhofflimmern bei Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz reduzieren konnen (Swedberg
etal., 2012).

Reil et al zeigte im Mausmodell, dass Aldosteron Vorhofflimmern und atriale Fibrose
induziert (Reil et al., 2012). In einer kiirzlich durchgefiihrten Metaanaylse wurde ein positiver
Effekt von Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten bei Patienten mit Vorhofflimmern
gezeigt, wobei diese neu auftretendes und paroxysmales Vorhofflimmern verminderten

(Neefs et al., 2017).
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2.7 Rolle der 11-p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Typ-2 bei

Vorhofflimmern

Aldosteron als lipophile Substanz {iberschreitet die Zellmembran und bindet und aktiviert den
intrazelluldr gelegenen Mineralocorticoid-Rezeptor (Briet et al., 2010). Die Konzentration des
Cortisols ist im menschlichen Serum circa 100-1000-fach héher als die von Aldosteron.
Jedoch ist die Bindungsaffinitdt zum Mineralicorticoid-Rezeptor dhnlich wie bei Aldosteron.
Die Aktivierung des Mineralocorticoid-Rezeptors wird durch die Expression des Enzyms 11-
B-Hydroyxsteroid-Dehydrogenase-Typ-2 (11-f-HSD-Typ-2) reguliert. Sie oxidiert das
Glukocorticoid Cortisol und iiberfithrt es damit in die inaktive Form des Cortisons, welches
nicht an den Mineralocorticoid-Rezeptor binden kann. Somit wird die Besetzung und
Aktivierung des Mineralocorticoid-Rezeptors mit Cortisol verhindert und die Bindungsstelle

frei fiir Aldosteron (Odermatt et al., 2012).

2.8 Rac1-GTPase und NADPH Oxidase

In Vorhofen von Patienten mit Vorhofflimmern besteht eine erhohte Aktivitdt von Racl und
der NADPH Oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) (Adam et al. 2007). Die
Rho Guanosintriphosphatase (GTPase) Racl reguliert die NADPH Oxidase Aktivitit und ist
verantwortlich fiir oxidativen Stress und kann unter pathophysiologischen Bedingungen zur
Entwicklung von Hypertrophie im linken Ventrikel fiihren (Custodis et al., 2006; Satoh et al.,
2006). Die Hemmung von Racl durch Statine senkt die NADPH Oxidase-abhingige
Produktion von Sauerstoffradikalen in kardialen Myocyten und reduziert die Hypertrophie des
Herzens (Takemoto et al., 2001; Laufs et al., 2002; Maack et al., 2003). Auf der anderen Seite
konnte gezeigt werden, dass Angiotensin II {iber eine Aktivierung der Racl1-GTPase und der
NADPH Oxidase CTGF aktiviert und zu einer Uberexpression von Connexin 43, N-Cadherin
und interstitieller Fibrose fiithrt (Adam et al., 2010).
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2.9 Eigene Fragestellung

Die Mechanismen der Signaltransduktion sind trotz der hohen Pravalenz von Vorhofflimmern
und dessen Risiken noch nicht vollstindig geklart. Eine weitere Untersuchung der Signalwege
ist notwendig, um pharmakologische Ansdtze zu erweitern und der Entstehung von
strukturellem Remodeling vorzubeugen.

In dieser Arbeit werden Signalwege untersucht, die zu strukturellem Remodeling fithren. Da
sowohl die Signaltransduktion {iber den Mineralocorticoid-Rezeptor aber auch iiber Racl an
der Entstehung von strukturellem Remodeling beteiligt sind, liegt eine Interaktion von Racl
und dem MR nahe. Dies wurde bisher im Kontext von Vorhofflimmern nicht untersucht und
ist daher Gegenstand dieser Arbeit. Eine pharmakologische Inhibierung dieser Signalwege
konnte potenziell eine therapeutische Mdglichkeit darstellen, um die Entstehung von Fibrose,

als strukturelles Korrelat fiir das Auftreten von Vofhofflimmern, zu verhindern.
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3. Material und Methoden

3.1 Isolation von neonatalen Kardiomyozyten von Ratten sowie Gewinnung

von Fibroblasten

Fiir die Isolation wurden ca. 3-5 Tage alte Sprague-Dawley Ratten verwendet (Charles River,
Deutschland). Diese wurden enthauptet und anschlieend wurde der Korper kurz mit 70%
Ethanol gespiilt. Der Thorax wurde mit einer Schere erdffnet, das Herz unter vorsichtigem
Druck auf die Brust entnommen und anschliefend in eine Zellkulturschale mit 10ml ADS-
Puffer gelegt. Nach Entfernen von restlichem Gewebe, Vorhofen und Gefilen wurden die
Ventrikel mit ca. 15 Schnitten zerteilt und einer neuen Zellkulturschale, mit 10ml ADS-Puffer
versehen, zugefiihrt. Der Puffer wurde vorsichtig abpipettiert und 10ml Enzym-Mix,
bestehend aus ADS-Puffer, Pankreatin und Collagenase, hinzugefiigt. Nach kurzem
Resuspendieren wurde das Gemisch in eine sterile Flasche gegeben und fiir Smin im
Schiittelwasserbad bei 37°C und 80 U/min inkubiert. Der Verdau (erster Uberstand) wurde
verworfen. Anschliefend wurde erneut 10ml Enzym Mix hinzugefiigt und fiir 20min
inkubiert. Der Uberstand wurde in einen 50ml Falcon pipettiert und die Enzymreaktion mit
2ml NCS (neonatal calf serum) gestoppt. Dann wurde der Falcon bei Raumtemperatur bei 700
U/min fiir 5min zentrifugiert, danach der Uberstand verworfen und das Pellet unter Zugabe
von 4ml NCS vorsichtig gelost. AnschlieBend wurde der Falcon im Brutschrank inkubiert
(37°C, 5% CO2). Dieser Vorgang wurde fiinf weitere Male mit unterschiedlich langen
Verdauzeiten durchgefiihrt und die Falcons entsprechend fortlaufend gekennzeichnet. Die
unterschiedlichen Zeiten betrugen 25min, 25min, 15min, 10min und 10min. Nach
Beendigung des Vorganges wurde der Uberstand verworfen, 7ml Medium hinzugefiigt und
das Pellet unter vorsichtigem Schiitteln gelost. Die Losung wurde dann in einen neuen 50ml
Falcon filtriert, unter vorherigem und anschlieBendem kurzen Spiilen des Filters mit Iml
Medium. Die gewonnene 9ml Zellsuspension wurde auf 6¢cm Schalen verteilt und fiir eine
Stunde im Brutschrank (37°C, 5% CO2) inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnten die
Fibroblasten am Boden der Zellkulturschale adhérieren. Anschlieend wurde das Medium
vorsichtig abpipettiert, in ein 50ml Falcon tiberfiihrt und die Zellen gezéhlt. Die Zellen
wurden in einer Neubauer Zahlkammer gezdhlt. Hierfiir wurde 10ul Zellsuspension mit 10ul

Trypanblau gemischt, 4 groe Eckquadrate ausgezéhlt und der Mittelwert berechnet (Vol. je
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Quadrat: 1ul). Die Gesamtzellzahl ergab sich durch folgende Berechnung: 2 x Mittelwert x
10*x Volumen der Zellsuspension. Die Zellsuspension wurde mit Medium auf das
gewiinschte Volumen gebracht und ausgesit. Hierbei enthielten 4ml Medium 1,6-1,8 x 10°
Zellen je P6 Primaria Schale. Die Zellen wurden anschlie3end fiir 48h im Brutschrank (37°C,
5% CO2) inkubiert. Die Kardiomyozyten wurden fiir 16h in serumfreiem Medium inkubiert

und konnten anschlieSend pharmakologisch behandelt werden.

3.2 Kultivierung neonataler kardialer Rattenfibroblasten

Fibroblasten von 3-5 Tage alten neonatalen Sprague-Dawley Ratten (Charles River,
Germany) wurden durch Adhésion von Kardiomyozyten getrennt. Inkubiert wurden diese in
6cm Petrischalen in einem Inkubator bei 37°C und 5,0% CO2. Nach ca. 2-3 Tagen hatten sich
die Fibroblasten zu 80-90% auf den Schalen ausgebreitet und konnten subkultiviert werden.
Ab dieser Passage (pl) wurde DMEM als Néhrsubstanz fiir die Zellen verwendet und alle
zwel Tage gewechselt. Nach ca. 4-5 Tagen, wenn die Fibroblasten wieder zu 90% die 6cm
Schalen besiedelt hatten, konnten diese durch Zugabe von Trypsin vom Schalenboden
abgelost und erneut subkultiviert werden. Auf diese Art und Weise konnten die Zellen bis zur

gewlinschten Anzahl passagiert werden.

Wenn die gewiinschte Anzahl an Schalen erreicht wurde und die Fibroblasten dann zu ca.
90% den Schalenboden besiedelten, wurde das Nihrmedium durch je 2ml DMEM-
Hungermedium pro Schale ersetzt. Der Unterschied zwischen den beiden Medien ist die
Zugabe von Rinderserum im Néhrmedium. Das Hungermedium blieb dann fiir 24h auf den
Fibroblasten, wodurch diese fiir die Aufnahme von Substanzen sensibilisiert wurden. Die
Stimulationszeit und Konzentration variierten je nach  Substanz. Fiir die

Zellkulturexperimente wurde stets die Anzahl n = 3 verwendet.

Um anschliefend die Proteinmenge und Proteinexpression bestimmen zu konnen, wurde das
Medium verworfen und die Zellen durch Zugabe eines Lysepuffers bestehend aus Leupeptin,
PMSF und Aprotinin von der 6¢cm Schale mit Hilfe eines ,cell scrapers® abgeschabt.

Anschlieend wurde das Lysat bei 95°C fiir 4 Minuten gekocht.
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Folgende Substanzen und Konzentrationen wurden fiir die Stimulation verwendet:

Aldosteron: 10nM fiir 24h
BR4628: 500nM fiir 25h
Spironolacton: 500nM fiir 25h
NSC 23766: 10uM fiir 25h
Telmisartan: 20uM fiir 25h
Cortisol: 127ng/ml fiir 24h
Angiotensin II: 10uM fiir 3h

3.3 Firbung von Fibroblasten

Fiir die Farbung von Fibroblasten wurden diese zuerst in 6 well plates auf runden Deckglédsern
fiir ca. 2-3 Tage kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt bedeckten die Fibroblasten ca. 90% der
Oberfliche. Die Fibroblasten wurden mit verschiedenen Substanzen, wie bereits oben
erwihnt, stimuliert. Fiir die Farbung wurde zuniachst das Medium abgesaugt und anschlieBend
die Schalen kurz mit PBS gewaschen. Die Deckgldschen verblieben fiir die gesamte Farbung
in den 6 well plates. Es erfolgte die Fixierung mit 2% PFA (Paraformaldehyd) fiir 10 Minuten
bei 4°C. Nach dieser Zeit wurden die Deckgldschen erneut mit PBS gewaschen. Der
Primérantikdrper wurde nach Abpipettieren einer 1,5% Blocklosung (BSA) in der
gewiinschten Konzentration aufgetragen. In der Versuchsreihe wurde als Primirantikorper
MR in der Verdiinnung von 1:100 mit PBS verwendet. Der Antikorper wurde fiir 2 Stunden
auf den Zellen belassen, um binden zu konnen. Nach dieser Zeit wurde erneut mit PBS
gewaschen, um nicht gebundene Antikorper aus dem Uberstand zu entfernen. Als
Sekundirantikorper wurde TRITC (Tetramethylrhodamin Isothiocyanat) mit PBS im
Verhiltnis 1:100 ebenfalls bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde verwendet. Nach diesem
Féarbevorgang wurde erneut der iiberschiissige Antikdrper abgewaschen und es erfolgte die
Eindeckung der Deckgldschen. Diese wurden hierfiir auf einen Objekttrager liberfiihrt und mit
Dapi (zur Anfarbung der Zellkerne) gefarbt und mit Mounting Medium fixiert. Es wurde mit
einem Deckglas bedeckt und die Farbung getrocknet. AnschlieBend konnte die Farbung unter
dem Mikroskop mit 1000-facher VergroBerung und der Zuhilfenahme von Immersionsol

begutachtet werden. Fiir die Auswertung wurden mit der Kamera (CANON) Bilder erstellt,
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die dann ausgewertet werden konnten. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ. Das

Verhiltnis vom Rezeptor im Zellkern zum Rezeptor im Zellplasma wurde ausgewertet.

3.4. Transgenes Tiermodell RacET

Die transgenen Miduse wurden freundlicherweise von Mark A. Sussmann zur Verfiigung
gestellt (San Diego State University, SDSU Heart Institute and Department of Biology, San
Diego, CA, USA). Diese Miuse haben eine kardiale Uberexpression von konstitutiv aktivem
Racl spezifisch im Myokard unter Kontrolle eines a-myosin heavy chain promoters (RacET)
(Sussmann et al., 2000). Als Kontrollgruppe wurden FVBN-Maiuse verwendet (Charles River
Laboratories, Sulzfeld).

3.5 Sirius Red Farbung

Fiir die Sirius Red Farbung wurde der Objekttrager mit den Paraffinschnitten von RacET und
Wildtyp Méusen bei 67°C fiir 20 Minuten erwédrmt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir
30 Minuten mit Xylol. Es erfolgte danach eine Ethanolreihe mit 100%, 90% und 70% fiir je 3
Minuten. AnschlieBend wurde der Objekttriger mit Aqua destillata fiir eine Minute
gewaschen. Die Inkubation mit Sirius Red betrug 60 Minuten. Danach erfolgten
Waschschritte mit 0,01N HCL fiir 2 Minuten, 90% Ethanol fiir 2 Minuten, 100% Ethanol und
zuletzt mit Xylol fiir je 2 Minuten. Anschlieend erfolgte das Eindecken und Trocknen des
Objekttragers.

3.6 Western Blot

Proteinanalysen wurden mittels Western Blot durchgefiihrt. Zuerst wurde das Gesamtprotein
der Probe durch die Proteinbestimmung nach Lowry quantifiziert. Das Lysat wurde
gelelektrophoretisch nach seinem Molekulargewicht aufgetrennt und die Proteine
anschlieend von dem Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Diese

Membran wurde nun mit einem Antikorper gegen das gesuchte Protein inkubiert. Nach der
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Bindung des Antikorpers wurde die Membran gewaschen und ein Sekundirantikorper
hinzugefiigt. Dieser konnte an den Primidrantikdrper binden und katalysierte eine
Farbreaktion. Auch nach diesem Schritt wurde die Membran gewaschen, um {iberschiissige
Antikorper zu entfernen. Im Anschluss erfolgte durch Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes
eine Farbreaktion und konnte anschlieBend mit einem Rontgenfilm detektiert werden. Das

Signal wurde danach durch Densitometrie quantifiziert.

3.6.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Um Proteine aus Zelllysaten von Fibroblasten oder RacET/Wildtyp Méusen quantifizieren zu
konnen wurde die kolorimetrische Messung nach Lowry durchgefiihrt.

Das Verfahren besteht aus zwei Reaktionen, eciner Biuretreaktion und einer
Kupferreduktionsreaktion. Im ersten Schritt kommt es zu einer Komplexbildung zwischen der
Peptidbindung und Cu(II)-Ionen in alkalischer Losung (Bio-Rad, Dc Protein Assay Reagent
A). AnschlieBend fiihrt eine Kupferreduktionsreaktion zu einer Reduktion von Folin-
Ciocalteu-Reagenz (Bio-Rad, Dc Protein Assay Reagent B) und damit zu einem
Farbumschlag von gelb nach blau. Die Proteinkonzentration konnte nun durch Photometrie

bei 540nm gemessen werden.

3.6.2 Gelelektrophorese

Um die Proteine quantifizieren zu kdnnen, wurde ein 10% SDS-Polyacrylamidgel hergestellt
und mit 30pul Gesamtlysat beladen. Es wurde die gleiche Menge an Ladepuffer hinzugefiigt,
welches zu 5% aus DTT bestand. Nach Erhitzen der Probenmenge bei 70°C fiir S5Smin und
anschliefender Zentrifugation fiir 10 Sekunden konnte das Gel beladen werden und die
Elektrophorese zum Auftrennen der Proteine gestartet werden. Zusétzlich zu den Proben

wurde ein Marker mit definierten Molekulargewichten geladen.
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3.6.3 Blotten

Um die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran zu iibertragen, wurde das Gel auf eine mit
Transferpuffer eingeweichte Membran und zwei Filtern gelegt. In der Blotkammer (Trans-
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell von Biorad) erfolgte anschlieBend die Ubertragung bei
200mA fiir 45 min.

Nach dem Blotvorgang wurde die Membran zugeschnitten und in einer Blocklosung,
bestehend aus 5% Trockenmilch in PBS-Tween, fiir 30 Minuten inkubiert, um die freien

Bindungsstellen zu blockieren.

3.6.4 Inkubation des Antikorpers

Nach dem Blocken wurde der Antikorper in gewiinschter Konzentration in einer Losung,
bestehend aus 1% Trockenmilch und PBS Tween, verdiinnt. Die Membran wurde anhand des
Markers auf Hohe der zu erwarteten Banden geteilt und separat in der jeweiligen

Antikorperlosung tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Verdiinnungen der einzelnen Antikorper:

Tubulin: 1:500
MR: 1:500
CTGEF: 1:250
11-B-HSD-Typ-2:  1:250
GAPDH: 1:10000

Nach der Inkubation wurde die Membran in mehreren Schritten in PBS Tween und PBS

gewaschen, um die nicht gebundenen Antikorper zu entfernen.
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3.6.5 Inkubation des Sekundérantikorpers

Im Anschluss an die Waschschritte wurde der Sekundérantikérper fiir 30 Minuten (rabbit)
bzw. 20 Minuten (mouse und goat) inkubiert.

Verdiinnungskonzentrationen:

Goat — Verdiinnung: 1:6000
Mouse — Verdiinnung: 1:5000
Rabbit — Verdiinnung: 1:4000

Nach der Inkubation wurde die Membran erneut gewaschen.

3.6.6 Entwickeln der Membran

Zum Darstellen der Banden wurde die Membran mit ECL (enhanced chemiluminescence)

inkubiert und anschlieBend auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

3.6.7 Auswertung

Die Quantifizierung der Western Blot Banden erfolgte mittels Densitometrie. Die Daten
wurden als mean +/- SEM angegeben. Fiir mehrfache Vergleiche wurden Unpaired Student’s
t tests, Mann-Whitney U test und ANOVA verwendet. Die statistische Signifikanz wurde fiir
p < 0,05 festgelegt.

3.7 RNA-Isolation aus Gewebe und Zellen

Fir die RNA-Isolation wurde vom Gewebe der Proben (RacET und Wildtyp Maiuse)

moglichst je ein gleich groBes Stiick mit einem Skalpell abgeschnitten und anschliefend in ein
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Eppendorf-Gefa3 gegeben. Das Gewebe wurde in 1ml RNA Pure gepottert und anschliefend
300ul Chloroform hinzugefiigt.

Fiir die RNA-Isolation aus Fibroblasten wurde 1ml RNA Pure auf eine 6cm Schale gegeben
und anschliefend mit einem ,cell scraper® abgeschabt. Das Lysat wurde in ein Eppendorf-

Gefal3 pipettiert und 300pul Chloroform hinzugefiigt.

Das Lysat wurde 10 Minuten inkubiert und anschlieBend bei 4°C fiir 30 Minuten bei
14000U/min zentrifugiert. Hierbei kam es zu einer Auftrennung des Lysats. Ganz unten im
dem Eppendorf-Gefdl3 zeigte sich eine gelbe Phase. In der Mitte war eine weille Schicht.
Diese enthilt Proteine und andere Gewebebestandteile. Oben befand sich eine farblose,
wissrige Phase, die abpipettiert wurde. Diese Phase, die die RNA beinhaltet, wurde in ein
Eppendorf-Gefal mit 400ul Isopropanol hinzugefiigt und iiber Nacht bei -20°C gelagert,
damit die RNA gefillt werden konnte. Am néchsten Tag wurde das Lysat zentrifugiert und
das Isopropanol abpipettiert. 800ul eisgekiihltes 70%iges Ethanol wurde hinzugegeben und
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrocknet und anschlieBend
mit Aqua ad injectabiliae resuspendiert. Nach Erhitzen der Proben bei 65°C fiir 5 Minuten

konnte die RNA mittels NanoDrop gemessen und quantifiziert werden.

3.7.1 Umwandlung von RNA in cDNA

Um anschliefend die RNA in cDNA umwandeln zu kdnnen, wurde ein high capacity cDNA
reverse transcription kit von applied biosciences verwendet. Dieses enthilt RT Buffer, AINTP
Mix, RT Random Primers, Multiscribe reverse transcriptase, RNase inhibitor und Nuclesase-

freies Wasser. Es bildet gemeinsam den Master Mix.

Master Mix Ansatz:

10x RT Buffer 2,0ul
25x ANTP Mix (100mM) 0,8ul
10x RT Random Primers 2,0ul
Multiscribe Reverse Transcriptase  1,0ul
RNase Inhibitor 1,0ul
Nuclease-freies Wasser 3,2ul

26



Vom Master Mix wurden nun 10ul in ein Eppendorf-Gefdl gemeinsam mit 10ul RNA
pipettiert. Nach kurzem Mischen und Zentrifugieren wurden die Proben in den Thermocycler
eingebracht. AnschlieBend wurden 4 Stufen durchlaufen. Zuerst betrug die Temperatur 25°C
fir 10 Minuten, im weiteren Schritt 37°C fiir 120 Minuten und am Ende 85°C fiir 5 Minuten.

Bei 4°C konnten die Proben gelagert werden.

3.7.2 Polymerase — Ketten — Reaktion (PCR)

Die PCR dient der Vervielfdltigung der ¢cDNA. Zuerst wurde ein Master Mix Ansatz
hergestellt.

Master Mix:

39,8ul PCR H20

1ul Primer forward

1 ul Primer reverse
1ul ANTP Mix

Sul 10x PCR Buffer
0,2ul Taq Polymerase

Dieser Ansatz wurde fiir alle Proben, einschlielich einer Wasserprobe, angesetzt. Es wurden
je 48ul MasterMix in PCR-Eppendorf-Gefdllen vorgelegt und anschlieBend 2ul cDNA
hinzugefiigt. In die Wasserprobe kam statt cDNA 2ul PCR H20 (Negativkontrolle). Nach
kurzem Vortexen und Zentrifugieren wurde die Probe in den bereits vorgeheizten

Thermocycler eingebracht.

Ablauf des Thermocyclers:

- Denaturierung/Initialisierung: Erhitzen der Proben fiir 45sec bei 95°C. Die Denaturierung
diente dem Auftrennen der Doppelstringe der DNA. Hierbei wurden die
Wasserstoftfbriickenbindungen aufgebrochen. AnschlieBend lagen nur noch Einzelstrdnge vor.
- Primerhybridisierung (Annealing): 55°C Ratte CTGF, 63°C Ratte GAPDH fiir Imin

Bei der Hybridisierung kam es zur Anlagerung der Primer an die DNA.

- Amplifikation/Elongation: 72°C fiir Imin
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In diesem Schritt setzte die DNA-Polymerase Nukleotide in die fehlenden Stringe ein. Der
Beginn ist am 3°- Ende, wo auch der Primer bindet, und folgt dem DNA Strang in Richtung
5¢- Ende.

- Dieses Prozedere wurde 30x (GAPDH) beziehungsweise 35x (CTGF) repetitiv
durchgefiihrt.

- Am Ende wurde die Temperatur auf 8°C gesenkt.

Folgende Primer wurden verwendet:

rm GAPDH forward: 5°AGA CAG CCG CAT CTT CTT GT-3¢
rn GAPDH reverse: 5° CTT GCC GTG GGT AGA GTC AT-3¢

rn CTGF forward: 5°AGA GTG GAG ATG CCA GGA GA-3°
rn CTGF reverse: 5°CAC ACA CCC AGC TCT TGC TA-3°

3.7.3 DNA Gel

Das PCR-Produkt wurde auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Hierfiir wurde ein 1,5% Gel
gegossen. 1,5g Agarose wurde in 100ml TAE in einem Erlenmayer Kolben durch Erhitzen
gelost. Es wurden 10ul Ethidiumbromid hinzugefiigt und anschlieBend das Gel gegossen.
Wihrenddessen wurde 20ul PCR Produkt mit Sul DNA-Ladepuffer vermengt. Sobald das Gel
fest war konnte es mit dem PCR Produkt beladen werden. Auflerdem wurde ein Marker
geladen, um spiter die Groe der DNA feststellen zu konnen. Das Gel wurde in die

Elektrophoresekammer eingesetzt und lief bei 70V fiir 45min.

3.7.4 Auswertung

Das Gel wurde in das GENE GENIUS Bio Imaging System eingebracht und photographiert.
Anschlieend folgte die Auswertung mittels Densitometrie (siehe 3.6.7).
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3.8 Hydroxyprolin Assay

Die Hydroxyprolinbestimmung von kardialen Fibroblasten wurde mittels ELISA und nach
Herstellerangaben (Quickzyme, The Netherlands) durchgefiihrt. Hydroxyprolin stabilisiert das
Kollagen. Da  Hydroxyprolin  spezifisch  fiir = Kollagen ist, eignen sich
Hydroxyprolinmessungen um die Menge an Kollagen in Gewebe zu quantifizieren. Kollagen
besteht aus 14% Hydroxyprolin, wodurch auf die Gesamtmenge an Kollagen geschlossen

werden kann (de Joung et al., 2012; Berg et al., 1973).

3.9 Erstellung eines EKG von RacET und Wildtyp Mausen

Um das EKG der Méause abzuleiten, wurden diese mit 0,1ml Ketamin sediert. Anschliefend
wurden die Elektroden an den Extremititen befestigt und ein 3-Kanal EKG geschrieben. Der
Vorschub betrug 50mm/s. Die Auswertung des zugrunde liegenden Herzrhythmus erfolgte
gemeinsam mit Dr. Daniel Lavall (Oberarzt Kardiologie, Universitit Leipzig) und wurde
kategorisiert in Sinus-Rhythmus und supraventrikulére Arrhythmie, wozu Vorhofflimmern,

Vorhofflattern und sonstige Formen atrialer Tachykardien gezahlt wurden.
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3.10. Material

3.10.1 Gerate/Materialien:

Autoklaviergerat Tuttnauer 3850 EL

Eismaschine Ziegra
Electrophoresis power supply Consort E831
ELISA Reader Model 550

Entwicklungsautomat Curix 60
Gelstander PCR

Gelelektrophoresekammer PCR

GENE GENIUS Bio Imaging System
Magnetriihrer Typ RCT

Mikroskope
Nikon Eclipse E600

Nikon Digital Camera DXM1200F
Olympus CK 2
Mini-Protean Gelgiefstand

Nanodrop 2000 Spectrophotometer
pH-Meter 526

Spectrophotometer DU 730
Pipetterhilfe PIPETBOY

Power Pac 200 Power Supply

Rotilabo Magnetstdbchen Set
Rontgenkassette

Scanner CanoScan LiDE 90

Schiittel- und Mischgerit Polymax 1040
Schiittelwasserbad Typ 1083

Stickstoffbehilter GT 140
Stickstofftank Apollo 50

Thermocycler
Px2 Thermal Cycler

peqSTAR Thermocycler 96 Universal

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Tuttnauer Europe B.V., Breda,
Niederlande

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen
peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

AGFA, Mortsel, Belgien

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Syngene, Cambridge, England

IKA Labortechnik, Staufen i. Br.

Nikon GmbH, Diisseldorf

Nikon Digital Sight, Nikon GmbH,
Diisseldorf

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
WTW GmbH, Weilheim

Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth, Laborbedarf, Karlsruhe
Canon Deutschland, Krefeld

Heidolph Instruments, Schwabach
Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwendel

Air Liquide, Diisseldorf

Messer Griesheim, Krefeld

Thermo Elektron Corporation, Karlsruhe
peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA



Ultraschallpotterer Branson Sonifier 250

Vortex-Genie 2

Waagen
Feinwaage

Waage

Zellkulturgerite
Heracell 150 Cell Culture Incubator
Sicherheitswerkbank Hera Safe

Zentrifugen
Megafuge 1,0
Zentrifuge 5415C
Zentrifuge

Kiihlzentrifuge

Kiihlzentrifuge NAPCO 2019R

3.10.2 Software
GraphPad Prism 6
Gene Snap 7.09

Image Studio Lite Version 4.0
NIS Elements

3.10.3 Enzyme und Kits
DC Protein Assay Reagent A
DC Protein Assay Reagent B

ECL Western Blotting Detection Reagents
Hydroxyprolinassay

3.10.4 Puffer und Losungen
1 % Blocking Solution

ADS-Puffer

G. Heinemann, Ultraschall- und
Labortechnik, Schwibisch Gmiind
Scientific Industries Inc., NY, USA

ACCULAB, Sartorius group, Gottingen
OHAUS CS Series, Greifensee, Schweiz

Heraeus Holding, Hanau
Heraeus Holding, Hanau

Heraeus Holding, Hanau

Merck, Darmstadt

Function line, Labofuge 400R, Heraeus
Holding, Hanau

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz

Thermo Electron GmbH, Karlsruhe

GraphPad Software, USA

Syngene, Cambridge, England
Biosciences, Lincoln, USA

Imaging Software, Nikon, Diisseldorf

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,USA
GE Healthcare, Miinchen

QuickZyme BioSciences, Leiden,
Niederlande

1 ml Blocking Solution in 100 ml PBS-Puffer

Aqua dest., 6,78 g/l NaCl, 4,76 g/l HEPES, 8 ml/l

Na,HPO4, 1 g/l Glucose, 0,4 g/l KCI, 8 ml/l MgSOq4 x 7

H,O

DMEM-Nihrmedium

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (+ Glukose 4,5

g/l; + L-Glutamin; — Pyruvat), FKS (10 % [v/v]),
Penicillin-Streptomycin (20 U/ml Penicillin G; 20
ug/ml), Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml)



DMEM-Hungermedium

Elektrophoresepuffer
(Western Blot)

Enzym-Mix

F 10 Medium

Ladepuffer
(Western Blot)

Ladepuffer
(DNA-Ladepufter)

Lysepuffer

5% (1 %) Trockenmilch
Puffer

PBS-Puffer

PBS-Tween-Puffer

Transferpuffer
(Western Blot)

TAE

3.10.5 Antikorper

Priméarantikorper:
CTGF

MCR

11-beta-HSD-2

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (+ Glukose 4,5
g/l; + L-Glutamin; — Pyruvat), FKS (10 % [v/v]),
Penicillin-Streptomycin (20 U/ml Penicillin G; 20
pg/ml), Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml)

Aqua dest., 144 mg/ml Glycin, 30,3 mg/ml Tris, 10
mg/ml SDS

ADS-Puffer, 0,6 mg/l Pankreatin, 0,5 mg/l Kollagenase

F 10 Medium (Ham + Glutamin), Horse Serum (10 %
[v/v]), FKS (5 % [v/v]), Penicillin/Streptomycin (1 %
[v/V])

Aqua dest., 5 ml 50 % Glycerol, 1,25 g 10 % SDS, 2,5
ml 0,625 M Tris, 125 pl/ml 1 M DTT

7ml Aqua dest., 3ml Glycerol, Xylen Cyanol F

100 mM Tris pH 6,8, 4 % SDS, 20 % Glycerol, 1 pg/ml
100 mM PMSF, 1 pg/ml Leupeptin, 0,72 pg/ml
Aprotinin

5 g Trockenmilchpulver (1 g) in 100 ml PBS-Tween-

Aqua dest., 80 g/l NaCl, 2 g/l KCl, 14,4 g/l Na,HPO,,
2,4 g/l KH,PO4; pH 7,4

Aqua dest., 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 0,24 g/l KH,POy,
1,44 g/l Na,HPOy4, 1 ml/l Tween 20

Aqua dest., 200 ml/l Methanol, 14,5 mg/ml Glycin, 2,9
mg/ml Tris; pH 8,3

Aqua dest., 242¢/1 Tris Base, 57,1ml/l Eisessig, 100ml/I
0,5M EDTA (pH 8,0)

sc-14939, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA

sc-11412, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA

sc-365529, Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA
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Sekundéarantikorper:
Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Konjugat

Goat Anti-Rabbit IgG-Peroxidase
Rabbit Anti-Goat IgG-Peroxidase
Rhodamine (TRITC)-conjugated Anti-rabbit IgG

3.10.6 Verbrauchsmaterial
Cell cultur coverslip, sterile

Cell scraper 25cm

Cover Glasses

Eppendorf Tube 1,5ml/2ml

Extra thick blot paper filter paper

Falcons 15ml/50ml

High Performance chemiluminescence film
Microscope slides

Nitrocellulose Membranes 0,2pm

PCR Eppendorf Tube
Pipetten 5ml/10ml/25ml
Pipettenspitzen

Runde Deckglédser

Tissue culture plate, 24 well
Zellkulturschale 60
Zellkulturtestplatte 6 well

3.10.7 Chemikalien
Acrylamid Electrophoresis Purity Reagent 30%

Agarose

Albumin bovin Fraction V (BSA) pH 7,0
Aldosteron

Angiotensin II

Aprotinin

Aqua ad inj.

Blocking Solution

BR4628

cDNA reverse transcrition set
(mit RNAse Inhibitor)
Chloroform

Cortison
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Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
dianova, Jackson Immuno Research
Laboratories, Germany

Nalge Nunc International, Rochester, NY,
USA

Sarstedt, USA

VWR International, Darmstadt

Sarstedt, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Greiner, Frickenhausen

GE Healthcare, Miinchen

VWR International, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

VWR International, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Nalge Nunc International, Rochester, NY,
USA

Becton Dickinson, Labware, Heidelberg
VWR, TPP, Schweiz

VWR, TPP, Schweiz

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Lonza, Rockland, ME, USA

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Braun Melsungen AG, Melsungen
Roche, Mannheim

Bayer, Deutschland

Applied Biosystems, Foster city, USA

Braun Melsungen AG, Melsungen
Rotexmedica GmbH, Germany



di-Natriumhydrogenphosphat
DL-Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
Dublecco’s modifiziertes Eagle Medium

Ethanol absolut
Ethanol denaturated
Ethidiumbromid

F 10-Medium
Fotales Kdlberserum (FKS)
Futtermittel
Gentamycinsulfat
Glukose

Glycerol

HEPES

Horse Serum
Immersion Oil

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenkarbonat (KH,POj)
Leupeptin

Magnesiumsulfat (MgSOy)
Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat

Neonatal Calf Serum (NCS)
NSC-2766 Rac 1 Inhibitor
Paraffin
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Penicillin/Streptomycin
Primer for/rev CTGF
Primer for/rev GAPDH
RNA pure

Simvastatin

Sirius Red F3BA
Spironolacton

Telmisartan
Trockenmilchpulver

N,N,N'N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris)
Trypanblau-Lésung

Trypsin-EDTA

Tween 20

Vectashield Mounting Medium with Dapi

Wasser, vollentsalzt und destilliert (Aqua. dest.)

Xylol
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Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Merck, Darmstadt

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

VWR, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
VWR, Darmstadt

Fisher Scientific

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
ssniff, Soest, Germany

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Cargille Laboratories, Inc., Cedar Grove,
NJ, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Leica Microsystems, Nussloch
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
peqlab, VWR, Erlangen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Polysciences Europe GmbH, Eppelheim
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Bohringer Iggelheim, Deutschland
Edeka Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
VWR International, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Merck, Darmstadt



4. Ergebnisse

4.1 Phéinotyp der RacET Miuse

Fiir die folgenden Versuche wurden transgene Miuse mit kardialer Uberexpression von Racl
verwendet (RacET). Diese entwickeln altersabhéngig spontan Vorhofflimmern (Adam et al.,

2007).

Um den Phénotyp mit strukturellen und altersabhéngigen Verdnderungen bei den transgenen
Maiusen aufzuzeigen, wurden sowohl die GroBe als auch das Gewicht der RacET und der
Wildtyp Méuse gemessen. Das Verhéltnis des Gewichtes zwischen dem linken Atrium und
dem linken Ventrikel zeigte einen signifikanten Unterschied von 5.4 +/- 0,5% beim Wildtyp
im Vergleich zu RacET (12 Monate alt) 8,3 +/- 0,8% (p < 0,05, Abbildung 1A). Bei sechs
Monate alten RacET bestand kein signifikanter Unterschied. Diese Daten zeigen eine

altersabhingige Dilatation der Vorhofe von transgenen RacET Mausen.

Um festzustellen, ob es sich um eine isolierte Vergroerung des Herzens handelte, oder ob
sich auch insgesamt die Gesamtkorpergrofe verdndert hatte, wurde das Gewicht des linken
Vorhofs mit der Tibialdnge verglichen. Hierbei konnte ein erhdhtes Verhéltnis zwischen dem
Gewicht des linken Vorhofes und der Tibialdnge bei den 12 Monate alten RacET-Miusen
gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden. Der Unterschied lag bei 0,43 +/- 0,02 mg/mm
(RacET) gegeniiber 0,3 +/- 0,02 mg/mm (Wildtyp) (p < 0,05, Abbildung 1B). Bei sechs
Monate alten RacET bestand kein signifikanter Unterschied.

Es zeigte sich also bei den 12 Monate alten transgenen Miusen ein vergroferter linker Vorhof

iiberproportional zum linken Ventrikel als auch zur Tibialénge.

35



101

LA/LV weight [%]

Control RacET 6 RacET 12

o
(6}
1

©
1N
1

]

o
N
1

LA weight/tibia length
[mg/mm]
©

o
o

Control RacET 6 RacET 12

Abbildung 1: Dilatierte Vorhofe bei transgenen Miusen mit aktivem Racl im Vergleich

zum Wildtyp.

Transgenen Méusen wurden Herz und Tibia entnommen und gewogen bzw. die Lange gemessen. Abb 1. A und
B stellen das Gewicht linker Vorhéfe im Verhéltnis zum linken Ventrikel (A) und der Tibialdnge (B) bei
transgenen Miusen mit einer herzspezifischen Uberexpression von Racl im Alter von 6 (RacET 6) und 12

(RacET 12) Monaten im Vergleich zum Wildtyp dar (Control) (* p < 0,05).
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4.2 Fibrose bei RacET Miusen

Die Fibrose der linken Vorhofe von RacET und Wildtyp (WT) wurde mittels Sirius Red
Féarbung untersucht. Abbildung 2 zeigt die Gewebeschnitte mit vermehrter Fibrose bei 12
Monate alten RacET im Vorhof im Vergleich zu Wildtyp Mausen.

Abbildung 2: Vermehrte Fibrose bei RacET gegeniiber dem Wildtyp
Gewebeschnitte von RacET und Wildtyp wurden mit Sirius Red gefarbt. Zu sehen ist eine Zunahme von Fibrose

im linken Atrium der 12 Monate alten RacET Méuse im Vergleich zum Wildtyp (WT). Oben: 100-fache
Vergroferung. Unten: 1000-fache VergroBBerung.



4.3 Pravalenz von Vorhofflimmern bei RacET Mausen

Insgesamt zeigten 17 der RacET Méuse einen Sinusrhythmus, 10 Miuse ein Vorhofflimmern
oder Vorhofflattern. Aufgeteilt nach Alter zeigte sich, dass 43% der 6 Monate alten Tiere
Vorhofflimmern oder Vorhofflattern aufwiesen. Bei den 12 Monate alten Tieren lag der
Anteil bei 77%. Dies zeigt eine altersabhingige Préavalenz von

Vorhofflimmern/Vorhofflattern bei den RacET Méusen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Privalenz von Vorhofflimmern/Vorhofflattern bei transgenen RacET

Maiusen.

Von transgenen RacET Maiusen und Miusen vom Wildtyp wurde anhand eines 3-Kanal-EKG zwischen
Sinusrhythmus und Vorhofflimmern/Vorhofflattern differenziert. Die Angaben sind in Prozent im Alter von 6
und 12 Monaten.
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4.4 Expression des Mineralocorticoid-Rezeptors bei RacET Miusen

Die Mineralocorticoid-Rezeptor-Expression wurde bei Wildtyp Méusen, 6 Monate alten
RacET und 12 Monate alten RacET Méusen sowohl im Atrium als auch im Ventrikel
untersucht.

Im Western Blot zeigte sich im Atrium und im Ventrikel eine gleiche Mineralocorticoid-
Rezeptor-Expression bei RacET und beim Wildtyp (siehe Abbildung 4; Atrium: 100 +/- 5%
(Wildtyp) vs. 105 +/- 30% (6 Monate alte RacET) vs. 120 +/- 5% (12 Monate alte RacET), p
= ns; Ventrikel: 100 +/- 3,2% (Wildtyp) vs. 156 +/- 24,3% (6 Monate alte RacET) vs. 125 +/-
13,4% (12 Monate alte RacET) p = ns).
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Abbildung 4: MR-Proteinexpression bei RacET im linken Atrium und Ventrikel im
Vergleich zum Wildtyp

A 6 und 12 Monate alte transgene Méuse zeigten eine vergleichbare MR-Expression auf Proteinebene im linken
Atrium im Vergleich zum Wildtyp. B représentativer Western Blot mit GAPDH als Ladekontrolle.

C Die densitometrische Quantifizierung des Western Blots zeigte keine Erh6hung der MR-Proteinexpression bei
den 6 Monate alten und 12 Monate alten RacET im linken Ventrikel im Vergleich zum Wildtyp.

D reprisentativer Western Blot, GAPDH als Proteinladekontrolle.
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4.5 Expression von 11-B-HSD-Typ-2 bei RacET Miusen

Die Expression von 11-B-HSD-Typ-2 wurde im linken Ventrikel bei 6 und 12 Monate alten
RacET Maiusen mit dem Wildtyp verglichen. Wie Abbildung 5A zeigt, konnte eine erhdhte
11-B-HSD-Typ-2 Konzentration bei den 12 Monate alten RacET Méusen im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen werden. Die Westen Blot-Analyse zeigte bei den 12 Monate alten
RacET im linken Ventrikel eine vierfach erhohte Expression von 11-B-HSD-Typ-2 (RacET
12, 452 +/- 120%, p < 0,05 im Vergleich zum Wildtyp 100 +/- 20%). Die Expression bei den
6 Monate alten RacET war nicht signifikant gegeniiber dem Wildtyp erhoht.

Auch die Vorhofe von 6 und 12 Monate alten RacET und Wildtyp Maiusen wurden
untersucht. Hierbei zeigte sich eine erhdhte Expression von 11-8-HSD-Typ-2 bei den 12
Monate alten RacET gegeniiber dem Wildtyp. Eine beinahe 7-fach erhdhte Expression zeigte
sich hierbei (RacET 12, 665 +/- 189%, p < 0,05 im Vergleich zum Wildtyp 100 +/- 44%). Die
Expression bei den 6 Monate alten RacET war nicht signifikant gegeniiber dem Wildtyp
erhoht.

Insgesamt zeigte sich eine altersabhiingige 11-B-HSD-Typ-2-Uberexpression im Vorhof und
Ventrikel bei RacET im Vergleich zum Wildtyp.
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Abbildung Sa: Vermehrte Proteinexpression von 11-B-HSD-Typ-2 bei 12 Monate alten
RacET im Vergleich zur Kontrollgruppe

A Es zeigte sich eine vermehrte 11-3-HSD-Typ-2 Expression im linken Ventrikel bei den 12 Monate alten
RacET im Vergleich zum Wildtyp (* p < 0,05). B reprasentativer Western Blot mit GAPDH als Ladekontrolle.
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Abbildung 5b: Erhohte Expression von 11-8-HSD-Typ-2 im Atrium bei 12 Monate alten
RacET im Vergleich zur Kontrollgruppe

C Es zeigte sich eine vermehrte 11-B-HSD-Typ-2-Expression im Atrium bei den 12 Monate alten RacET im
Vergleich zum Wildtyp (* p <0,05). D reprasentativer Western Blot mit GAPDH als Ladekontrolle.
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4.6 Expression von CTGF bei RacET Miiusen

Sowohl 6 als auch 12 Monate alte RacET Méuse zeigten im linken Atrium eine erhohte
CTGF-Proteinexpression im Vergleich zum Wildtyp (RacET 12 Monate, 142 +/- 6,4%,
RacET 6 Monate, 151 +/- 6,4%,p < 0,01, im Vergleich zum Wildtyp 100 +/- 5,3%,
Abbildung 6a).

Eine erhohte CTGF-Genexpression zeigte sich im linken Atrium bei den 6 Monate alten
RacET Mausen (153 +/- 12%, p < 0,05) und den 12 Monate alten RacET Méusen (149 +/-
14%, p <0,05) im Vergleich zum Wildtyp (100 +/- 11%, Abbildung 6b).
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Abbildung 6a: Erhohte CTGF-Proteinexpression im linken Atrium bei RacET Miusen

A Erhohte CTGF-Proteinexpression im linken Atrium bei RacET Méusen im Vergleich zum Wildtyp (** p <
0,01). B reprasentativer Western Blot mit GAPDH als Ladekontrolle.
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Abbildung 6b: Erhohte CTGF-Genexpression im linken Atrium bei RacET Méusen

A Erhohte CTGF-Genexpression im linken Atrium bei RacET im Vergleich zum Wildtyp (* p < 0,05).
B représentative RT-PCR mit GAPDH als Ladekontrolle.
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4.7 Aldosteron-abhingige CTGF-Expression in kardialen Fibroblasten

Um eine effektive Induktion profibrotischer Mediatoren durch Aldosteron in Fibrobasten zu
charakterisieren, wurde ein Aldosteron-Konzentrationsverlauf durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die Fibroblasten mit unterschiedlichen Aldosteronkonzentrationen (1nM, 10nM und 100nM)

fiir 24h behandelt und anschlieend die CTGF-Expression mittels Western Blot bestimmt.

Wie Abbildung 7 zeigt erfolgte durch jede der getesteten Konzentrationen eine signifikante
Erhohung der CTGF-Proteinexpression. Dabei lag die Erhéhung der CTGF-Expression durch
InM Aldosteron bei 144 +/- 11% (p < 0,05), durch 10nM bei 165 +/- 23% (p < 0,01) und
durch 100nM bei 183 +/- 10% (p < 0,001).

In allen folgenden Versuchen wurden 10nM Aldosteron verwendet, da diese unmittelbar

oberhalb der IC50 von Aldosteron liegt (2nM). (Grillo et al., 1990)
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Abbildung 7: Aldosteron-Konzentrationsverlauf
A Kardiale Fibroblasten wurden mit 1nM, 10nM und 100nM Aldosteron fiir 24h behandelt und anschlielend die
CTGF-Proteinexpression im Western Blot bestimmt. Hierbei zeigten alle Konzentrationen eine Erhdhung der

CTGF-Expression (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). B reprasentativer Western Blot, Tubulin als

Proteinladekontrolle.
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4.8 Regulation der CTGF-Proteinexpression und des Hydroxyprolin-
Gehaltes durch Aldosteron

Um die direkte Bedeutung des Mineralocorticoids Aldosteron und des Glucocorticoids
Cortisol darzustellen wurden kardiale Myozyten mit beiden Substanzen behandelt und die
CTGF-abhingige Proteinkonzentration durch den Western Blot bestimmt. Hierfiir wurden

Kardiomyozyten mit Aldosteron und/oder Cortisol behandelt.

Ziel dieses Versuchs war, unter experimentellen Bedingungen zu testen, ob die Anwesenheit
von Cortisol, welches den Mineralocorticoid-Rezeptor bindet und blockiert, jedoch nicht

aktiviert, die Aldosteron-induzierte profibrotische Signaltransduktion beeinflusst.

Die Ergebnisse zeigen, dass Aldosteron im Vergleich zu unbehandelten Kardiomyozyten eine
signifikante CTGF-Uberexpression bewirkt (141 +/- 12% (p < 0,05), Abbildung 8a). In
Anwesenheit von Cortisol war die CTGF-Expression im Vergleich zu den unbehandelten
Kardiomyozyten unverdndert. Im Vergleich zu den mit Aldosteron behandelten
Kardiomyozyten war die CTGF-Expression unter Cortisol vermindert (CTGF-Expression:
87,5 +/- 18,1% (p < 0,05) Aldosteron vs. Cortisol, Abbildung 8a). In der Kombination von
Aldosteron- und Cortisolbehandlung war die CTGF-Expression im Vergleich zu den allein

mit Aldosteron behandelten Kardiomyozyten reduziert (72 +/- 8% (p < 0,01), Abbildung 8a).

Um die molekulare Interaktion zwischen Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten zu
untersuchen, wurden die Fibroblasten mit dem Medium der Kardiomyozyten behandelt.

Dazu wurde ein Hydoxyprolinassay verwendet, der den Anteil an Hydroxyprolin im
Verhéltnis zum Gesamtprotein darstellt. Hierfiir wurde Hydroxyprolin im Medium der
kardialen Fibroblasten bestimmt.

Aldosteron fiihrte zu einer signifikanten Erh6hung von Hydroxyprolin im Vergleich zu den
Kontrollen (154 +/- 12% (p < 0,001), Abbildung 8b). Die alleinige Behandlung mit Cortisol
brachte im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Verdnderung. In der Kombination von
Aldosteron mit Cortisol konnte der vorherige Aldosteroneffekt komplett aufgehoben werden

(114 +/- 12% (p < 0,05 im Vergleich zur Behandlung mit Aldosteron), Abbildung 8b).
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Abbildung 8a: Cortisol fiihrt zu einer Blockade des Mineralocorticoid-Rezeptors

A Kardiomyozyten wurden mit und ohne Aldosteron (10nM, 24h) behandelt. Ebenso erfolgte die Behandlung
mit und ohne Cortisol (127ng/ml, 24h) und in der Kombination von Aldosteron und Cortisol. Die
densitometrische Quantifizierung zeigte eine erhohte CTGF-Proteinexpression durch Aldosteron und eine
Verhinderung des Effektes durch Zugabe von Cortisol (* p < 0,05, ** p < 0,01). B reprisentativer Western Blot,
Tubulin als Ladekontrolle.
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Abbildung 8b: Erhohte Kollagenproduktion

Kardiomyozyteninteraktion

in kardialen Fibroblasten durch

Kardiale Fibroblasten wurden mit Medium von Kardiomyozyten behandelt, die zuvor mit Aldosteron behandelt

wurden. Dies fiihrte zu einer erhohten Kollagenproduktion. Die gemeinsame Inkubation von Aldosteron mit
Cortisol verhinderte diesen Effekt (* p < 0,05, *** p <0,001).
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4.9 Regulation der CTGF-Expression in kardialen Fibroblasten

Im Folgenden galt es die Rolle der MR-Antagonisten Spironolacton und BR-4628 beziiglich
der CTGF-Expression zu untersuchen. Fiir diesen Versuch wurden kardiale Fibroblasten mit
BR-4628 (500nM, 25h) und Spironolcaton (500nM, 25h) behandelt. Es zeigte sich bei beiden
Substanzen eine Reduktion der basalen CTGF-Proteinexpression unter Kontrollniveau (BR-

4628: 59 +/- 17% p < 0,05 und Spironolacton: 51 +/- 15%, p <0,05).

Der Rac Inhibitor NSC23766 verhindert spezifisch die Aktivierung von Racl (Gao et al
2004). Kardiale Fibroblasten wurden mit und ohne Aldosteron und in der Kombination mit

NSC23766 behandelt. Die Behandlung mit NSC23766 erfolgte fiir 25h (100uM).
Wie Abbildung 9b zeigt, induzierte Aldosteron die Proteinexpression von CTGF (183 +/- 39

%, p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe). Eine Prainkubation mit NSC23766 inhibierte
diesen Effekt vollstindig (39 +/- 2,8%, p < 0,01 im Vergleich zu Aldosteron).
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Abbildung 9a: Hemmung der CTGF-Proteinexpression durch Spironolacton und
BR-4628
A Die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit BR-4628 (500nM, 25h) und Spironolacton (500nM, 25h)

fithrte zu einer verminderten CTGF-Proteinexpression (* p < 0,05). B reprisentativer Western Blot, Tubulin als

Proteinladekontrolle.
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Abbildung 9b: Aldosteron induziert eine Racl-abhingige CTGF-Proteinexpression in
kardialen Fibroblasten.

A Kardiale Fibroblasten wurden mit und ohne Aldosteron (10nM, 24h) und mit der Kombination von Aldosteron
und NSC23766 (100uM, 25h) behandelt. Die Abbildung zeigt einen Racl-abhéngigen Aldosteroneffekt auf die
CTGF-Expression, der durch den Racl Inhibitor NSC23766 vollstindig reversibel ist (* p < 0,05, ** p < 0,01).

B représentativer Western Blot, Tubulin als Ladekontrolle.
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4.10 Mineralocorticoid-Rezeptor-Translokation in kardialen Fibroblasten

Die Translokation des Mineralocorticoid-Rezeptors in den Zellkern bedeutet eine Aktivierung
des Rezeptors. Die Mineralocorticoid-Rezeptor-Translokation in den Zellkern von kardialen
Fibroblasten wurde immunhistochemisch analysiert. In der Auswertung wurde das Verhéltnis
der MR-Lokalisation im Zellkern und Zytoplasma bewertet.

Fiir die Farbung wurden die Fibroblasten mit und ohne Aldosteron und in der Kombination
von Aldosteron und Spironolacton bzw. NSC23766 behandelt (Aldosteron: 10nM fiir 24h,
Spironolacton: 500nM fiir 25h, NSC23766: 100nM fiir 25h).

Abbildung 10 zeigt einen erhohtes Zellkern/Zytoplasma-Verhiltnis des Mineralocorticoid-
Rezeptors mit 0,84 +/- 0,19 unter Aldosteron im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 0,07 +/-
0,02, (p < 0,0001). Dieser Effekt konnte durch Zugabe von Spironolacton als auch durch
NSC23766 vollstindig aufgehoben werden. (Kern-/Plasma Relation: Aldosteron mit
Spironolacton: 0,25 +/- 0,08, (p < 0,001) und Aldosteron mit NSC23766: 0,21 +/- 0,05, (p <
0,001)).

Diese Daten zeigen, dass Aldosteron eine Translokation des Mineralocortikoid-Rezeptors in
den Zellkern bei kardialen Fibroblasten bewirkt, was einer Aktivierung des Rezeptors
entspricht. Dieser Effekt konnte durch Inhibition des Mineralocorticoid-Rezeptors und Racl

verhindert werden.
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Abbildung 10: Aldosteron bewirkt eine Mineralocorticoid-Rezeptor-Translokation in
den Zellkern
A Aldosteron bewirkt eine Translokation des Mineralocortikoid-Rezeptors in den Zellkern bei kardialen

Fibroblasten. Dieser Vorgang kann durch Inhibition des Rezeptors durch Spironolacton und NSC23766

verhindert werden (*** p < 0,001, **** p < 0,0001). B MR immunhistochemische Fiarbung (TRITC), 1000-
fache VergroBerung.
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4.11 Aldosteron-Angiotensin II-Interaktionen

Sowohl mit Aldosteron (10nM, 24h) als auch mit Angiotensin II (10uM, 3h) behandelte
kardiale Fibroblasten zeigten gegeniiber den unbehandelten Fibroblasten eine erhohte CTGF-
Proteinexpression. In Abbildung 11a zeigten die mit Aldosteron behandelten Zellen eine
Erh6éhung der CTGF-Expression um 141 +/- 10% (p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe
100 +/- 7,4%). In der Kombination von Aldosteron mit Angiotensin II zeigte sich eine CTGF-
Expression von 175 +/- 21% (p < 0,001 im Vergleich zur Kontrollgruppe). Eine Behandung
der Fibroblasten mit Aldosteron und Telmisartan zeigte eine Authebung des

Aldosteroneffektes 97 +/- 11% (p < 0,05).

Abbildung 11b zeigt eine alleinige CTGF-Expression durch Angiotensin II 157 +/- 11% (p <
0,05) und eine CTGF-Expression von 226 +/- 24% in der Kombination mit Aldosteron (p <
0,001). Die durch Angiotensin II induzierte CTGF-Uberexpression wurde durch die
Behandlung mit Spironolacton nicht beeinflusst (Spironolacton mit Angiotensin II: 152 +/-

26%, p = ns gegeniiber Angiotensin II).
Diese Daten zeigen, dass Angiotensin II und Aldosteron synergistisch wirken. MR-

Antagonisten scheinen die durch Angiotensin II induzierten profibrotischen Verdnderungen

nicht zu beeinflussen.
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Abbildung 11a: Aldosteron-Angiotensin II-Interaktion in kardialen Fibroblasten.
A Aldosteron und Angiotensin II fiihrten zu einer additiven CTGF-Uberexpression. Durch Telmisartan konnte

dieser Effekt vollstindig aufgehoben werden (* p < 0,05, *** p < 0,001). B reprisentativer Western Blot mt

Tubulin als Ladekontrolle.
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Abbildung 11b: Aldosteron-Angiotensin II-Interaktion in kardialen Fibroblasten.
A Aldosteron und Angiotensin II fiihrten zu einer additiven CTGF —Uberexpression. Durch die Behandlung mit
Spironolacton wurde die Angiotensin II induzierte CTGF-Uberexpresiion nicht beeinflusst (* p < 0,05, *** p <

0,001). B reprasentativer Western Blot mit Tubulin als Ladekontrolle.
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5. Diskussion

Die Daten dieser Arbeit zeigen eine altersabhdngige linksatriale Dilatation und eine vermehrte
Fibroseentstehung und CTGF-Expression bei transgenen Mdusen mit herzspezifischer Racl-
Uberexpression (RacET Miuse). RacET Miuse entwickeln altersabhingig Vorfhofflimmern
und Vorhofflattern. Eine vermehrte MR-Expression konnte bei den transgenen Méusen nicht
nachgewiesen werden. Es wurde jedoch aufgezeigt, dass der Mineralocorticoid-Rezeptor und
dessen Regulierung durch die 11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Typ-2 einen wichtigen
Beitrag im fibrotischen Umbau des Herzens spielen, was durch eine Beeinflussung der CTGF-
Expression dargestellt wurde.

In kardialen Fibroblasten regulierte Aldosteron den profibrotischen Mediator CTGF. Des
Weiteren wurde eine Racl-abhdngige Translokation, d.h. Aktivierung des Mineralocorticoid-
Rezeptors in den Zellkern dargestellt. Die Aldosteron induzierte CTGF-Uberexpression in
Kardiomyozyten wurde durch die Anwesenheit von Cortisol vollstindig aufgehoben, womit
direkt auch die durch Aldosteron induzierte Kollagenbildung in Fibroblasten reduziert wurde.
Aldosteron und Angiotensin II zeigten eine synergistische Wirkung auf die CTGF-Expression
bei kardialen Fibroblasten. Durch Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten, Angiotensin II-

Rezeptorblocker und Rac1 Inhibitoren konnte die Expression von CTGF vermindert werden.

Bei den 12 Monate alten RacET Maiusen zeigte sich eine altersabhéngige Dilatation des
Herzens (Abbildung 1) sowie eine vermehrte Fibroseentstehung (Abbildung 2), was mit dem
Auftreten von Vorhofflimmern/Vorhofflattern assoziiert ist (Abbildung 3). Eine Zunahme der
CTGF-Expression der RacET Mduse im Vergleich zum Wildtyp konnte in unseren Versuchen
nachgewiesen werden. CTGF wurde als Fibrosemarker verwendet, da dies ein etablierter
profibrotischer Marker ist und sowohl in Kardiomyozyten, als auch in kardialen Fibroblasten

exprimiert wird (Adam et al., 2010, Koitabashi et al., 2007).

Die Expression des Mineralocorticoid-Rezeptors war im Mausmodell bei Tieren mit und ohne
Racl-Uberexpression gleich. Auch linke Vorhéfe von Patienten mit und ohne
Vorhofflimmern zeigten eine dhnliche Expression des Rezeptors (Lavall et al. 2014). Andere

Studien zeigen jedoch eine erhohte Expression des Rezeptors bei Patienten mit
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Vorhofflimmern (Tsai et al. 2010; De-An et al. 2010). Eine potentielle Erkldrung hierfiir
konnten die ausgeprigteren Herzerkrankungen in den anderen Studien sein. In der Studie von
De-An et al. (2010) lag bei den Patienten eine rheumatische Erkrankung der Herzklappen vor.
Zudem bestand eine Herzinsuffizienz (NYHA II-III). In anderen Studien wurden rechte
Vorhofe verwendet (Tsai et al. 2010). Studien mit linken Vorhofen sind eine Seltenheit. Die
Verwendung von linken Vorhdfen in den Versuchen mit transgenen Tieren stellt somit eine

Stirke dieser Untersuchungen dar.

Der Mineralocorticoid-Rezeptor besitzt dhnliche Bindungsaffinititen fiir Aldosteron und
Cortisol. Er wird jedoch unter physiologischen Bedingungen nahezu vollstindig von Cortisol
besetzt, da dieses eine circa tausendfach erhohte Konzentration im humanen Serum hat. Das
Enzym 11-B-HSD-Typ-2 inaktiviert Cortisol zu Cortison. Die hohen Expressionslevel von 11-
B-HSD-Typ-2 sorgen dafiir, dass die Glucocorticoide inaktiviert werden, nicht mehr an den
Mineralocorticoid-Rezeptor binden und somit Bindungsstellen fiir Aldosteron frei sind
(Odermatt et al 2012; Odermatt et al. 2009).

Unsere Daten zeigen, dass 11-B-HSD-Typ-2 im RacET Mausmodel vermehrt exprimiert wird,
was mit einer hohen Inzidenz von Vorhofflimmern sowie strukturellem Remodeling in diesen
Tieren assoziiert ist. Eine Uberexpression von 11-B-HSD-Typ-2 zeigte sich ebenfalls in linken
Vorhéfen bei Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zum Patienten mit Sinusrhythmus
(Lavall et. al 2014). Desweiteren zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der
Hydroxyprolin- und der 11-B-HSD-Typ-2 Konzentration (Lavall et al. 2014). Diese
Erkenntnisse zeigen, dass die alleinige Expressionsanalyse des Mineralocorticoid-Rezeptors

nicht ausreicht, sondern 11-B-HSD-Typ-2 als funktionelles Enzym mitbeurteilt werden muss.

Kardiale Fibroblasten exprimieren kein 11-B-HSD-Typ-2 (Odermatt et al. 2009). Um
herauszufinden, inwieweit 11-B-HSD-Typ-2 eine Rolle beziiglich der profibrotischen
Signalwege des MR spielt, wurden Experimente an Kardiomyozyten durchgefiihrt.

Die Daten unserer Studie zeigen, dass Kardiomyozyten unter Aldosteroneinfluss vermehrt
CTGF exprimieren. Werden Fibroblasten mit dem Medium der mit Aldosteron behandelten
Kardiomyozyten inkubiert, libertrdgt sich die profibrotische Reaktion auf Fibroblasten mit
vermehrter Kollagenbildung. Dieser Effekt war in Anwesenheit von Cortisol nicht vorhanden,
da dadurch die Bindung von Aldosteron am Rezeptor und seine Aktivierung verhindert
wurden. Wenn unter pathophysiologischen Bedingungen und bei RacET Mausen 11-B-HSD-

Typ-2 vermehrt exprimiert wird, kann dadurch eine vermehrte MR-abhingige
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Signaltransduktion ermoglicht werden, was zur Entstehung von strukturellem Remodeling
und Vorhofflimmern fiihrt. Somit unterstreichen diese Daten die pathophysiologische
Bedeutung von 11-B-HSD-Typ-2 im Kontext von MR-vermittelter Fibroseentstehung.

Auch Koitabashi et al. zeigten 2007 eine Kardiomyozyten-Fibroblasten-Interaktion. Sie
zeigten, dass die CTGF-Produktion durch Kardiomyozyten die Kollagenproduktion in
kardialen Fibroblasten beeinflusst. Sie zeigten, dass CTGF in das Medium von
Kardiomyozyten sezerniert wurde und dieses konditionierte Medium einen Anstieg von
COL1A1 mRNA in kardialen Fibroblasten bewirkt. Eine Neutralisierung des konditionierten
Mediums mit CTGF-Antikérpern verminderte die fibrotischen Signale der Kardiomyozyten
gegeniiber den kardialen Fibroblasten.

Die Daten von Koitabashi sowie unsere Daten weisen auf eine molekulare parakrine
Kommunikation zwischen Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten hin und zeigen, dass

dieser Prozess eine Rolle bei der Kollagenproduktion spielt.

Des Weiteren zeigen unsere Daten, dass es durch die Anwesenheit von Aldosteron zu einer
Translokation des Mineralocorticoid-Rezeptors in den Zellkern bei kardialen Fibroblasten
kommt. Dieser Effekt konnte durch den Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonist
Spironolacton sowie durch den Racl Inhibitor NSC23766 verhindert werden. Die Zellkern-
Translokation des MR stellt die Aktivierung des Rezeptors dar (Odermatt et al., 2001).
Odermatt et al. zeigten, dass 11-B-HSD-Typ-2 die intrazellulire Lokalisation des MR
reguliert und vermuteten daher eine direkte molekulare Interaktion zwischen 11-B-HSD-Typ-
2 und dem MR. Sie gehen davon aus, dass die Interaktion eher von strukturellen
Komponenten von 11-B-HSD-Typ-2 ausgeht, statt durch die Cortisolmetabolisierung.

Ob die strukturelle Beziehung oder die Cortisolmetabolisierung verantwortlich ist, wird

Gegenstand kiinftiger Forschung sein.

Miuse mit einer herzspezifischen Uberexpression von Racl (RacET) entwickelten in unseren
Versuchen altersabhidngig Vorhofflimmern. Auch bei der Hochregulation von 11-B-HSD-
Typ-2 zeigte sich eine Altersabhidngigkeit. Trotz der Limitation eines transgenen
Mausmodells zeigt der Phidnotyp mit Dilatation des Vorhofs, Fibrose und Vorhofflimmern
Parallelen zum Vorhofflimmern beim Menschen (Dzeshka et al., 2015). Die Uberexpression
von Racl ist assoziiert mit struktuellem Remodeling mit Fibrose, was durch die Sirius Red
Féarbungen verdeutlicht werden konnte. Racl reguliert die NADPH Oxidase Aktivitit, welche
zu freien Sauerstoffradikalen und einer Hypertrophie des Herzens fiihrt (Takemoto 2001;
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Custodis et al 2006; Laufs et al. 2002; Satoh et al. 2006). Freie Sauerstoffradikale sorgen fiir
verstdrkte Myokardfibrose (Johar et al. 2006; Murdoch et al. 2006).

In der Literatur wurde bisher kein Zusammenhang zwischen Racl und 11-B-HSD-Typ-2
beschrieben. Einige Studien berichten iiber Assoziationen zwischen Racl und dem
Mineralocorticoid-Rezeptor in Bezug auf Pathologien der Niere oder des Herzens
(Kawarazaki et al., 2012; Shibata et al., 2011). Nagase et al. (2012) zeigte, dass Racl die
transcriptionelle Aktivitdt von MR durch oxidativen Stress in Kardiomyozyten beeinflusst.
Kimura et al. (2011) studierte atriale Fibrose und Vorhofflimmern in Ratten mit
Hypertension, welche mit dem MR-Antagonisten Eplerenon verhindert wurde. Trotz dieser
Interaktionen bleibt der prizise Mechanismus zwischen Racl und dem MR unbekannt.

Unsere Daten zeigen eine Verhinderung der CTGF-Uberexpression durch den Racl-Inhibitor
NSC23766 in kardialen Fibroblasten. Zudem konnte die Zellkern-Translokation des MR
durch NSC23766 verhindert werden. Diese Inhibition scheint ein probates Mittel zur
Verhinderung von Fibrose zu sein. Die Daten zeigen die Bedeutung von Racl fiir die MR-

Signaltransduktion und belegen eine Interaktion dieser Signalwege in vitro.

In kardialen Fibroblasten fithrte eine Stimulation mit Aldosteron zu einer CTGF-
Uberexpression. Ebenso zeigte sich eine verstirkte CTGF-Expression durch Angiotensin II
und ein noch stdrkerer Effekt lieB sich durch die Kombination von Aldosteron und
Angiotensin II zeigen. Dies zeigt die synergistische Wirkung von Aldosteron und Angiotensin
1L

BR-4628 ist ein dihydropyridin abhingiger, nicht steroidaler und selektiver
Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonist. BR-4628 und Spironolacton binden an den MR mit
einer dhnlichen Affinitdt. Eplerenon zeigt im Vergleich nur eine niedrige Affinitit zum
Mineralocorticoid-Rezeptor. BR-4628 und Spironolacton unterscheiden sich beziiglich ihrer
Affinitdt zu anderen Steroidrezeptoren. Die Verwendung von BR-4628 besitzt hierdurch
Vorteile und zeigt im Vergleich keine unerwiinschten steroidalen Nebenwirkungen. Des
Weiteren hat BR-4628 die hochste Spezifitit fiir den Mineralocorticoid-Rezeptor (Fagart et
al., 2010, Garthwaite et al. 2004).

Die Hemmung des Mineralocorticoid-Rezeptors und Verminderung der CTGF-Expression
deuten darauf hin, dass die durch Aldosteron-induzierten fibrotische Umbauprozesse MR-
abhingig sind und dass die Blockade des MR ein potentielles Ziel darstellt um strukturelle

Umbauprozesse und Fibrose zu verhindern.
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Andere Studien zeigen ebenfalls, dass MR-Antagonisten kardiale Fibrose auf molekularer
Ebene sowie auf Organebene vermindern konnen (Bauersachs et al. 2015; Lavall et al. 2014).
In einer Herzinsuffizienzstudie (RALES) konnte eine Behandlung mit Spironolacton das
Level an zirkulierenden Biomarkern fiir Fibrose senken (Zannad et al. 2000).

In unserer Studie konnte der Aldosteroneffekt durch den Racl Inhibitor NCS23766 als auch
durch die MR-Antagonisten verhindert werden. Eine Inhibierung des Angiotensin II-Effekts
war durch Spironolacton nicht mdglich. Insgesamt zeigt sich jedoch, dass es sinnvoll ist die
synergistische Wirkung von Aldosteron und Angiotensin II durch eine doppelte Inhibiton zu

verhindern, da eine einzelne Blockade nicht ausreichend scheint.

Als Limitation der Arbeit ist die ausschlieBliche Verwendung von neonatalen kardialen
Fibroblasten und Myozyten von Ratten sowie Gewebe von Mausen zu nennen. Der Phéanotyp
beziiglich atrialer Dilatation, Fibrose und Vorhofflimmern zeigt jedoch deutliche Parallelen

zur Pathophysiologie von Vorhofflimmern beim Menschen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Mineralocorticoid-Rezeptor eine wichtige
Rolle in stukturellem Remodeling bei Vorhofflimmern spielt. Aldosteron aktiviert den MR,
welcher iiber Racl zu einer Erhéhung der CTGF-Expression fiihrt. Dies und die Racl-
abhingige MR-Translokation belegt eine Interaktion des MR-Signalwegs und der Racl
GTPase. Eine vermehrte 11-B-HSD-Typ-2-Expression ist mit Remodeling im Vorhof und
Fibroseentstehung assoziiert. Unter physiologischen Bedingungen kann Aldosteron in vitro
nur eine profibrotische Reaktion in Abwesenheit von Cortisol, welches die
Aldosteronbindung am MR blockiert, entfalten. Durch Mineralocorticoid-Rezeptor-
Antagonisten, aber auch durch Angiotensin II-Rezeptorblocker und Racl Inhibitoren konnte
die Expression von CTGF vermindert werden. Dies konnten medikamentdse Moglichkeiten
sein die Privention und Therapie von Vorhofflimmern voranzubringen. Des Weiteren gilt es
in Zukunft die Interaktion zwischen 11-B-HSD-Typ-2 und dem Mineralocorticoid-Rezeptor
genauer zu untersuchen, da sich gegebenenfalls auch hier heraus weitere

Therapiemdglichkeiten ergeben.
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