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Als Naturwesen bleibt der Mensch an den Korper gebunden,
als Geisteswesen aber hat er Fligel.

Platon (427 - 348 od. 347 v. Chr.)
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1. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung des Mineralocorticoid-Rezeptors (MR) fiir die
Entstehung atrialer Fibrose bei Vorhofflimmern zu untersuchen.

Patienten mit Vorhofflimmern (VHF) wiesen im linken Vorhof (LA) im Vergleich zu Patien-
ten mit Sinusrhythmus (SR) einen erhohten Gehalt an Hydroxyprolin auf (425 % + 103 %).
Die Expression des MR im LA zeigte keinen Unterschied von Patienten mit VHF im Ver-
gleich zu Patienten mit SR. Die Proteinexpression von Hydroxyprolin im LA Korrelierte mit
dem erhohten Gehalt an Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC)
(Hydroxyprolin: 425 % + 103 % und SPARC: 165 % + 23 %). SPARC gehort zu den matri-

zellularen Proteinen und reguliert den Einbau von Kollagen in die extrazellulére Matrix.

In kultivierten kardialen Fibroblasten, die mit Aldosteron behandelt wurden, zeigte sich eine
Hydroxyprolin-Uberexpression (244 % + 46 %) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.
Dieser Aldosteron-Effekt wurde durch eine vorausgehende Behandlung mit Spironolacton
oder BR-4628 vollstandig verhindert (Spirono: 125 % + 12 % und BR-4628: 123 % * 16%).
BR-4628 ist ein neuartiger MR-Antagonist aus der Gruppe der Dihydropyridine mit ver-
gleichbarer Affinitdt zum MR wie Spironolacton. Eine Behandlung mit Aldosteron fiihrte zu
einer erhdhten Expression von Connective Tissue Growth Factor (CTGF 207 % + 34 %).
Sowohl BR-4628 als auch Spironolacton waren in der Lage, diese durch Aldosteron induzier-
ten Effekte zu verhindern (BR-4628: 59 % + 17 % und Spironolacton: 51 % + 15 %). Eine
Behandlung kardialer Fibroblasten mit transforming growth factor B (TGF-R) fuhrte zu einer
erhdhten CTGF Expression (180 % * 13 %). Durch Vorbehandlung mit BR-4628 war eine
effektive Hemmung maoglich (86 % £ 9 %).

Die durch Aldosteron erhéhte Proteinexpression der profibrotischen Lysyl Oxidase

(LOX: 271 % + 38 %) war durch eine Vorbehandlung mit BR-4628 (171 % * 25 %) reduzier-

bar. Eine vergleichbare Wirkung war auch fiir Spironolacton nachweisbar (141 % + 17 %).

Zusammenfassend zeigte sich, eine MR-vermittelte Signaltransduktion, die tber Hydroxy-

prolin, CTGF und LOX zu einem profibrotischen Remodeling fiihrte. Eine Blockade des MR



ist somit ein potentieller Ansatzpunkt zur Pravention der atrialen Fibrose, welche zur

Entstehung des Vorhofflimmerns beitragt.



1. Summary

The aim of the study is to characterize the role of the mineralocorticoid receptor (MR) for

atrial fibrosis in patients with atrial fibrillation.

Left atrial myocardium (LA) of patients with atrial fibrillation (AF) showed increased
hydroxyproline content compared to patients in sinus rhythm (SR) (425 % + 103 %). LA of
AF patients showed similar expression of MR compared to patients in SR. Hydroxyproline in
LA correlated with upregulated secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC)
(Hydroxyproline: 425 % + 103 % and SPARC: 165 % + 23 %). SPARC is a collagen binding

matricellular protein which mediates assembly of the extracellular matrix.

In cultured cardiac fibroblasts, aldosterone increased hydroxyproline expression (244 % +
46 %) This aldosterone effect was completely prevented by spironolactone as well as
BR-4628 (spironolactone: 125 % + 12 % und BR-4628: 123 % + 16%), BR-4628 is a novel
dihydropyridine-derived non-steroidal and selective MR antagonist. A pretreatment with
aldosterone enhanced the expression of Connective Tissue Growth Factor (CTGF: 207 % +
34 %). BR-4628 as well as spironolactone prevented this effect and decreased CTGF
expression compared to control (BR-4628: 59 % + 17 % and Spironolactone: 51 % + 15 %).
Exposure of cardiac fibroblasts to transforming growth factor g (TGF-p), increased CTGF
protein expression (180 % * 13 %). Preincubation with BR-4628 completely prevented these
changes (86 % + 9 %). A pretreatment with aldosterone increased lysyl oxidase (LOX)
expression (LOX 271 % * 38 %). BR-4628 or spironolactone was able to reduce the increased
LOX expression (BR-4628: 171 % * 25 % and spironolactone: 141 % + 17 %).

In summary mineralocorticoid receptor signalling through hydroxyproline, CTGF and LOX
contributes to atrial structural remodeling. Inhibition of the MR pathways may therefore re-

present a target for the prevention of fibrosis which is a substrate for atrial fibrillation.



2. Einleitung und eigene Fragestellung

2.1. Klinische Bedeutung von Vorhofflimmern

2.1.1. Definition, Inzidenz und Pravalenz

Kardiale Tachyarrhythmien haben ihre Ursache entweder in einer gestorten Erregungs-
initiation oder in einer fehlerhaften Reizweiterleitung, sowie in einer méglichen Kombination
beider Storungen (Blomstrom-Lundqvist et al., 2003). Vorhofflimmern ist die haufigste
Herzrhythmusstorung. Bei Vorhoffrequenzen tiber 400 Schldgen pro Minute spricht man von
Vorhofflimmern (Nattel, 2002).

Im EKG finden sich bei Patienten mit VVorhofflimmern unregelmaiige, amplitudenmodulierte,
schnell oszillierende oder fibrillierende Wellen, anstelle der gleichmé&Rigen P-Wellen. Durch
das Fehlen einer koordinierten VVorhoferregung, sind im EKG keine P-Wellen erkennbar. Die
Filterfunktion des AV-Knotens in Bezug auf die frequenzabhéangige Weiterleitung der Vor-
hoffimpulse fuhrt zu unregelmaligen RR-Abstanden im EKG (Fuster et al., 2006).
Vorhofflimmern wird unterteilt in paroxysmales, persistierendes und permanentes Vorhof-

flimmern.

Als paroxysmal wird Vorhofflimmern bezeichnet, wenn es spontan innerhalb weniger Minu-
ten bis maximal sieben Tage nach seinem vermuteten Beginn endet. Wenn es langer als
sieben Tage anhalt oder nur durch eine medikamentdse oder elektrische Kardioversion be-
endet werden kann, wird es als persistierend bezeichnet. Von permanentem Vorhofflimmern
spricht man, wenn sich nach einer erfolgten Kardioversion kein (dauerhafter) Sinusrhythmus
einstellt oder eine Kardioversion nicht eingeleitet wird, da sie nicht erfolgversprechend

erscheint.

Die Angabe von genauen Zahlen zur Pravalenz und Inzidenz gestaltet sich sehr schwierig, da
es sich bei einem Teil der Patienten um paroxysmales VVorhofflimmern handelt oder das
Auftreten asymptomatisch verlauft. Des Weiteren kann ein kontinuierlicher Anstieg der
Pravalenz von Vorhofflimmerns, sowie damit verbundener Hospitalisationen beobachtet

werden (Tsang et al., 2003). Die Pravalenz und Inzidenz dieser Rhythmusstorung korreliert in

10



starkem MaRe mit dem Alter der Patienten (Feinberg et al., 1995; Fuster et al., 2006; Lip et
al., 2012). So ist die Inzidenz von Vorhofflimmern bei Patienten unter 40 Jahren weniger als
0,1 % pro Jahr und steigt bei Patienten, die alter als 80 Jahre sind, auf 1,5 % bei Frauen und
auf 2% bei Mannern pro Jahr an (Fuster et al., 2006; Wolf et al., 1987). Die Prévalenz des
Vorhofflimmerns liegt bei Patienten unter 55 Jahren bei 0,1 % und erhéht sich deutlich bei
Patienten ab dem 80. Lebensjahr auf 9 % (Go et al., 2001).

2.1.2. Symptome und Folgen von Vorhofflimmern

Vorhofflimmern bedeutet fir viele Menschen subjektiv ein Verlust an Lebensqualitét, ver-
ursacht durch Herzrasen, Palpitationen, Angstgefiihle, Midigkeit und Schwindel. Daneben
gibt es zahlreiche Krankheiten, die gehauft im Zusammenhang mit VVorhofflimmern auftreten
oder dadurch verursacht werden (Fuster et al., 2006; Nattel, 2002; Wolf et al., 1991).

Tabelle 1 zeigt mit Vorhofflimmern assoziierte Komorbiditéten.

Vorhofflimmern erhéht die Mortalitat und Morbiditat von Patienten. In erster Linie zeigt sich
ein erhohtes Risiko fur zerebrovaskuldre Ereignisse bei Vorhofflimmern, besonders bei
fehlender oder unzureichender Antikoagulation (Upshaw, 1997). Durch den Verlust der
kontraktilen Funktion des linken Atriums kommt es zu einem Stagnieren des Blutflusses, was
zu Bildung von Thromben prédisponiert, die wiederum Quelle fir mégliche Emboli sein
kdnnen (Freeman and Aguilar, 2011). Insgesamt werden 17 % - 27 % aller Schlaganfalle von
Emboli verursacht, die durch Vorhofflimmern entstanden sind und fihren dadurch zu 17 %
aller durch Schlaganfall bedingten Todesfalle (Feigin et al., 2003). Das Risiko einen Schlag-
anfall zu erleiden ist bei Vorhofflimmern 5-fach erhéht, im Vergleich zu Patienten ohne diese
Rhythmusstérung (Go et al., 2001). Patienten mit einem Schlaganfall und gleichzeitigem
Vorhofflimmern haben haufiger neurologische Komplikationen, sowie eine erhéhte
Mortalitatsrate als die Gbrigen Schlaganfallpatienten (Steger et al., 2004). In ca. 30 % aller
Félle handelt es sich jedoch um ,,lone atrial fibrillation*, dem alleinigen Vorhofflimmern, d.h.
ohne die im Zusammenhang stehenden Begleiterkrankungen (Levy, 1997). Bei langer
bestehendem Vorhofflimmern kommt es aufgrund der h&modynamisch unwirksamen
Vorhofkontraktionen zu einer Minderung des Herzzeitvolumens um ca. 20 %. (Clark et al.,
1997; Dries et al., 1998; Falk, 2001).
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Dries et al. zeigten, dass eine Reduktion der linksventrikularen Ejektionsfraktion unmittelbar

mit einem erhohten Mortalitétsrisiko assoziiert ist (Dries et al., 1998). Alleiniges VVorhof-

flimmern fihrt zu einem bei Mannern 1,5-fach und bei Frauen 1,9-fach erhdhten Mortalitéts-

risko (Benjamin et al., 1998). Zahlreiche Studien belegen eine enge pathophysiologische

Verbindung zwischen Vorhofflimmern und Herzinsuffizienz. So ist Vorhofflimmern ein

pradisponierender Faktor fir Herzinsuffizienz und umgekehrt haben Patienten mit einer

Herzinsuffizienz ein deutlich erhéhtes Risiko an VVorhofflimmern zu erkranken (Benjamin et

al., 1994; Dries et al., 1998).

Vorhofflimmern

Kardiovaskulére Erkrankungen

Extrakardiale Erkrankungen/
sonstige Ursachen

arterielle Hypertonie

Thyreotoxikose

Kardiomyopathie

Infektionen

Herzklappenvitien

Lungenerkrankungen

KHK

Storungen des Elektrolythaushaltes

Herzchirurgische Eingriffe

Diabetes mellitus

kongenitale Herzerkrankungen

Alkohol

Perikarditis

medikamentdse Nebenwirkungen

rheumatische Herzerkrankungen

nichtkardiale operative Eingriffe

Tabelle 1: Mit Vorhofflimmern assoziierte kardiale und extrakardiale Erkrankungen

und sonstige Ursachen

(Ettinger et al., 1978; Frost et al., 2004; Gallagher and Camm, 1997; Gronefeld et

al., 2003; Nattel, 2002)
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2.2. Pathophysiologie von Vorhofflimmern

2.2.1. Physiologie und Pathophysiologie der Erregungsausbreitung im Vorhof

Bei einem normalen und regelmaRigen Herzschlag geht die Erregungsinitiation vom Sinus-
knoten aus, der in der unmittelbaren Nahe der Einmiindung der Vena cava superior im rechten
Atrium liegt. Die Erregung breitet sich von hier tber die gesamten Vorhéfe bis zum AV-

Knoten aus, von wo die Uberleitung zu den Ventrikeln erfolgt.

Beim Vorhofflimmern entstehen eine oder mehrere kreisende Erregungen (“Reentry™). Durch
diese ungerichteten elektrischen Erregungen kommt zu einer hamodynamisch unwirksamen
Kontraktion der VVorhofe (Li et al., 1999; Nattel, 2002).

Ein wichtiger Faktor flr die Entstehung von Vorhofflimmern und der damit verbundenen
kreisenden Erregungen ist das elektrische Remodeling hierbei spielt die Verkirzung der
Refraktérzeit eine fundamentale Rolle. Die Wellenlédnge (WL) einer kreisenden Erregung ist
das Produkt aus der Geschwindigkeit der Erregungsweiterleitung (CV) und der Dauer der
Refraktérzeit (RP): WL=CV x RP.

Durch die Verkirzung der Refraktérzeit bzw. einer geringeren Erregungsweiterleitungs-
geschwindigkeit, wie sie beim Vorhofflimmern progredient entsteht, resultiert eine kiirzere
Wellenlénge, welche wiederum zur Entstehung neuer Reentries beitragt (Allessie et al., 2002;
Goette et al., 1996; Wijffels et al., 1995). Dies flihrt dazu, dass Vorhofflimmern sich selbst
unterhalt bzw. erzeugt ("Atrial Fibrillation Begets Atrial Fibrillation™) (Wijffels et al., 1995).

2.2.2. Strukturelles Remodeling

Vorhofflimmern geht mit strukturellen VVerdnderungen im Vorhof einher. Hierbei lassen sich
sowohl makroskopische Veranderungen, wie die atriale Dilatation, als auch mikroskopische
Umbauprozesse, im Sinne einer Fibrose, erkennen. Diese Veranderungen werden in ihrer

Summe als strukturelles Remodeling bezeichnet (Lin et al., 2007). Strukturelle Verander-
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ungen sind Antworten des Myokards im Sinne eines adaptiven oder maladaptiven Remod-
elings (Levy, 1997; Saffitz et al., 1999). Die atriale Fibrosierung ist ein Phanomen, welches
bei vielen myokardialen Erkrankungen auftritt. Neben Vorhofflimmern sind chronische Herz-
insuffizienz, Myokardinfarkt und Kardiomyopathien typische auslésende Erkrankungen, die
die strukturelle Integritat des Myokards beeinflussen und zu profibrotischen Umbauprozessen
in den VVorhofen fihren (Burstein and Nattel, 2008a; Levy, 1997; Li et al., 2001). Die chro-
nische Herzinsuffizienz pradisponiert zu Vorhofflimmern. Vorhofflimmern seinerseits ver-
schlechtert die Prognose und die Hamodynamik der chronischen Herzinsuffizienz (Ehrlich et
al., 2002). Des Weiteren kommt es bei der chronischen Herzinsuffizienz aufgrund maladap-
tiver Anpassungsprozesse zu einer ventrikularen und atrialen Fibrosierung (Burstein and
Nattel, 2008a). Die Fibrosierung fuhrt wiederum zu einer Inhomogenitat der Erregungs-
ausbreitung mit Entstehung von Reentry-Erregungskreislaufen, die die Grundlage fir eine
Arrhythmiepersistenz darstellen.(Allessie et al., 2002; Li et al., 1999).

Durch diese Korrelation zwischen chronischer Herzinsuffizienz, Fibrose und VVorhofflimmern
besteht ein groRes klinisches Interesse profibrotische Umbauprozesse besser zu verstehen, um
gezielte antifibrotische Interventionsstrategien entwickeln zu kénnen (Burstein and Nattel,
2008b; Wang et al., 2003).

2.2.3. Molekularbiologische Veranderungen bei strukturellem Remodeling

Nur ca. 45 % des Vorhofmyokards besteht aus Kardiomyozyten, der restlichen 55 % werden
von kardialen Fibroblasten, Endothelzellen und extrazellularer Matrix gebildet (Hinescu et al.,
2006). Kollagen Typ I (80 %) und 111 (11 %) sind die am haufigsten am Herz vorkommenden
Kollagen Subtypen (de Jong et al., 2011; Pelouch et al., 1993). Mit zunehmendem Alter steigt
die Kollagenkonzentration im Herzen an (de Souza, 2002). Diese Veranderungen erhdhen die
myokardiale Steifigkeit und separieren teilweise die myokardialen Bundel (Weber et al.,
1988). Hieran sind insbesondere Typ | Kollagen-Fasern beteiligt, die in Anzahl und Stérke
zunehmen (de Jong et al., 2011).
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Die extrazellulare Matrixbildung und die resultierende Fibrose hdngen vom Gleichgewicht
zwischen der Synthese und dem Abbau von Matrixmolekilen wie Kollagen und Proteo-
glykanen ab. Kollagen ist eines der wenigen Proteinen, die die a-Aminosaure Hydroxyprolin
enthalt, wobei Hydroxyprolin fiir die Ausbildung der Tertiarstruktur des Kollagens verant-
wortlich ist (Edwards and O'Brien, 1980).

Zahlreiche kardiale Erkrankungen, wie beispielsweise der Myokardinfarkt, die Myokarditis,
die diabetische Kardiomyopathie, sowie die systolische und diastolische Herzinsuffizienz
fuhren zu fibrotischen Umbauprozessen im Myokard. Hierbei wird CTGF tberexprimiert und
der Grad der Uberexpression korreliert mit der Schwere der Erkrankung (Ahmed et al., 2004;
Blom et al., 2002; Candido et al., 2003; Dean et al., 2005; Koitabashi et al., 2007; Lang et al.,
2008; Way et al., 2002). Kardiomyozyten wie auch kardiale Fibroblasten sind in der Lage
CTGF zu exprimieren. Eine vermehrte CTGF Expression in Kardiomyozyten kann durch den
Transforming Growth Factor B (TGF-f) induziert werden (Leask, 2007). TGF-3 gehort zur
Klasse der Zytokine und beeinflusst maf3geblich die Zellproliferation und Zelldifferenzierung
(Matsui and Sadoshima, 2004). CTGF ist bei pathologischen ventrikularen und atrialen
Umbauprozessen, insbesondere der Entwicklung von Hypertrophie und Fibrose beteiligt
(Cardin et al., 2007; Kato et al., 2008). Des Weiteren kann CTGF eine Zunahme von Fibro-
nektin, Kollagen Typ | und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) in Kardiomyozyten
wie auch in Fibroblasten induzieren (Chen et al., 2000). Eine mechanische VVorhofdehnung
mit beginnender Dilatation fuhrt, ebenso wie eine Exposition mit CTGF und TGF-B, zu einer
gesteigerten Kollagensynthese und -sekretion in kardialen Fibroblasten mit einer daraus
resultierenden Fibrose (Burstein and Nattel, 2008a; Lijnen et al., 2000; Villarreal and
Dillmann, 1992).

2.2.4. Die Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist ein wichtiger Parameter bei der Regulation des
Elektrolyt- und Wasserhaushaltes sowie des Blutdruckes. Daneben ist das RAAS an fibro-
tischen Prozessen beteiligt, wie sie im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz, der hyper-
tensiven Herzkrankheit, des myokardialen Infarktes und der Kardiomyopathie vorkommen (Li
15



et al., 2001). Angiotensin Il fihrt zur Freisetzung von Aldosteron welches in der Zona
glomerulosa, der duersten Schicht der Nebennierenrinde, produziert wird. Aldosteron ist ein
Steroidhormon und z&hlt zur Wirkstoffklasse der Mineralocorticoide. Fur Aldosteron wurde
eine Beteiligung an der Entstehung von Vorhofflimmern und fibrotischen Umbauprozessen
gezeigt (Reil et al., 2012).

Physiologischerweise wird das RAAS durch eine erniedrigte Gewebeperfusion stimuliert, was
letztendlich zu einem erhdhten intravaskuléren VVolumen und Druck fihrt. Bei der Herzin-
suffizienz jedoch liegt die Ursache der Minderperfusion nicht in einem verringerten intra-
vasalen VVolumen, sondern an einem reduzierten Herzzeitvolumen. Der Ausgleichsmechanis-
mus der Nieren erhoht das Volumen und fuhrt zu einer erhdhten Arbeitsbelastung fir das
bereits insuffiziente Herz (Nappi and Sieg, 2011). In der Niere bewirkt Aldosteron Uber die
Aktivierung von Mineralocorticoidrezeptoren eine Regulation des Elekrolyt- und Wasser-
haushaltes und nimmt somit Einfluss auf das Extrazellularvolumen und den Blutdruck. Ferner
kann Aldosteron zu einer linksventrikularen Hypertrophie und profibrotischen Umbau-
prozessen beitragen (Brilla et al., 1993; Robert et al., 1995; Young et al., 1994).

Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz weisen eine hohere Aldosteronsekretion gegen-
uber gesunden Probanden auf (Nappi and Sieg, 2011; Sun et al., 1997). Aldosteron ist an der
Ausbildung von Vorhofarrhythmien beteiligt (Reil et al., 2012; Tsai et al., 2010). Eine ge-
steigerte Aldosteronkonzentration fuhrt zu einer Fibrose in den Vorhofen und den Kammern.
Diese Fibrose entsteht durch eine Stimulation des Wachstums von Fibroblasten und durch die
Synthese von Typ | und 111 Kollagen (Weber, 2001).

Zwei Klinische Studien, die Randomized Aldactone Evaluation Study (RALES) und die Acute
Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study (EPHESUS) zeigten eine
Senkung der Mortalitat bei Patienten mit Herzinsuffizienz und linksventrikulrer systolischer
Dysfunktion nach Gabe eines MR-Antagonisten in Kombination mit einem ACE-Hemmer.
Diese Erkenntnisse haben dazu gefiihrt, dass MR-Antagonisten als Standardtherapie in die
Leitlinien der Herzinsuffizienz ab Stadium NYHA 11 aufgenommen worden sind (McMurray
et al., 2012; Pitt et al., 2001; Pitt et al., 1999; Swedberg et al., 2012; Zannad et al., 2011).
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2.3. Fragestellung

Die zur Entstehung und Unterhaltung beitragenden molekularbiologischen Mechanismen bei
Vorhofflimmern sind noch unvollstdndig bekannt. Eine Identifikation der beteiligten pro-
fibrotischen Signaltransduktionswege konnte Grundlage fur neue préventive, wie auch thera-
peutische Ansatze bei Vorhofflimmern liefern. Insbesondere ist die Rolle des Mineralo-
corticoid-Rezeptors (MR) bei der Entstehung des strukturellen Remodelings bisher unzu-

reichend charakterisiert.

In dieser Arbeit wird die Beteiligung des MR an der Signaltransduktion untersucht. Die
Effekte einer durch Aldosteron verursachten Aktivierung des MR werden anhand der resul-
tierenden Proteinexpression von Hydroxyprolin, CTGF, SPARC und LOX uberprift und
quantifiziert. Weiterhin wird ein potentieller Effekt und somit ein moglicher therapeutischer
Ansatz durch die Hemmung des MR mit pharmakologischen MR-Antagonisten untersucht.
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3. Material und Methodik

3.1. Zellkultur

3.1.1. Isolierung neonataler Rattenfibroblasten

Funf Tage alte Wistar Ratten wurden enthauptet und der Korper kurz mit einer 70%igen
Ethanol Lésung gespult. Danach wurde der Thorax der Tiere vorsichtig links parasternal
eroffnet und dabei streng darauf geachtet, dass es dabei zu keiner Verletzung des Gastro-
intestinaltraktes kam, da sonst hieraus ein hohes Risiko einer bakteriellen Kontamination
resultiert hatte. Das Herz wurde durch sanften Druck in die obere Thoraxapertur geschoben,
die Gefaliverbindungen des Herzens wurden durchtrennt und das Organ in eine mit ADS-
Puffer gefullte Zellkulturschale gelegt. Das reine Ventrikelpraparat, das durch Préparation des
entnommen Herzens mittels Entfernung des perikardialen Gewebes, der GefaRstumpfe und
der Vorhofe gewonnen wurde, wurde in eine neue, mit ADS-Puffer gefillte Schale gelegt und
in 15 etwa gleichgrofRe Stiicke zerteilt. Danach wurde der ADS-Puffer abpipettiert. Die
Gewebesuspension wurde in 10 ml Enzym-Mix in eine sterile Flasche geflllt unter
mehrmaliger Resuspendierung. Anschlielend erfolgte eine Inkubation des Gewebelysates in
dieser Flasche bei 37°C in einem Schittelwasserbad bei 80-100 U/min fiir 5 Minuten.
Wihrend dieser Inkubation bildete sich ein Uberstand (Verdau). Dieser Verdau wurde nun
abpipettiert und verworfen, dabei wurde streng darauf geachtet, dass keine Gewebsstlicke mit
in die Pipette aufgenommen wurden. Erneut wurden 10 ml Enzym-Mix hinzugegeben und die
Suspension fiir 20 Minuten im Schiittelwasserbad inkubiert. Danach wurde der Uberstand in
ein steriles 50 ml Reaktionsgefal abpipettiert, die Enzymaktivitat durch Zugabe von 2 ml
Neonatal Calf Serum (NCS) gestoppt und anschlief3end fir finf Minuten zentrifugiert bei
einer Umdrehung von 700 U/min. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet durch vorsichtiges
Schiitteln in 4 ml NCS gel6st. Dieser VVorgang wurde noch weitere fiunfmal wiederholt, wobei
der Unterschied nur in der Lange der Verdau-Zeiten lag, die bei 25 Min, 25 Min, 15 Min,

10 Min und 10 Min lagen. Nach der letzten Zentrifugation wurde wieder der Uberstand
entfernt und verworfen und die Zellsuspension mit 4 ml F 10-Medium durch vorsichtiges
Schiitteln resuspendiert und danach in ein Flacon Cell Strainer (70 ym) filtriert. Vor und nach
dieser Filtration wurde der Filter mit jeweils 1 ml F10-Medium gespdilt. Die entstandenen

6 ml Zellsuspensionen wurden nun auf Zellkulturschalen ausgesat und in feuchter
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Atmosphére mit 5 % CO, bei 37°C fir 60 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das Medi-
um und die darin enthaltenen Kardiomyozyten in ein steriles 50 ml Gefal tiberfihrt. Die

Adhasion der Fibroblasten am Schalenboden wurde anschliefend mikroskopisch kontrolliert.

3.1.2. Kultivierung und Stimulation neonataler Rattenfibroblasten

Die neonatalen Fibroblasten wurden wie unter 3.1.1. beschrieben aus Wistar Ratten gewonnen
und durch Adhésion von den Kardiomyozyten getrennt. Die durch die beschriebene Prozedur
gewonnene PO Generation der Fibroblasten wurde in F 10-Medium bei 37°C in einer 5%igen
CO2-Atmosphare inkubiert. Die Zellen sind nach 2 Tagen zu etwa 90 % konfluent. Dadurch
konnten sie auf mehrere Zellkulturschalen aufgesplittet werden. Ab dieser Passage, der G1
Generation, wurde das DMEM-N&ahrmedium verwandt. Das Nahrmedium wurde jeden
zweiten Tag unter sterilen Bedingungen gewechselt. Die Zelllinien wuchsen bis zur Aus-
bildung eines konfluenten Zellrasens und wurden dann alle 4 bis 5 Tage durch Trypsinierung
(0,25 % Trypsin in PBS-Puffer) subkultiviert. Hatten die Zellen einen etwa 80%igen
Zellrasen gebildet, so wurde das Nahrmedium abgesaugt. Die Zellen wurden nun in einem
DMEM- Hungermedium fir 12-24 Std inkubiert und danach in DMEM-Hungermedium
stimuliert. Die Angaben zu Dosis und Zeit der nachfolgenden Stimulation sind in Tabelle 2
dargestellt. Durch Hinzufligen eines hypotonen Lysepuffers wurden die Zellen von den
Kulturschalen abgeschabt um die Proteinexpression zu bestimmen. Das Lysat wurde zur
Denaturierung der Proteine fiir 4 Minuten auf 95°C erhitzt und anschlieRend mittels Western

Blot eine quantitative Proteinanalyse durchgefuhrt.

Stimulationsdauer vor

NPT der Zelllysierung

Aldosteron [10 nM] 24 h
TGF-R [5 ng/ml] 24 h
BR-4628 [500 nM] 25 h
Spironoloacton [500 nM] 25h

Tabelle 2: Konzentrationen und Stimulationsdauer
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3.2. Humane Proben des linken VVorhofes

Im Vergleich zu dem rechtsatrialen Appendix sind Gewebeproben aus dem linken VVorhof
schwieriger zu gewinnen. Allerdings ist der linke VVorhof die entscheidende Struktur fir die
Pathogenese von Vorhofflimmern und atrialem Remodeling mittels atrialer Fibrosierung.
Die in Kooperation mit Prof. H.-J. Schéfers (Direktor der Klinik fir Thorax- und Herz-
GefaBchirurgie, Universitatsklinikum des Saarlandes) gesammelten humanen Gewebeproben
stammten von linken Vorhofen von Patienten, die sich einer Mitralklappenoperation unter-

ziehen mussten.

Préoperativ erfolgte eine Einteilung der Patienten in zwei Gruppen: die erste Gruppe der
Patienten hatte einen Sinusrhythmus (SR); die zweite Patientengruppe ein permanentes
Vorhofflimmern (VHF), wobei permanentes VHF als dokumentierte Rhythmusstérung tiber
mehr als sechs Monate definiert wurde. Préoperativ erhielten alle Patienten mindestens zwolf
Stunden keine Medikamente. Die beiden Gruppen wurden praoperativ standardisiert echo-
kardiographisch untersucht, um linksventrikulare Funktion und die GroRe bzw. Wandstérken
der Herzhohlen zu messen (atrialer Durchmesser, 1VSd, LVPWD, LVEDd). AnschlieRend
wurden beide Gruppen nach Patientencharakteristika, Vorhofgréfie und Medikation gepaart
(Tabelle 3). Ein positives Ethikvotum lag vor (Arztekammer des Saarlandes (N0.131/00). Das
entnommene Gewebe wurde schockgefroren und bei minus 80 °C aufbewahrt. Zur
quantitativen Analyse wurde ein kleines Gewebestiick in hypotonem Lysepuffer vollstandig
homogenisiert. Diese Probe wurde anschlie}end eine Minute bei 2000 U/min zentrifugiert

und der Uberstand zur weiteren Verwendung abgenommen.
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SR SEM VHF SEM  p-Wert
n 9 21
weiblich (méannlich) 4 (5) 7(14)
Alter [Jahren] 63,0 4,7 70,0 2,0 ns
Grole [cm] 166,9 3,1 176,1 1,45 <0.05
Gewicht [kg] 79,4 3,7 84,6 2,74 ns
LAd, [mm] 51,8 1,8 52,9 1,98 ns
LVEF [%] 58,7 5,1 63,7 2,82 ns
LVEDd [mm] 55,0 1,8 54,6 1,76 ns
LVESd [mm] 39,0 1,9 38,6 1,41 ns
FS [%] 30,7 1,5 29,8 1,07 ns
IVSd [mm] 11,7 0,4 12,6 0,28 ns
LVPWd [mm] 11,4 0,5 11,7 0,39 ns

Tabelle 3: Patienten-Charakteristika

Verwendete Abkirzungen:

LAd = Durchmesser des linken VVorhofes

LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion
LVEDd = linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser

LVESd = linksventrikul&rer endsystolischer Durchmesser

FS = Verkirzungsfraktion

IVSD = diastolische Septumdicke

LVPWd = diastolische Hinterwanddicke

SEM = (engl. standard error of mean ) = Standardfehler des Mittelwertes
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3.3. Proteinbestimmung und Western Blot

3.3.1. Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung des Gesamtlysates bestehend aus Kardiomyozyten und Fibroblasten
wurden nach der kolorimetrischen Methode nach Lowry (Lowry et al. 1951) durchgefhrt.
Bei der Methode nach Lowry wird im ersten Schritt ein Kupfer-Protein-Komplex in alka-
lischer Losung hergestellt (Bio-Rad. Dc Protein Assay Reagent A). Ein zugegebenes Phos-
phomolybdat-Phosphowolfram-Reagens (Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagens; Bio-Rad. Dc
Protein Assay Reagent B) wird durch diesen Komplex reduziert, dabei farbt sich die Losung
blau, wobei die Intensitat der Blaufarbung von der Proteinkonzentration abhéngig ist. Photo-

metrisch wird bei 540 nm die Konzentration der Ldsung gemessen.

3.3.2. Proteinexpression und Western Blot

Die Western Blot-Methode wurde urspriinglich 1979 von George R. Stark entwickelt. Bei
dem Western Blot Verfahren wird aus Zelllysaten gewonnenes Gesamtprotein elektrophore-
tisch aufgetrennt, um hierdurch Proteine nach ihrer Molekulargréolie zu separieren. Es handelt
sich hierbei um eine molekularbiologische Methode zur quantitativen Proteinbestimmung.
Von dem Gel werden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Blot)
ubertragen und dann mit einem gegen das gesuchte Protein gerichteten Antikorper inkubiert.
Die ungebundenen Antikorperfragmente werden abgewaschen. Die Membran wird erneut mit
einem zweiten Peroxidase-konjugierten Antikorper inkubiert. Die ungebundenen Antikorper-
fragmente werden abgewaschen. Es wird anschlieRend ein Fluoreszenzfarbstoff hinzuge-
geben. Dieser Fluoreszenzfarbstoff wird durch die Peroxidase katalysiert und beginnt dadurch
zu fluoreszieren. Mittels eines Rontgenfilmes kann nun die Fluoreszenz sichtbar gemacht

werden und durch Densiometrie das Signal quantifiziert werden.
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3.3.3. Gelelektrophorese

Es wurden jeweils 50 pg Gesamtlysat je nach GroRe des zu bestimmenden Proteins auf ein
8 % SDS-Polyacryllamidgel bzw. ein 10 % SDS-Polyacryllamidgel geladen und elektro-
phoretisch aufgetrennt, um die Konzentration des interessierenden Proteins bei unterschied-
lichen Versuchsbedingungen vergleichen zu kénnen. Die Elektrophorese wurde in
Anwesenheit einer dquivalenten Menge Ladepuffer durchgefiihrt.

3.3.4. Protein-Transfer

Die Proteine aus dem Gel wurden mit Hilfe eines Transportpuffers und Filtern sowie der
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell von Biorad auf eine Nitrozellulose-Membran ubertragen.
Diese Membran wurde dann in einer 1%igen Blocking Solution bei 4°C fiir 20 Stunden be-

lassen, um so freie Bindungsstellen der Oberflache zu blockieren.

3.3.5. Antikdrperinkubation

Die auf diese Weise hergestellten Nylonmembranen wurden mit einem spezifischen Anti-
korper (Primarantikorper) in einem fur den jeweiligen Priméarantikorper geeigneten Ver-
dunnungsverhaltnis (siehe Tabelle 4) bei 37°C inkubiert, um die Konzentrationen der unter-
schiedlichen Proteine zu bestimmen. Mit PBS-Tween-Puffer wurden alle nichtgebundenen
Antikorperfragmente ausgewaschen. Darauf erfolgte eine erneute Inkubation der Membranen
mit einem zweiten Peroxidase-konjugiertem Antikorper (Verdiinnungsverhaltnis der Sekun-
darantikorper siehe Tabelle 4). Die Inkubation wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
durchgeftihrt. Die ungebundenen Fragmente wurden wieder mit einem PBS-Tween-Puffer
ausgewaschen und eleminiert. Die verbliebenen, an die Proteinbanden gebundenen Fragmente
wurden mit Fluoreszenzfarbstoff, dem ECL-Kit (enhanced chemiluminescence) versetzt und
die Flureszenz auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht und anschlieBend densitometrisch quanti-

fiziert.
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Antikorper .Ve..rd“”f‘uf‘g VerEIUnm_mlg
Primarantikorper Sekundérantikdrper
CTGF 1:500 rabbit 1:4000
LOX 1:250 rabbit 1:400
SPARC 1:500 rabbit 1:4000

Tabelle 4: Konzentrationen der Primar- und Sekundarantikorper.

3.4. Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der
herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht. Die Isolierung der Gesamt-RNA,
die Reverse Transkription und die kompetitive PCR wurden gemal} den Standardverfahren
durchgefihrt.

Folgende Primer wurden benutzt um ein 908 Basenpaar groRes cDNA Fragment des
menschlichen MR zu vervielfaltigen:

mMR forward Primer Sequenz: AGAACCCTCGGTCAACACAG

MMR reverse Primer Sequenz: CAGCTCAAGGCAAATGATGA

Die nachfolgenden Primer wurden benutzt, um ein 335 Basenpaar grofes cDNA Fragment
des Ratten MR zu amplifizieren:

mMR forward Primer Sequenz: GGATTGGTGCTCAAGGTACAA

MMR reverse Primer Sequenz: GATAGTTGTGTTGCCCTTCCA

Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als externer Standard verviel-
faltigt. Jeder PCR-Zyklus bestand aus einer Denaturierung bei 95 °C fir 45s fir den mensch-
lichen MR, den MR der Ratte bzw. GAPDH. Die Annealing Sequenz erfolgte fur den

menschlichen MR und den MR der Ratte bei einer Temperatur von 53 °C fur 30s; flr
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GAPDH bei einer Temperatur von 63 °C ebenfalls fir 30s. Jede Elongationssequenz fand bei
72 °C fir 60s statt. Die linearen exponentiellen Phasen fur menschliche MR bestanden aus 28
Zyklen, flr den MR der Ratte 35 Zyklen und 30 Zyklen fir GAPDH. Gleiche Mengen des
entsprechenden Ziel-Gens und der GAPDH RT-PCR-Produkte wurden auf 1,5%iges Aga-
rosegel geladen und im Anschluss die Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Banden mittels der
optischen Dichten quantitativ bestimmt.

3.5. Hydroxyprolin Assay

Der Hydroxyprolin-Gehalt in den Gewebeproben des LA und die Uberstande von kultivierten
kardiale Fibroblasten wurden durch einen Enzym-Immunoassay, dem Hydroxyprolin Assay-

kit von Quickzyme gemal den Anweisungen des Herstellers bestimmt.

3.6. Immunhistochemische Farbungen

10 pum dicke Kryoschnitten wurden mit 0,1 % Sirius Rot F3BA geférbt. Die Paraffinschnitte
des menschlichen LA wurden nun mit monoklonalen Antikdrpern gegen a-sarcomeric,
SPARC, Aktin und Vimentin inkubiert. Mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Tetra-
methyl Rhodamin Isothiocyanat (TRITC) konjugierte Anti-Mouse-IgM, Anti-Mouse-1gG
oder Anti-Goat-1gG wurden jeweils als sekundére Antikorper verwendet. Die Schnitte wurden
anschlieBend mit Dapi (Vectashield) gegengeféarbt. Zur negativen Kontrolle fur unspezifische
Farbungen wurden die Schnitte mit FITC oder TRITC-konjugiertem Anti-Mouse-IgM-, Anti-
Mouse-1gG oder Anti-Goat-1gG in parallelen Schritten inkubiert.
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3.7. Statistische Analysen

Die Auswertung der Intensitat der Banden erfolgte mittels Densitometrie. Die angegebenen
Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Fur die
statistischen Analysen wurden Unpaired Student’s t-tests, Mann-Whitney U test und ANOVA
angewendet. Dazu wurde die SigmaStat-Software, Version 2.0, verwendet. Die Statistische
Signifikanz wurde fur p < 0,05 angenommen. Die Prozentangaben in den folgenden

Abschnitten bezogen sich jeweils auf diese Kontrollgruppe.

3.8. Material

3.8.1. Medien, Losungen, Puffer

ADS-Puffer Aqua dest., 6,78 g/l NaCl, 4,76 g/l HEPES, 8 ml/I
Na;HPOy, 1 g/l Glucose, 0,4 g/l KCI, 8 ml/I,
MgSO4x7H,0

1 % Blocking Solution 1 ml Blocking Solution in 100 ml PBS-Puffer

DMEM-Nahrmedium 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
pug/ml), Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml)
DMEM-Hungermedium 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
pug/ml), Gentamycinsulfat (0,08 mg/ml)
Elektrophoresepuffer Aqua dest., 144 mg/ml Glycin, 30,3 mg/ml Tris, 10

mg/ml SDS
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Enzym-Mix

F 10 Medium

Ladepuffer

Lysepuffer

5% (1 %) Trockenmilch

PBS-Puffer

PBS-Tween-Puffer

SSC-Puffer

Transferpuffer

3.8.2. Antikorper

Priméarantikorper:

a-sarcomeric Actin, Mouse IgM
CTGF, Goat IgG

GAPDH, Mouse IgG

LOX, Rabbit IgG

SPARC, Rabbit IgG

ADS-Puffer, 0,6 mg/l Pankreatin, 0,5 mg/l Kollagenase
F 10 Medium (Ham + Glutamin), Horse Serum (10 %
[VvIV]), FKS (5 % [v/Vv]), Penicillin/Streptomycin (1 %
[vIv])

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

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

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

Agqua dest., 80 g/l NaCl, 2 g/l KClI, 14,4 g/l Na;HPO,,
2,4 g/l KH,POy4; pH 7,4

Agqua dest., 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 0,24 g/l KH,POy,,
1,44 g/l NagHPOy, 1 ml/l Tween 20

Agua dest., 35,06 g/l NaCl, 17,95 g/l Natriumcitrat
Aqua dest., 200 ml/I Methanol, 14,5 mg/ml Glycin, 2,9
mg/ml Tris; pH 8,3

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

abcam plc 330 Cambridge Science Park
Cambridge CB4 OFL UK

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA
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Tubulin, Rabbit 1gG Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA, USA
Vimentin, Mouse 1gG Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA
Sekundarantikorper:
Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)-HRP Konjugat Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Goat Anti-Rabbit 1gG-Peroxidase Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Rabbit Anti-Goat 1gG-Peroxidase Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Rhodamine (FITC)-conjugated Anti-Mouse IgG  Dianova, Hamburg
Rhodamine (FITC)-conjugated Anti-Mouse IgM  Dianova, Hamburg
Rhodamine (TRITC)-conjugated Anti-Goat IgG  Dianova, Hamburg

3.8.3. Primer

mMR forward Primer Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
Sequenz : AGAACCCTCGGTCAACACAG

MMR reverse Primer Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
Sequenz : CAGCTCAAGGCAAATGATGA

mMR forward Primer Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
Sequenz : GGATTGGTGCTCAAGGTACAA

MMR reverse Primer Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
Sequenz : GATAGTTGTGTTGCCCTTCCA
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3.8.4. Verbrauchsmaterial

Falcon Cell Strainer (70 pum)

High Performance autoradiography film
Extra Thick Blot paper

PP-Test-tubes (15 ml, 50 ml)
Zellkulturschale 100 mm

3.8.5. Chemikalien, sonstige Reagenzien

Acrylamid Electrophoresis Purity Reagent 30%
Albumin bovin Fraction V (BSA) pH 7,0
Angiotensin Il

Aprotinin

Blocking Solution

BR-4628

Connective Tissue Growth Factor (CTGF)
Fluorescent Mounting Medium

Dublecco’s modifiziertes Eagle Medium

di-Natriumhydrogenphosphat
Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)
DL-Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting Detection Reagents
Ethanol

F 10-Medium

Fotales Kélberserum (FKS)
Gentamycinsulfat

Glukose

Glycerol

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA
GE Healthcare, Minchen

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Greiner-bio.one, Frickenhausen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Roche, Mannheim

Bayer Schering Pharma AG,Wuppertal
Biozol, Eching

Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA
Gibcco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Merck, Darmstadt

VWR International, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

GE Healthcare, Minchen

Merck, Darmstadt

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

29



Horse Serum

Hydroxyprolin Assay Kit

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenkarbonat (KH,PQO,)
Leupeptin

Magnesiumsulfat (MgSQO,)
Trockenmilchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat

Neonatal Calf Serum (NCS)
Penicillin/Streptomycin
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
2-Propanol

Futtermittel
N,N,N"N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Sirius Red F3BA
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris)
Trypanblau-Losung

Trypsin-EDTA

Tween 20

Tyramide Reagent Pack

Vectashield Mounting Medium with Dapi

Wasser, vollentsalzt und destilliert (Aqua. dest.)
Xylol

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
QuickZyme Biosciences, Leiden, NL
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Merck, Darmstadt

Scufin, Zeven

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

VWR International, Darmstadt

ssniff, Soest, Germany

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Polysciences Europe GmbH Eppelheim
VWR International, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA,
USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Merck, Darmstadt
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3.8.6. Gerate

Autoklaviergerat Tuttnauer 3850 EL

Eismaschine Scotsman Frimont MF 22
ELISA Reader Model 550
Entwicklungsautomat Curix 60
Magnetrihrer Typ RCT
Metallblockthermostat HTMR-133

Mikroskope:
Nikon Eclipse E600

Olympus CK 2 Inverted phase contrast

Mini-Protean 3 Cell
Mini-Protean Gelgiefl3stand
pH-Meter 526
Spectrophotometer DU 730
Pipetterhilfe Pipetus Akku
Power Pac 200 Power Supply
Px2 Thermal Cycler
Réntgenkassette 24 x 30 cm
Scanner CanoScan 5000F

Schiittel- und Mischgerat Polymax 1040

Schuttelwasserbad Typ 1086

Stickstoffbehalter GT 140
Stickstofftank Apollo 50

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Vortexer VV3

Tuttnauer Europe B.V., Breda,
Niederlande

Scotsman Frimont, Milano, Italien
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Agfa, Mortsel, Belgien

IKA Labortechnik, Staufen i. Br.

HLC Biotech, Bovenden, Deutschland

Nikon GmbH, Dusseldorf
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
WTW GmbH, Weilheim

Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Thermo Electron Corporation Karlsruhe
Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Canon Deutschland, Krefeld

Heidolph Instruments, Schwabach
Gesellschaft flr Labortechnik,
Burgwendel

Air Liquide, Dusseldorf

Messer Griesheim, Krefeld

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
VWR International, Darmstadt
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Waagen:
VIC-Series 0.01g Precision Balances

ALC-Series 0.0001g Analytical Balances

Uberkopfschiittler REAX 2

Zahlkammer BLAUBRAND, nach Neubauer

Zellkulturgeréte:

Heracell 150 Cell Culture Incubator
Sicherheitswerkbank Heraeus HS 12
Sicherheitswerkbank Heraeus KS 12

Zentrifugen:
Biofuge pico
Megafuge 1,0

3.8.7. Software

LabWorks 4.6

Lucia G, Version 4.81

Sigma Stat-Software, Version 2.0
XnView

Acculab UK, Edgewood, NY
Acculab UK, Edgewood, NY
Heidolph Instruments, Schwabach
Blaubrand, Wertheim

Heraeus Holding, Hanau
Heraeus Holding, Hanau
Heraeus Holding, Hanau

Heraeus Holding, Hanau
Heraeus Holding, Hanau

UVP, Upland, CA, USA
Laboratory Imaging, Praha, CZ
Systat Software GmbH, Erkrath
Pierre-Emmanuel Gougelet, Reims,

Frankreich
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4. Ergebnisse

4.1. Humane Proben des linken VVorhofes

Die humanen Gewebeproben des linken Vorhofes wurden hinsichtlich ihrer Expression von

Hydroxyprolin-, SPARC-, sowie des Mineralocorticoid-Rezeptors (MR) untersucht.

4.1.1 Hydroxyprolingehalt in humanen Proben des linken VVorhofes bei

Vorhofflimmern

Hydroxyprolin ist eine a-Aminoséure, die unter anderem fur die Ausbildung der Tertidr-
struktur des Kollagens verantwortlich ist. Die quantitative Analyse des Hydroxyprolingehaltes
dient als Surrogat zur Bestimmung der Gesamtfibrose. Hierbei zeigte sich ein 4-fach erhéhter
Gewebegehalt von Hydroxyprolin bei Patienten mit Vorhofflimmern gegeniber Patienten mit
Sinusrhythmus (425 % + 103 %; ABB. 1.)
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Abbildung 1: Linke Vorhdfe von Patienten mit Vorhofflimmern (VHF)
wiesen im Vergleich zu Patienten im Sinusrhythmus (SR) eine erhéhte
Konzentration von Hydroxyprolin auf.

n =4 (SR); n =6 (VHF); *p< 0,05
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4.1.2. Expression des Mineralocorticoid-Rezeptors in menschlichen Vorhofen

Gewebeproben des linken VVorhofes wurden hinsichtlich der Expression des MR-Rezeptors
mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) untersucht.

Die MR-mRNA Konzentration bei Patienten mit VVorhofflimmern entsprach der Konzentra-
tion bei Patienten mit Sinusrhythmus (107 % + 13 %; ABB. 2).
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Abbildung 2: Linke Vorhofe von Patienten mit SR oder VHF zeigten keinen
Unterschied in der Expression der MR-mRNA.

Humanen Proben des linken VVorhofes wurden hinsichtlich der Expression der
MR-mRNA mittels RT-PCR untersucht. Die MR-mRNA Expression zwischen
der Gruppe mit SR und mit VHF war gleich.

n=38; *p< 0,05
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4.1.3. Proteinexpression von SPARC in humanen Proben des linken VVorhofes

bei Vorhofflimmern

Humane Proben des linken VVorhofes wurden hinsichtlich der Secreted Protein Acidic and
Rich in Cysteine (SPARC)-Konzentration untersucht. SPARC ist ein aus 286 Aminosauren
bestehendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 35-45 kDa. SPARC gehort zu
den matrizelluldren Proteinen, einer Gruppe von Proteinen ohne direkte strukturelle Funktion,
die jedoch durch die Bindung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen die Zusammensetzung
der extrazelluldren Matrix beeinflussen. Western Blot Analysen zeigten in den humanen
Proben des linken VVorhofes bei Patienten mit Vorhofflimmern eine erhohte SPARC
Expression (165 % + 23 %; ABB. 2). Da es sich bei den Gewebsproben um Lysate aus allen
im menschlichen Herzen vorkommenden Zelltypen handelte, wurde mittels immunhisto-
chemischer Féarbungen untersucht, in welchen Zellen des Vorhofgewebes SPARC exprimiert
wird. Dazu wurden immunhistochemische Farbungen der Gewebeschnitte durchgefiihrt. Es
erfolgte eine Doppelfarbung sowohl gegen SPARC, als auch gegen den a-skeletalen und
a-kardialen Muskelaktin charakteristischen Indikator a-sarcomeric Actin durchgefihrt. Eine
weitere Doppelfarbung wurde auch gegen SPARC und Vimentin, einem Intermediarfilament-
protein im Zytoplasma von Zellen mesenchymalen Ursprungs angefertigt. Vimentin diente
hierbei als ein Marker flr Bindegewebszellen. In immunhistochemischen Féarbungen zeigte
sich in den Gewebeschnitten der Patienten mit SR und VHF qualitativ eine SPARC-Expres-
sion sowohl in den Kardiomyozyten, den Fibroblasten, als auch in der extrazelluldren Matrix
(ABB. 4).

36



h—:| 200'

0p]

X

= 150-

<

5

2 1001 '

=

S 50-

<

al

O 9

SPARC | =
TUBULIN

SR VHF

Abbildung 3: Patienten mit VHF exprimierten mehr secreted protein acidic
and rich in cysteine (SPARC) im linken Vorhof.

Die Western-Blot Analyse zeigt eine erhohte Proteinexpression von SPARC in
der Gruppe der Patienten mit VHF gegenuber der Gruppe mit SR.
n=5(SR); n=7 (VHF);*p< 0,05

37



VHF

FITC:. a-sarcomeric:actin
TRITC: SPARC .

FITC: a-sarcomeric actin
TRITC: SPARC.

FITC: Vimentin
TRITC: SPARC

FITC: Vimentin
TRITC: SPARC

Abbildung 4: SPARC wird in Kardiomyozyten, sowie im Bindegewebe von
Menschen mit SR und VHF exprimiert.

Immunfluoreszenz-Bilder von SPARC (TRITC; rot), a-sarcomeric Actin
(FITC; in Reihe A griin) und Vimentin (FITC; in Reihe B griin) aus humanen
linksatrialen  Appendices (10-fache Vergroerung). SPARC ist in

Kardiomyozyten, wie auch in Bindegewebszellen nachweisbar.
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4.2. Profibrotische Signaltransduktion in kultivierten kardialen

Fibroblasten

Kultivierte kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron bzw. TGF-3 und einem Mineralo-
corticoid-Rezeptor Antagonisten Spironolacton oder BR-4628 behandelt. BR-4628 ist ein
Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonist, welcher von seiner chemischen Struktur den

Kalziumantagonisten der Dihydropyridinklasse ahnelt.

BR-4628 und Spironolacton zeigen &hnliche Affinitdt am MR, jedoch besitzt BR-4628 eine
hohere Spezifitdt zum MR verglichen mit anderen Steroidhormonrezeptoren im Vergleich zu

Spironolacton (Fagart et al., 2010).

4.2.1. Hydroxyprolin Expression in kardialen Fibroblasten

Kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron behandelt. Die Hydroxyprolin-Expression war
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe (244 % + 46 %, ABB. 5) erhoht. Eine
vorausgehende Inkubation mit BR-4628 oder mit Spironolacton verhinderte die durch
Aldosteron induzierte Hydroxyprolin-Uberexpression komplett (BR-4628: 123 % =+ 16%,
bzw. Spirono: 125 % + 12 %; ABB. 5).
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Abbildung 5: Mit Aldosteron behandelte kardiale Fibroblasten wiesen eine
erhohte Hydroxyprolin Expression auf. Eine Prainkubation mit BR-4628

bzw. Spironolacton reduzierte die Hydroxyprolin Expression.

Kardiale Fibroblasten wurden ausschlieflich mit Aldosteron [10 nM], mit
Aldosteron [10 nM] in Kombination mit BR-4628 [500 nM] oder Aldosteron
[10 nM] in Kombination mit Spironolacton [500 nM] behandelt. Aldosteron
behandelte Zellen zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhohte
Hydroxyprolin Expression. Bei zusatzlicher BR-4628 oder Spironolacton
Behandlung kam es im Vergleich zur Aldosteron Gruppe zu einer Reduktion
der Hydroxyprolin Protein Expression.

n = 16 (Kontrolle); n=9 (Aldo); n = 7 (Aldo + BR-4628); n = 5
(Aldo+ Spirono); *p< 0,05
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4.2.2. Expression des Mineralocorticoid-Rezeptors in kardialen Fibroblasten

Kardiale Fibroblasten wurden mit TGF- oder mit Aldosteron inkubiert und anschlieRend die
Expression der Mineralocorticoid-Rezeptor messenger-RNA (MR-mRNA) bestimmt. Sowohl
die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit Aldosteron als auch mit TGF-R zeigte keine

Anderung der MR-mRNA-Expression (125 % + 7 %, p=ns und 135 % * 15 %, p=ns ABB. 6).
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Abbildung 6: Aldosteron und TGF-R fiihrten zu keiner Anderung der
Expression der MR-mRNA in kardialen Fibroblasten.

Kardiale Rattenfibroblasten wurden mit Aldosteron [10 nM] oder mit TGF-i
[5 ng/ml] behandelt. In der Expression der MR-mRNA (RT-PCR) zeigten sich
sowohl in der Aldosteron- als auch TGF-8 Gruppe keine Unterschiede zur
unbehandelten Kontrollgruppe.

n =7 (Kontrolle); n = 4 (Aldo); n =4 (TGF-R); *p< 0,05
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4.2.3. Proteinexpression von CTGF in Abhéngigkeit von Aldosteron und
BR-4628

Die ausschlieBlich mit Aldosteron behandelten Zellen zeigten eine um das zweifach erhéhte
Expression von CTGF (207 % £ 34 %; ABB. 7) im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen. Eine vorausgehende Inkubation mit BR-4628 verhinderte vollstandig die
Erh6hung der durch das Aldosteron induzierten CTGF-Uberexpression

(95 % + 12 %, ABB. 7).
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Abbildung 7: Mit Aldosteron behandelten kardialen Fibroblasten wiesen
eine erhohte CTGF-Expression auf. Die Prédinkubation mit BR-4628

reduzierte die CTGF-Expression.

Kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron [10 nM] oder mit Aldosteron
[10 nM] in Kombination mit BR-4628 [500 nM] behandelt. Nach Behandlung
der Zellen mit Aldosteron war eine Erhéhung der CTGF Protein Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisbar. Eine zusatzliche BR-4628
Behandlung flihrte zu einer Reduktion der CTGF Protein Expression im
Vergleich zu den Zellen, die ausschlieBlich mit Aldosteron behandelt wurden.
n =7 (Kontrolle); n = 4 (Aldo); n = 4 (Aldo + BR-4628); *p< 0,05
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4.2.4. Proteinexpression von CTGF in Abhéngigkeit von Aldosteron und

Spironolacton

Kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron oder mit Aldosteron in Kombination mit
Spironolacton inkubiert. Daraufhin wurde eine quantitative Proteinanalyse des Fibrose
induzierenden Wachstumsfaktors Connective Tissue Growth Factor (CTGF) mittels Western

Blot durchgefunhrt.

Die ausschlieBlich mit Aldosteron behandelten Zellen zeigten hierbei eine fast um das
zweifach erhéhte Expression von CTGF (184 % + 31 %; ABB. 8). Die Gruppe, die mit
Aldosteron und gleichzeitig Spironolacton behandelt wurde, zeigte hingegen eine im Ver-
gleich zu unbehandelten Kontrollen eine unveréanderte CTGF Expression (99 % + 17 %j;

ABB. 8).
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Abbildung 8: Aldosteron fuhrte in kardialen Fibroblasten zu einer CTGF-
Uberexpression, welche durch Vorbehandlung mit Spironolacton

vollstandig verhindert wurde.

Kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron [10 nM] oder mit Aldosteron
[10 nM] in Kombination mit Spironolacton [500 nM] behandelt. Es zeigte sich
eine Erhohung der CTGF Protein Expression bei den durch Aldosteron
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei den mit Aldosteron
und zusatzlicher Spironolacton behandelten Zellen war eine geringere CTGF
Proteinexpression nachweisbar als in der Gruppe, die ausschlieBlich mit
Aldosteron behandelt worden war; sie lag auf dem Niveau der Kontrolle.

n =8 (Kontrolle); n = 4 (Aldo); n = 4 (Aldo+ Spirono); *p< 0,05
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4.2.5. Proteinexpression von CTGF in Abh&ngigkeit von TGF-R und BR-4628

In dieser Versuchsreihe wurden kardiale Fibroblasten mit dem Fibrose induzierenden
Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor- (TGF-R) oder mit TGF-R in Kombination
mit BR-4628 behandelt. Die Behandlung von kardialen Fibroblasten mit TGF-R8 fuhrte zu
einer Erhohung der CTGF-Proteinexpression gegentiber der Kontrolle (180 % =+ 13 %;
ABB. 9). Durch eine zusétzliche Prdinkubation mit BR-4628 war eine effektive Hemmung
der CTGF Expression mdglich (86 % 9 %; ABB. 9).
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Abbildung 9: Mit TGF-8 behandelte kardiale Fibroblasten wiesen eine
erhohte CTGF-Expression auf. Die Vorbehandlung mit BR-4628

reduzierte die CTGF-Expression.

Kardiale Fibroblasten wurden mit TGF-3 [5 ng/ml] und mit TGF-B [5 ng/ml]
in Kombination mit BR-4628 [500 nM] behandelt. Die durch TGF-R
behandelten Zellen zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhihte
CTGF Protein Expression. Durch eine zusétzliche Vorbehandlung mit
BR-4628 konnte eine CTGF-Uberexpression vollstandig verhindert.

n =7 (Kontrolle); n = 4 (TGF-R); n =4 (Aldo + TGF-R); *p< 0,05
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4.2.6. Proteinexpression von LOX in Abhangigkeit von Aldosteron und
BR-4628

In dieser Versuchsreihe wurden die kardialen Fibroblasten mit Aldosteron oder mit Aldo-
steron in Kombination mit BR-4628 inkubiert. Danach erfolgte eine Bestimmung der
profibrotischen Lysl Oxidase (LOX) Expression. Die mit Aldosteron behandelten Zellen
zeigten hierbei eine fast dreifach erhéhte Proteinexpression von LOX (271 % * 38 %j;
ABB. 10). BR-4628 reduzierte die durch Aldosteron induzierte LOX-Uberexpression
(171 % + 25 %; ABB. 10).
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Abbildung 10: Mit Aldosteron behandelte kardiale Fibroblasten wiesen
eine erhohte Lysyl Oxidase (LOX) Expression auf, die Prainkubation mit
BR-4628 reduzierte diese durch Aldosteron verursachte Steigerung der

LOX-Expression.

Kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron [10 nM] oder mit Aldosteron
[10 nM] in Kombination mit BR-4628 [500 nM] behandelt. Durch Aldosteron
stimulierte Zellen zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine gesteigerte
LOX-Proteinexpression. Eine zusatzliche Préinkubation mit BR-4628 fiihrte zu
einer Reduktion der gesteigerten LOX-Proteinexpression der Aldosteron
behandelten Zellen.

n =9 (Kontrolle); n =5 (Aldo); n =5 (Aldo + BR-4628); *p< 0,05
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4.2.7. Proteinexpression von LOX in Abhangigkeit von Aldosteron und

Spironolacton

In dieser Versuchsreihe wurden die kardialen Fibroblasten mit Aldosteron oder Aldosteron in
Kombination mit Spironolacton inkubiert. Die durch alleinige Inkubation mit Aldosteron
behandelten Zellen zeigten hierbei eine 2,5-fache erhéhte Proteinexpression von LOX

(256 % * 44 %; ABB. 11).

Die Gruppe, die mit Aldosteron und gleichzeitig Spironolacton vorbehandelt wurde, zeigte
eine Reduzierung der LOX Expression im Vergleich zur alleinigen Aldosteronbehandlung
(141 % £ 17 %; ABB. 11).
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Abbildung 11: Aldosteron fuhrte zu einer vermehrten Lysyl Oxidase (LOX)

Expression. Die Prainkubation mit Spironolacton reduzierte diesen Effekt.

Kardiale Fibroblasten wurden mit Aldosteron [10 nM] oder Aldosteron [10 nM]
und Spironolacton [500 nM] behandelt. Die Abbildung zeigt eine nach
Aldosteronstimulation erhohte LOX-Proteinexpression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die LOX-Proteinexpression, der mit Aldosteron behandelten
Zellen wurde durch eine zusétzliche Prainkubation mit Spironolacton reduziert.

n =6 (Kontrolle); n =3 (Aldo); n = 3 (Aldo + BR-4628); *p< 0,05
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Abbildung 12: Ubersicht der untersuchten Signaltransduktionswege bei
atrialer Fibrose.

Aldosteron fihrt zu einer MR vermittelten, gesteigerten CTGF Expression und
einer daraus resultierenden erhdhten Kollagen-Synthese. BR-4628 und
Spironolacton hemmen den Mineralocorticoid-Rezeptor und bewirken eine
Senkung der CTGF Konzentration. SPARC und LOX sind an der Quervernetzung
von Prokollagen in der extrazelluldren Matrix beteiligt. Hydroxyprolin stabilisiert
die Triple Helix des Kollagens und ist ein quantitatives Mal fur den

Gesamtkollagengehalt.
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5. Diskussion

Da bisher nur wenig tber die Signaltransduktion bei Vorhofflimmern bekannt ist wurde in der
vorliegenden Arbeit die Bedeutung des Mineralocorticoid-Rezeptors (MR) bei Vorhofflim-
mern né&her charakterisiert. Insbesondere die Regulation und Identifizierung profibrotischer
Signaltransduktionswege, die an der Entstehung atrialer Fibrose bei Vorhofflimmern beteiligt

sind, wurden eingehend untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen eine durch Aldosteron verursachte und tiber den MR
vermittelte atriale Fibrose. Patienten mit VVorhofflimmern hatten in den untersuchten Gewebe-
proben eine gesteigerte Fibrose im Vergleich zu Patienten mit Sinusrhythmus. Des Weiteren
konnte bei den Patienten mit Vorhofflimmern ein erhdhter Gehalt an Hydroxyprolin und

Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC) nachgewiesen werden.

Auch in kultivierten kardialen Fibroblasten lag nach erfolgter Aldosteronvorbehandlung eine
erhdhte Expression von Hydroxyprolin vor. Eine Prainkubation der kultivierten Fibroblasten
mit Aldosteron erhéhte ebenso die Expression von Connective Tissue Growth Factor (CTGF),
wie auch die Expression der profibrotischen Lysyl Oxidase (LOX). Durch eine zusatzliche
Vorbehandlung mit den MR-Antagonisten Spironolacton oder dem neuartigen BR-4628

konnten diese Aldosteron-Effekte verhindert werden.

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz und linksventrikuldrer Dysfunktion nach Myokardinfarkt
lied sich in klinischen Studien eine geringere Mortalitat nachweisen, wenn deren medika-
mentdse Therapie zusétzlich einen MR-Antagonisten enthielt (Odermatt and Atanasov, 2009;
Pitt et al., 2003; Pitt et al., 1999; Zannad et al., 2011). Das Mineralocorticoid Aldosteron hat
mafgeblichen Anteil an der Entstehung kardialer fibrotischer Umbauprozesse, sowie an der
Entstehung von Vorhofflimmern (Reil et al., 2012). Dementsprechend konnte die Inzidenz
von Vorhofflimmern bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz durch die Gabe eines

MR-Antagonisten reduziert werden (Swedberg et al., 2012).

Die mit der Entwicklung von Vorhofflimmern assoziierten Umbauprozesse, die mit einem

charakteristischen Anstieg der Fibrose einhergehen, liegen im linken VVorhof. Aus diesem
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Grunde wurden Proben von Patienten mit permanentem Vorhofflimmern im Vergleich zu
Kontrollpersonen im Sinusrhythmus hinsichtlich des atrialen Durchmessers praoperativ
gepaart (Adam et al., 2007; Casaclang-Verzosa et al., 2008; Todd et al., 2003).

Hydroxyprolin stabilisiert die Tripelhelix innerhalb von Kollagenmolekilen und ist somit ein
kollagensubtypunabhdngiger Surrogat-Parameter der atrialen Fibrose (Gorres and Raines,
2010). Patienten mit Vorhofflimmern wiesen im Vergleich zu Patienten mit Sinusrhythmus
eine 4-fach erhohte Hydroxyprolin-Konzentrationen im LA auf. Als Zeichen einer ge-
steigerten Fibrose bei Vorhofflimmern konnte der gemessene Anstieg der Hydroxyprolin-
konzentration im linken Vorhof die bestehende Datenlage untermauern (He et al., 2011).

Hinsichtlich der Mineralocorticoid-Rezeptor messenger-RNA (MR-mRNA) Expression
unterschieden sich die beiden Gruppen der Patienten mit und ohne Vorhofflimmern nicht. Im
Zellkulturmodell mit kardialen Rattenfibroblasten liel sich durch eine vorhergehende Stimu-
lation mit Aldosteron ebenfalls keine vermehrte Expression des MR-Rezeptors feststellen.
Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass profibrotische Umbauprozesse im Myokard unab-
hangig von der MR Dichte der Fibroblasten sind. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit konnte in zwei anderen Studien eine erhdhte Expression von MR im rechten und
linken Vorhof von Patienten mit VVorhofflimmern festgestellt werden. (De-An et al., 2010;
Tsai et al., 2010). In beiden Arbeiten waren jedoch die Vorhéfe von Patienten mit VVorhof-
flimmern groRer als die Vorhdéfe von Patienten mit Sinusrhythmus. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden die Vorhdéfe von Patienten mit und ohne VVorhofflimmern hinsichtlich ihres
atrialen Durchmessers gepaart. Die pathophysiologischen Prozesse, die mit einer VVorhof-
vergrofierung einhergehen fuhren zu einem strukturellen Remodeling welches mit einem
reduzierten kardiovaskularen Outcome assoziiert ist (Abhayaratna et al., 2006). Es bleibt zu
diskutieren ob eine Anderung der MR-mRNA Expression Zeichen unterschiedlicher Stadien
eines atrialen Remodelings darstellen. Eine solche Abhangigkeit von der GréRe der VVorhofe
konnte in einer anderen Studie fiir die Expression des profibrotischen Proteins Endothelin-1

gezeigt werden (Mayyas et al., 2010).

Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC) gehort zu den matrizelluléren Pro-
teinen, die durch die Bindung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen die Zusammensetzung

der extrazellularen Matrix regulieren (Dobaczewski et al., 2010; McCurdy et al., 2010). Die
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SPARC-Expression im Vorhof war bei Patienten mit Vorhofflimmern gegentiber denen mit
Sinusrhythmus erhoht. Da es in vorrausgegangenen Studien widerspriichliche Angaben gibt,
in welchen Zellen SPARC exprimiert wird (Chen et al., 2004; Harris et al., 2011), wurden
immunhistochemische Farbungen an Proben des linken VVorhofes durchgefiihrt. Sowohl in
Fibroblasten, wie auch in Myozyten war eine Expression von SPARC erkennbar. Daher ist
eine Beteiligung dieser beiden Zellarten an der SPARC vermittelten Regulation der extra-

zellularen Matrix anzunehmen.

Im Zellkulturmodell mit kultivierten kardialen Fibroblasten wurde die Hydroxyprolinsekre-
tion als Mal? fiir den Gesamtkollagengehalt untersucht (Gorres and Raines, 2010). In den
kardialen Fibroblasten war nach vorrausgegangener Inkubation mit Aldosteron die Hydroxy-

prolinkonzentration und somit die Gesamtkollagenexpression erhoht.

Fur den profobrotischen Meditor CTGF konnte eine entscheidende Rolle im strukturellen
Remodeling aufgezeigt werden (Adam et al., 2010). CTGF ist in der Lage die Proliferation
von Fibroblasten und die extrazelluldre Matrix-Produktion im Bindegewebe zu stimulieren
(Matsui and Sadoshima, 2004; Moussad and Brigstock, 2000). Eine Inkubation mit Aldoste-
ron vermag eine kardiale Fibrose und Vorhofflimmern zu induzieren (Reil et al., 2012). Auch
in dieser Arbeit war nach Prainkubation mit Aldosteron die Konzentration von CTGF in den
kardialen Rattenfibroblasten erhéht. Durch eine zusétzliche Stimulation mit einem Mineralo-
corticoid-Rezeptor-Antagonisten (MR-Antagonisten) war die CTGF-Konzentration auf dem
Niveau der unbehandelten Gruppe. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist eine durch Aldosteron

vermittelte CTGF Expression iber den MR anzunehmen.

Die profibrotische Lysyl Oxidase (LOX) ist das Schlisselenzym im letzten Schritt der Kolla-
genquervernetzung. Eine Stimulation mit Aldosteron fiihrte, Gbereinstimmend mit vorange-
gangenen Studien, zu einer gesteigerten Expression von LOX (Adam et al., 2011; Kagan and
Trackman, 1991).

BR-4628 ist ein nicht steroidaler MR-Antagonist der Dihydropyridinklasse und weist eine mit
Spironolacton vergleichbare Affinitéat fir den MR auf. Bei hoher Spezifitat von BR-4628 fur
den MR, besteht jedoch ein erheblicher Unterschied in der Affinit4t zu anderen Steroid-

rezeptoren im Vergleich zu Spironolacton (Fagart et al., 2010).
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Die durch Aldosteron verursachten profibrotischen Umbauprozesse konnten durch eine Prain-
kubation mit einem MR-Antagonisten reduziert werden. Eine vorausgehende Inkubation mit
BR-4628 war ebenso effektiv, wie eine Vorbehandlung mit Spironolacton. Eine Hemmung
der Uberexpression von Hydroxyprolin, CTGF ebenso von TGF-B und LOX konnte sowohl
durch Spironolacton als auch durch BR-4628 beobachtet werden.

Offen bleibt eine genauere Charakterisierung der profibrotischen Signaltransduktionswege.
Insbesondere sind die Regulation tiber die MR-mRNA Expression und deren Abhangigkeit
vom atrialen Durchmesser bisher unzureichend untersucht. Die in dieser Arbeit erhobenen
Daten wurden Uberwiegend an einem Zellkulturmodell kardialer Fibroblasten von neonatalen
Ratten erhoben. Die moglicherweise in vivo bestehenden zusatzlichen Faktoren, die fibro-
tische Umbauprozesse beeinflussen, bleiben in dem hier verwendeteten Zellkuturmodell un-
bertcksichtigt. Die durch diese Grundlagenforschung erhaltenen Ergebnisse miissen durch

weitere Studien ihre klinische Bedeutung unter Beweis stellen.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten, dass die durch Aldosteron
induzierten fibrotischen Umbauprozesse MR-abhangig sind und eine entsprechende Blockade
dieses Rezeptors fibrotische Umbauprozesse effektiv zu reduzieren vermag. Spironolacton
und BR-4628 sind in der Lage die Einflisse profibrotischer Mediatoren wie CTGF, TGF-3
sowie LOX zu hemmen. Die Mdglichkeit eines potentiellen Ansatzpunktes zur Prévention
einer durch den MR vermittelten artrialen Fibrose, durch die entsprechende Hemmung dieses
Rezeptors scheint gegeben zu sein. Durch den erbrachten Nachweis einer effektiven
Hemmung des MR konnten Spironolacton und BR-4628 in der Lage sein, Vorhofflimmern
und atriale Fibrosierung zu beeinflussen und stellen daher mdgliche Ansatzpunkte einer neuen

medikamentdsen Therapie dar.
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