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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Ras/ERK-MAPK-Signalweg

Der MAP-Kinase-Signalweg oder die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskade ist ein
intrazellularer Signaltransduktionsweg, der Uber mindestens drei seriell geschaltete
Kinasen regulierend in die verschiedenen Phasen des Zellzyklus eingreift. Bei diesen
Phosphorylierungskaskaden wird das Signal durch Phosphorylierung und konsekutive
Aktivierung der jeweils nachgeschalteten Kinase weitergegeben, was eine Aktivierung
von Zielproteinen in Zytoplasma und Zellkern zur Folge hat. MAP-Kinase-Signalwege
kontrollieren eine Vielzahl an grundlegenden zellbiologischen Ablaufen wie
Zellproliferation, - differenzierung und -wachstum sowie den programmierten Zelltod.
Auch im Rahmen der Embryogenese spielen MAPKs eine entscheidende Rolle [1-4].

Bis heute wurden vier verschiedene MAP-Kinase-Familien im Saugetier entdeckt und
nach den jeweils beteiligten MAP-Kinasen benannt: Extrazellular-signalregulierte
Kinase 1 und 2 (ERK1/2), c-Jun N-terminale Kinase (JNK), p38 und ERK5. Weitere
Kinasen wie ERK3/4 und ERK7/8 zeigen zwar Ahnlichkeiten mit den typischen MAPKs,
unterscheiden sich aber im Aktivierungsmechanismus, was nahelegt, dass es sich nicht
um Bestandteile des klassischen MAP-Kinasesignalwegs handelt [5]. Als klassischer
MAP-Kinase-Signalweg wird heute der Ras/ERK-MAPK-Signalsweg (ERK1/2)
angesehen. Uber Aktivierung durch Liganden wie Mitogene, Wachstumsfaktoren und
Zytokine wirkt dieser Signalweg hauptsachlich auf Zellwachstum, -proliferation und —
differenzierung [6]. Eine bedeutende Rolle hat dies auch fiir die Kanzerogenese - bei
ca. 30 Prozent aller Tumorerkrankungen zeigt sich dieser Signalweg verstarkt aktiviert
[7, 8].

Durch Bindung des jeweiligen Liganden an den extrazellularen Teil der
Rezeptortyrosinkinase (RTK), ein Transmembranrezeptor, dessen intrazelluldrer Teil
eine Tyrosinkinaseaktivitat aufweist, erfolgt durch Konformationsdnderung eine
Dimerisierung des Rezeptors. Durch die Dimerisierung wird die Autophosphorylierung

des Rezeptors ermoglicht, was wiederum fiir die Signaltransduktion unentbehrlich ist.
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Es folgt die Kopplung an Adaptermolekiile wie Shc und Grb2, woriiber es zur Bindung
des Austauschfaktors Sos an den Signalkomplex kommt [9]. Sos bewirkt die Aktivierung
der GTPase Ras, welches wiederum direkt mit der Proteinkinase Raf interagiert. Raf
wird von weiteren nicht direkt am Signalweg beteiligten Kinasen phosphoryliert und
aktiviert MEK, welches wiederum MAP Kinasen wie ERK1 und ERK2 aktiviert. Letztlich
kommt es zur Translokation von ERK in den Zellkern, worliber die Regulation von

Transkriptionsfaktoren erfolgt [10-13].

Wachstumsfaktoren @ o

Zytokine ‘:.

Abbildung 1: Ras/ERK-MAPK-Signalweg

Stimulation der RTK durch Wachstumsfaktoren oder Zytokine fiihrt zur Aktivierung der MAPK ERK1 und
ERK2. ERK phosporyliert zytoplasmatische und nukleédre Zielproteine, wodurch die Regulierung von
Zielgenen erfolgt. Abbildung basierend auf Bundschu, 2005.

1.2 Malignome und Rasopathien infolge der Fehlregulation des

Ras/ERK-MAP-Kinase-Signalweges
Eine pathologisch gesteigerte Aktivitdt des Ras/ERK-MAP-Kinase-Signalweges wurde

mit verstarkter Zellproliferation, Invasivitat, Defekten der Apoptose und ausgepragter
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Neovaskularisierung in Verbindung gebracht. Dies fliihrte zu der Untersuchung dieses
Signalweges im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen, deren atiopathologische
Grundlage stets ein Ungleichgewicht zwischen Zellproliferation und programmiertem
Zelltod ist. Aktivierende Mutationen von Ras oder B-Raf kdnnen beim Menschen in
verschiedensten Geweben zu malignen Neoplasien fiihren [8, 14-18].

Darlber hinaus kann eine Fehlregulation des Ras/ERK-MAPK-Signalwegs als ursachlich
fir eine klinisch und genetisch heterogene Gruppe von Erkrankungen gesehen werden,
welche aufgrund der ihr zugrundeliegenden Hochregulation des Ras-abhangigen
Signalweges als ,Rasopathien” bezeichnet werden [19]. Der haufig auch als Neuro-
Kardio-Fazio-Kutan-Syndrome (NCFC-Syndrome) bezeichneten Syndromgruppe liegen
Keimbahnmutationen in Genen zugrunde, die fiir Proteine des Ras/ERK/MAP-Kinase-
Signalswegs kodieren. Die klinische Symptomatik der einzelnen Syndrome prasentiert
sich sehr heterogen, jedoch gibt es auch starke Uberlappungen zwischen den einzelnen
Krankheitsbildern, wie zum Beispiel charakteristische kraniofaziale Auffalligkeiten,
kardiale Defekte, mentale Retardierung und Verhaltensauffilligkeiten sowie ein
erhdhtes Tumorrisiko.

Das Noonan-Syndrom ist unter den Rasopathien mit 1:1000 — 1:2500 eine relativ
haufige genetische Erkrankung und folgt einem autosomal-dominanten Erbgang. Zu
den typischen Merkmalen des Noonan-Syndroms zdhlen charakteristische
kraniofaziale Dysmorphien, proportionierter Minderwuchs, angeborene Herzfehler
und neurokognitive Entwicklungsverzogerungen [19-22].

Das Costello-Syndrom ist eine mit vergleichsweise geringerer Inzidenz (1:100 000) eher
sporadisch auftretende genetische Erkrankung mit autosomal-dominantem Erbgang.
Phanotypisch zeigen sich hierbei kraniofaziale Auffalligkeiten, wie vergréberte
Gesichtszlige und Makrozephalus, Gedeihstorungen, kardiale und muskuloskelettale
Anomalien sowie haufig eine geringgradige geistige Retardierung [23].

Eine weitere den Rasopathien angehérende Erkrankung ist die autosomal-dominant
vererbte Neurofibromatose Typ 1, der eine Mutation des NF1-Gens auf Chromosom 17
zugrunde liegt. Der hierdurch entstehende Mangel an Neurofibromin bewirkt eine

andauernde Aktivierung von Ras, was wiederum als Ursache fir die typischen
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Erkrankungsmerkmale, wie multiple Neurofibrome, Café-au-lait-Flecken, Hamartone
der Iris - sogenannte Lisch-Knoten - und Optikusgliome, gesehen wird.

Die meisten den Rasopathien angehdrenden Syndrome haben auRerdem ein erh6htes
Malignomrisiko gemein. Die aufgefiihrten Erkrankungen verdeutlichen die immense
Wichtigkeit eines strikt regulierten Ras/ERK-MAP-Kinase-Signalwegs fur die
physiologische Entwicklung des Menschen [24].

Konsekutiv bietet die Entwicklung von Wirkstoffen, deren Angriffspunkt der
molekulare MAP-Kinase-Signalweg ist, ein vielversprechendes Feld der aktuellen
Krebstherapieforschung. Verschiedene dieser Wirkstoffe, wie zum Beispiel VEGFR-
Tyrosinkinase-Inhibitoren (Vascular endothelial growth factor receptor), befinden sich

bereits in fortgeschrittenen Stadien der klinischen Entwicklung [8, 25-27].

1.3 SPRED

SPRED-Proteine sind membranassoziierte Inhibitoren des Ras/ERK-MAPK-Signalwegs.
Zusammen mit anderen strukturverwandten Sprouty-Proteinen wirken sie Uber die
Inhibierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen regulierend auf die Proliferation,
Differenzierung und das Wachstum der Zellen eines Organismus [28]. Bisher wurden
drei Isoformen von SPRED im Saugetier beschrieben, die sich sowohl in ihrer
chromosomalen Lokalisation, als auch in der Auspragung ihrer Expression in

verschiedenen Geweben unterscheiden: SPRED1, SPRED2 und SPRED3 [29, 30].

1.3.1 Struktur

SPRED-Proteine bestehen aus drei Domanen: Einer N-terminalen Enabled/VASP
homologen (EVH1-) Domaéne, einer zentralen c-Kit-bindenden Doméane (KBD) und einer
C-terminalen cysteinreichen und mit Sprouty verwandten (SPR-) Domane [28, 29].
Murines SPRED2 ist ein 46 kDa groRRes Protein bestehend aus 411 Aminosduren. Das
dafir kodierende Gen besteht aus 1233 proteinkodierenden Nukleotiden aufgeteilt auf

sechs Exons. Exon 1 -3 kodieren fir die EVH1 Domane, Exon 4 und 5 kodieren fiir die
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Region zwischen EVH1 und KBD und Exon 6 kodiert fiir die KBD- und die SPR-Domane
[31].

Die genomische Struktur des murinen SPRED1 ist der von SPRED2 sehr dhnlich, sie
enthalt jedoch ein weiteres Exon, welches fiir einen Teil der Region zwischen EVH1 und
KBD kodiert. SPRED3 verfligt mit sechs Exons (iber eine dhnliche Struktur wie SPRED2,
jedoch ist hier wegen des Austauschs von Arginin durch Glycin die KBD-Domane nicht
funktionell [29].

Die N-terminale EVH1-Domadne ist eine evolutiondr konservierte Proteindomane
bestehend aus circa 115 Aminosduren. Als Protein-Interaktionsmodul erkennt und
bindet es spezifisch an prolinreiche Sequenzen. Aktuell sind vier Proteinklassen,
welche EVH1-Domanen enthalten, bekannt: Ena/VASP Proteine, Homer/Ves| Proteine,
die Wiskott-Aldrich Syndrom Proteine und die SPRED-Proteine [32]. Dass die EVH1-
Domane fir die Funktion der SPRED-Proteine essenziell ist, zeigte der Verlust der
inhibitorischen Wirkung auf den MAP-Kinase-Signalweg, ausgel6st durch N-terminale
Deletion der Doméne in SPRED1 und SPRED2 Mutanten [28, 33].

Die c-Kit-bindende Doméne (KBD) besteht aus ungefahr 50 Aminosduren und befindet
sich im Zentrum des Proteins [28, 34].

Die Sprouty-Domane (SPR) ist eine hochkonservierte cysteinreiche Region bestehend
aus ungefahr 110 Aminosauren. Die SPR-Domaéne ist homolog zu dem C-Terminus der
Sprouty-Proteine, welche &ahnlich wie SPRED als Inhibitoren des MAP-Kinase-
Signalweges beschrieben wurden [35, 36]. Die SPR-Domane ist in SPRED2 essentiell fiir
die MAPK-Signalweg-Regulierung [37, 38], wahrend sie in SPRED1 fir die Inhibierung

der ERK-Phosphorylierung nicht notwendig zu sein scheint [33].
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26 bp 178 b, 169 bp 65 bp 138 bp 657 by
DNA —(EemeiEa o o — =8 S

Protein

Abbildung 2: SPRED2-Proteinstruktur und korrespondierende genomische Exon/Intron-Organisation

Exon (Ex) 1, 2 und 3 kodieren fiir die EVH1-Domaéne, Exon 4 und 5 fiir den Mittelteil und Exon 6 fir die
KBD- und SPR-Doméne. Die Zahlen (iber den Exons stehen fiir die 1233 Protein-kodierenden Nukleotide
der SPRED2-cDNA, welche in das 411 Aminosduren umfassende SPRED2-Protein translatiert werden.
Abbildung basierend auf Bundschu, 2005 [31].

1.3.2 Expression

Die endogene SPRED-Promotor-Aktivitat und die Expression von SPRED im Menschen
und im Tiermodell konnte im Rahmen von Untersuchungen auf RNA-Ebene durch
Northern Blots, RT-PCR und In-situ-Hybridisierung sowie auf Proteinebene durch
Western Blots und Immunhistochemie weitgehend erforscht werden. Dariber hinaus
konnte durch das Erzeugen der SPRED2-KO-Maus (Knockout) via ,,Gene-trap“-Methode
die Promoter-Aktivitdat von SPRED2 analysiert werden.

Wahrend der murinen Embryogenese zeigte sich eine starke endogene SPRED2-
Promotor-Aktivitdt in ektodermalen und mesodermalen Geweben, danach in sich
entwickelndem neuronalem Gewebe, Driisengewebe, Herz, Lunge, Intestinum,
Urogenitaltrakt und Extremitaten [39, 40].

In der adulten Maus wird SPRED2 nahezu ubiquitar exprimiert mit vorherrschender
Expression im Gehirn und anderen neuronalen Geweben, Driisengewebe und in den
glatten Muskelzellen von GefalRen, Darm und Uterus [41].

Wahrend SPRED1 ebenfalls ubiquitdr mit Prddominanz im Gehirn vorhanden ist, wurde
SPRED3 bisher fast ausschlieBlich im Gehirn nachgewiesen [29, 42]. Folglich zeigen die

SPRED-Isoformen ein spezifisches Expressionsmuster in unterschiedlichen Geweben.
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Dass SPRED2 eine wichtige Rolle in der Organogenese spielt, wird durch die
Beobachtung verdeutlicht, dass insbesondere die in der Entwicklung befindlichen
Gewebe eine erhohte SPRED2-Expression aufweisen.

Im Menschen konnte SPRED2 durch Messung der Immunreaktion mittels Multi-Tissue-
Arrays bislang in Leber, Haut, in der Mukosa des Magen-Darm-Trakts und in
Drisengewebe wie SchweiRdriisen, Prostata und Speicheldriisen nachgewiesen

werden [42].

1.3.3 Funktion

Als Inhibitoren des weit verbreiteten Ras/ERK-MAP-Kinase-Signalweges sind SPRED-
Proteine an der Regulation von Zellproliferation und —differenzierung einer Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen beteiligt. Die Aktivierung des Ras/ERK-MAP-Kinase-
Signalweges infolge Bindung an Rezeptortyrosinkinasen wird durch unterschiedliche
Liganden, wie Wachstumsfaktoren (FGF, EGF, VEGF), Zytokine und Chemokine,
vermittelt.

Der notwendige inhibitorische Effekt durch SPRED wird durch Interaktion mit
unterschiedlichen Komponenten des Signalwegs vermittelt, deren Position am ehesten

zwischen der RTK und Ras oder zwischen Ras und Raf zu liegen scheint [28].
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Wachstumsfaktoren ge o

Zytokine ® g ®

Abbildung 3: SPRED als Inhibitor des Ras/ERK/MAPK-Signalsweges

Stimulation der RTK durch Wachstumsfaktoren oder Zytokine flihrt zur Aktivierung der MAPKs ERK1 und
ERK2. ERK phosporyliert zytoplasmatische und nukledre Zielproteine, wodurch die Regulierung von
Zielgenen erfolgt. SPREDs inhibieren den Ras/ERK/MAPK-Signalweg an unterschiedlichen Stellen wie
zum Beispiel zwischen Ras und Raf. Abbildung basierend auf Bundschu, 2005.

1.3.4 Klinischer Bezug

Durch die Verwendung von unterschiedlichen Mausmodellen wurden die
Auswirkungen der Defizienz von SPRED auf verschiedene Organsysteme genauer
untersucht. Nach aktuellem Kenntnisstand nimmt SPRED regulatorisch Einfluss auf das
Knorpel- und Knochenwachstum [43], auf hamatopoetische Prozesse [44], beeinflusst
die Allergen-induzierte Eosinophilie der Atemwege [45] und ist am zytoplasmatischen
Vesikeltransport [42, 46] beteiligt. Darliber hinaus wirkt SPRED hemmend auf
Zellmotilitat und Metastasierung [27, 47].

Seit der Entdeckung von SPRED im Jahre 2001 wurden erste Hinweise auf die Folgen
einer fehlenden oder verdanderten SPRED-Expression beim Menschen gefunden.
Unlangst legten Forschungen, welche die Dysregulation der menschlichen SPRED-
Expression in Verbindung mit dem Auftreten von Neoplasien wie Brust-, Prostata-,

Haut- und Leberkrebs bringen konnten, den Verdacht nahe, dass diese Proteine eine
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wichtige Rolle bei der Tumorgenese spielen und SPRED als prognostischer
Tumormarker fungieren kénnte [48-53]. Dariiber hinaus zeigte sich die Mutation des
menschlichen SPRED1 mit partieller oder vollstandiger Defizienz als ursachlich flr das
Legius-Syndrom [54]. Diese genetische Erkrankung weist groBe Ahnlichkeit zu der
Neurofibromatose auf und gehoért zu den Rasopathien.

In der Humanmedizin ergab aullerdem die Untersuchung der Tumoren bei Patienten
mit hepatozellularem Karzinom (HCC) eine erhdhte ERK-Phosphorylierung und eine
herabgesetzte Expression von SPRED1/2. Weiterhin konnte bei HCC Patienten mit
niedriger SPRED Expression eine erhohte Inzidenz von Tumorwachstum und
Metastasierung nachgewiesen werden, wohingegen bei Patienten mit erhdhten
SPRED-Levels eine verminderte Invasivitdt und Metastasierungsneigung festgestellt
werden konnte [55]. Wenn auch SPRED-Mutationen bislang fiir keine Tumorentitat als
alleinige Ursache gesehen werden, kénnten sie in Zukunft wegen dieser Feststellungen
und aufgrund ihrer antiproliferativen Wirkung als Prognosefaktoren und potenzielle

Ziele in der Krebstherapie dienen.

1.3.5 Phdnotyp der SPRED2-KO-Maus

SPRED2-KO-Mause zeigen phanotypisch einen Achondroplasie-dhnlichen Minderwuchs
mit im Vergleich zu Wildtyp-Tieren vermindertem Wachstum und Kérpergewicht, was
sich bei den Mannchen starker zeigt als bei den Weibchen. Dariber hinaus weisen sie
verkiirzte Tibia-Langen und verschmalerte Wachstumsfugen [43] sowie eine erhdhte
Blutungsneigung im Rahmen von Verletzungen auf. Dabei ist sowohl der absolute
Blutverlust erhoht als auch die Blutungszeit signifikant verlangert. Ob dies einer
Dysfunktion der Thrombozyten bei der primaren Blutstillung geschuldet ist oder aber
andere Pathomechanismen eine Rolle spielen, ist bislang noch nicht geklart.

Bei den SPRED2-KO-Tieren konnte weiterhin eine haufig unilateral ausgebildete
Nierendegeneration unter Ausbildung einer Hydronephrose, mit
Lymphozyteninfiltration und Atrophie des Nierengewebes festgestellt werden.

Weitere Auffilligkeiten der SPRED-2-KO-Mause sind ein exzessives Putzverhalten,

unter welchem es gehauft zu selbstzugefiigten Verletzungen kommt. Grund hierfir
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konnte eine generell gesteigerte Anfalligkeit fiir Stress sein, was vor dem Hintergrund
einer erhohten Aktivitat der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse (HPA) mit
konsekutiv erhéhten Spiegeln an Stresshormonen bei den KO-Tieren plausibel
erscheint.

Die Tiere zeigen des Weiteren eine Polydipsie mit nahezu verdoppeltem taglichem
Wasserkonsum. Hierbei konnte ein Diabetes mellitus als Ursache fiir die Polydipsie
ausgeschlossen werden. Auch ein Diabetes insipidus centralis war mit Hilfe der
Durchfiihrung eines Durstversuches und der unverdanderten ADH-Konzentration im
Serum, die vor und nach dem Dursten bestimmt wurden, nicht nachweisbar. Da
dariiber hinaus bei den KO-Mausen eine erhohte Serumosmolalitdt feststellbar war,
die keine Kompensation durch die Polydipsie zeigte, vermutete man zunachst eine
Stoérung der renalen Salzausscheidung, welche zur osmotischen Diurese und
gesteigertem Trinkverhalten fiihrt. Jedoch scheint bei der SPRED2-KO-Maus keine
Dysregulation des Salz- und Wassertransports zugrundezuliegen, sondern die erhohte
Serumosmolalitat vielmehr einer gestérten Hormonhomaoostase geschuldet zu sein. So
konnte bei den KO-Tieren ein Hyperaldosteronismus mit nahezu verdoppelten
Aldosteronspiegeln festgestellt werden. Eine Hyperkaliamie, welche zu erhdhter
Aldosteronsynthese fiihrt, konnte hingegen nicht nachgewiesen werden, des Weiteren
auch keine erhohte Aktivitat des Renin-Angiotensin-Systems, was eine primare Genese
des Hyperaldosteronismus nahelegt [56]. Der beim Menschen haufig mit
Hyperaldosteronismus assoziierte arterielle Hypertonus konnte demgegeniiber bei den
SPRED2-Mausen nicht beobachtet werden, sowohl bei der nichtinvasiven als auch bei
der invasiven Blutdruckmessung lagen die Werte im Mittel im normotensiven Bereich
(siehe Abbildung 4).

AbschlieBend konnten initiale kardiologische Untersuchungen eine kardiale
Hypertrophie mit erhohter Herz-/Koérpergewicht-Ratio (siehe Abbildung 5), des
Weiteren eine erhohte Wanddicke des linken Ventrikels und eine gesteigerte
Ejektionsfraktion (siehe Abbildung 6) nachweisen. Dies flihrte zu der Annahme, dass

der Phanotyp der SPRED2-KO-Maus sich auch in einer pathologisch verdanderten
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Herzleistung niederschlagt und hieriiber die Uberlebenszeit der Tiere negativ

beeinflusst werden konnte [57].
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Abbildung 4: Ergebnisse der Blutdruckmessung von Ullrich et al.

Blutdruckmessungen bei WT- und KO-Mausen. Sowohl bei Betrachtung des systolischen (SBP) als auch
des diastolischen (DBP) und des mittleren Blutdrucks (MBP) zeigte sich im Mittel kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Nach Ullrich et al.
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Abbildung 5: HW/BW-Ratio
Erhéhte Herzgewicht/Kérpergewicht-Ratio bei den KO-Mausen aufgrund kardialer Hypertrophie bei

insgesamt vermindertem Korpergewicht. Nach Ullrich et al.
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Abbildung 6: Ergebnisse aus Himodynamik von Ullrich et al.

EF (%)

WT

Erhohte Ejektionsfraktion (EF) bei den KO-Tieren (entspricht dem prozentualen Anteil des
Schlagvolumens am enddiastolischen Volumen). Dies spricht fir eine zum Zeitpunkt der Messung
kompensierte kardiale Auswurfsituation bei den KO-Tieren. Nach Ullrich et al.
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1.4 Mausmodell

Die Maus als Modellorganismus stellt ein bedeutsames biologisches und
biomedizinisches Werkzeug zur Durchfliihrung von in vivo Untersuchungen dar. Seit zur
Jahrhundertwende das menschliche und das murine Genom vollstandig sequenziert
werden konnten [58-60], steht die Wissenschaft nun vor der Aufgabe, die Funktionen
der proteinkodierenden Sequenzen zu untersuchen. Zur Erforschung der
Genfunktionen von Saugetieren haben sich Mause hierbei wegen ihrer genetischen
Ahnlichkeit zum Menschen als besonders wertvoll herausgestellt. Als Sdugetiere bieten
sie eine groRe Vergleichbarkeit mit dem Menschen beziiglich Entwicklung, Physiologie,
Verhalten und Erkrankungen [61]. Die hohe Reproduktionsrate, begrenzte raumliche
Anforderungen, einfache Haltung sowie den daraus resultierenden niedrigen Kosten
stellen dariiber hinaus praktische Vorteile dar. Vor dem Hintergrund der Ubertragung
auf den Menschen spielt die Manipulation von Genen eine wichtige Rolle fir das
Verstandnis der Genfunktion und die Erforschung von Krankheiten, bei welchen eine
genetische Ursache vermutet wird.

Bei der KO-Maus werden mittels Manipulation von embryonalen Stammzellen, welche
anschlielend in die murine Keimbahn eingebracht werden, ein oder mehrere Gene
gezielt deaktiviert. Die im Jahre 2007 mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichneten
Wissenschaftler Capecchi, Evans und Smithies legten 1989 durch die erstmalige
Kombination von gezielter Genmodifikation [62, 63] mit der in vitro Kultivierung von
embryonalen Stammzellen [64, 65] den Grundstein flr die Entwicklung der ersten KO-

Maus.

1.4.1 ,Gene-trap“-Methode

Gene-trapping ist eine schnelle und kostenglinstige Technik zur Herstellung einer
groflen Vielfalt an Insertionsmutationen im gesamten Genom und ermoéglicht die
gleichzeitige Untersuchung von Expressionsmustern spezieller Gene im Mausmodell
[66-69]. Im Gegensatz zum ,Gene-targeting” basiert ,,Gene-trapping” auf der zufalligen
Integration eines speziellen ,,Gene-trap“-Vektors ins Genom. Hierbei wird der Gene-

Trap-Vektor Uber Elektroporation oder retrovirale Infektion von embryonalen
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Stammzellen (ES-Zellen) in das murine Genom eingebracht. Die ES-Zellen mit dem
integrierten Vektor werden in Blastozysten injiziert und diese in die Mauseweibchen
reimplantiert. Ein Gene-trap-Vektor besteht aus einem promotorlosen Reportergen,
zum Beispiel lacZ, welches eine Verfolgung der endogenen Promotoraktivitat
ermoglicht. Des Weiteren beinhaltet er einen genetischen Selektionsmarker, meist ein
Gen fir eine Antibiotika-Resistenz wie neo®, welches die positive Selektion von ES-
Zellen mit erfolgreich integriertem Gen-Trap-Vektor aus einer mit Antibiotika
versetzten Kultur ermoglicht. Die so gewonnenen embryonalen Stammzellen werden
zur Erzeugung chimarer KO-Mause verwendet. Mit Hilfe des Reportergens kdnnen nun
Gewebe identifiziert werden, in denen das betreffende Gen aktiv ist. Diese
exprimieren die B-Galaktosidase und konnen durch X-Gal-Farbung detektiert werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten SPRED2-KO-Mduse wurden zwecks
Genablation und Funktionserforschung im lebenden Organismus mit Hilfe des ES-
Zellklons XB228 generiert [43]. Der dort enthaltene ,Gene-trap“-Vektor inseriert
zwischen Exon 4 und 5 im SPRED2-Gen und wurde so unter die Kontrolle des
endogenen SPRED2-Promotors gebracht. Die Durchfihrung von X-Gal-Farbungen
ermoglichte so die Untersuchung der Promotoraktivitat in jedem Organ. Die Intensitat

der Farbreaktion korreliert hierbei mit dem Gehalt an B-Galaktosidase [70].

1.5 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) besteht aus verschiedenen
Hormonen und Enzymen, die den Flissigkeits- und Salzhaushalt steuern und stellt
eines der wichtigsten blutdruckregulierenden Systeme des Korpers dar [71]. Das in den
juxtaglomeruldren Zellen der Niere synthetisierte und gespeicherte Enzym Renin wird
bei Blutdruckabfall [72, 73], eine durch die Macula densa Zellen detektierte erniedrigte
Kochsalzkonzentration [74] und durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems
[75, 76] vermehrt freigesetzt [77-82]. Renin bewirkt als Protease eine Abspaltung von
Angiotensin | aus dem in der Leber gebildeten Peptid Angiotensinogen [83].

Angiotensin | wird vom Angiotensin Converting Enzyme (ACE), eine Zink-

Metalloprotease, die unter anderem in den luminalen Endothelzellen der Lunge und
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Nebennieren vorkommt, in das Oktapeptid Angiotensin Il (berfiihrt, welches das
eigentliche Effektorpeptid des RAAS darstellt. Als Vasokonstriktor der peripheren
GefaRe bewirkt Angiotensin Il eine direkte Steigerung des Blutdrucks [84]. In den
Nieren reguliert Angiotensin Il in Abhangigkeit des arteriellen Blutdrucks den renalen
Blutfluss und die glomerulédre Filtrationsrate (GFR). Hierzu fiihrt Angiotensin Il bei
Hypotension zu einer Verengung der Vasa efferentia, bei Hypertension zu einer
Vasokonstiktion der Vasa afferentia [85, 86]. In der Nebennierenrinde flihrt
Angiotensin Il zu einer Freisetzung von Aldosteron [87]. Uber seine Wirkung auf das
zentrale Nervensystem fordert Angiotensin Il Durstgefiihl und Salzhunger.

Einer GiberschieBenden Wirkung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems wird durch
negative Rickkopplung entgegengewirkt. Hypertonus, Angiotensin Il und Aldosteron
fihren so zu einer verminderten Freisetzung von Renin [78, 88]. Neben den
physiologischen Effekten zeigen Angiotensin Il und Aldosteron auch eine Beteiligung an
pathophysiologischen Effekten, wie der Hypertrophie und Fibrosierung des Myokards
und der Gefalle im Rahmen von Hypertonie oder Herzinsuffizienz [89].

Das RAAS mit seinen verschiedenen Komponenten stellt somit einen essenziellen
Regelkreislauf flir eine adaquate Reaktion auf Schwankungen des Blutdrucks und

Stérungen des Salz- und Flussigkeitshaushalts dar [90].
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Abbildung 7: Vereinfachtes Schema des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Abspaltung von Angiotensin | aus Angiotensinogen durch Renin, durch ACE wiederum Abspaltung von
Angiotensin Il. Forderung von Vasokonstriktion und Durstgefiihl durch Angiotensin Il sowie Freisetzung
von Aldosteron und hierlber verstarkte Natrium- und Wasserretention.

1.6 Aldosteron

Die Erstbeschreibung des Aldosterons erfolgte 1953 durch Simpson und Tait [91].
Aldosteron ist ein natirliches, aus Cholesterin gebildetes Steroidhormon, dessen
wesentlicher Syntheseschritt durch das Enzym Aldosteronsynthase katalysiert wird.
Seine regulierende Wirkung auf den Flissigkeits-, Salz- und Saure-Basen-Haushalt und
somit auf die Blutdruckregulation ist fiir den menschlichen Koérper essentiell [92].
Bildungsort dieses Mineralkortikoids ist die Zona glomerulosa der Nebennierenrinde
[93-95]. Circa 30 — 50 Prozent des Aldosterons liegen in freier Form im Plasma vor, der
Rest ist an Albumin und das Corticosteroid-binding-globulin (CBG) gebunden. Die
Ausscheidung  erfolgt  Uber  den Urin  als  Aldosteron-18-Glucuronid,
Tetrahydroaldosteron-3-Glucuronid sowie zu einem Teil als freies Aldosteron. Seine
Sekretion wird im Rahmen des RAAS durch die Wirkung von Angiotensin Il geférdert,
welches bei Hyponatridmie, Hypovoldamie sowie reduzierter Nierendurchblutung

vermehrt gebildet wird [95]. Hyperkalidamie fihrt direkt zu einer erhdhten
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Aldosteronausschittung [96-98], des Weiteren fordert ACTH die Aldosteronsekretion,
wahrend das atriale natriuretische Peptid (ANP) die Sekretion hemmt [99]. Seine
Wirkung entfaltet Aldosteron insbesondere Uber die Stimulation von intrazelluldren
Mineralkortikoidrezeptoren (MR) in den Tubuluszellen der Nieren [100], welche in
Struktur und Aktivierungsmechanismus stark den Glukokortikoidrezeptoren dhneln
[101, 102]. Durch Binden von Aldosteron an den zytosolischen intrazellulairen MR
kommt es zur Translokation des Steroid-Rezeptor-Komplexes in den Nukleus, wo
dieser regulatorisch auf die Transkription und Proteinsynthese wirkt. Hierdurch erfolgt
die vermehrte Expression von luminalen Natrium- und Kaliumkanadlen sowie von
basolateralen Natrium-Kalium-ATPasen. Die Folge ist eine gesteigerte Riickresorption
von Natrium und Wasser und eine erhéhte Ausscheidung von Kalium und Protonen.
Jedoch werden MR ebenfalls in anderen Geweben wie Myokard, Endothel und glatten
Muskelzellen in GefalRen, Colon, epithelialen Geweben und im Gehirn exprimiert [92,
101, 103-105].

Die Effekte von Aldosteron werden in akut oder nicht-genomisch beziehungsweise in
chronisch oder genomisch unterschieden. Wahrend nicht-genomische Effekte ihre
Wirkung bereits nach wenigen Minuten entfalten, dauert es bis zum Wirkungseintritt
von genomischen Effekten Uber Transkription, Translation und Proteinexpression
mindestens 0,5 Stunden. Die schnelle, nicht-genomische Wirkung zum Beispiel in Form
einer Erhéhung des GefaBwiderstands [106] wird Gber den klassischen MR vermittelt
[105-107]. Dariber hinaus scheint es nicht-genomische Effekte, wie die negative
Inotropie zu geben, die ihre Wirkung unabhangig von MR vermittelt [108]. Es ist
bislang noch nicht im Einzelnen geklart, welche Effekte des Aldosterons durch
genomische und welche durch nicht-genomische zum Tragen kommen.

Ein chronischer Hyperaldosteronismus kann beim Menschen primar als sogenanntes
Conn-Syndrom [109, 110], oder aber wesentlich haufiger als sekundarer
Hyperaldosteronismus zum Beispiel im Rahmen von Herzinsuffizienz und Leberzirrhose
auftreten und zu Alkalose, arteriellem Hypertonus und Fibrose von Herz und Nieren
fiuhren [111, 112]. Ursachlich fiir einen Hypoaldosteronismus kdnnen dagegen

beispielsweise eine Nebenniereninsuffizienz im Rahmen eines Morbus Addison, das
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adrenogenitale Syndrom, eine autonome Neuropathie sowie ein Untergang von
juxtraglomeruldren Zellen im Rahmen einer diabetischen Nephropathie sein.
Strukturelle Schadigung des Myokards im Rahmen von Myokardinfarkt oder
Herzinsuffizienz, aber auch die isolierte arterielle  Hypertonie ohne
Endorganschadigung [113], flihren zu einer gesteigerten myokardialen
Aldosteronsynthese [95, 114-117] und zu insgesamt erhohten Aldosteronspiegeln im
Blutplasma [118, 119]. Umgekehrt geht eine gesteigerte Aktivierung des RAAS bei
bestehender Herzinsuffizienz mit einer hoheren Mortalitdt einher [120-122]. Dabei
geht man inzwischen davon aus, dass manche Wirkungen des Angiotensins Gberhaupt
erst durch das Mitwirken von Aldosteron auftreten, bzw. durch dieses verstarkt
werden [123, 124].

Wie auch Angiotensin spielt Aldosteron eine maRgebliche Rolle bei der Entstehung von
Herz-Kreislauferkrankungen. So legen zahlreiche Studien der letzten Jahre nahe, dass
Aldosteron sowohl Uber direkte rezeptorvermittelte Wirkung, als auch indirekt via
Modulation der Angiotensinrezeptoren zu einem Voranschreiten von kardialer
Hypertrophie, Remodeling mit interstitieller Myokardfibrosierung und Stoérung der
GefalRfunktion fuhrt. Diese Effekte wiederum minden langfristig in Pathologien wie
verminderte ventrikuldre Relaxation, gestorte Erregungsleitung und inflammatorische
Prozesse in Koronarien und sonstigen GefaRen und bilden somit den Nahrboden fiir
Herzinsuffizienz und plétzlichen Herztod [125-136].

Interessanterweise fiihrt eine medikamentdse Blockierung des Angiotensin-
Converting-Enzyms nicht zu einer konsekutiven Verminderung der Aldosteron-Serum-
Spiegel und zeigt somit isoliert keine suffiziente Reduktion der aldosteronbedingten
Pathologien. Dieses als , Aldosteron-Escape” bezeichnete Phanomen fihrt zu der
Annahme, dass eine Angiotensin-unabhdngige Aldosteronsynthese existieren muss

[137-143].

1.6.1 Aldosteronantagonisten
Aldosteronantagonisten wie Spironolacton und Eplerenon &dhneln strukturell dem

korpereigenen Mineralkortikoid. lhre Wirkung kommt durch direkte Blockade des
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intrazellularen Mineralkortikoid-Rezeptors zum Tragen. Zunachst fand diese
Wirkstoffgruppe hauptsachlich Einsatz als kaliumsparendes Diuretikum. Inzwischen
wurde jedoch fir Patienten mit Herzinsuffizienz, arteriellem Bluthochdruck und
systolischer Dysfunktion in verschiedenen Studien ein therapeutischer Benefit
losgelost von der renalen Wirkung nachgewiesen [144]. Hierbei wurde neben
reduzierten Remodeling-Prozessen in den glatten Muskelzellen der Gefalle und den
Myozyten auch eine verbesserte endotheliale Zellfunktion mit der Folge einer
verbesserten vaskuldren Compliance und verzogerten Endorganschaden festgestellt
[145-147]. Eine alleinige Verwendung von ACE-Hemmern zeigte eine nicht suffiziente
Reduktion der Aldosteronsynthese, was eine von AT Il unabhdngige Entstehung und
Wirkung von Aldosteron [98] und die Rechtfertigung des Einsatzes von
Aldosteronantagonisten neben einer geeigneten Basistherapie inklusive eines ACE-
Hemmers nahelegt [140, 148]. In der Wirkstoffgruppe der Aldosteronantagonisten
finden vorallem Spironolacton sowie das neuere Eplerenon Verwendung.
Spironolacton wurde in den 1950er Jahren entwickelt und dhnelt strukturmolekular
dem Progesteronmolekiil, was ursachlich fiir seine dosisabhdngigen sexuell-
endokrinologischen Nebenwirkungen gesehen werden kann [149, 150]. Derartige
Nebenwirkungen wie Gyndkomastie und Potenzstérungen beim Mann
beziehungsweise Virilisierung und Zyklusstérungen bei der Frau gefahrden die
Compliance der Patienten in besonderem Malle. Nebenwirkung aller
Aldosteronantagonisten ist die Hyperkalidmie, die dosisabhangig auftritt und
insbesondere in Kombination mit ACE-Hemmern regelmaBige Elektrolytkontrollen
notwendig macht [150-152].

Eplerenon ist ein kompetetiver Aldosteronantagonist mit hoher Spezifitat fiir den MR
[153]. Im Gegensatz zu Spironolacton treten aufgrund seiner Selektivitdt bei sehr guter
Wirksamkeit keine unerwiinschten progesteron- und antiandrogen-vermittelten
Nebenwirkungen wie Gyndkomastie, Brustschmerzen und Impotenz beim Mann sowie
Libidoverlust und Menstruationsbeschwerden bei der Frau auf [154-161].

Strukturchemisch unterscheidet sich Eplerenon von Spironolacton durch Einflhren

19



Einleitung

einer 9a,11a-Epoxid-Briicke und den Ersatz einer 17a-Thioazetyl-Gruppe durch eine

Carbomethoxyl-Gruppe [154].

1.6.2 Hyperaldosteronismus der SPRED2-KO Tiere aufgrund einer gesteigerten
Expression der Aldosteron-Synthase

Bei den SPRED2-KO-Mausen wurden im Rahmen der von Ullrich et al. durchgefiihrten
Untersuchungen im Vergleich zu den WT Mausen im Jahr 2011 erhohte
Aldosteronspiegel im Serum festgestellt (365.6 + 146.9 pg/ml (WT) vs. 600.1 + 289.2
pg/ml (KO); n(WT/KO)=14; **p <0.01). Die Untersuchung der Angiotensin Il
Konzentration im Serum der Mause ergab eine Reduktion von tber 50 Prozent bei den
KO im Vergleich zu den WT Mausen. Eine erhdhte Aldosteronsynthese aufgrund einer
gesteigerten RAAS Aktivitat konnte somit ausgeschlossen werde und es lag der
Verdacht nahe, dass es sich um eine primare Form des Hyperaldosteronismus handeln
muss, dessen Ursprung direkt in der Nebennierenrinde zu finden ist. Griinde hierfir
konnen Nebennierenadenome, Karzinome, Nebennierenrindenhyperplasie und -
hypertrophie sein. Eine Betrachtung des Verhdltnisses des Nebennieren- zum
Korpergewicht der Tiergruppen ergab ein signifikant erhohtes relatives
Nebennierengewicht bei den KO-Tieren.

Um genauere Ursachen finden zu koénnen, wurden mit Aldosteron-Synthase-
spezifischen Antikorpern immunhistochemische Untersuchungen durchgefihrt.
Wahrend sich bei den Nebennierenrinden der WT-Tiere die Expression der Aldosteron-
Synthase auf die Zona glomerulose beschrankt zeigte, konnte bei KO-Tieren eine
deutlich erhohte Aldosteron-Synthase-Expression sowie eine Verbreiterung der
Expressionszone  nachgewiesen  werden. Somit konnte eine bilaterale
Nebennierenrindenhyperplasie oder —hypertrophie ursachlich fir den festgestellten
Hyperaldosteronismus zu sein. Die Grundlage hierflir ist moglicherweise die bei

SPRED2-KO-Tieren erhéhte Ras/ERK-MAPK-Signalweg-Aktivitat sein [56].
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1.7 Kollagen und Fibrosierung im Herzen

Kollagen macht einen Grofteil der im Organismus vorhandenen Proteinmasse aus.
Durch sein Vorkommen in unterschiedlichsten Bindegeweben wie Haut, Knorpel,
Sehnen, Bandern, BlutgefdaBen, sowie Knochen und Zdhnen sorgt es fiir die notwendige
Zugfestigkeit dieser Strukturen [162] .

Als Fibrose bezeichnet man eine pathologische Bindegewebsvermehrung im Korper,
der verschiedene Ursachen zugrunde liegen kénnen. Fibrogen kénnen hierbei diverse
Noxen wirken, wie Ischamie, eine chronische Hyperglykimie oder Entziindungen.
Dariber hinaus gibt es unterschiedliche Bindegewebserkrankungen, die als primare
Fibrosen zu einer (bermaRigen Produktion von interstitiellem Bindegewebe flihren
konnen. Fibroblasten, eine bestimmte Form von Mesenchymzellen, bilden hierbei
UbermaRige Mengen an Extrazellularmatrix, wie dies physiologisch auch bei der
Narbenbildung der Fall ist. Fibroblasten erfiillen jedoch sowohl in physiologischem als
auch pathologischem Kontext eine Vielzahl an Funktionen Uber die Produktion von
Extrazelluldarmatrix hinaus. So registrieren Fibroblasten Verdanderungen in der direkten
Umgebung und reagieren auf diese unter anderem mit der Sekretion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Des Weiteren erfolgt die Kommunikation und
Interaktion mit Myozyten, Endothelzellen und anderen Fibroblasten, was
beispielsweise parakrin Einfluss auf die Angiogenese hat [163, 164].

Fibrosierung ist in jedem Gewebe und Organsystem moglich. Klinisch hdufige Beispiele
sind die Fibrose des Leberparenchyms, zum Beispiel im Rahmen der athyltoxischen
Leberzirrhose oder chronischen Virushepatitis, die Lungenfibrose, der unterschiedliche
interstitielle Lungenerkrankungen zugrunde liegen kénnen, und die im Rahmen der
chronischen Niereninsuffizienz entstehende Nierenfibrose. Eine vermehrte
Kollagenablagerung ist hierbei initial bei einer Gewebeschadigung ein sinnvoller
Prozess mit dem Ziel adaptiv auf eine Gewebsverletzung zu reagieren und zum Beispiel
nach Ablauf eines Myokardinfarktes eine strukturelle Verstdarkung im Bereich des
zugrunde gegangenen Myokards zu gewahrleisten. Jedoch kommt es neben einer
konzentrierten  Vermehrung des fibrillaren Kollagens im Bereich der

Gewebeschadigung auch zu einer diffusen Fibrose im urspriinglich nicht an dem Defekt
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beteiligten Gewebe [165]. Eine Uber diese Malle fortschreitende Vermehrung der
Kollagenfasern hinaus hat jedoch in jedem Organ die Beeintrdachtigung dessen
Funktion zur Folge.

Eine Fibrosierung des Herzens kann Folge nahezu aller kardialen Grunderkrankungen
sein [166], jedoch ist die Zunahme von Kollagenfasern auch Bestandteil des
physiologischen Alterungsprozesses [167]. Im Herzen fiihrt die globale Vermehrung
von Kollagen zu einer zunehmenden Steifheit und abnehmenden diastolischen
Compliance und miindet langfristig in die Herzinsuffizienz [168, 169]. Durch vermehrte
Einlagerung von Extrazellularmatrix ist auch die elektromechanische Kopplung
zunehmend gestort, was Herzrhythmusstérungen zur Folge haben kann [170, 171].
Kardiale Fibrosierung zeigt sich initial bei einer Herzerkrankung, beispielsweise bei
einer gesteigerten ventrikularen Druckbelastung, haufig als reaktive Fibrose, welche
noch nicht mit dem Verlust von Kardiomyozyten einhergeht. Dies kann als adaptive
Malnahme des Herzens, mit dem Ziel, die physiologische Auswurfleistung aufrecht zu
erhalten, gewertet werden. Bei Fortbestehen und Progress der pathogenen Faktoren
kommt es schliellich zu einer ersetzenden Fibrosierung, welche die Hypertrophie und

Nekrose von Kardiomyozyten zur Folge hat [172].

1.8 Elektrophysiologie des Herzens

Das Arbeitsmyokard bildet den gréRten Anteil der Kardiomyozyten, die im Rahmen der
Impulsweiterleitung mit Kontraktion reagieren. Die spezialisierten Zellen des
Reizbildungs- und -weiterleitungssystems im Herzen bilden mit ihrer autonomen
Reizgenerierung eine Besonderheit und unterscheiden sich von der sonstigen
guergestreiften Muskulatur im Korper.

Im physiologischen Normalfall entsteht der elektrische Impuls im Sinusknoten, welcher
nahe der Mindung der Vena cava superior im rechten Vorhof lokalisiert ist und als
primarer Schrittmacher des Herzens fungiert. Er generiert beim in Ruhe befindlichen
Menschen als primares Schrittmacherzentrum eine Herzfrequenz von circa 70/Minute.
Der Atrioventrikularknoten oder AV-Knoten, mit Lage im oberen interventrikuldren

Septum, dient als sekundarer Schrittmacher im Falle eines Sinusknotenausfalls oder im
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Rahmen eines AV-Blocks. Hierbei erzeugt der AV-Knoten eine Frequenz von 40 — 50
Erregungen pro Minute. Vom AV-Knoten wird die Erregung zum His-Biindel
weitergeleitet, welches mit einem Eigenrhythmus von 20 — 30 Erregungen pro Minute
als tertiarer Schrittmacher des Herzens im Falle des Ausfalls der vorgeschaltenen
Reizbildungszentren fungieren kann. Dieser eigentlich dem Erregungsleitungssystem
zugehorige Zellenverbund liegt im membrandsen Abschnitt des Kammerseptums und
teilt sich in zwei linke und einen rechten Tawara-Schenkel auf. Von dort erfolgt die

Weiterleitung in der Herzspitze lber die Purkinje-Fasern auf das Arbeitsmyokard [173].

1.9 Kardiologische Untersuchungsmethoden

1.9.1 Das Elektrokardiogramm

Das EKG ermoglicht die nicht-invasive Darstellung der elektrischen Aktivitat der
Herzmuskelfasern und somit unterschiedlicher Parameter der Herzaktivitat wie
Herzschlagfrequenz, Rhythmus und elektrische Herzachse (Lagetyp). Darliber hinaus
dient es der Detektion von Herzrhythmusstérungen und kardioischdamischen
Ereignissen und ist ein in der klinischen Praxis nicht wegzudenkendes wertvolles
diagnostisches Werkzeug [174].

Grundlage der elektrokardiografischen Untersuchung ist die Weiterleitung von bei der
Herzaktion entstehenden extrazellularen Spannungsschwankungen der
Herzmuskelzellen an die Korperoberflache. Diese Potentialanderungen kénnen durch
Anbringen von Elektroden in festgelegter Position in verschiedenen Ableitungen
entlang einer Zeitachse aufgezeichnet werden und stellen in ihrer Summe eine relativ
exakte Abbildung der Erregungsausbreitung im Herzen in Form von charakteristischen
Kurven und Zacken dar.

Die im Zyklus der Herzaktivitdt erste messbare Abweichung von der Nulllinie, oder
auch isoelektrische Linie, ist die P-Welle als Ausdruck der Vorhoferregung. Der sich
anschlieRende isoelektrische Bereich entspricht der Fortleitung der Erregung zu AV-
Knoten und His-Blindel als PQ-Strecke. Es folgt der QRS-Komplex, entsprechend der

Ventrikelerregung. Je nach Ableitung beginnt dieser mit einem kleinen negativen
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Auschlag, der Q-Zacke, was einer Richtungsanderung des Summationsvektors wahrend
der Kammererregung geschuldet ist. Die R-Zacke zeigt mit ihrem hochsten Ausschlag
die Erregung der groBten Masse an Herzmuskelzellen an. Es folgt eine Erregung von
der Herzspitze ausgehend zur Basis des linken und rechten Ventrikels, dieser Vektor
zeigt von der Herzspitze weg und fiihrt zu einer negativen S-Zacke. Nach vollstandiger
Erregung beider Ventrikel kommt es zu keiner Potentialanderung und es zeigt sich eine
isoelektrische Erregungsaufzeichnung, die ST-Strecke. Ausdruck der Repolarisation des
Arbeitsmyokards ist die T-Welle, welche in aller Regel einem halbrunden positiven
Ausschlag entspricht, bei negativem Hauptvektor jedoch auch negativ sein kann [175].
Man unterscheidet die unipolare Ableitung mit Darstellung der Spannung zwischen
einer indifferenten und einer differenten Elektrode und die bipolare Ableitung mit
Messung der Spannungsdifferenzen zwischen zwei Punkten an der Korperoberflache.
Ein vollstandiges 12-Kanal-EKG beinhaltet drei bipolare Extremitatenableitungen nach
Einthoven und drei unipolare Extremitatenableitungen nach Goldberger, sowie sechs
unipolare Brustwandableitungen nach Wilson.

Im klinischen Alltag kommen je nach Fragestellung verschiedene EKG-Verfahren zum
Einsatz. Das konventionelle Ruhe-EKG stellt das meist eingesetzte Elektrokardiogramm
dar und wird am in korperlicher Ruhe befindlichen, meist liegenden Patienten
durchgefihrt.

Das Belastungs- oder Stress-EKG wird insbesondere in der Ischamiediagnostik
eingesetzt und wahrend einer dynamischen Belastung steigender Intensitat
angefertigt. Meist wird hierzu ein Fahrradergometer verwendet, auf welchem der
Patient bei vorgegebener Drehzahl mit nach bestimmten Zeitintervallen steigenden
Wattzahlen in die Pedale tritt. Ziel ist die Feststellung von belastungsinduzierten
Ischdamiezeichen im Elektrokardiogramm, wobei ST-Streckensenkungen oder -
hebungen, massive Blutdruckanstiege oder subjektive Angina-Pectoris-Beschwerden
Abbruchkriterien darstellen [176].

Zur elektrokardiografischen Uberwachung lber einen lingeren Zeitraum (meist 24

Stunden) findet das Langzeit-EKG Verwendung. Es dient insbesondere der Aufdeckung
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von paroxysmal auftretenden Herzrhythmusstérungen, die einer gewdhnlichen Ruhe-

EKG-Aufzeichnung entgehen [177].

1.9.2 Die elektrophysiologische Untersuchung

Die elektrophysiologische Untersuchung ist ein in der Humanmedizin etabliertes
Verfahren zur Feststellung und Lokalisation von Herzrhythmusstérungen und der
Risikoklassifizierung dieser Arrhythmien. Mit Hilfe von Uber das vendse (bei Bedarf
auch arterielle) System eingefiihrten Elektrodenkathetern kann nach Positionierung im
Herzen sowohl eine Ableitung und Aufzeichnung als auch eine Stimulation der
Reizbildung und —weiterleitung sowie gegebenenfalls die Analyse einer dadurch
induzierten Herzrhythmusstorung erfolgen. Ferner ist bei bestehender Indikation
wahrend desselben Untersuchungsvorganges eine interventionelle Katheterablation
als therapeutische MalBnahme moglich [178].

Auch im Rahmen der tierexperimentellen Forschung stellt sich die
elektrophysiologische Untersuchung inzwischen als geeignete Methode zur Klarung
kardiophysiologischer Fragestellungen dar [179]. Insbesondere bei der Untersuchung
kardiologischer Phanotypen im Rahmen genetisch modifizierter Mausmodelle konnten
in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte in der praktischen Anwendung der
elektrophysiologischen  Untersuchung gemacht werden  [180-182]. Erste
elektrophysiologische Untersuchungen in vivo wurden hierbei 1996 von Berul et al.
zunachst in ,,open-chest“-Technik durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Mause wiesen
eine Mutation der Alpha-Myosin-Schwerketten auf, welche histologische und
hamodynamische Merkmale der hypertrophen Kardiomyopathie zur Folge hatte.
Wahrend die WT-Tiere eine unauffillige Elektrophysiologie aufwiesen, konnten bei
den KO-Tieren verschiedene Auffalligkeiten wie verlangerte
Sinusknotenerholungszeiten und Repolarisationsintervalle nachgewiesen werden
[183]. Seit 1999 ist es schlieBlich moglich, die EPU bei der Maus in ,closed-chest“-
Technik durchzufihren, also dhnlich der bei Menschen angewendeten endokardialen

EPU [182].

25



Einleitung

1.10 Elektrokardiogramm der Maus

Das murine EKG unterscheidet sich deutlich vom humanen EKG, was nicht zuletzt einer
erheblich hoheren Herzfrequenz von durchschnittlich 400 — 600 Schlagen pro Minute
geschuldet ist. Da im Rahmen der EKG-Durchfiihrung jedoch eine Narkose erforderlich
ist, kommt es in Abhangigkeit von dem verwendeten Anasthetikum aufgrund dessen
kardiodepressiver Wirkung zu einer reduzierten Herzfrequenz.

Eine Erstbeschreibung des Elektrokardiogramms kleiner Saugetiere erfolgte 1952 und
1953 durch Lombard und Richards [184, 185]. Wie beim Menschen beginnt die
elektrische Erregung im Sinne der Depolarisation tber den Vorhofen mit einer P-Welle,
mit darauf folgendem isoelektrischen PQ-Intervall. Der sich anschlieRende QRS-
Komplex dhnelt ebenfalls dem des humanen EKGs, jedoch zeigt das murine EKG im
Normalfall eine deutliche J-Welle am Ende des QRS-Komplexes, als Ausdruck der
frihen Repolarisationsphase.[186-188] Eine T-Welle ist im murinen EKG nur in einigen
Ableitungen sichtbar, beziehungsweise folgt die T-Welle direkt auf die S-Zacke ohne
Vorhandensein eines isoelektrischen ST-Segments [189]. Dies erschwert genauere
Untersuchungen bezlglich der ventrikularen Repolarisation. Darliber hinaus zeigen
sich beim Maus-EKG niedrigere Amplituden und kiirzere PR- und QRS-Intervalle als
Ausdruck der hoheren Herzfrequenz. Das Aktionspotenzial in den Kardiomyozyten der
Maus weist kein isoelektrisches Plateau auf, weswegen es zur Depolarisation in einem
Bereich des Herzens kommt, wahrend gleichzeitig die Repolarisation in einem anderen
Bereich erfolgt. Der QRS-Komplex der Maus dauert im Mittel 20 Millisekunden und
entspricht im Gegensatz zum Menschen nicht nur der Erregungsausbreitung (ber die
Ventrikel, sondern auch der gleichzeitig erfolgenden friihen Phase der
Erregungsriickbildung. Das Segment zwischen S und T sowie die T-Welle reprasentiert

die spate Phase der Erregungsriickbildung [190-192].
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Murines EKG

HHHHHHH

Humanes EKG

Abbildung 8: Gegeniiberstellung von physiologischem Maus- und Mensch-EKG

Vergleichende Gegenlberstellung jeweils eines Abschnitts Gber 4 Sekunden aus einem murinen und
einem humanen EKG. Jeweils unterhalb des EKG-Abschnitts schematische Darstellung eines einzelnen
Herzzyklus unter Markierung der einzelnen Abschnitte. Beim murinen EKG Fehlen eines isoelektrischen
ST-Segments, abweichende T-Morphologie sowie verkiirzte PQ- und QRS-Intervalle im Vergleich zum

humanen EKG, des Weiteren niedrigere Amplituden.
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1.11 Herzrhythmusstérungen

Der Herzrhythmus ist das Ergebnis einer regelmalig wiederkehrenden Abfolge von
elektrischer und daraus resultierender mechanischer Herzaktivitat. Bei Mensch und
Tier ist der physiologische Sinusrhythmus durch eine regelmaRige Herzfrequenz,
weitestgehend konstant bleibende RR-Intervalle, stabile PQ-Dauer und auf jede P-
Welle folgende QRS-Komplexe charakterisiert. Physiologische Schwankungen des
Herzrhythmus im Rahmen der autonomen Regulation aufgrund verschiedener
Erfordernisse werden als Herzfrequenzvariabilitat bezeichnet, bei Abweichungen (iber
diese MaBe hinaus spricht man von Herzrhythmusstorungen  [193].
Herzrhythmusstérungen sind zumeist multifaktorieller Genese, nur in seltenen Fallen
treten sie isoliert als eigenstindige Erkrankung auf [194]. Eine Einteilung der
Herzrhythmusstorungen erfolgt nach verschiedenen Kriterien, wie Entstehungsort
(atriale bzw. supraventrikuldare und ventrikulare Rhythmusstérungen), resultierende
Herzfrequenz (bradykarde und tachykarde Rhythmusstérungen), zugrundeliegende
Pathologie (Stérungen des Erregungsbildungs- und -leitungssystemes,
Elektrolytschwankungen, Erkrankungen des Myokards, ischdamische Stérungen),
kongenitale und erworbene Herzrhythmusstérungen und der potenziellen

Gefahrlichkeit fir den Patienten (gutartige oder bosartige Rhythmusstorungen) [195].

1.11.1 Bradykarde Herzrhythmusstérungen

Bradykardie wird beim erwachsenen Menschen durch eine Herzfrequenz unter 60
Schldagen pro Minute definiert. Ursachlich kénnen Erkrankungen des Sinusknotens
(chronotrope Inkompetenz), sinuatriale Uberleitungsstérungen, Erkankungen des AV-
Knotens, eine Bradyarrhythmia absoluta oder die Einnahme negativ chronotroper
Medikamente wie Digitalis oder B-Blocker sein. Storung der Erregungsbildung und —
leitung konnen des Weiteren das Ergebnis eines Myokardinfarkts sein, was
insbesondere in der Akutphase einer schnellen therapeutischen Intervention bedarf
[194].

Unter dem Begriff Sick-Sinus-Syndrom werden verschiedene Rhythmusstérungen

zusammengefasst, deren Atiologie in einer Funktionsstérung des Sinusknotens zu
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finden ist. Wahrend die Sinusbradykardie eine Ausschlussdiagnose darstellt, liegt dem
sinuatrialen Block (SA-Block) eine tempordre oder dauerhafte Blockierung der
Uberleitung zwischen Sinusknoten und Vorhofmyokard zugrunde [196, 197].

Der SA-Block 1. Grades ist im EKG nicht erkennbar und stellt die ledigliche Verzogerung
der Uberleitung vom Sinusknoten auf das Vorhofmyokard dar. Beim SA-Block 2. Grades
fallt die Funktion des Sinusknotens intermittierend aus. Es erfolgt eine weitergehende
Einteilung in Typ 1 und 2. Typ 1 oder auch SA-Block vom Wenckebach-Typ zeigt eine
zunehmende Verlingerung der Uberleitung bis hin zum génzlichen Ausfallen eines
Herzschlags. Im EKG ist die zunehmende Verkiirzung der PP-Abstiande bis zum
Ausfallen von P-Welle und QRS-Komplex erkennbar, im Anschluss erfolgt die
Uberleitung wieder regelrecht. Typ 2 oder auch SA-Block vom Typ Mobitz zeigt
ebenfalls ausfallende P-Wellen und QRS-Komplexe, jedoch bei gleichbleibenden PP-
Intervallen. Die daraus resultierenden Pausen sind mindestens so lang wie das PP-
Intervall. Beim sinuatrialen Block 3. Grades fillt die Uberleitung auf das
Vorhofmyokard vollstandig aus. Um den mechanischen Herzrhythmus aufrecht zu
erhalten kommt es zum Ersatzrhythmus durch AV-Knoten oder das Kammermyokard,
im EKG erkennbar an einer Bradykardie mit 40 — 50 Schldagen pro Minute [198].

Eine weitere Form des Sick-Sinus-Syndroms ist das Tachykardie-Bradykardie-Syndrom,
bei dem sich supraventrikuldre Tachykardien und Bradykardien abwechseln, wobei den
Bradykardien eine systolische Pause vorgeschaltet ist [197].

Beim AV-Block liegt eine gestérte Uberleitung entweder im AV-Knoten selbst oder
distal davon zwischen Vorhofen und Ventrikeln vor. Traditionell erfolgt auch hier eine
Unterteilung in 3 Grade. Der AV-Block 1. Grades bleibt meist asymptomatisch und zeigt
sich im EKG lediglich an einer Verlangerung der PQ-Zeit (iber 200 ms. Beim AV-Block 2.
Grades erfolgt analog zu den SA-Blocken eine Aufteilung in den Wenckebach-Typ und
den Typ Mobitz. Bei ersterem ist die Uberleitungsstérung zumeist im AV-Knoten selbst
lokalisiert. Im EKG zeigt sich eine zunehmend verlangernde PQ-Zeit, bis schlieBlich eine
Vorhoferregung nicht bergeleitet wird und der Kammerkomplex einmalig ausfallt.
AnschlieBend erfolgt die sogenannte Wenckebachperiodik erneut. Beim AV-Block Typ

Mobitz liegt die Uberleitungsstérung meist unterhalb des AV-Knotens, hiufig im His-
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Blindel. Charakteristisch fir dieses Blockbild ist der plotzliche Ausfall der
Kammererregung im EKG, ohne zuvorgehende Verlangerung des PQ-Intervalls. Haufig
folgt die Blockierung einer bestimmten Periodik, so dass es zur Uberleitung von jeder
zweiten, dritten, oder vierten Vorhoferregung kommt (2:1-, 3:1-, 4:1-Block) [198]. Der
AV-Block 3. Grades stellt schlieRlich den kompletten Ausfall der Uberleitung zwischen
Vorhof und Kammer dar. Die Ventrikel kontrahieren in einem vom Sinusknoten
losgelosten Ersatzrhythmus, Vorhéfe und Kammern schlagen unkoordiniert und
unabhangig voneinander [198].

Symptomatisch werden bradykarde Herzrhythmusstérungen durch Leistungsabfall,
Synkopen und Herzinsuffizienz bis hin zum plétzlichen Herztod, der Patient kann sich
jedoch auch voéllig beschwerdefrei prasentieren. Bei symptomatischen Patienten stellt

die Schrittmacherversorgung die Therapie der Wahl dar [199].

1.11.2 Tachykarde Herzrhythmusstérungen

Ab einer Herzfrequenz von 100 spricht man beim erwachsenen Menschen von
Tachykardie. Wie auch bei bradykarden Rhythmusstorungen kénnen die Ursachen
mannigfaltig sein und reichen von Stérungen des Erregungsleitungssystems wie dem
Vorliegen von akzessorischen Leitungsbahnen, liber hormonellen Dysbalancen wie
Hyperthyreose bis hin zu ischamischen Erkrankungen des Myokards. Klinisch
besonders relevant ist eine Einteilung nach der anatomischen Lokalisation der
Arrythmieentstehung. So bezeichnet man Tachykardien, die ihren Ursprung oberhalb
des His-Biindels nehmen als supraventrikuldre Tachykardien, zu welchen unter
anderem das Vorhoflimmern und -flattern sowie die AV-Knoten-Reentrytachykardie
gezahlt werden [200]. Tachykarde Rhythmusstérungen mit Ursprung in den
Herzkammern werden als ventrikulare Tachyarrhythmien bezeichnet, ein im
Generellen fir den Patienten weitaus bedrohlicheres Krankheitsbild.

Vorhofflimmern ist eine haufige Herzrhythmusstorung, bei der es durch ungeordnete
Vorhoferregung und -kontraktion im Rahmen von multiplen Reentry-Kreislaufen zu
Vorhoffrequenzen zwischen 350 und 600 Schlagen/Minute kommt. Durch die

Filterfunktion des AV-Knotens kommt es zu einer (haufig unregelmafigen) tachykarden
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Uberleitung auf die Ventrikel und zu einer Herzfrequenz von 100 bis 160 pro Minute.
Eine deutlich gesteigerte Mortalitat und Morbiditat der Patienten mit Vorhofflimmern
ist insbesondere der erhohten Gefahr fir thrombembolische Ereignisse geschuldet
[201, 202]. Nach dem zeitlichen Verlauf unterscheidet man paroxysmales,
persistierendes und permanentes Vorhofflimmern, wobei mit den unterschiedlichen
Formen auch verschiedene Prognosen vergesellschaftet sind [203]. Therapeutisch
werden neben der Behandlung einer eventuell bestehenden Grunderkrankung
antithrombotische, antiarrhythmische und frequenzkontrollierende
Behandlungsstrategien verfolgt [204].

Beim Vorhofflattern handelt es sich um eine deutlich seltener auftretende
Herzrhythmusstérung [205, 206]. Zugrunde liegt ein Reentry-Mechanismus, welcher
regelmaRige atriale Frequenzen von 240 bis 340 Schldgen/min zur Folge hat. Dank der
Leitungsverzogerung durch den AV-Knoten kommt es zu einer Ubergeleiteten
Herzfrequenz von circa 130 — 150 Schlagen/min [207]. Lebensbedrohliche
Tachykardien mit hamodynamischer Konsequenz kénnen bei einer 1:1-Uberleitung,
verursacht unter anderem durch Hyperthyreose oder medikamentds bedingt,
entstehen.[208] Auch hier besteht das Risiko der intrakardialen Thrombusbildung,
jedoch ist dieses geringer ausgepragt, als beim Vorhofflimmern. Therapeutisch bietet
die Katheterablation heute ein sehr effektives und mit einer niedrigen
Komplikationsquote behaftetes Verfahren [209].

Die AV-Knoten-Reentry-Tachykardie ist das Resultat einer akzessorischer Leitungsbahn
zwischen Vorhof und Kammer, wobei hierbei meist eine langsame und eine schnelle
Leitungsbahn zugrunde liegen [200].

Tachyarrhythmien, die ihren Ursprung im Ventrikel haben, werden je nach Frequenz in
ventrikuldre Tachykardie, Kammerflattern oder Kammerflimmern eingeteilt. Ursachlich
sind haufig sogenannte kreisende Erregungen. Im EKG prdsentieren sich ventrikulare
Tachyarrhythmien typischerweise mit verbreiterten monomorphen oder polymorphen
Kammerkomplexen > 120 ms [210].

Tachykarde Rhythmusstorungen kénnen fiir den Patienten ganzlich asymptomatisch

verlaufen, oder aber, insbesondere bei paroxysmalem Auftreten, vom Patienten
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deutlich wahrgenommen werden und in diesem Rahmen Angstgefiihle, Dyspnoe und
Schwindel auslosen. Schwere Formen der ventrikularen Tachykardie konnen Uber ein

Pumpversagen zum plotzlichen Herztod fihren [207].

1.12 Plotzlicher Herztod

Unter plotzlichem Herztod versteht man den unerwarteten irreversiblen Herz-
Kreislauf-Stillstand, der innerhalb von 1 Stunde nach Auftreten klinischer Symptome
zum Tod des Patienten fiihrt [211, 212]. Es handelt sich um eine der haufigsten
Todesursachen der westlichen Welt. Meist liegt hierbei ein arrhythmogenes
Geschehen zugrunde, in der Mehrzahl der Falle ventrikularer tachyarrhythmischer Art,
welches nach einem Ubergang in Kammerflimmern in die Asystolie miindet. Jedoch
handelt es nach heutiger Ansicht beim pl6tzlichen Herztod um ein multifaktorielles
Geschehen [213]. Des Weiteren bleibt es schwierig, im Einzelfall eines kardial
bedingten Todesfalles zwischen arrhythmisch und nicht arrhythmisch ausgel6stem
Herz-Kreislauf-Versagen zu unterscheiden [214]. Validierte Risikofaktoren stellen
erworbene kardiale Vorerkrankungen dar, wie zum Beispiel Herzinsuffizienz mit
reduzierter linksventrikularer Pumpfunktion, deren Schweregrad zur
Risikoquantifizierung  dienen kann. Darlber hinaus kdnnen ischamische
Herzerkrankungen Uber verschiedene Mechanismen in maligne Arrhythmieereignisse
und letztendlich in den plétzlichen Herztod miinden [211, 215, 216]. So kénnen sowohl
die im Rahmen eines akuten myokardialen Infarktereignisses neu aufgetretende
Ischamie, als auch chronische Strukturverdanderungen bei der Narbenbildung mit
einhergehend veranderten elektrophysiologischen Bedingungen als Trigger fir maligne
Tachyarrhythmien dienen [215]. Die Hypothese, dass koronare Herzerkrankungen
haufig die Ursache fir den pl6tzlichen Herztod sind, wird auch von der Beobachtung
gestlitzt, dass eine groRe Anzahl der reanimierten Patienten vor
Kreislaufzusammenbruch Uber typische Angina pectoris-Beschwerden klagten [217].
Angeborene Ursachen fiir den plotzlichen Herztod wie das Long- und Short-QT-
Syndrom, das WPW-Syndrom, Brugada-Syndrom, aber auch angeborene

Kardiomyopathien stellen einen vergleichsweise geringen Anteil der Falle dar [218].
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Dennoch tritt der plotzliche Herztod bei einer Vielzahl an Patienten als
Erstmanifestation einer kardialen Erkrankung auf. Eine suffiziente Risikostratifizierung
erscheint vor diesem Hintergrund erschwert. Als Risikofaktoren in der Bevdélkerung
ohne kardiale Vorerkrankungen fiir den plotzlichen Herztod gelten letztlich dieselben,
die auch an der Entstehung der koronaren Herzerkrankung beteiligt sind. Fir
Nikotinkonsum, chronische arterielle Hypertonie, Hypercholesterinamie sowie
Diabetes mellitus wurde ein Zusammenhang mit kardial bedingten Todesféllen
nachgewiesen [219-223]. Es bleibt jedoch unklar, ob diese Risikofaktoren als direkte
Pradiktoren gesehen werden missen, oder ob insbesondere die Vergesellschaftung
mit koronaren Herzerkrankungen zu malignen Herzrhythmusstorungen fiihren. Die
Identifikation von Risikopatienten beinhaltet verschiedene invasive und nichtinvasive
Verfahren  wie Langzeit-EKG, Herzechokardiografie  und programmierte
Ventrikelstimulation. Sie alle haben einen hohen negativen pradiktiven Wert gemein,
sind also geeignet, Patienten mit guter Prognose zu identifizieren. Problematisch ist
allerdings der geringe positive pradiktive Wert [211, 224]. Das Erkennen von Patienten,
die von einer prophylaktischen Implantation eines Defibrillators profitieren wirden,

gestaltet sich aufgrund dessen schwierig.

1.13 Isoproterenol

Isoprenalin wirkt als nicht-selektives B-Sympathomimetikum an B-1- und B-2-
Rezeptoren insbesondere auf das kardiopulmonale System. Hierliber bewirkt es eine
Dilatation der Bronchial- und GefaBmuskulatur und entfaltet am Herzen positiv
chronotrope, inotrope, bathmotrope und dromotrope Effekte, dariiber hinaus wirkt es
tokolytisch. In der Humanmedizin ist der Einsatz des Isoprenalins bei bradykarden
Herzrhythmusstorungen, Schock und Herzstillstand via i.v.-Gabe indiziert, nachdem es
im Einsatz bei Asthma bronchiale durch die selektiven B-2-Sympathomimetika abgelost

wurde [225, 226].
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1.14 Reduzierte Lebenserwartung der SPRED2-KO Mause

Wie bereits von Ullrich et. al im Rahmen von Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen
festgestellt, zeigten die SPRED2-KO-Mause eine deutlich reduzierte Lebenserwartung.
Dies ist vermutlich auf die Vielzahl phanotypischer Pathologien und den generell
schlechten Gesundheitszustand der Tiere zurlckzufiihren. In den meisten Fallen blieb
die genaue Todesursache jedoch unbekannt. Es wurden 20 SPRED2-KO- und WT-
Mause von Geburt an Uber 18 Monate Uberwacht und deren Todeszeitpunkt
dokumentiert. Mehr als 50 Prozent aller SPRED2-defizienten Tiere starben bereits
innerhalb der ersten 5 Monate, weitere 25 Prozent innerhalb von 13 Monaten, so dass
nur 25 Prozent am Ende der 18 Monate noch lebten. Es ergab sich so eine um 55

Prozent reduzierte Lebenserwartung zu den WT-Mausen [56, 57].

100 -
80 +
S
- 60 -
3 % % %
S 40 -
=§ - 55% \ 4
20 +
KO
0 | | | | L L] L 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Zeit (Monate)

Abbildung 9: Reduzierte Uberlebenszeit der SPRED2-KO-Tiere
Nach einer Beobachtungszeit von 18 Monaten ab Geburt lebten von den WT-Tieren noch 80 %, wahrend
bei den SPRED2-KO-Mdusen nur noch 25 % der Mduse Uberlebten. Dies ergibt eine reduzierte

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 55 % (n(WT/K0)=20; p<0,001 ***). Nach Ullrich 2014.
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1.15 Ziel der Arbeit

Diese Arbeit stellt eines der Folgeprojekte der von Ullrich et al. durchgefiihrten
Untersuchungen zur SPRED2-Defizienz in Mausen dar, wobei hierbei die Frage nach
der Funktion dieses Proteins im Herzen im Fokus der Untersuchungen stand. Nicht
zuletzt das vorab festgestellte Herzgewicht/Korpergewicht-Verhaltnis (vgl. Abbildung
5) der KO-Mause legte den Verdacht nahe, dass der kardiale Phanotyp der Tiere zu der
signifikant  reduzierten  Uberlebenswahrscheinlichkeit der SPRED2-KO-Méuse
(Abbildung 9) fiihren konnte. So hatten vorab durchgefiihrte echokardiografische
Untersuchungen eine erhohte Wanddicke der linksventrikuldren Hinterwand als
Indikator fiir kardiale Hypertrophie ergeben. Des Weiteren zeigten invasive
hamodynamische Untersuchungen unter anderem eine gesteigerte Ejektionsfraktion
(siehe Abbildung 6) und erhohte intraventrikuldre Druckspitzen bei den SPRED2-KO-
Tieren [57].

Im Rahmen dieser Arbeit fillhrten wir eine systematische Untersuchung der
Herzleistung der SPRED2-KO-Mause durch. Zuerst erfolgte die Analyse der Ruhe- und
Stress-EKGs. Das Augenmerk lag hierbei zunachst auf auch in der Humanmedizin
verwendeten Parametern, welche bei Verlangerung oder Verkirzung bestimmter
Intervalle Ausdruck einer gestorten Reizentstehung oder —weiterleitung sein kénnen.
Um ein verstarktes Auftreten von Arrhythmien nachweisen zu kénnen, wurden
dieselben EKG-Daten auf das Vorkommen von Herzrhythmusstérungen hin analysiert.
Hierbei wurden sowohl die Ruhe-, als auch die unter pharmakologischen
Stressbedingungen entstandenen EKGs untersucht, um auch eine gegebenenfalls unter
sympathomimetischer Stimulation verstarkte Arrhythmieneigung detektieren zu
konnen. Die auftretenden Arrhythmieereignisse wurden dann unter Anwendung eines
Score-Systems nach klinischem Schweregrad mit Punkten bewertet und fir die
Gesamtbewertung der einzelnen Tiergruppen herangezogen. Zwecks weiterreichender
Untersuchung der Anfilligkeit fiir Herzrhythmusstorung sowie der Erregungsleitung
des Herzens wurden EPUs durchgefiihrt.

Da vor dem Hintergrund des bestehenden Hyperaldosteronismus bei den KO-Md&usen

der Verdacht nahelag, dass es zur Fibrosierung verschiedener Organe kommen koénnte,
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wurden nach dem Tod der Tiere myokardiale Schnitte angefertigt und diese mittels
PSR-Farbung auf ihren Kollagengehalt hin untersucht. Insbesondere im Falle einer
verstarkten Arrhythmieneigung sollte somit die Frage geklart werden, ob dies
Ausdruck einer gestorten elektrischen Reizweiterleitung in Folge einer vermehrten
myokardialen Fibrosierung sein kénnte.

Zwecks Klarung, ob eine Behandlung des Hyperaldosteronismus den Phanotyp der
Tiere glinstig zu beeinflussen vermag, wurden alle Experimente an Madusen, die mit
einem Aldosteronantagonisten behandelt worden waren, wiederholt. Wir erhofften
uns somit die Klarung der Frage, ob der kardiale Phanotyp der SPRED2-defizienten
Tiere eine Folge des vorliegenden Hyperaldosteronismus ist, oder aber als eine direkte

Folge dieses Genotyps angesehen werden muss.
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2 Material und Methoden

2.1 Kollektivbeschreibung

Die Generierung der SPRED2-KO-Mdause wurde in vorherigen Veroffentlichungen
bereits ausfiihrlich beschrieben [31, 43, 227].

Die embryologische Stammzelllinie XB228 wurde von BayGenomics (heute IGTC)
gkauft. Diese Stammzellen stammen von 129P2/OlaHsd Mausen und enthalten den
pGTO-Gene-trap-Vektor inseriert zwischen Exon 4 und 5 im Spred2-Gen. XB228-Zellen
mit modifiziertem Spred2 wurden in isolierte Blastozysten von super-ovulierten und
befruchteten C57BL/6 Mauseweibchen injiziert. Scheinschwangere Ammen-Mause, die
zuvor mit vasektomierten mannlichen Mausen verpaart waren, wurden zur
Reimplantation der Blastozysten verwendet. Zur Griindung der SPRED2-KO-Mauslinie
wurden chiméare, mannliche Nachkommen mit C57BL/6 WT-Ma&usen verpaart um die
Keimbahntransmission des mutierten Spred2-Gens zu lberpriifen und erste SPRED2-
HET-Mause zu generieren. Um alle Genotypen der SPRED2-Mauslinie zu erhalten
wurde meist eine mannliche SPRED2-HET-Maus mit zwei weiblichen SPRED2-HET-
Mausen verpaart. Um Inzuchteffekte moglichst gering zu halten, wurden Mause auf
gemischtem 129P2/OlaHsd x C57BI/6 Hintergrund gezlichtet.

Die Mause wurden entweder einzeln oder in Gruppen von bis zu vier Tieren in
standardisierten Plastikkafigen gehalten. Die Haltung erfolgte unter konstantem 12
Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus, bei 25°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50 %. Der
Zugang zu Wasser und Standard-Mausfutter war permanent gewahrleistet.

Die im Rahmen dieser Studie verwendeten Mause hatten ein Alter zwischen vier und
24 Monaten. Die im Ergebnisteil beschriebenen Mausgruppen beinhalteten stets eine
Anzahl von mindestens sieben Tieren.

Alle durchgefiihrten Experimente waren von den lokalen Tierschutzbehodrden
genehmigt und erfolgten im Rahmen der einschldgigen europadischen Gesetze.

(Regierung von Unterfranken: #95/11, #98/14)
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2.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese® Gel 30 (37.5:1) (Aa/Bis)

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Sodium-Salz (Amp)
Desoxycholsaure

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,4 * 2 H,0)
Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
GeneRulerTM DNA Ladder Mix
GIutathion—SepharoseT'\’I 4 Fast Flow
Glycerol

Glycin

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
L-Glutathion, reduziert

Methanol

Milchpulver, fettarm

Nancy-520

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Salzsaure (HCI)

Tris

Trypsin/EDTA (0.05%/0.02%) in DPBS (1x)

Tween® 20

38

Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Merck Millipore
Roth

Roth

Thermo Scientific
GE Healthcare
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Roth
AppliChem
Sigma-Aldrich
Roth

Merck Millipore
Thermo Scientific
GE Healthcare
Merck Millipore
Roth

PAA
Sigma-Aldrich
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2.3 Antikorper

SPRED1 1:500 (Bundschu et al., 2005)
SPRED2 1:500 (Bundschu et al., 2005)
GAPDH 1:1000 Sigma-Aldrich

ERK 1:2000 Cell Signaling, Cat. No. 9102
P-ERK 1:1000 Cell Signaling, Cat. No. 9101

2.4 Verwendete Gerate

Beatmungsgerat UGO Basile 7025 Hugo Sachs Elektronik

EPU-Herzkatheter (1.1F Mouse Octapolar EP Scisense, Kanada
Catheter, FTS-1113A-0518)
Fluoreszenzmikroskop (Z1m Imager) Zeiss

Heizplatte (24 V, 37 W) Fohr Medical Instruments GmbH,
Seeheim-Ober Beerbach

Kryotom CM 1850 Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Deutschland

Metallintubationskaniile Hugo Sachs Elektronik

Mikroskop Nikon Eklipse ME 600 Nikon Instech Co., Ltd., Kawasaki,
Japan

Objekttrager Superfrost Erie Scientific Company,

Portsmouth, U.S.A.
Pipetten 10 pl, 100 ul, 200 ul, 1000 pl, 2500 ul,  Eppendorf AG, Hamburg, Germany
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Pipettenspitzen 10 pl, 200 ul, 1000 ul, 2500 pl, Sarstedt AG & Co., Nlrnberg

Germany
PolytronTM Homogenizer PT 3100) Polytron
Praparationsbesteck Aesculap, Tuttlingen
Temperatur-Kontrolle (TKM-0902) Fohr Medical Instruments GmbH,
Seeheim-Ober Beerbach
Vaporisator (Vapor 2000) Drager, Libeck
Verstarker (Animal Bio Amplifier ADInstruments, Australien
ML136)
Vortex (Vortex-Genie 2) Scientific Industries, USA
2.5 Software
Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems, Delaware, USA
Chart 7 fiir Windows ADInstruments, Australien
Dataquest A.R.T. Version 3.1 Data Sciences International, St. Paul, MN USA
ECG Auto Version 2.5.0.3 emka Technologies, Frankreich

Microsoft Excel/Powerpoint/Word Microsoft Corporation, USA
Image J National Institutes of Health, USA
ZEN lite 2011 Zeiss, D

2.6 Proteinanalyse

2.6.1 Proteingewinnung

Frisch entnommene oder noch gefrorene Mausherzen wurden in 1,5 ml Lysepuffer
(Zusammensetzung siehe Tabelle 1) homogenisiert. Die Proben wurden anschliefend
15 Minuten bei 17000 g zentrifugiert, der Uberstand in frische MikroreaktionsgefiaRe

Uberfihrt. Nach photometrischer Bestimmung der enthaltenen Proteinmenge wurden
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mit 5x-Ladepuffer die Ladungsmenge uber das geladene Volumen auf 1 pg/ul
angeglichen. Im Falle der nicht unmittelbaren Verwendung fiir Western Blots wurden

die Proben bei — 80 °C gelagert.

2.6.2 SDS-PAGE und Western Blot

Durch SDS-PAGE wurden die mit 5x Ladepuffer versetzten Proben mit 100 V im 5 %
Sammelgel und im 10 % Trenngel aufgetrennt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
mit Polycrylamid-Gelen. Hierbei wurde ein 5 %iges Sammelgel und, je nach
Anforderung, ein 10, 12 oder 15 %iges Trenngel verwendet. Pro Tasche wurden 30 pg
Protein und zum GroRenvergleich neben den Proben 10 ug Proteinmarker (PageRuler,
Fermentas, SM0671) geladen. Die Gelelektrophorese erfolge fiir etwa 1,5 — 2 Stunden.
Der anschlieRende Proteintransfer der aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran wurde im Semidry-Blot-Verfahren in einer geeigneten
Blotkammer unter Verwendung eines Transferpuffers fir 1 Stunde bei 2,5 mA/cm?
durchgefiihrt. Der Transfererfolg wurde mit Hilfe einer Ponceaufarbung (3 — 5
Minuten) der Nitrocellulosemembran Ulberprift. Nach Entfernen der lberschissigen
Farbe durch Waschen mit destilliertem Wasser wurden die erkennbaren Banden
fotografisch dokumentiert. Es folgte das Blocken in jeweils frisch zubereiteter 5 %iger
Milch in PBS-T fiir mindestens eine Stunde. Die Membran wurde dann tber Nacht bei 4
°C in Blockpuffer und dem spezifischen primaren Antikorper (siehe 2.3) inkubiert.
Danach wurden sie dreimal mit PBS-0,05 %-Tween gewaschen und anschlieBend fir 1
— 2 Stunden mit dem mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundar-Antikorper
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde erneut dreimal mit PBS-Tween
gewaschen. Die Detektion der Proteinbanden erfolge dann lber ECL-L6sung in der
Dunkelkammer mittels Rontgenfilm, je nach Signalstirke dauerte dies wenige
Sekunden bis zu einigen Stunden oder Uber Nacht. Zur erneuten Detektion des Blots
mit einem anderen Erstantikérper wurde der Blot durch einstiindiges Inkubieren in
Stripping Puffer bei 50 °C von Antikoérpern befreit. Nach griindlichem Waschen mit
Wasser und PBS-Tween wurde dann das Western Blot-Protokoll ab dem Schritt des

Blockens erneut durchgefiihrt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Reagenzien fiir Proteinanalyse

LOosung

Bestandteile

Lysepuffer (10 ml)

2 ml 10 % SDS, 1 ml 10x PBS, 0,8 ml EDTA, 1 ml 10x
PhosSTOP, 5,2 ml H,O destilliert

5 % SDS-Ladepuffer

300 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 % SDS, 50 % Glycerin, 0,005 %

Bromphenolblau

Trenn-Gel (10 ml),
in Abhangigkeit von der
Konzentration (6 - 12%):

53 - 33 ml HO, 2 - 4 ml 30 % Acrylamid Mix
(Rotiphoprese®Gel 30, Roth, Cat. No. 3029.1), 2,5 ml 1.5 M
Tris (pH 8.8), 100 upl 10 % SDS, 100 ul 10 %
Ammoniumpersulfat (APS), 8 - 4 pl

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sammel-Gel (10 ml, 5%)

6,8 ml H,0, 1,7 ml 30 % Acrylamid Mix, 1,25 ml 1.0 M Tris
(pH 6.8), 100 pl 10 % SDS, 100 pl 10 % APS, 10 pl TEMED)

5 x Laemmli Puffer

(250 mM Tris pH 6.8, 10 % SDS, 40 % Glycerol, 0,05 %

Bromphenolblau, 5 % B-Mercaptoethanol)

1 x SDS-PAGE Lauf-Puffer

25 mM Tris base, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

1 x Western Blot Transfer
Puffer

25 mM Tris base, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanol

Ponceau S Farbelosung

2 % Ponceau S, 30 % Trichloressigsaure acid, 30 % 5-
Sulfosalicylsdure

Waschlosung

0,05 % Tween 20 in PBS

Blockpuffer/Antikorper
Inkubationslésung

4 % fettarmes Milchpulver in 0,05 % PBS-Tween 20
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2.7 Kardiologische Untersuchungen

2.7.1 Elektrokardiogramm (EKG)

Die Tiere wurden mit einer 2,5%igen Avertinlésung durch intraperitoneale Injektion in
der Dosierung 100 ul pro 10 g Kérpergewicht narkotisiert. Zur Herstellung von Avertin
wurde eine 97 %ige 2,2,2-Tribromethanol-Losung im Verhadltnis 1 g : 1 ml mit 98 %igem
Isoamylalkohol gemischt. AnschlieRend wurde die Mischung im Verhaltnis von 1:40 mit
0,9 % NaCl-Lésung verdunnt, um eine 2,5 %ige Avertinldsung zu erhalten. Die Lagerung
des Avertins erfolgte lichtgeschiitzt bei 4°C. Unter diesen Narkosebedingungen erfolgt
die Respiration spontan. Die Mause wurden dann mit Klebestreifen auf einer
Heizplatte in Rickenlage fixiert, mittels Rektalsonde (Warmeplatte mit Rektalsensor
TKM 0902, Fohr) wurde eine Korpertemperatur bei 37°Celsius zwecks Vermeidung
einer Hypothermie sichergestellt. Mit vier Wurzelkanalinstrumenten aus der
Dentalchirurgie, welche subkutan eingefliihrt wurden, erfolgte die Extremitaten-
Ableitung nach Einthoven | und Il (PowerLab/ 4 SP, ADInstruments, Chart 7.3.7). Das
Ruhe-EKG wurde liber eine Dauer von je zwei Minuten pro Maus aufgezeichnet, die
erhobenen Daten wurden mit dem Programm ,,Chart 7 fir Windows” (ADInstruments)
gespeichert.

Zusatzlich zu den Ruhe-EKGs erfolgte die Ableitung unter pharmakologisch induziertem
Stress, um die Reaktion auf eine Katecholamin-Stimulation zu beurteilen. Im Anschluss
an das Ruhe-EKG wurde hierzu den Tieren im Rahmen desselben Versuchsaufbaus
Isoprenalin (Isoproteronol 16504, SIGMA), ein Sympathomimetikum, in einer
Dosierung von 1,5 pg pro Gramm Kdrpergewicht intraperitoneal injiziert. Uber eine
Dauer von fiinf Minuten erfolgte dann eine Aufzeichnung des Elektrokardiogramms
unter pharmakologischem Stress was eine gesamte Aufzeichnungszeit von sieben
Minuten ergibt. Vor dem Hintergrund einer gewissen Anflutungsdauer und damit
einhergehender Wirkungsverzégerung des Isoprenalins und um die Ergebnisse aus
Ruhe- und Stress-EKGs vergleichbar zu machen, wurde aus den Stress-EKGs eine
Zeitspanne von zwei Minuten zwischen Minute 4 und 6 der Aufzeichnung ausgewahlt.
Die Auswertung der hiermit gewonnenen Daten wurde mit dem Programm ECG Auto

Version 2.5.0.3 (emka Technologies) durchgefiihrt. Manuell wurden aus den
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aufgezeichneten EKGs einzelne Abschnitte mit eindeutiger Morphologie ausgewahlt
und mit den Punkten <P, >P, <Q, R, >S, <T, T und >T ausgezeichnet (siehe Abbildung
10). Tabelle 1 zeigt wie die jeweiligen EKG-Intervalle bestimmt wurden.

Je Tier wurden jeweils vor und nach Isoprenalin-Gabe mehrere solcher Muster-EKGs
gewahlt und hiermit anschlieRend eine , Library” erstellt, mit welcher die gesamte EKG-
Aufzeichnung der entsprechenden Maus dann via Software verglichen wurde. Somit
konnten die flUr uns interessanten Parameter mit der Software automatisch
ausgewertet, die gewonnen Daten in einer externen Datei extrahiert und mit einer

Tabellenkalkulation (Excel) ge6ffnet und weiter analysiert werden.

Baseline

Abbildung 10: EKG-Ausschnitt unter Kennzeichnung der verschiedenen Intervalle

Abbildung eines EKG-Ausschnittes mit gut beurteilbarer Morphologie, in welchem manuell <P, >P, <Q, R,
>S, <T, T und >T eingezeichnet wurden. Durch Kennzeichnung mehrerer solcher EKG-Abschnitte je Tier
wurde dann eine ,Library” erstellt und eine automatische Auswertung des gesamten EKGs konnte

durchgefiihrt werden.

44



Material und Methoden

Tabelle 2: EKG-Parameter

Bestimmbare EKG Parameter unter Nennung des jeweiligen Messbereiches und der Einheit.

Parameter Messbereich Einheit
RR-Abstand R bis R ms

HR 60000/R bis R Schlage/min
PQ-Intervall Anfang P bis Q ms

P-Dauer Anfang P bis Ende P ms

QRS Qbis S ms

QT QbisEnde T ms

QT+ Q bis maximal T ms
TP-Dauer Ende T bis Anfang P ms

P Area Flache P Voltage*Zeit
QRS Area Flache QRS Voltage*Zeit
T Area Flache T Voltage*Zeit

2.7.2 Arrhythmie-Score

Da fir uns das Auftreten von spontanen Arrhythmien und von Rhythmusstérungen
unter Katecholamin-Stimulation von besonderem Interesse war, modifizierten wir in
Ermangelung eines fir unsere Versuchsreihe einschldgigen Score-Systems bereits
bestehende Systeme [228] und ergdnzten sie um weitere Arrhythmie-Ereignisse.
Diesen Score verwendeten wir sowohl zur Auswertung der Ruhe- und Stress-EKGs als
auch zur Beurteilung der elektrophysiologischen Untersuchungen. Hierbei wurden die
auftretenden Auffalligkeiten mit Punkten von 0 — 5 (aufsteigend nach Schwere)

bewertet (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Arrhythmiescore

Sinusrhythmus

Einmalige Sinusarrhythmie
Einmalige Extrasystole

Couplets

Supraventrikuldre Tachykardie
AV-Block 2. Grades (Typ Mobitz)
Sinuatriale Uberleitungsstérung

Persistierende Sinusarrhythmie

Arrhythmia absoluta bei VHF

Triplets

Bigeminus

Persistierende ventrikulare Tachykardie

Kammerflattern

AV-Block 3. Grades

Kammerflimmern

Bewertung der Arrhythmieereignisse anhand des Schweregrades mit Punkten. O Punkte bei keinen

Auffilligkeiten (Sinusrhythmus ohne Arrhythmieereignis), 5 Punkte bei klinisch schwerstem Ereignis mit

Kammerflimmern.

46



Material und Methoden

Zur Quantifizierung der Arrhythmie-Ereignisse wurden zwei
Auswertungsmoglichkeiten, jeweils unter Gegeniberstellung der WT- zu den KO-
Tieren, gewahlt:

1. Lediglich das schwerwiegendste Ereignis (jenes mit der héchsten Punktzahl)
wurde gezdhlt und fir die Aufsummierung der Scorepoints pro Genotyp
herangezogen.

2. Bei mehrfachem Auftreten von Arrhythmie-Ereignissen wurden alle Punkte pro
Tier aufsummiert, die Summe wurde dann fir die Berechnung der

Gesamtpunktzahl der jeweiligen Genotyp-Gruppe verwendet.

Dies ermoglichte die guantitative Beurteilung von auftretenden
Herzrhythmusstérungen und den Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen

untereinander.

2.7.3 Invasive Elektrophysiologische Untersuchung (EPU)

Hierbei wurden die Mause mit einem 2,5%igem Isofluran-Sauerstoffgemisch
narkotisiert und mit einer Metallintubationskaniile (1,2 mm, Hugo Sachs Elektronik)
intubiert. Auch hier erfolgte nach ausreichender Andsthesierung eine Fixierung in
Rickenlage auf einer Warmeplatte unter Temperaturkontrolle mit einer Rektalsonde
(mind. 36,5 °C). Die Sicherstellung der Respiration erfolgte durch Intubation (iber ein
Beatmungsgerat (UGO Basile 7025, Hugo Sachs Electronic). Nach Lagekontrolle wurde
der Tubus mit einem Klebestreifen fixiert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde
den Mausen 1,5 % Isofluran (Isoflurane Vapor 2000, Drager) bei einem Atemvolumen
von 1 ml und einer Atemfrequenz von 120 Atemziigen pro Minute verabreicht. Zwecks
Ableitung eines Oberflaichen-EKGs wurden analog zum Versuchsaufbau der EKG-
Aufzeichnung Elektroden subkutan in den Extremitaten platziert. Danach erfolgte die
Praparation der rechten Vena jugularis. Hierbei wurde nach groRziigiger Desinfektion
mit einem Hautantiseptikum und der Rasur des Halsbereiches unter dem
Operationsmikroskop (Auflichtmikroskop SZ 40, Olympus) auf Hohe des Larynx ein 10

bis 15 mm langer Hautschnitt durchgefiihrt. Es folgte die stumpfe Praparation der
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rechten Vena jugularis mit einer Praparationsschere und das Setzen einer proximalen
Ligatur. Nach Venotomie mittels Mikroschere folgte das Einfiihren des Katheters
(Octopolar Catheter FT1131, SciSense), der vorsichtig Uber die Vena subclavia dextra
zunachst in das rechte Atrium, anschlieRend in den rechten Ventrikel vorgeschoben
wurde. Die korrekte Lage des Katheters wurde anhand des abgeleiteten Oberflachen-
EKGs Uberpruft.

Der Katheter ermdglichte aufgrund seiner intrakardialen Platzierung sowohl die
Aufzeichnung des Herzrhythmus als auch die Stimulierung des Herzens (1 ms-Puls,
STG1001, Multi Channel Systems, MC Stimulus 2.1.2).

Fiir die Bestimmung physiologisch relevanter Parameter wurden etablierte
Stimulationsprotokolle zur Arrhythmiediagnostik verwendet. Dabei werden Uber den
Elektrodenkatheter an bestimmten Stellen im Herzen mit Hilfe von in diesem Protokoll
definierten Intervallen elektrische Impulse abgegeben. Diese dienen zur
differenzierten Diagnostik von Arrhythmien und erméglichen im Falle eines Auftretens
die Beurteilung der Arrhythmieform sowie ggf. den Ursprung und Mechanismus
derselben. Am Beispiel des AFI-Protokolls soll dieser Stimulationsablauf verdeutlicht
werden. Einzelne Impulse wurden hierbei stets mit 1000 mV und fiir eine Dauer von
500 us durchgefiihrt. Das AFI-Protokoll besteht aus 6 Stimulationsblécken, wovon
jeder eine Dauer von 5 s hat. Zwischen den Blocken liegen jeweils 30 s Pause. Die
Impulse erfolgen im ersten Block mit einem Abstand von 50 ms und in den
nachfolgenden Blocken mit absteigenden Intervallen von 33 ms, 25 ms, 20 ms, 15 ms
und 10 ms, was eine steigende Wiederholungszahl pro Block zur Folge hat.

Die Aufzeichnung wurde mit Chart 7 fir Windows (ADInstruments) durchgefiihrt und
die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms ECG Auto Version 2.5.0.3 (emka
Technologies). Die einzelnen Blocke wurden dabei u.a. nach induzierten Arrhythmien
untersucht.

Nach Ableitung eines Ruhe-EKGs wurde gemal Stimulationsprotokoll zunédchst eine
Stimulation im Vorhof durchgefiihnrt zwecks Analyse der elektrophysiologischen
Eigenschaften des Sinusknotens und des AV-Knotens. Hierbei wurde im ersten Schritt

der Parameter Sinusknotenerholzeit (SNRT) erhoben (vgl. Abbildung 12). Dabei erfolgt
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eine Stimulation mit einer leicht oberhalb der zuvor bestimmten Eigenfrequenz
liegenden Impulsfrequenz. Das Stimulationsprotokoll bestand aus drei Blécken mit
einer jeweiligen Dauer von 10 s und 10 s Pause zwischen den Blocken. Die
Intervalldauer, also der Abstand zwischen zwei Stimuli, betrug 100 ms, 85 ms und 75
ms. Dies ergibt eine Stimulationsanzahl von 100, 118 und 133 Stimuli je Block (10 000
ms/Intervalldauer). Die SNRT wird definiert als Zeitintervall zwischen dem letzten
Stimulus eines Stimulationsblockes und dem Wiedereinsetzen des Spontanrhythmus

(Beginn der P-Welle).

SNRT

Stimulus
Ventrikel
Atrium
o |
|
| |
\ ;‘\ |\ SN [P0 DU [P P DS PR ,
o ¥l . | — o = WV
! L / \ | ]
| | I | |
Einsetzen des
Letzter Stimulus Eigenrhythmus
36,6 36,65 36,7 36,75 36,8 36,85 36,9 36,95 37,0 37,05 371 37,15 37,2 37,25

Abbildung 12: Darstellung der SNRT anhand Screenshot aus Chart-Software
Die  Sinusknotenerholzeit spiegelt die Zeitspanne zwischen dem letzten Stimulus und dem
Wiedereinsetzen des Spontanrhythmus wider. SNRT flr Sinusknotenerholzeit. Eigene Modifikation aus

Chart-Software-Screenshot.

Die Bestimmung des Wenckebach-Punktes dient der Analysierung der AV-Uberleitung
bzw. der Feststellung einer atrioventrikuldren Uberleitungsstérung (AV-Block). Hierzu
findet die Stimulation erneut im Vorhof statt und erfolgt in steigender Frequenz bis
zum erstmaligen Ausfall der atrioventrikuliren Uberleitung (AV-Block Typ

Wenckebach). GeméaR Protokoll erfolgten die Stimulationen zunachst in einem Intervall
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von 100 ms. Nach 30 Stimuli wurde das Intervall jeweils um 2 ms verkirzt bis zum
Erreichen einer Intervalldauer von 50 ms. Der Punkt an dem eine letztmalige
Uberleitung der Erregung auf den Ventrikel stattfand, wird als Wenckebach-Punkt
bezeichnet (siehe Abbildung 13).

Wiedereinsetzen des
Eigenrhythmus
Stimulus

Ventrikel Ausfall des Ventrikels

Atrium = Wenckebach-Punkt

| N ,J N J/\J [/\/ _— L,J “\\U,J V\K,/J l/\wj TR ;/\._

36,6 36,65 36,7 36,75 36,8 36,85 36,9 36,95 37,0 37,05 37,1 37,15 37,2 37,25 37,3 37,35 37,4

Abbildung 13: Darstellung der Bestimmung des Wenckebach-Punktes

Eigene Modifikation aus Chart-Software-Screenshot.

2.7.4 Gruppen fiir die kardiologischen Untersuchungen

Zur Ubersichtlichkeit findet sich in der folgenden Grafik eine Zusammenstellung aller
Tiergruppen, die fiir samtliche kardiologischen Versuche verwendet wurden. Die EKG-
Auswertung, Arrhythmie-Bestimmung aus den EKGs sowie die elektrophysiologische
Untersuchung wurde zunachst mit unbehandelten WT- und KO-Tieren durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Messungen stets zunadchst vor und anschliefend nach Gabe von
Isoproterenol vorgenommen. Samtliche kardiologischen Untersuchungen wurden mit
anderen WT- und KO-Mausen, welche zunachst einer Behandlung mit Eplerenon

unterzogen wurden, wiederholt.
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Basale / Mit Eplerenon
unbehandelte behandelte
Gruppen Gruppen

WT —>
-lso +1Iso
EKG

EKG

EKG Arrhythmien EKG Arrhythmien
EPU EPU
KO BN

-lso  +1so
EKG EKG

EKG Arrhythmien EKG Arrhythmien
EPU EPU

Abbildung 14: Fiir kardiologische Untersuchungen eingesetzte Tiergruppen

Grafische Darstellung der fiir die EKG-Auswertung, Arrhythmie-Bestimmung und EPU verwendeten
Tiergruppen. Zunachst Durchfiihrung aller Versuche mit den basalen WT- und KO-Ma&usen. Hierbei
jeweils Messungen unter Ruhebedingungen (vor Gabe von Isoproterenol) und unter Stressbedingungen
(nach Gabe von lIsoproterenol). AnschlieBend Wiederholung des gesamten Untersuchungsaufbaues
unter Verwendung von mit Eplerenon behandelten WT- und KO-Mé&usen. Auch hier wieder

Durchfiihrung ohne und mit Isoproterenol.
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2.8 Histologische Untersuchungen

2.8.1 PSR-Farbung

Die verwendeten Mausherzen wurden i. d. R. im Anschluss an die
elektrophysiologische Untersuchung und Totung der Tiere unter Narkose durch
Sternotomie und Praparation des Herzens in toto gewonnen. Nach kurzem Eintauchen
in isotonische NaCl-Losung zur Entfernung des verbliebenen Blutes wurden die Herzen
dann gewogen und fiir die weitere Verwendung prapariert. Die Herzen wurden mit
einer Alkohol-Xylol-Reihe entwassert und in Paraffin eingebettet.

Zum Schneiden der Paraffinblocke wurde ein Schlittenmikrotom verwendet. Zunachst
wurden dickere Schichten geschnitten, um an die im Fokus des Interesses stehenden
myokardialen Gewebeschichten zu gelangen, dann wurde eine Schichtdicke von 7 um
eingestellt.

Mit einem feinen Pinsel wurden die passenden Schnitte dann vorsichtig in ein warmes
Wasserbad (44 — 49 °C) gelegt. Anschliefend wurden meist zwei Schnitte auf einem
beschrifteten Objekttrager aufgezogen. Die Objekttrager wurden schlieRlich zur
Trocknung der Schnitte in einem Trockenschrank bei 70 °C gelagert.

Nach einer Trocknungszeit von im Mittel zwei Tagen wurden die Schnitte fiir die
anschlieBende Farbung zunachst entparaffiniert. Die hierfir verwendete

Vorgehensweise stellte sich wie folgt dar:

1. Rotistol a 5 Minuten
2. Rotistol b 5 Minuten
3. Xylol 5 Minuten
4. Xylol Ethanol 1:1 5 Minuten
5. Ethanol 96 % 5 Minuten
6. Ethanol 75 % 5 Minuten
7. Ethanol 50 % 5 Minuten
8. Destilliertes Wasser 2 -3 mal eintauchen
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Danach wurden die Schnitte fiir eine Dauer von 20 Minuten in ein Glasgefa mit der
PSR-Farbelosung gegeben. Nach Ablauf dieses Zeitraums wurden die Schnitte zum

Entwéassern erneut in festgeschriebener Reihenfolge und Dauer in 8 Glasgefilie

gegeben.

1. Destilliertes Wasser je 2 -3 mal eintauchen
2. Ethanol 50 % 1 Minute

3. Ethanol 75 % 1 Minute

4. Ethanol 96 % 1 Minute

5. Xylol / Ethanol 1:1 5 Minuten

6. Xylol 5 Minuten

7. Rothistol a 5 Minuten

8. Rothistol b 5 Minuten

AnschlieBend wurden die Objekttrager aus der Losung entnommen und die Schnitte
wurden nach kurzer Trocknung mit Entellan und herkémmlichen Deckgldaschen
eingedeckt. Nach einer eintagigen Trockenzeit unter dem Abzug waren die Schnitte

fertig zur weiteren Beurteilung.

2.8.1.1 Kollagenbestimmung

Die PSR-Farbung ist eine Methode zur Darstellung von Kollagenfasern von in Paraffin
eingebetteten Gewebeschnitten. Die anschlieBende planimetrische Bestimmung des
interstitiellen Bindegewebes in den Herzschnitten basiert dabei auf den spezifischen
Rot- und Griinfluoreszenzen, die von PSR-gefarbten Paraffinschnitten ausgeht [229].
Unter dem Lichtmikroskop erscheinen gefarbte Kollagenfasern rot, wahrend normale
vitale Zellen eine griine Autofluoreszenz aufweisen. Diese Farben kdnnen mit einem
konventionellen Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Unter digitaler Bildaddition
und -subtraktion durch einen semi-automatischen Software-Prozess wird die relative

Flache des reinen Kollagens und jene der vitalen Zellen in den Gewebeschnitten
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bestimmt. So kann der Kollagengehalt in verschiedenen Geweben wie GefdaRen, Lunge,
Niere, Leber und Herz quantifiziert werden.

Mittels Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Z1m Imager) werden der Rot- und Griinkanal der
Schnitte mit dem 20x Objektiv (Plan-Apochromat 20x/0.80 Ph 2 M27) aufgenommen.
Dabei ist darauf zu achten, dass zuerst der Rot-, dann der Griinkanal aufgenommen
wird, das Bild scharf eingestellt und gleichmaRig ausgeleuchtet ist und die Schnitte
plan und ebenmaRig sind. Bei einer Expositionszeit fir den Rot- und Griinkanal von 250
ms wurden die aufgenommenen Bilder anschlieRend im *zvi Format abgespeichert.
Die quantitative Auswertung der Bilder wird schlief3lich mit Hilfe der Programme ZEN

2011 und Adobe Photoshop durchgefiihrt [229].

2.8.2 HE-Farbung

Zur Anfertigung von HE-Ubersichtspraparaten erfolgte die Schnittanfertigung und die
Entparaffinierung analog zu der PSR-Farbung, mit dem Unterschied, dass hier eine
Schnittdicke von 5 um gewahlt wurde. Nachdem die Schnitte nach o. a. Schema
entparaffiniert wurden, folgte die Farbung in Hdmalaun fir exakt 10 Minuten. Danach
wurden die gefarbten Schnitte fir 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
gebldut. Nach zweimaligem kurzem Abspilen mit destilliertem Wasser folgte die
finfminltige Farbung in Eosin. Im Anschluss wurden die Objekttrager je kurz in zwei
Gefdlle mit destilliertem Wasser und drei GefaBe mit 96 % Ethanol getaucht. Im

Weiteren wurde folgendes Vorgehen gewahlt:

1. Xylol / Ethanol 1:1 5 Minuten
2. Xylol 5 Minuten
3. Rothistol a 5 Minuten
4. Rothistol b 5 Minuten

AbschlieBend wurden die Schnitte analog zu der PSR-Farbung mit Entellan eingedeckt.
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2.8.3 X-Gal-Farbung

Zur Uberpriifung der endogenen Promotoraktivitit des Spred2-Gens wurden X-Gal
Farbungen von KO-, HET- und — als Negativkontrolle — WT-Herzschnitten angefertigt.
Nach Entnahme der Mausherzen wurden diese in ein ReaktionsgefdalR mit 2-
Methylbutan gelegt und anschlieBend rasch in fllissigem Stickstoff eingefroren. Die
Organe wurden dann bei -80 °C gelagert. Mittels Kryomikrotom wurden 5 — 10 um
dicke Schnitte angefertigt, die dann auf Superfrost-Objekttragern aufgenommen
wurden. Direkt im Anschluss an die Anfertigung der Kryoschnitte wurden diese
zunachst bei Raumtemperatur getrocknet und anschliefend fiir 15 Minuten in ein
Glasgefall mit Fixationspuffer gelegt. Danach wurde die Schnitte zweimal fir 5
Minuten mit dem X-Gal Waschpuffer gewaschen und schlieBlich iber Nacht in X-Gal
Farbepuffer, welchem 2 — 4 Stunden vor Durchfiihrung der Farbung die X-Gal Losung in
einer Konzentration von 1 mg/ml zugefiigt worden war, bei 37 °C gefarbt. Die
gefarbten Herzschnitte wurden dann zweimal mit Waschpuffer gewaschen und
anschliefend mit 100 ul Mowiol und Deckglasern eingedeckelt. Der Farbeerfolg wurde

mittels einem Eclipse E600 Mikroskop und Digitalkamera dokumentiert.

Losung Bestandteile
0,1 M Phosphat-Puffer 27 mM NaH,PO,4, 73 mM Na,HPO,
X-Gal-Fixationspuffer 0.1 M Phosphat Puffer versetzt mit 5 mM EGTA (pH 8), 2 mM

MgCl, und 0.2% Glutaraldehyd

X-Gal-Waschpuffer 0.1 M Phosphat-Puffer versetzt mit 2 mM MgCl,
X-Gal-Stock-Losung 500 mg X-Gal in 10 ml Dimethylformamid

(50 mg/ml)

X-Gal-Farbepuffer 0.1 M Phosphat Puffer versetzt mit 2 mM MgCl,, 5 mM

KsFe(CN)s, 5 mM KsFe(CN)s und 1 mg/ml X-Gal
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2.9 Statistik und Datenanalyse

Die Quantifizierung der Western Blots erfolgte mit Imagel. Die statistische Auswertung
samtlicher Versuche wurde mit Microsoft Excel durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden
als Mittelwerte + Standardfehler (+ SEM) angegeben. Vergleiche von Parametern
zwischen den Versuchsgruppen wurden mit Hilfe des Student’s T-Tests auf Signifikanz
Uberprift, wobei ein *p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant, ein **p-Wert < 0,01 als
statistisch hoch signifikant und ein ***p-Wert < 0,001 als statistisch hochst signifikant

angesehen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 X-Gal-Farbung

Um die endogene Spred2-Promotoraktivitat im Herzen als das im Mittelpunkt der
Untersuchungen stehenden Organ veranschaulichen zu kénnen, wurde die B-
Galaktosidase-Expression anhand der X-Gal-Farbung von myokardialen Schnitten
dargestellt.

Vorhergehende Untersuchungen lieferten bereits Hinweise auf die SPRED2-Expression
im Herzen. Durch genauere Untersuchungen an myokardialen Schnitten adulter Tiere

konnte die deutliche Promotoraktivitat genauer untersucht und verifiziert werden.

WT HET KO

Abbildung 15: Spred2-Promotoraktiviat in kardialen Gewebeschnitten
Darstellung der endogenen Spred2-Promotoraktivitdat in Gewebeschnitten aus den Herzen von WT-,

heterozygoten (HT) und KO-Mausen mit Hilfe von X-Gal-Farbungen.
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3.2 Western Blot-Analysen

Bei der Durchfiihrung von Western Blots wurden die murinen Herzlysate auf die
Expression von P-ERK und ERK, GAPDH, P-Akt und Akt, P-p38 und p38 sowie SPRED1
und SPRED2 hin untersucht.

Die Untersuchung der Phosphorylisierung von ERK1/2 als Indikator fiir eine verdnderte
MAPK-Signalweg-Aktivitat zeigte hierbei ein quantitativ erhohtes Vorkommen von P-
ERK (Mittelwerte WT: 0,05 zu KO: 0,57) bei den SPRED2-KO-Tieren. Die
unphosphorylierte Form von ERK ergab bei den WT- und KO-Tieren einen gleichartigen
Nachweis. Es ergab sich also eine erh6hte P-ERK/ERK-Ratio bei den SPRED2-KO-
Mausen (siehe Abbildung 16 A und B). Eine kompensatorisch gesteigerte SPRED1-
Expression konnte nicht festgestellt werden. Bei der Untersuchung des Verhaltnisses
von P-Akt zu Akt ergab sich eine erhohte P-Akt/Akt-Ratio bei der KO-Gruppe
(Mittelwerte WT 0,19 zu KO 2,41). Demgegeniber zeigte sich eine erhohte P-p38/p38-
Ratio bei den WT-Tieren (WT 7,16 zu KO 1,97). GAPDH wurde als Ladekontrolle
verwendet.

Zusammenfassend konnte bei den KO Mausen infolge der fehlenden inhibitorischen
Wirkung von SPRED2 eine Hochregulation des Ras/ERK-MAP-Kinase-Signalwegs
festgestellt werden, wohingegen eine kompensatorische Hochregulation von SPRED1
nicht nachweisbar war. Die supprimierende Wirkung von SPRED2 auf den Ras/ERK-

MAPK-Signalweg konnte somit bestatigt werden.
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Abbildung 16: P-ERK-, ERK-, SPRED1- und GAPDH-Expression in Mausherzlysaten der WT- und KO-
Tiere

Western Blot Analysen der aus Mauseherzen gewonnen Lysate unter Verwendung von Anti-P-ERK-,
Anti-ERK-, Anti-SPRED1- und Anti-GAPDH-Antikdrpern ergaben eine gesteigerte Expression des Ras/ERK-

MAP-Kinase-Signalwegs, wobei SPRED1 keine kompensatorische Hochregulation zeigte.

A. Exemplarische Darstellung der Expression von P-ERK, ERK, SPRED1 und GAPDH aus der Western

Blot-Analyse.

B. Darstellung der quantitativen Auswertung der P-ERK/ERK-Ratio mit erhéhter Expression von P-ERK

bei den SPRED2-KO-Mausen.
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3.3 EKG Auswertung

3.3.1 Auswertung der basalen Ruhe- und Stress-EKGs

Im Rahmen der Auswertung der Ruhe- und Stress-Elektrokardiogramme der basalen,
also unbehandelten, Mause wurden die Daten von 17 WT und 18 KO Tieren
miteinander verglichen.

Tabelle 3 zeigt die Mittelwerte der Messungen flr die einzelnen Intervalle mit

Signifikanzniveau.

Tabelle 3: Ergebnisse der basalen WT- und KO-EKG-Messungen unter Ruhebedingungen
Parameter als Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikanter Unterschied bei p<0,05 (*); statistisch hoch

signifikanter Unterschied bei p<0,01 (**).

Ruhe EKG

Basale Gruppe p-Werte

WT SPRED2-KO
Anzahl der Tiere n 17 18
RR-Intervall (ms) 151,95+3,23 143,21+4,08 0,11
HR (Schlage/Minute) 396,68+8,51 424,35+10,82 | 0,06
PQ-Intervall (ms) 38,57+1,2 38,96+0,85 0,78
P-Dauer (ms) 15,99+0,62 18,11+1,18 0,12
QRS-Dauer (ms) 14,41+0,33 16,34+0,33 0,0002**
QT-Intervall (ms) 64,17+1,41 62,76+1,56 0,51
QT+ (ms) 35,1440,78 40,91+1,27 0,0007**
TP-Dauer (ms) 49,08+2,57 41,50+3,87 0,11
P Area (mV) 0,64+0,04 0,76%0,05 0,073
QRS-Amplitude (mV) 2,14+0,25 3,63+0,19 0,0000421231**
T Area (mV) 2,23+0,24 1,89+0,21 0,28
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Die QRS-Dauer der SPRED2-KO Gruppe war gegeniiber den Wildtypen verlangert, was
Ausdruck einer ventrikuliren Uberleitungsstérung sein kann. (16,34+0,33 vs.
14,41+0,33 ms, p-Wert: 0,0002). Des Weiteren war QT+ verldngert und die QRS-
Amplitude vergrofRert. Die sonstigen Parameter zeigten bei der Ableitung der Ruhe-
EKGs keine statistisch signifikanten Unterschiede. So zeigte sich die P-Dauer bei den
KO-Mausen tendenziell erhéht (15,99+0,62 vs. 18,11+1,18 ms) und die TP-Dauer bei
der KO Gruppe reduziert (49,08+2,57 vs. 41,50+3,87 ms).

Im Folgenden sind in Tabelle 4 analog zu den Ruhe-EKGs die Ergebnisse der Stress-EKG-

Auswertung darstellt.

Tabelle 4: Ergebnisse der basalen WT- und KO-EKG-Messungen unter Stressbedingungen
Parameter als Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikanter Unterschied bei p<0,05 (*); statistisch hoch

signifikanter Unterschied bei p<0,01 (**).

Stress EKG

Basale Gruppe p-Werte

WT SPRED2-KO
Anzahl der Tiere n 17 18
RR-Intervall (ms) 100,79+0,94 104,68+1,94 | 0,098
HR (Schlage/Minute) 597,28+5,41 578,53+14,11 | 0,095
PQ-Intervall (ms) 33,44+0,80 36,96+1,07 0,01*
P-Dauer (ms) 14,57+0,53 17,16+1,30 0,03*
QRS-Dauer (ms) 14,85+0,31 16,93+0,45 0,0007**
QT-Intervall (ms) 55,90+1,32 55,04+1,48 0,67
QT+ (ms) 32,68+1,14 28,61+1,52 0,03*
TP-Dauer (ms) 11,43+1,36 12,68+1,77 0,58
P Area (mV) 0,63+0,04 0,70+0,05 0,3
QRS-Amplitude (mV) | 2,07%0,20 4,25+0,26 1,96802089E-07**
T Area (mV) 2,10%0,22 2,54+0,49 0,43
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Unter durch Isoproterenol induzierten pharmakologischen Stressbedingungen zeigten
sich im Gegensatz zu den Ruhedaten die Werte fiir das PQ-Intervall bei den SPRED2-
KO-Mausen signifikant erhoht (33,44+0,80 vs. 36,96+1,07 ms, P-Wert: 0,01) und die P-
Dauer verlangert (14,57+0,53 vs. 17,16+1,30 ms, P-Wert: 0,03). Eine verlangerte P-
Dauer kann ein Hinweis auf eine verzogerte Reizweiterleitung tber die Vorhofe sein,
wahrend einer Verlangerung des PQ-Intervalls haufig eine atrioventrikuldre
Leitungsverzogerung zugrunde liegt.

In folgenden Balkendiagrammen in Abbildung 17 sind die Ergebnisse ausgewahlter

EKG-Parameter in Ruhe- und Stress-EKG einander gegenlber gestellt.

A B
42 21
19 *
40 A
* e T
4 (2]
= 38 §, -
(n S
E 3] A 13
g
o Q. 1
34 4
9 4
32 9
7 4
- WT WT g WT WT
- Isoproterenol + Isoproterenol - Isoproterenol + Isoproterenol

Abbildung 17: Durchschnittliche Linge des PQ-Intervalls und der P-Dauer unter Ruhebedingungen
und nach Isoproterenolgabe in Milisekunden

A. Signifikante Verlangerung des PQ-Intervalls bei den Knockout-Tieren unter sympathomimetischer
Stimulation durch Isoproterol.
B. Signifikante Verlangerung der P-Dauer bei den Knockout-Tieren unter Isoproterenolgabe. Die

Verlangerung unter Ruhebedingungen war nicht signifkant.
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Auch hier waren das QRS-Intervall bei den KO-Tieren deutlich erhéht (14,85+0,31 vs.
16,93+0,45, P-Wert: 0,0007), QT+ nunmehr aber nicht mehr erhéht sondern im
Vergleich mit den WT-Mausen verringert (32,68+1,14 vs. 28,61+1,52, P-Wert: 0,03),
wie Abbildung 18 B zeigt.
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Abbildung 18: Durchschnittliche Liange des QRS-Intervalls und der QT+ Zeit unter
Ruhebedingungen und nach Isoproterenolgabe in Milisekunden

A. Signifikante Verldangerung des QRS-Intervalls bei den Knockout-Tieren sowohl unter
Ruhebedingungen als auch unter sympathomimetischer Stimulation durch Isoproterol.
B. Signifikante Verlangerung der QT+ Zeit bei den KO-Tieren unter Ruhebedingungen, unter

Isoproterenolgabe dem gegeniber Verkiirzung von QT+.

Die intraperitoneale Gabe von Isoproterenol zeigte eine sympathomimetische Wirkung
in Form eines Herzfrequenzanstiegs von im Mittel 200,6 Schlagen/Minute bei den WT-
und 154,2 Schlagen/Minute bei den KO-Tieren (siehe Abbildungen 19 und 20). Dies
konnte Ausdruck der nur unzureichenden Fahigkeit der KO-Herzen sein, adaquat auf

sympathomimetische Stimulation zu reagieren.

63



Ergebnisse

A B
—~. 250 60
e * %k K
o % ok
_Q —~~~
= °\° 50
8 200' N—
;.5 (@]
c f'—_,’ 40
< 150 R
L ] c
T ]
"y N 30
o =
- ()
o 100 1 S
= g 20
E u—
O 504 N
_2 O 10
o I
=l WT i WT

Abbildung 19: Durchschnittlicher Anstieg der Herzfrequenz und prozentualer Anstieg nach
Isoproterenolgabe

A. Durchschnittlicher Anstieg der Herzfrequenz in bpm nach sympathomimetischer
Stimulation durch Isoproterenol fuhrt bei den WT-Mausen zu einem hdheren Anstieg
der HF.

B. Prozentualer Herzfrequenzanstieg bei den WT-Tieren um circa 50 Prozent, bei den KO-

Tieren um nur circa 35 Prozent.
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Abbildung 20: Herzfrequenzanstieg mit Zeitachse
Entwicklung der Herzfrequenz im Zeitverlauf. Bei 2:00 Minuten Gabe von Isoproterenol, daraufhin
Anstieg der HF. Starkerer Anstieg bei den KO-Tieren mit 50,6 % der Ausgangsfrequenz, bei den KO-
Mausen lediglich Anstieg um 36,3 % der Ruhe-HF.
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3.3.2 Auswertung der Ruhe- und Stress-EKGs der mit Eplerenon behandelten
Tiergruppen

Jeweils 12 mit Eplerenon behandelte WT- und KO-Mause wurden entsprechend der

basalen Tiergruppen im Ruhe- und Stress-EKG untersucht. Dies diente der

Uberpriifung, ob die basal verdnderten EKG-Parameter durch die Behandlung mit dem

Aldosteronantagonisten eine glinstige Beeinflussung aufweisen. Tabelle 4 zeigt die

daraus unter Ruhebedingungen gewonnen Daten.

Tabelle 5: Ergebnisse der WT- und KO-EKG-Messungen bei den mit Eplerenon behandelten
Tiergruppen unter Ruhebedingungen

Parameter als Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikanter Unterschied bei p<0,05 (*); statistisch hoch

signifikanter Unterschied bei p<0,01 (**).

Ruhe EKG

Behandelte Gruppe p-Werte

WT SPRED2-KO
Anzahl der Tiere n 12 12
RR-Intervall (ms) 134,25+4,93 128,67+4,15 0,397
HR (Schlage/Minute) 452,84+16,97 | 471,99+15,29 | 0,412
PQ-Intervall (ms) 36,54+0,78 37,99+0,77 0,181
P-Dauer (ms) 13,62+0,50 14,59+0,55 0,206
QRS-Dauer (ms) 15,03+0,46 16,15+0,53 0,126
QT-Intervall (ms) 54,78+2,43 50,18+2,63 0,213
QT+ (ms) 43,70%2,57 39,28+2,00 0,192
TP-Dauer (ms) 42,78+5,02 40,64+4,76 0,761
P Area (mV) 0,38+0,02 0,54+0,04 0,0069**
QRS-Amplitude (mV) 1,630,24 2,66+0,28 0,0112*
T Area (mV) 1,41+0,21 0,88+0,10 0,0418*

Lediglich die P Area, T Area und QRS-Amplitude wiesen unter Ruhebedingungen

signifikante Unterschiede im Vergleich mit der WT-Gruppe auf.
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Tabelle 6: Ergebnisse der WT- und KO-EKG-Messungen bei den mit Eplerenon behandelten
Tiergruppen unter sympathomimetischer Stimulation durch Isoproterenol

Parameter als Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikanter Unterschied bei p<0,05 (*); statistisch hoch

signifikanter Unterschied bei p<0,01 (**).

Stress EKG

Behandelte Gruppe p-Werte

WT SPRED2-KO
Anzahl der Tiere n 12 12
RR-Intervall (ms) 93,16+0,77 96,93+1,17 0,0151*
HR (Schlage/Minute) 645,66+5,32 | 621,50+7,37 | 0,016*
PQ-Intervall (ms) 33,9210,80 34,1340,76 0,869
P-Duration (ms) 13,31+0,38 12,91+0,53 0,537
QRS-Dauer (ms) 14,75+0,66 16,29+0,82 0,156
QT-Intervall (ms) 48,48+1,92 47,02+1,3 0,533
QT+ (ms) 36,41+1,31 33,37+£1,46 0,134
TP-Dauer (ms) 10,93+1,69 15,88+1,49 0,041*
P Area (mV) 0,43+0,04 0,46+0,03 0,53
QRS-Amplitude (mV) 1,77+0,23 3,00+0,42 0,021*
T Area (mV) 1,23+0,02 1,71+0,44 0,334

Die Mittelwerte der RR-Intervalle zeigten sich nach Gabe von Isoproterenol bei den
KO-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren erhoht (93,16+0,77 vs. 96,93+1,17, P-
Wert: 0,0151). Die Herzfrequenz lag im Stress-EKG in der WT-Gruppe im Mittel hoher
als bei der KO-Gruppe. Dies konnte erneut Hinweis darauf sein, dass die Herzen der
WT-Tiere eher in der Lage sind, auf sympathomimetische Stimulation mit einem
adaquaten Herzfrequenzanstieg zu reagieren, wobei folglich keine starkere
Beeinflussung dieser Beobachtung durch Eplerenon eingetreten ist.

Die in der basalen Gruppe vorhandenen Unterschiede bei der P-Dauer im Stress-EKG

waren bei den mit Eplerenon behandelten Tieren nicht mehr nachweisbar.
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Auch der Unterschied der basalen Gruppen beziglich des QRS-Intervalls war sowohl
vor als auch nach Isoproterenolgabe bei den behandelten Tieren nicht mehr
vorhanden (siehe Abbildung 21 B).

Dagegen war beim TP-Intervall eine signifikante Erhéhung im Stress-EKG bei den KO-
Tieren nachweisbar (10,93+1,69 vs. 15,88+1,49, P-Wert: 0,041). Die Lédnge des
isoelektrischen TP-Intervalls, welches den GroRteil der elektrischen Diastole des
Herzens darstellt, hangt stark von der Herzfrequenz ab. Unter Tachykardie ist eine

Verkirzung des TP-Segments physiologisch.
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Abbildung 21: Durchschnittliche P-Dauer und Linge des QRS-Komplexes unter Ruhebedingungen
und nach Isoproterenolgabe in Milisekunden

A. Nach Eplerenon-Behandlung kein signifikanter Unterschied der P-Dauer von WT- und KO-

Tieren.

B. Nach Eplerenon-Behandlung kein signifikanter Unterschied der QRS-Dauer von WT- und

KO-Tieren.

Neben der einzelnen Betrachtung der basalen und der behandelten Gruppe, war fir
uns von Interesse, ob sich durch die Behandlung mit einem Aldosteronantagonisten
der kardiale Phanotyp der KO-Tiere positiv beeinflussen und dem der WT-Tiere

annahern lieRe.
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Da nicht alle EKG-Parameter der basalen KO-Tiere Auffalligkeiten zeigten, machte
hierbei insbesondere eine nahere Betrachtung jener Parameter Sinn, die solche
statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren aufwiesen.
So stellte sich das PQ-Intervall bei den basalen KO Tieren erhéht dar (33,44+0,80 vs.
36,96+1,07, P-Wert: 0,01). Dagegen waren bei den mit Eplerenon behandelten
Gruppen keine solchen Unterschiede mehr nachweisbar (33,92+0,80 vs. 34,13+0,76, P-
Wert: 0,87) (siehe Abbildung 22). Und auch im direkten Vergleich der basalen Wildtyp-
Gruppe mit der behandelten KO-Gruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(33,4440,80 vs. 34,13+0,76, P-Wert: 0,51). Der Unterschied der PQ-Zeit von KO basal
zu KO behandelt stellte sich demgegentiber signifikant dar (36,96+1,07 vs. 34,13+0,76,
P-Wert: 0,03).

39
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35 +
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31

PQ (ms)

basal JeEEE]

+ |soproterenol

Abbildung 22: PQ-Intervall bei basalen WT- und KO-Tieren vs. behandelten KO-Tieren

Anndherung der Werte des PQ-Intervalls in der mit Eplerenon behandelten KO-Gruppe an die Werte der
basalen WT-Gruppe, kein signifikanter Unterschied nachweisbar. Des Weiteren signifikanter Unterschied
zwischen KO basal und KO behandelt (P-Wert 0,03), damit deutlicher Riickgang der PQ-Zeit bei den KO-

Tieren unter Eplerenonbehandlung.

Bei der QRS-Dauer zeigten sich sowohl im Ruhe-EKG als auch im Stress-EKG signifikante
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Unterschiede zwischen den unbehandelten WT- und KO-Tieren. Bei den behandelten
Tieren zeigte sich im Ruhe-EKG (15,0310,66 vs. 16,15+0,53, P-Wert: 0,12) und im
Stress-EKG (14,75+0,66 vs. 16,29+0,82, P-Wert 0,16) zwar noch eine Erhéhung der KO-
Werte, jedoch lagen diese unterhalb des Signifikanz-Niveaus. Im direkten Vergleich WT
basal vs. KO behandelt fiel diese Erhéhung im Ruhe-EKG signifikant, im Stress-EKG

dagegen nicht mehr signifikant aus (siehe Abbildungen 23 A und B).
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Abbildung 23: QRS-Intervall bei basalen WT- und KO-Tieren vs. behandelten KO-Tieren vor und nach
Isoproterenolgabe

A. Anndherung der QRS-Dauer in Ruhe beim behandelten KO an den basalen WT, jedoch noch
immer signifikanter Unterschied.
B. Beim behandelten KO Anndherung der QRS-Dauer unter Stress an den basalen WT, kein

signifikanter Unterschied mehr.
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3.4 EKG Arrhythmieauswertung

3.4.1 Basale Arrhythmieauswertung

Es wurden die Ergebnisse von 20 basalen WT und 19 basalen KO Tieren mit Hilfe des in
Abbildung 11 dargestellten Scoresystems miteinander verglichen.

Bei der Betrachtung des jeweils einfach gewerteten schwersten Ereignisses ergab sich

eine durchschnittliche Scorepointanzahl von 0,35:1,16 (WT:KO).

Scorepoints schwerstes Ereignis

WT KO
Anzahl Tiere 20 19
Scorepoints 7 28
Av 0,35 1,47

Hierbei wurde keine Unterscheidung getroffen, ob ein Ereignis vor oder nach der
Verabreichung von Isoproterenol aufgetreten ist.
Betrachtete man die Summe aller wahrend der Messungen aufgetretenen

Arrhythmieereignisse, ergab sich eine durchschnittliche Scorepunktzahl von 0,45:7,74

(WT:KO).
Scorepoints gesamt
WT KO
Anzahl Tiere 20 19
Scorepoints 9 147
Av 0,45 7,74

Dies war insbesondere der Tatsache geschuldet, dass es bei den KO-Tieren vermehrt zu
einer Vielzahl von Ereignissen mit geringem klinischen Schweregrad kam, wie z.B.

einmalige Sinusarrhythmien oder ventrikuldre Extrasystolen.

71



Ergebnisse

12

10 -

Punkte aufsummiert
Durchschnittswerte
()]

Scorepoints unabhangig von Iso
schwerstes Ereignis einfach gewertet +

schwerstes Punkte
Ereignis  aufsummiert

Abbildung 24: Durchschnittliche Arrhythmiepunkte unter einfacher Wichtung des jeweils schwersten
Ereignisses und Aufsummierung aller Scorepunkte

Sowohl bei Betrachtung des jeweils schwerwiegendsten Arrhythmieereignisses (0,35:1,16 WT:KO) , als
auch unter Aufsummierung aller aufgetretenen Arrythmieereignisse (0,45:7,74) zeigte sich eine erhohte

Punktezahl bei den KO-Tieren.

Traf man eine Unterscheidung, zwischen den vor und nach Isoproterenolgabe
eingetretenen Ereignissen, zeigten sich bei den KO-Tieren mehr arrhythmische

Ereignisse nach sympathomimetischer Stimulation (siehe Abbildung 25).

Scorepoints schwerstes Ereignis vor Iso

WT KO
Anzahl Tiere 20 19
Scorepoints 4 12
Av 0,20 0,63

Scorepoints schwerstes Ereignis nach Iso

WT KO
Anzahl Tiere 20 19
Scorepoints 3 19
Av 0,15 1,00
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Abbildung 25: Durchschnittliche Arrhythmiepunkte bei einfacher Wertung des jeweils
schwerwiegendsten Ereignisses vor und nach Gabe von Isoproterenol

Deutlich erhdhte Scorepoints insbesondere nach sympathomimetischer Stimulation durch Isoproterenol

(0,15:1,00 WT:KO).

3.4.2 Arrhythmieauswertung nach Eplerenon-Behandlung

Nachdem sich bei den basalen Tiergruppen ein signifikantes Mehrauftreten von
Arrythmieereignissen bei den KO-Tieren gezeigt hatte, stellte sich nun die Frage, ob
das Vorkommen von Arrhythmien bei der mit Eplerenon behandelten KO-Gruppe
verringert werden konnte. Daher erfolgte eine Gegeniiberstellung der basalen KO-
Gruppe mit der mit Eplerenon behandelten KO-Gruppe unter Berlicksichtigung der
WT-Ergebnisse als physiologische Referenzwerte. Die Tiergruppen hatten eine Starke
von 12:12 Tieren (WT:KO).

Zunachst betrachteten wir erneut die jeweils einfach gewerteten schwersten

Ereignisse unabhdngig von Isoproterenolgabe.
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Scorepoints schwerstes Ereignis

WT basal KO basal KO behandelt
Anzahl Tiere | 20 19 12
Scorepoints 7 22 6
Av 0,35 1,47 0,50

AnschlieBend wurden die einzelnen Ereignisse je Tier aufsummiert betrachtet.

Scorepoints gesamt

WT basal KO basal KO behandelt
Anzahl Tiere | 20 19 12
Scorepoints 9 147 19
Av 0,45 7,74 1,58

Die bei der unbehandelten KO-Gruppe deutlich erhéhten Scorepunktewerte waren in
der behandelten KO-Gruppe sowohl wunter Bericksichtigung des jeweils
schwerwiegendsten Ereignisses als auch unter Aufsummierung aller Ereignisse stark
reduziert. Im Vergleich mit der basalen WT-Gruppe war kein signifikanter Unterschied
mehr feststellbar (siehe Abbildung 26). Die WT-Gruppe erfuhr durch die Behandlung

mit Eplerenon keine bedeutsame Veranderung.
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Abbildung 26: Durchschnittliche Scorepoints WT basal, KO basal und KO behandelt unter
Beriicksichtigung des jeweils schwerwiegendsten Ereignisses (A) und Aufsummierung aller Ereignisse

(B)
Anndherung der durchschnittlichen Arrhythmiescorepunkte bei den behandelten KO-Tieren an jene der

basalen WT-Tiergruppe.

Scorepoints schwerstes Ereignis vor Iso

WT basal KO basal KO behandelt
Anzahl Tiere | 20 19 12
Scorepoints 4 12 4
Av 0,20 0,63 0,33

Scorepoints schwerstes Ereignis nach Iso

WT basal KO basal KO behandelt
Anzahl Tiere | 20 19 12
Scorepoints 3 19 2
Av 0,15 1,00 0,17

Auch die isolierte Betrachtung der Scorepoints vor und nach Gabe von Isoproterenol
ergab bei den KO-Mausen die deutliche Reduktion der arrhythmischen Ereignisse nach
Gabe von Eplerenon.

Durch die Behandlung mit dem Aldosteronantagonisten konnte somit ein sichtlicher

Rickgang an Arrhythmien wahrend der EKG-Aufzeichnungen verzeichnet werden.
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3.5 EPU

3.5.1 Basale EPU-Ergebnisse

Es wurden die Daten von 10 WT- und 16 KO-Tieren miteinander verglichen.

Tabelle 7: Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchung an den unbehandelten Tiergruppen

Parameter als Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikanter Unterschied bei p<0,05 (*); statistisch hoch

signifikanter Unterschied bei p<0,01 (**).

WT KO p-Werte

Anzahln 10 16

HR (bpm) 400,00+13,65 413,47+10,55 0,44

Zykluslange (ms) 148,0 £23,2 147,8+27,3 0,99

SNRT 100 (ms) 252,8+44.,6 224,5+98,7 0,20

SNRT 85 (ms) 190,+42,8 190,0+58,8 0,98

SNRT 75 (ms) 132,5+7,1 145,4+36,5 0,54
Wenckebachpunkt | 77,40£1,81 81,13+2,07 0,19

(ms)

Bei der Auswertung der basalen Tiergruppen zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede bezlglich der Zykluslange, des Wenckebachpunktes sowie der
verschiedenen Sinusknotenerholzeiten. Da diese Parameter die Eigenschaften des
Sinusknotes sowie der atrioventrikulidren Uberleitung abbilden, konnte somit anhand
der EPU keine Auffalligkeiten in diesem Bereich festgestellt werden.

Analog zu den Ruhe- wund Stress-EKGs wurde auch im Rahmen der
elektrophysiologischen Untersuchung eine quantitative und qualitative Analyse der

aufgetretenen Arrhythmien durchgefihrt.
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Tabelle 8: Art und Anzahl der aufgetretenen Arrhythmieereignisse

Tabellarische Auffiihrung der Art und jeweiligen Gesamtzahl an Arrythmien, die unter Anwendung des
Stimulationsprotokolls im Rahmen der elektrophysiologischen Untersuchungen bei den
unterschiedlichen Tiergruppen aufgetreten sind. Bei der unbehandelten KO-Gruppe kam es vermehrt zu
ventrikuldren Extrasystolen und zu Vorhofflimmern. Auch in der basalen WT-Gruppe traten vereinzelt
arrhythmische Ereignisse auf. Alles in allem zeigten sich bei der basalen KO-Gruppe jedoch deutlich
mehr arrhythmische Ereignisse, wie sich auch bei der Anwendung des Arrhythmie-Scores bestatigte.
Nach Anwendung einer Eplerenon-Therapie waren bei den KO-Tieren eine deutlich verminderte Anzahl
an Extrasystolen und VHF sowie sonstiger Arrhythmie-Ereignisse feststellbar.

Art der Arrhythmie WT basal | KO basal | WT KO
behandelt | behandelt
Sinusarrhythmie 2 0 0 0
ES 11 44 18 8
Couplets 0 1 0 1
Triplets 0 0 0 0
Bigeminus 0 0 0 0
supraventrikuldre Tachykardie 0 0 0 0
AV-Block 2. Grades 0 2 0 1
AV-Block 3. Grades 1 0 0 0
SA-Block 0 0 1 0
anhaltende Sinusarrhythmie 3 2 1 0
Vorhofflimmern 3 8 0 4
ventrikuldre Tachykardie 0 0 1 1
Kammerflattern 0 1 0 0
Kammerflimmern 0 0 0 0

Unter Berlcksichtigung des Scoresystems ergaben sich bei der Untersuchung der

basalen Tiergruppen die im Folgenden angegebenen Punktewerte.

77



Ergebnisse

Scorepoints schwerstes Ereignis

WT KO
Anzahl Tiere 10 16
Scorepoints 27 70
Av 2,7 4,4

Scorepoints gesamt

WT KO
Anzahl Tiere 10 16
Scorepoints 47 184
Av 4,7 11,5

Aufgrund der unterschiedlichen Gruppenstarke war ein Vergleich lediglich anhand der
Durchschnittwerte sinnvoll. Hierbei zeigten sich bei den nicht behandelten
Mausgruppen sowohl bei der Betrachtung des jeweils schwersten Ereignisses je Maus
(2,7 vs. 4,4), als auch bei der Aufsummierung aller eingetretenen Arrhythmieereignisse
je Tier (4,7 vs. 11,5) eine hohere Punktzahl bei den Knockout-Tieren, wobei dieser
Unterschied jedoch jeweils unterhalb des Signifikanzniveaus lag (siehe Abbildung 27).
Bei der Betrachtung der Arten der Arrhythmieereignisse (siehe Tabelle 8) zeigte sich,
dass dies insbesondere dem deutlich vermehrten Auftreten von ventrikuldren

Extrasystolen sowie paroxysmalen Vorhofflimmern geschuldet war.
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Abbildung 27: Durchschnittliche Arrhythmiescorepoints unter einfacher Wertung des jeweils
schwerwiegendsten Ereignisses sowie unter  Aufsummierung aller aufgetretenen
Arrhythmieereignisse bei den unbehandelten WT- und KO-Gruppen.

Die folgenden Grafiken (Abbildungen 28 bis 31) zeigen exemplarische Ausschnitte von
bei den Mausen aufgetretenen Arrhythmieereignissen, welche Gegenstand der

Beurteilung mittels Arrhythmiescore waren.

Abbildung 28: Exemplarische Darstellung von Arrhythmien — Arrhythmia absoluta mit VHF

Beispielhafte Darstellung des Auftretens eines paroxysmalen Vorhofflimmerns im Rahmen der EPU bei
einer Knockout-Maus. Das etwa 200 ms anhaltende Vorhofflimmern zeigte sich selbstlimitierend und
kehrte spontan in einen normofrequenten Sinusrhythmus zuriick.

S ——

Abbildung 29: Exemplarische Darstellung von Arrhythmien — Couplet (ventrikuldre Extrasystolen)

Spontanes Auftreten von zwei monomorphen ventrikuldaren Extrasystolen in Folge. Das gleichartige
Erscheinungsbild der Extrasystolen im EKG lasst darauf schlieRen, dass sie demselben Erregungszentrum
entspringen (monotop).
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Abbildung 30: Exemplarische Darstellung von Arrhythmien - einzelne ventrikuldre Extrasystolen

NNV AN

Abbildung 31: Exemplarische Darstellung von Arrhythmien — Kammerflattern

Beispielhafte Darstellung des Auftretens eines paroxysmalen Kammerflatterns im Rahmen der EPU bei
einer Knockout-Maus. Das etwa 300 ms anhaltende Kammerflattern zeigte sich selbstlimitierend und
kehrte spontan in den Sinusrhythmus zuriick.

3.5.2 EPU-Ergebnisse nach Eplerenon-Behandlung

Es wurden 12 Wildtyp- und 10 Knockout-Tiere nach Eplerenon-Behandlung untersucht.

Tabelle 9: Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchung an den unbehandelten Tiergruppen
Parameter als Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikanter Unterschied bei p<0,05 (*); statistisch hoch
signifikanter Unterschied bei p<0,01 (**).

WT KO p-Werte

Anzahln 12 10

HR (bpm) 472,0+13,2 484,3+22,1 0,63
Zykluslange (ms) 130,1+53,0 151,0+16,4 0,62
SNRT 100 (ms) 155,4+11,6 151,0+16,4 0,82
SNRT 85 (ms) 157,8+16,2 165,6+7,5 0,67
SNRT 75 (ms) 164,8+7,8 146,6%9,7 0,19
Wenckebachpunkt | 72,941,3 74,8+1,9 0,42
(ms)

80



Ergebnisse

Wie auch schon bei den basalen Tiergruppen lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede bei den im Rahmen der elektrophysiologischen Untersuchung erhobenen

Parametern feststellen.

Scorepoints schwerstes Ereignis

WT KO
Anzahl Tiere 12 10
Scorepoints 16 9
Av 1,33 0,90

Scorepoints gesamt

WT KO
Anzahl Tiere 12 10
Scorepoints 30 27
Av 2,5 2,7

Scorepoints schwerstes Ereignis

WT basal KO basal KO behandelt
Anzahl Tiere | 10 16 10
Scorepoints 27 70 9
Av 2,7 4,4 0,9

Scorepoints gesamt

WT basal KO basal KO behandelt
Anzahl Tiere | 10 16 10
Scorepoints a7 184 27
Av 4,7 11,5 2,7
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Abbildung 32: Durchschnittliche Arrhythmiescorepoints unter einfacher Wertung des jeweils
schwerwiegendsten Ereignisses sowie unter Aufsummierung aller aufgetretenen
Arrhythmieereignisse
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Abbildung 33: Gegeniiberstellung der durchschnittlichen Arrhythmiescorepunktezahlen der basalen
WT- und KO-Gruppe sowie der mit Eplerenon behandelten KO-Gruppe

Durchschnittliche Punktezahlen der Arryhthmieauswertung. Sowohl bei einzelner Betrachtung des
jeweils schwersten Ereignisses je Tier als auch bei Aufsummierung aller Scorepoints je Tier traten bei
den basalen KO-Mausen vermehrt Arrhythmien auf als bei den basalen WT-Mé&usen. In der mit
Eplerenon behandelten Tiergruppe zeigten sich deutlich weniger Arrhythmien, sowohl bei Betrachtung
des jeweils schwersten als auch bei Aufsummierung aller Ereignisse lagen die Scorepoints sogar unter
jenen der basalen WT-Gruppe.
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3.6 Kollagenbestimmung

Zur Verifizierung der Annahme, dass es bei den KO-Madusen zu einer verstarkten
myokardialen Fibrose kommen konnte, erfolgte die Bestimmung des relativen
Kollagengehalts der Herzen. Bei der prozentualen Kollagenbestimmung der
myokardialen Schnitte zeigte sich ein erhéhter Kollagengehalt bei den KO-Tieren der
unbehandelten Gruppen (0,89+0,08 vs. 6,084+1,19). Nach der Behandlung mit
Eplerenon war der mittlere Kollagengehalt der KO-Tiere im Vergleich zur
unbehandelten Gruppe deutlich reduziert (1,60£0,30), wenn sich auch im Vergleich mit
der basalen WT-Gruppe mit einem p-Wert von 0,03 noch ein signifikanter Unterschied
zeigte. In Gegenlberstellung mit der behandelten WT-Gruppe ergaben sich jedoch
angesichts der durch die Behandlung ebenfalls reduzierten Kollagenwerte bei den WT-
Mausen erhéhte Werte in der KO-Gruppe. Verglichen mit der basalen KO-Gruppe ist
die Veranderung durch die Eplerenon-Behandlung bei den KO-Tieren héchst signifikant
(p-Wert 0,0007). Es konnte also eine deutliche Verminderung des Kollagengehalts
durch die Behandlung mit dem Aldosteronantagonisten Eplerenon nachgewiesen

werden (siehe Tabelle 10 und Abbildung 35).

Tabelle 10: Ergebnisse der prozentualen Kollagenbestimmung in den myokardialen Schnitten von
unbehandelten und behandelten WT- und KO-Tieren

WT KO WT behandelt | KO behandelt
unbehandelt unbehandelt

Anzahln 5 5 6 6

Kollagengehalt | 0,89+0,08 6,08+1,19 0,35%0,04 1,60+0,30

Av (%)

p-Werte Zu KO basal: Zu KO Zu KO Zu WT basal:
0,0002*** behandelt: behandelt: 0,03*

0,0007*** 0,0002***
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Abbildung 34: Exemplarische Darstellung der PSR gefirbten Myokardschnitte zwecks Ermittlung des
Kollagengehalts

Kollagenfasern in rot. Vitales Myokard in griin. Deutliche Reduktion des Kollagens bei myokardialen
Schnitten von KO-M&usen nach Eplerenon-Behandlung.
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Abbildung 35: Erhohter Kollagengehalt im Herzen der basalen KO-Gruppe und partielle Reduktion
durch Eplerenon Behandlung

Mittels PSR-Farbung ermittelter Kollagengehalt im Myokard der Mause zeigte eine starke Erhéhung bei
den basalen KO-Tieren. Diese konnte durch die Behandlung mit Eplerenon deutlich reduziert werden.
So stellt sich der Unterschied zwischen der basalen WT- und der behandelten KO-Gruppe zwar noch
signifikant, jedoch deutlich reduziert dar. Der Unterschied zwischen der basalen und der behandelten
KO-Gruppe ist hochst signifikant.
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4 Diskussion

4.1 Kardiologischer Phanotyp der SPRED2-KO-Mause und

Risikofaktoren fiir den plétzlichen Herztod

Ullrich et al. konnten mit ihren Untersuchungen zum Phanotyp der SPRED2-KO-Mause
ein im Vergleich zu den Wildtypen frihzeitiges Versterben nachweisen. Trotz
vielseitiger phadnotypischer Auffdlligkeiten und eines generell reduzierten
Allgemeinzustands konnte die genaue Ursache fiir den vorzeitigen Tod nicht
hinreichend geklart werden. Jedoch konnten im Rahmen von echokardiografischen
und hamodynamischen Untersuchungen Hinweise flr eine myokardialen Hypertrophie
(siehe Abbildung 5) sowie fiir ein erhohtes kardiales Auswurfvolumen (siehe Abbildung
6) mit gesteigerten Druckspitzen gefunden werden [57]. Letzteres scheint zwar im
Widerspruch zu der These der sich entwickelnden Herzinsuffizienz bei SPRED2-KO-
Mausen zu stehen, bei welcher man beim Auftreten einer systolischen Herzinsuffizienz
eine eher reduzierte Ejektionsfraktion erwarten wirde, kénnte jedoch Ausdruck der
initial noch kompensierten Auswurfverhdltnisse sein, welche durch erhohte
intraventrikuldre  Dricke aufrechterhalten werden (Heart Failure with
Normal/Preserved Ejection Fraction) [230, 231]. Vor dem Hintergrund reduzierter
endsystolischer und enddiastolischer Ventrikeldurchmesser, lasst sich jedoch das
Vorliegen einer diastolischen Herzinsuffizienz in Betracht ziehen [232].

Somit lagen konkretere und systematische Untersuchungen des kardialen Phanotyps
der SPRED2-KO-Tiere nahe. Interessant war hierbei insbesondere die Frage nach dem
Vorhandensein von EKG-Auffalligkeiten und nach der Vulnerabilitat fir Arrhythmien.
Des Weiteren erwies sich eine Untersuchung des myokardialen Kollagengehaltes als
sinnvoll, da dieser bei pathologischer Erhohung als ursachlich flir Storungen der
Reizbildung- und Weiterleitung im Herzen gesehen werden kann. Man spricht hierbei
auch von elektrischem Remodeling [233]. Verdnderungen der myokardialen
Morphologie und Elektrophysiologie sind hierbei die Grundlage fiir die Entstehung von

malignen ventrikuldren Rhythmusstérungen. Solche Remodeling-Vorgange, in deren
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Rahmen es zu Dilatation, Hypertrophie und Fibrosierung kommen kann, sind haufig das
Ergebnis ischamischer Ereignisse oder erhdhter mechanischer Belastung [233, 234].

Einige Auffdlligkeiten im EKG gelten in der Humanmedizin als unabhangige
Risikofaktoren fiir den plotzlichen Herztod. Zu diesen zahlen die Verlangerung des QT-
Intervalls, pathologische T-Wellen-Veranderungen, verbreiterte QRS-Komplexe sowie
das spontane Auftreten von Rhythmusstérungen insbesondere ventrikularen
Ursprungs im Langzeit-EKG [235-239]. Auch eine eingeschrankte
Herzfrequenzvariabilitdt als Ausdruck eines geschadigten autonomen Nervensystems
kann Hinweis auf ein erhdhtes Risiko fir den plotzlichen Herztod sein [240, 241]. Ein
weiterer Risikofaktor stellt die linksventrikuldare Dysfunktion mit eingeschrankter
Ejektionsfraktion dar, deren Vorliegen sich am besten mit der Echokardiografie
verifizieren lasst. Insbesondere das kombinierte Vorliegen dieser mit ventrikularen
Arrhythmien zeigt bei Patienten mit abgelaufenem Myokardinfarkt eine besonders

schlechte Prognose an [235, 242, 243].

4.2 Hyperaldosteronismus

Eine weitere Feststellung von Ullrich et al. war der signifikante Hyperaldosteronismus
am ehesten primaren Ursprungs mit nahezu verdoppelten Aldosteronwerten bei den
SPRED2-KO-Mausen. Diese Stérung der hormonellen Homoostase scheint die Ursache
der Hyperosmolalitat, erhohter NaCl-Serum-Spiegel und eines abnorm gesteigerten
Wasserkonsums der Tiere zu sein. Erhohte Aldosteronspiegel entfalten liber eine
Retention von Natrium und Wasser sowie die resultierende systemische Hypervolamie
indirekte Wirkung auf das Herz.

Im Unterschied zum Hyperaldosteronismus beim Menschen, bei dem es haufig zu
Hypokaliamie und arteriellem Hypertonus als Initialsymptome kommt, traten diese bei
den SPRED2-KO-Md&usen nicht auf. Eine Erklarung hierfiir konnte die pflanzliche
Mauskost sein, welche im Gegensatz zu der des Menschen eher natriumarm und
kaliumreich  ist. Die beim Menschen typischen Konsequenzen des
Hyperaldosteronismus wie Bluthochdruck und erhdhte Kaliumwerte koénnten

hierdurch unterdriickt werden.
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Neben der regulierenden Wirkung des Aldosterons auf den Salz- und Wasserhaushalt
ist inzwischen auch vieles bekannt tber dessen Wirkung auf die Veranderungen in der
Gewebestruktur insbesondere von Herz und Nieren. So fihrt Aldosteron bei erhéhten
Werten Uber schnelle nicht-genomische Wirkung zu GefalRschaden, Zellhypertrophie
sowie einer Dysregulation von Proliferation und Apoptose, zu Fibrose und
pathologischen Remodeling-Prozessen [244, 245]. In den Studien von Ullrich et al.
konnten bei den SPRED2-KO-Mausen bereits Nierenpathologien mit Hydronephrose
festgestellt werden, welche Ausdruck dieser Gewebeschadigung sein konnten.

Dabei konnten diese Effekte nicht wie lange angenommen nur indirekt durch die
volumen- und blutdrucksteigernde Wirkung des Aldosterons zustande kommen,
sondern vielmehr einer direkten Wirkung des Mineralkortikoids geschuldet sein.

Lijnen und Petrov wiesen in ihren Untersuchungen ebenfalls die fibroseférderende
Wirkung des Aldosterons im Herzen nach. Im Rahmen ihrer Versuche induzierten sie
bei Ratten via kontinuierlicher intravendser Aldosteron-Infusion einen
Hyperaldosteronismus, des Weiteren wurden die Tiere einer natriumreichen Diat
zugefihrt. Interessanterweise kam man beim Vergleich mit einer weiteren Gruppe, in
welcher die Tiere Uber die Nahrung eine begrenzte Natriumzufuhr erfuhren, zu der
Erkenntnis, dass die Beeinflussung der kardialen Fibrosierung in Abhangigkeit zu den
Natriumspiegeln im Serum steht. Bei den Ratten mit Aldosteron-Infusionen ohne
salzreiche Diat konnte keine signifikante Zunahme der Fibrosierung nachgewiesen
werden [245]. Auch bei unseren KO-Tieren waren erhohte Serum-Natrium-Spiegel
messbar [57]. Dass Natrium selbst eine direkte Wirkung in Form verstarkter zellularer
Hypertrophie und Fibrosierung im linken Ventrikel, HerzkranzgefdaBen und Nieren
aufweist, wurde bereits im Rahmen anderer Studien bestatigt [246, 247].

Auch bei der Entstehung der hypertrophen Kardiomyopathie, eine Erkrankung, die
durch kardiale Hypertrophie, interstitielle Fibrose und myozytdres ,Disarray”
charakterisiert ist und die haufigste Ursache fiir den plotzlichen Herztod bei jungen
Menschen darstellt, scheinen erhdhte Aldosteronspiegel eine Rolle zu spielen, wie

Studien von Tsybouleva et. aus dem Jahr 2004 zeigten [248].
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Generell scheinen kardiovaskulare Erkrankungen durch die direkte Wirkung des
Aldosterons mit verursacht zu werden. Klinische Studien von Milliez et. al. 2005
ergaben, dass Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus aufgrund eines
unilateralen Nebennierenrindenadenoms oder einer bilateralen adrenalen Hyperplasie
ein deutlich groferes Risiko fiir das Auftreten kardiovaskuldarer Erkrankungen
aufweisen als Patienten mit essentieller Hypertonie [249].

Weiterhin konnte in einer Vielzahl von klinischen Studien die aldosteronbedingte
Beglinstigung von endothelialer Dysfunktion [250], verstarkte Kontraktion in
WiderstandsgefaRen [106], proinflammatorische Wirkung auf die Koronargefafle [251]
und perivaskuldre Fibrose [251] sowie die Entstehung von ventrikuldaren Arrhythmien

[252] nachgewiesen werden.

4.3 Elektrokardiogramm

Die Herzfrequenz in Ruhe zeigte sich bei den KO-Tieren zwar im Mittel um 27,7
Schlage/Minute erhoht, jedoch lag dies unterhalb des Signifikanzniveaus. Unter
pharmakologischem Stress sank der Unterschied auf nur 18,8 Schlage/Minute, wobei
bei dieser Untersuchung die mittlere Herzfrequenz der Wildtypen héher war. Beziiglich
der Betrachtung von Herzfrequenz in Ruhe und unter Stress ergibt sich somit kein
Hinweis auf eine Ungleichheit von hamodynamischer Relevanz. Jedoch zeigte sich bei
der elektrokardiografischen Betrachtung der Herzfrequenz bei der KO-Gruppe eine
geringere Schwankungsbreite als Antwort auf sympathomimetische Stimulation. Dies
konnte als Hinweis auf eine eingeschrankte kardiale Adaptions- und
Regulationsfahigkeit der KO-Tiere gewertet werden und lasst sich des Weiteren als
Korrelat zu der aus der Humanmedizin bekannten chronotropen Inkompetenz
interpretieren. Unter chronotroper Inkompetenz versteht man den inaddquaten
Anstieg der Herzfrequenz unter Belastung. Diese auch als bradykarde
Belastungsreaktion bezeichnete Insuffizienz kann sowohl bei symptomlosen Patienten
als auch bei Patienten mit kardialen Vorerkrankungen als Risikofaktor fir das
Entstehen einer koronaren Herzerkrankung [253, 254] und einer erh6hten kardialen

Mortalitat [255-258] gewertet werden. Zugrunde liegt eine verminderte B-adrenerge
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Reaktion, darliber hinaus wird sie als dem Sick-Sinus-Syndrom zugehorig diskutiert
[259-261]. Zwecks Nachweis der chronotropen Inkompetenz existieren in der
Humanmedizin unterschiedliche Formeln und Definitionen. Neben der Berechnung
anhand der Herzfrequenz und Sauerstoffaufnahme unter Ruhe und unter Belastung
(metabolisch-chronotrope Beziehung) [254, 262] existiert auch die Wertung eines
Herzfrequenzanstiegs von unter 40 Prozent der Ruhefrequenz unter Belastung als
chronotrope Inkompetenz [258]. Bei der EKG-Auswertung der basalen Tiergruppen
zeigte sich unter Isoproterenolgabe ein mittlerer Frequenzanstieg von lediglich 36,3 %
bei den KO- im Gegensatz zu 50,6 % bei den WT-Tieren.

Im Gegensatz zur Untersuchung in Ruhe ergaben die Messungen der P-Wellen-Dauer
im Stress-EKG signifikante Verlangerungen bei den SPRED2-KO-Madausen. Dies lasst sich
als Hinweis auf eine atriale Leitungsverzogerung bei den KO-Tieren werten.

Auch die Lange des PQ-Intervalls zeigte lediglich unter Stressbedingungen eine
signifikante Verlangerung bei den KO-Tieren. Dieser Abschnitt bildet die
atrioventrikuldre Uberleitungszeit ab. Eine Verlingerung in diesem Bereich wird bei
Fehlen sonstiger Normabweichungen als AV-Block 1. Grades bezeichnet. In der
Humanmedizin wird diesem keine relevante klinische Bedeutung beigemessen.
Allerdings wurde der benigne Charakter des AV-Blocks 1. Grades in einer Studie aus
dem Jahr 2009 in Frage gestellt, welche ein verlangertes PQ-Intervall in
Zusammenhang stehend mit einem erhéhten Risiko fiir Vorhofflimmern,
Schrittmacherimplantation und einer erhéhten Mortalitat ergab [263].

Die QRS-Dauer war sowohl im Ruhe- als auch im Stress-EKG bei den KO-Mausen im
signifikanten Malle verlangert. Eine Verlangerung dieses Intervalls als Ausdruck der
Ventrikelerregung wird in der Humanmedizin als u.a. als Schenkelblock gewertet und
gilt als unabhangiger Pradiktor fir den plotzlichen Herztod. Eine im Jahre 2008 in
Chicago durchgefiihrte Studie mit 2962 Teilnehmern ergab, dass eine Verlangerung
des QRS-Intervalls (iber das physiologische MaR hinaus bei Patienten mit
Herzinsuffizienz eine signifikante Steigerung der Mortalitdt zur Folge hat [264]. Es

sollte jedoch darauf hingewiesen werden, dass sich die exakte Bestimmung des QRS-
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Intervalls im Maus-EKG schwierig darstellt und gewissen Unsicherheiten unterworfen
ist.

Die QT+-Dauer bei den KO-Mdausen zeigte sich in Ruhe hochsignifikant, unter Stress
signifikant erhoht. Dem gegeniber steht jedoch keine Abweichung der QT-Intervalle.
Die Aussagekraft dieser Divergenz erscheint somit fraglich, insbesondere da sich auch
bei den frequenzkorrigierten Berechnungsmethoden der QT-Zeiten keine signifikanten
Unterschiede ergaben. Im Generellen gilt eine verlangerte QT-Zeit als Risikofaktor fiir
erhohte Mortalitat sowie fiir das Auftreten von malignen Arrhythmien und des
plotzlichen Herztods [265, 266]. Das QT-Intervall entspricht der gesamten
intraventrikuldaren Erregungsdauer. Physiologischerweise sinkt sie mit zunehmender
Herzfrequenz. Eine prazise Bestimmung der QT-Dauer im murinen EKG bleibt jedoch
komplex und weist ein gewisses Fehlerrisiko auf [192].

Verglich man nun diese veranderten Parameter der basalen Tiergruppen mit jenen der
mit Eplerenon behandelten Tiere, ergab sich keine fortbestehende Divergenz zwischen
den WT- und den KO-Tieren beziiglich der PQ-Zeit. Die Werte der behandelten KO-
Mause glichen sich sogar denen der basalen WT-Tiere an. Gesetzt den Fall, dass die
basalen Wildtypen den physiologischen Normalfall reprasentieren, kann man also von
einer Korrektur der pathologischen PQ-Verlangerung bei den SPRED2-KO-Mausen
durch Behandlung mit einem Aldosteronantagonisten sprechen. Plausibel erscheint
diese Feststellung vor dem Hintergrund, dass eine Vielzahl von erworbenen
atrioventrikuldren Uberleitungsstérungen einer chronisch-degenerativen Verinderung
der myokardialen Strukturen mit konsekutiver Fibrosierung geschuldet ist. Eplerenon,
dessen positive Beeinflussung des kardialen Remodelings unter anderem uber
Verbesserung der Endothelfunktion und Férderung der Infarktheilung durch mehrere
Studien gesichert wurde [267, 268], scheint durch Reduktion der kardialen Fibrose
dieser Leitungsverzogerung entgegenzuwirken.

Ahnlich scheint es sich auch mit der ventrikuliren Reiziiberleitung zu verhalten.
Zeigten sich bei den basalen EKG-Untersuchungen noch verlangerte QRS-Komplexe bei
den KO-Tieren, waren diese Unterschiede bei den mit Eplerenon behandelten Tieren

deutlich reduziert und fielen im Vergleich mit den behandelten Wildtypen sogar
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unterhalb des Signifikanz-Niveaus. Der direkte Vergleich der behandelten KO-Werte
mit den basalen Wildtypen als Referenzwert zeigte eine deutliche Anndherung der
QRS-Dauern, wenn auch der Unterschied sich in Ruhe immer noch signifikant
darstellte. Dass Fibrosierungsumbauten insbesondere auch zu einer ventrikuldaren
Leitungsverzogerung und -stoérung fihren kdnnen, erscheint hinreichend erwiesen
[269, 270]. Auch hier lasst sich eine positive Beeinflussung derartiger struktureller

Veranderung durch Eplerenon annehmen.

4.4 Arrhythmien im EKG

Mit der Modifikation eines Scoresystems wurde der Versuch unternommen, eine
moglichst objektive Quantifizierung der Herzrhythmusstérungen zu ermaoglichen. Bei
beiden basalen Tiergruppen traten im Verlauf der elektrokardiografischen
Untersuchungen Arrhythmieereignisse auf. Jedoch war dies sowohl bezlglich der
Anzahl als auch des Schweregrads bei den Knockout-Mausen ungleich haufiger der Fall.
Hierbei waren sowohl supraventrikuldre als auch ventrikulare Arrhythmien feststellbar.
Ventrikuldre Extrasystolen machten hierbei einen groflen Anteil aus, doch auch
Vorhofflimmern und AV-Blockierungen konnten beobachtet werden. Interessant war
der Vergleich mit der mit Eplerenon behandelten KO-Gruppe, da hierbei deutlich
weniger arrhythmische Ereignisse auftraten, als bei der basalen KO-Gruppe. Die
Scorepoints-Anzahl war nahezu vollstandig an jene der basalen WT-Tiergruppe
angepasst. Diese Beobachtung lasst zu dem Schluss kommen, dass die
elektrophysiologischen Veranderungen die beim SPRED2-KO-Mausmodell zu einer
deutlich erhéhten Vulnerabilitdt fiir Herzrhythmusstérungen fihren, durch die
Behandlung mit einem Aldosteronantagonisten glinstig beeinflusst werden kdnnen.

Wenn auch der genaue Pathomechanismus bislang nicht ganzlich geklart ist, scheint
die Einflussnahme von Aldosteron auf die Entstehung von elektrischem Remodeling
und damit von Herzrhythmusstérungen gesichert. So fiihrt eine Uberexpression des
MR im Mausmodell zu bedrohlichen Arrhythmien [271] und in vitro konnte eine durch
Aldosteron bedingte Verlangerung der Repolarisationsdauer in Kardiomyozyten

beobachtet werden [272]. Auch beim Menschen konnte bei Patienten mit chronischer
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Herzinsuffizienz eine Verbesserung von kardiologischen Parametern wie QT-Dispersion
und Herzfrequenzvariabilitat durch die Behandlung mit einem Aldosteronantagonisten
festgestellt werden [273]. Derartige Parameter stehen in der Diskussion, bei
pathologischer  Veranderung als Indikatoren fir das  Auftreten von
Herzrhythmusstorungen und plotzlichem Herztod dienen zu kénnen [274, 275].

Der Zusammenhang zwischen kardialer (links-)ventrikularer Hypertrophie und der
Inzidenz von supraventrikuldaren und ventrikularen Herzrhythmusstorungen ist nicht
zuletzt durch die Feststellung gesichert, dass solche Arrhythmien bei Hypertonikern
mit Linksherzhypertrophie zehnmal haufiger auftreten [276]. Die Rolle der Fibrosierung
bei der Entstehung von Herzrhythmusstérungen sowie die positive Beeinflussung
dieser durch Aldosteronblockade ist sowohl am Menschen [277], als auch im
Tiermodell[278] nachgewiesen. SchlieBlich sind es wie bereits in der Einleitung
erlautert insbesondere chronische und akute Arrhythmieereignisse, welche — haufig
auf dem Boden einer strukturellen Herzerkrankung - die haufigste Ursache fir den
plotzlichen Herztod darstellen [279, 280].

Es bleibt jedoch einzurdumen, dass sich die Erstellung eines moglichst objektiven
Arrhythmie-Scores keineswegs einfach gestaltet. Schwierig erschien zum Beispiel die
Gewichtung einzelner Arrhythmie-Typen nach ihrer tatsachlichen klinischen
Bedeutung. Eine abschlieende und einheitliche Beurteilung der
Herzrhythmusstdrungen in ihrer Rolle fiir das Uberleben des Patienten sucht man in
der Literatur vergebens. Angesichts des Zustandekommens der Score-Punktzahlen als
Aufsummierung von Einzelereignissen, erschien auch das Anwenden einer statistischen
Auswertung zur Bestimmung von Signifikanzen nicht sinnvoll.

Da die elektrokardiografische Untersuchung immer nur einen kurzen
Uberwachungszeitraum abbildet, welcher dann reprisentativ fiir einen lidngeren
Zeitraum gesehen werden muss, konnte es sinnvoll sein, in Zukunft Langzeit-EKG-
Untersuchungen via Telemetrie durchzufiihren. So wére eine umfassendere Detektion
von intermittierenden  Arrhythmie-Ereignissen auch unter physiologischen

Ruhebedingungen gewahrleistet.
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4.5 Elektrophysiologie

Die EPU ist eine hervorragende invasive Methode zur Detektion einer besonderen
Vulnerabilitat fir Herzrhythmusstérungen und zur Untersuchung der elektrischen
Reizbildung- und -leitung im Herzen.

Parameter, welche eine Aussage Uber die Sinusknotenfunktion sowie die
atrioventrikuldre Uberleitung erméglichen, fielen bei den Untersuchungen unauffillig
aus. So zeigten sich die Sinusknotenerholzeiten unterschiedlicher Zykluslangen nicht
verlangert und auch die Bestimmung des Wenckebachpunktes zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen der WT- und KO-Gruppe. Es ergab sich bei dieser
Untersuchung somit kein Anhalt flir eine relevante Dysfunktion im Bereich von Sinus-
oder AV-Knoten.

Der zweite Teil der elektrophysiologischen Untersuchung stellt den Versuch dar, durch
festgelegte Stimulationsprotokolle das Auftreten von Herzrhythmusstérungen zu
provozieren. Die Auswertung erfolgte analog zur Arrhythmieauswertung bei der
elektrokardiografischen Untersuchung mit Hilfe des modifizierten Scores. Hierbei
ergaben sich wie auch bei den Ergebnissen im EKG deutlich erhéhte Score-
Punktezahlen bei den basalen KO-Tieren. Ventrikuldre Extrasystolen stellten auch hier
den GroRteil der aufgetretenen arrhythmischen Ereignisse dar. Darliber hinaus traten
AV-Blockierungen, intermittierende Sinusarrhythmien und Vorhofflimmern auf. Die mit
Eplerenon behandelte SPRED2-KO-Tiergruppe zeigte zum Vergleich mit den basalen
KO-Tieren deutlich weniger Arrhythmien und fiel bezliglich der Scorepoints sogar unter
die Werte der basalen WT. Analog zu den bei der EKG-Auswertung gewonnenen
Eindricken lasst sich also die Vermutung aufstellen, dass Eplerenon eine glinstige
Beeinflussung der spontanen und induzierbaren Arrhythmieneigung aufweist. Diese
Ergebnisse decken sich mit den Erkenntnissen aus anderen Studien, die eine Reduktion
der altersbedingten kardialen Fibrose und damit assoziierten Arrythmieneigung durch
die medikament6se Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems bei der Maus
[281] und eine Fibrose- und Arrhythmieverringerung bei hypertensiven Ratten durch

Gabe eines ACE-Hemmers [282] nachweisen konnten.
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4.6 Narkosebedingte Beeinflussung

Das Inhalationsnarkotikum Isofluran bietet als volatiles Anasthetikum aufgrund seiner
geringen Loslichkeit die Vorteile eines raschen An- und Abflutens [283, 284]. Darlber
hinaus unterliegt Isofluran nahezu keiner Metabolisierung [285, 286] und die
Narkoseeinleitung gestaltet sich die fir die Tiere deutlich stressfreier und
unkomplizierter als die Injektionsnarkose. Es ist keine arrhythmogene oder
kardiodepressive Wirkung des Isoflurans bekannt [283, 285]. Jedoch fiihrt Giber es eine
Vasodilatation dosisabhdngig zum Blutdruckabfall und Herzfrequenzanstieg [287-292].
Aufgrund dieser Kompensation kommt es nicht zu einem reduzierten Herzzeitvolumen.
Es ist nicht davon auszugehen, dass es durch die Narkotisierung der Versuchstiere mit
Isofluran zu einer starkeren Beeinflussung der erhobenen Parameter gekommen ist.
Die kardiodepressive Wirkung des intraperitoneal verabreichten Avertins
(Tribromoethanol) im Rahmen der EKG-Untersuchungen ist ebenfalls begrenzt. Zwar
flhrt die Verabreichung von Avertin zu einer gewissen Senkung des Blutdrucks und der
Herzfrequenz [293, 294], jedoch liegt die Beeinflussung der Herz- Kreislaufparameter
deutlich unter der anderer Narkotika wie zum Beispiel Pentobarbital oder
Ketamin/Xylazin [295].

In Zukunft kénnten vergleichende Untersuchungen mit unterschiedlichen Narkotika
sinnvoll sein, um eine Beeinflussung der EKG-Parameter durch das jeweilige

Narkosemedikament detektieren zu kdnnen.

4.7 Kollagenbestimmung

Zwecks Analyse des Kollagengehalts im Myokard wurde die Pikro-Sirius-Rot-Farbung
als geeignete Methode zur Verwendung von Fluoreszenzmikroskopie zur
Sichtbarmachung der kollagenen Matrix verwendet.

Wahrend der Kollagengehalt im Myokard der KO-Tiere vor Behandlung mit Eplerenon
im Vergleich mit den WT-Tieren noch signifikant erhdht war, war dieser Unterschied

bei der behandelten Tiergruppe nahezu aufgehoben.
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Bereits in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass eine medikamentose Blockade
des RAAS durch Gabe von Aldosteronantagonisten, ACE-Hemmern oder AT;-Blockern
eine die Fibrosierung antagonisierende Wirkung aufweist [281, 296-299].

So ergab eine von Brilla et al. durchgefiihrte Untersuchung an Patienten mit
myokardialer Fibrose aufgrund einer hypertensiven Herzerkrankung einen Riickgang
der Fibrose sowie eine Verbesserung der linksventrikularen Funktion durch
Behandlung mit dem ACE-Hemmer Lisinopril [296]. Die Behandlung mit Losartan fihrte
in einer von Diez et al. durchgefiihrten Studie bei Patienten mit essentieller Hypertonie
und myokardialer Versteifung auf dem Boden einer Fibrose zu einem Rickgang des
myokardialen Kollagengehalts [298].

Doch auch in anderen Organen, wie Niere, und Leber konnte ein Zusammenhang
zwischen einer Aktivierung des RAAS und der Entstehung beziehungsweise dem
Fortschreiten von Fibrose gefunden werden. So zeigten experimentelle Studien von
Mezzano et al. dass das Entstehen einer Nierenfibrose bei chronischen
Nierenerkrankungen sehr effektiv durch eine medikamenttse Blockade des RAAS
kontrolliert werden kann [300]. Eine mit Ratten durchgefiihrte australische Studie aus
dem Jahr 2001 bestatigte die Wirksamkeit von Captopril bei Leberfibrose. Bei den
Tieren wurde zunachst mittels Ligatur kiinstlich eine Cholestasesituation hergestellt, in
deren Folge die Fibrosierung der Leber einsetzt. Das Fortschreiten der Fibrosierung
konnte durch die Behandlung mit dem ACE-Hemmer deutlich reduziert werden [301].
Auch am Menschen konnte die Rolle von AT, und des RAAS bei der Entstehung von
chronischen Lebererkrankungen mit konsekutiver Leberfibrosierung bestatigt werden

[302].

4.8 Mausmodell

Feststellungen, die im Rahmen von Tierversuchen erhoben wurden, kdnnen immer nur
unter Vorbehalt und in eingeschrankter Form auf den Menschen Ubertragen werden.
Trotz der strukturellen und anatomischen Ahnlichkeiten der Herzen innerhalb der
Gruppe der Saugetiere, gibt es morphologische Unterschiede zwischen murinem und

menschlichem Herz, welche bei der Interpretation von am Mausmodell erhobenen
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Ergebnissen nicht auBer Acht gelassen werden sollten. Anatomische Unterschiede
betreffen zum Beispiel die Vorhéfe und das vendse System des Herzens. So weist die
Maus eine eigenstandige Miindung der Vena cava superior sinistra in das rechte
Atrium auf und in den linken Vorhof der Maus miindet im Gegensatz zum Menschen
nur eine Pulmonalvene. Es besteht keine Ausbildung eines zweiten Vorhofseptums.
Auch das Reizbildungs- und -leitungssystem weist Unterschiede zum Menschen auf. So
weist der Sinusknoten eine leicht abweichende Lokalisation auf und ist bei der Maus in
der Vena cava superior oberhalb deren Miindung in den rechten Vorhof zu finden. Die
Anatomie der Koronararterien dhnelt bei der Maus dagegen der des Menschen stark
[303, 304].

Auch mit elektrokardiografischen Untersuchungen erhobene Beobachtungen bedirfen
einer differenzierten Interpretation. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, existieren
zwischen dem menschlichen und dem murinen EKG gewisse morphologische
Unterschiede, welche wiederum Verschiedenheiten in der Elektrophysiologie
geschuldet sind. Dies kann zum Teil erhebliche Interpretationsschwierigkeiten
bedingen. So kann eine Verlangerung des QRS-Intervalls bei der Maus sowohl
Ausdruck einer verzogerten Reizweiterleitung als auch einer verlangsamten
Erregungsriickbildung sein. Im Gegensatz hierzu ist die Erregungsausbreitung lGber die
Ventrikel beim Menschen klar dem QRS-Intervall zugerechnet, wahrend es im Rahmen
der Repolarisation in den Herzkammern zur Entstehung der T-Welle kommt. Des
Weiteren ist eine genaue Abgrenzung der verschiedenen EKG-Abschnitte im murinen
EKG nicht trivial. Wo genau Anfang und wo Ende einer T-Welle zu finden sind, ist im
Einzelnen nicht immer leicht zu sagen.

Es ist zu vermuten, dass das Ausschalten lediglich eines SPRED-Gens zur Kompensation
des Phanotyps durch die anderen SPRED-Isoformen fiihrt. Vor diesem Hintergrund
erscheint das Generieren von SPRED1/2-Doppel-Knockout- oder sogar SPRED1/2/3-
Triple-KO-Modellen sinnvoll, um die vollstandigen physiologischen Funktionen von
SPRED erforschen zu konnen. Jedoch prasentierten sich die von Taniguchi et al. 2007
generierten Doppel-KO-Mause mit Spredl- und Spred2-Deletion embryoletal [305]

womit diese Tiere nicht lange genug leben, um entsprechende Untersuchungen
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durchfihren zu konnen. Interessant wadre in diesem Kontext die Verwendung von
konditionalen KO-Mausen, bei welchen die Induktion der Defizienz eines Gens in
zeitlicher und lokaler Begrenzung moglich ist. Ein Phanotyp, der primar embryonale

Letalitat aufweist, kann hierliber der Analyse an der adulten Maus zugefiihrt werden.

4.9 Gesamtbewertung

Der Verdacht, dass SPRED2-Defizienz den kardialen Phanotyp bei Mausen beeinflusst,
lie sich in unseren Versuchen und in Zusammenschau der mit im Rahmen der
vorherigen Untersuchungen gewonnen Daten erharten. Insgesamt lasst sich
festhalten, dass die Auswirkungen der SPRED2-Defizienz auf die Herzfunktion durch
eine Behandlung mit Eplerenon nur partiell kompensiert werden konnte. Wahrend
insbesondere die Arrhythmieneigung sowohl in EKG als auch EPU, sowie der
Kollagengehalt mittels PSR-Farbung nach Eplerenonbehandlung deutlich reduziert
waren, zeigten einige in der basalen Gruppe auffilligen EKG-Parameter keine oder nur
schwache Beeinflussung durch die Behandlung mit Eplerenon (siehe Abbildung 36).
Interessant wire nun noch die Bestimmung der Uberlebenszeit der mit Eplerenon
behandelten SPRED2-KO-Mause mit der Fragestellung, ob diese im Vergleich mit der
basalen KO-Tiergruppe signifikant verlangert ist und die Behandlung mit dem
Aldosteronantagonisten somit einen positiven Effekt auf die Mortalitat aufweist.
Studien in der Humanmedizin ergaben, dass eine medikamenttse Beeinflussung des
RAAS bei kardialer Vorerkrankung einen Benefit fliir die Patienten hinsichtlich des
Uberlebens erbringt. So wurde im Rahmen der RALES-Studie (Randomized Aldactone
Evaluation Study) belegt, dass eine zusatzlich zur Basisbehandlung durchgefiihrte
Therapie mit niedrigdosiertem Spironolacton bei Herzinsuffizienz zu einer signifikant
geringeren Sterblichkeit fihrt [306]. Die EPHESUS-Studie zeigte eine signifikante
Reduktion der Mortalitdt durch Gabe von Eplerenon im Vergleich mit der
Placebogruppe bei Patienten mit linksventrikuldrer Funktionseinschrankung nach
Myokardinfarkt [307]. Dariiber hinaus wurde bereits Anfang der 1990er Jahre mit
Veroffentlichung der CONSENSUS- und SOLVD-Studien der therapeutische Nutzen
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einer Suppression von Angiotensin 1l durch Einsatz von ACE-Hemmer bei
Herzinsuffizienz deutlich [120, 308].

Forschung am Tier im Rahmen der Grundlagenforschung wird immer mit dem Ziel
durchgeflhrt, die gewonnenen Ergebnisse langfristig auf den Menschen lbertragen zu
kénnen, um somit Krankheiten besser verstehen und geeignete Therapien schaffen zu
kdnnen. So wurde die Mutation des SPRED1-Gens im Menschen als Ursache fiir das
Legius-Syndrom festgestellt und es liegt der Verdacht nahe, dass auch Mutationen des
humanen SPRED2-Gens zu Rasopathie-dhnlichen Erkrankungen flihren. Bisherige
genetische Untersuchungen von Patienten mit typischer Rasopathie-ahnlicher Klinik
ergaben bislang keinen Hinweis auf eine SPRED2-Defizienz. Die Kooperation mit
humangenetischen Zentren sollte weiterhin angestrebt werden, um die Untersuchung
grofRerer Fallzahlen und damit eine Klarung der Rolle von SPRED2 fiir den Menschen

verwirklichen zu konnen.
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Basal verandert? Gunstig beeinflusst durch Eplerenon?

EKG Intervalle EKG Intervalle
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EKG Arrhythmien [
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EPU Arrhythmien
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Signifikanter Signifikanter
Unterschied Unterschied

Abbildung 36: Zusammenfassung der Ergebnisse

Darstellung der signifikant unterschiedlichen Ergebnisse ohne Behandlung und der jeweiligen
Ergebnisse nach Behandlung mit Eplerenon. Basal signifikant unterschiedliche Ergebnisse ergaben sich
bei den EKG-Untersuchungen beziiglich Ruhe-QRS, Ruhe-QT sowie Stress-PQ, Stress-PDur und Stress-
QRS, die im EKG und in der EPU aufgetretenen Arrhythmien, sowie die Bestimmung des
Kollagengehalts. Diese Unterschiede konnten durch die Behandlung mit Eplerenon bei der PQ-Zeit
unter Stress, der im EKG und der EPU bestimmten Arrhythmieschwere und beim Kollagengehalt
aufgehoben oder unter Signifikanzniveau gesenkt werden. (Rot = signifikanter Unterschied, griin = kein
signifikanter Unterschied)
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5 Zusammenfassung

SPRED?2 ist ein Inhibitor des Ras/ERK-MAPK-Signalwegs. Um die Folgen einer SPRED2-
Defizienz zu erforschen, wurden im Rahmen vorheriger von Ullrich et al.
durchgefiihrter Untersuchungen mittels Gene-Trap-Methode bereits mannigfaltige
Auffalligkeiten im Phanotyp der SPRED2-Mause festgestellt. So zeigten die Tiere einen
Hypochondroplasie-dhnlichen ~ Zwergenwuchs,  Verhaltensauffalligkeiten, einen
krankhaft gesteigerten Wasserkonsum und nicht zuletzt eine deutlich reduzierte
Lebenserwartung im Vergleich mit den WT-Tieren. Des Weiteren fielen erhohte
Aldosteronspiegel auf, die bei naheren Untersuchungen nicht einer erhdhten Aktivitat
des RAAS geschuldet zu sein schienen. Vielmehr zeigte sich eine deutlich erhéhte
Aldosteron-Synthase-Expression in der Nebennierenrinde. Erste Hinweise darauf, dass
die SPRED2-Defizienz auch Auswirkungen auf den kardiologischen Phanotyp haben
konnte, ergaben sich bereits bei initialen Untersuchungen von Ullrich et al. So konnte
bei den SPRED2-KO-Tieren neben hamodynamischer Auffilligkeiten eine gesteigerte
Herz-Korpergewicht-Ratio festgestellt werden.

Die im Rahmen dieses Folgeprojekts durchgefiihrten Untersuchungen sollten die Frage
klaren, ob die Defizienz des SPRED2-Gens Auswirkungen auf die Herzleistung hat und
hieriber die verkirzte Lebenserwartung der KO-Tiere verschulden konnte. Hierfir
wurden zunadchst Untersuchungen der elektrischen kardialen Aktivitat mittels EKG und
Elektrophysiologischer ~ Untersuchung  durchgefiihrt. Die  Ermittlung  von
Herzrhythmusstorung und die Quantifizierung derselben spielte hierbei eine
besondere Rolle. Des Weiteren sollte mit der Durchfiihrung von PSR-Farbungen zur
Bestimmung des kardialen Kollagengehaltes histologischen Fragestellungen Rechnung
getragen werden.

Aufgrund des bereits aus den vorherigen Studien bekannten Hyperaldosteronismus
der KO-Tiere stellte sich darliber hinaus die Frage, ob die im Rahmen der Studie
feststellbaren kardiologischen Auffdlligkeiten als Konsequenz der gesteigerten
Aldosteronwerte, oder aber als direkte Folge des Genotyps gewertet werden missen.

Aus diesem Grund wurden alle oben genannten Untersuchungen mit Tieren, welche
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einer Behandlung mit dem Aldosteronantagonisten Eplerenon zugefiihrt worden
waren, wiederholt.

Bei der Auswertung der basalen Ruhe- und Stress-EKGs zeigten sich einige Parameter
bei den KO-Tieren pathologisch verandert. So war das QRS-Intervall, als Korrelat zur
intraventrikularen Uberleitungszeit, bei den KO-Maiusen verlingert, im Stress-EKG
waren daruber hinaus sowohl die Dauer der P-Welle als auch des PQ-Intervalls erhdht.
Durch die Behandlung mit Aldosteron waren diese Unterschiede zwischen WT- und
KO-Gruppe teilweise nicht mehr feststellbar. Das die atrioventrikulire Uberleitungszeit
abbildende PQ-Intervall war sowohl im Vergleich mit dem behandelten WT, als auch
mit dem unbehandelten WT nicht mehr signifikant erhoht. Auch die Liange des QRS-
Komplexes naherte sich unter Eplerenon-Behandlung dem der unbehandelten WT-
Tiere an und sank bei der Stress-EKG-Auswertung sogar unterhalb des
Signifkanzniveaus.

Bei der EKG-Analyse in Bezug auf Arrhythmien ergab sich bei Gegenliberstellung der
basalen WT- und KO-Gruppe eine deutlich gesteigerte Vulnerabilitat fur
Herzrhythmusstérungen bei den KO-Tieren. Durch die Behandlung mit Eplerenon
konnte hierbei ein deutlicher Erfolg erzielt werden mit signifikanter Reduktion der
Arrhythmieereignisse.

Die elektrophysiologische Untersuchung ergab neben unauffdlligen Parametern der
Funktion des Sinusknotens und der AV-Uberleitung ebenfalls Hinweise fiir eine
gesteigerte Empfindlichkeit fiir Arrhythmien. Die durch EPU induzierten Arrhythmien
zeigten sich durch Eplerenon-Behandlung gleichermalien riickgangig.

Mittels Kollagenfarbung konnte der initiale Verdacht, dass die SPRED2-KO-Tiere zu
einer vermehrten kardialen Fibrosierung neigen, bestatigt werden. Dabei zeigte sich
durch die Behandlung mit Eplerenon eine deutliche Beeinflussung und Reduktion des
kardialen Kollagengehaltes.

Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass die mannigfaltigen phanotypischen Effekte,
die die SPRED2-Defizienz bedingt, nur teilweise dem Hyperaldosteronismus der Tiere
geschuldet sind und durch therapeutische Einflussnahme auf diesen auch nur partiell

kompensiert werden kénnen.
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