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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

Die Zellen im menschlichen Korper benétigen flr die Energiegewinnung Sauerstoff und
produzieren dabei Kohlenstoffdioxid (1). Die Lunge sorgt daflr, dass das
sauerstoffarme Blut wieder mit Sauerstoff angereichert und das Uberschissige
Kohlenstoffdioxid abgeatmet wird (1). Sie ist dabei Bestandteil des menschlichen
Kreislaufsystems, welches sich in ein Hoch- und ein Niederdrucksystem einteilen lasst.
Das Hochdrucksystem besteht dabei aus dem linken Ventrikel wahrend der Systole
und den Arterien und Arteriolen. Die Venen, die Lungenstrombahn, die beiden Vorhofe
sowie der linke Ventrikel wahrend der Diastole gehdéren zum Niederdrucksystem (1).
Kommt es zu einem dauerhaft erhéhten Blutdruck in der Lungenstrombahn, so spricht
man von einer pulmonalen Hypertonie (PH). Knapp 1% der erwachsenen
Weltbevolkerung leidet daran. Die Ursachen dafir sind sehr vielfaltig und es ist
wichtige diese zu unterscheiden und voneinander abzugrenzen, da die Therapien sehr

unterschiedlich sein kdnnen (2).

1.1.1 Definition
Bei der PH liegt definitionsgemal ein chronisch erhéhter Pulmonalarteriendruck in
Ruhe vor. Der mittlere Pulmonalarteriendruck (mPAP) liegt dabei Uber 25 mmHg

(Normalwert 14 + 3 mmHg) und wird mittels Rechtsherzkatheter erfasst (3, 4).

1.1.2 Atiologie und Klassifikation
Die PH ist eine multifaktorielle Erkrankung. Nach der Weltkonferenz der pulmonalen

Hypertonie von Nizza 2013 wird sie in funf Unterklassen eingeteilt (3):

Tabelle 1: Einteilung der pulmonalen Hypertonie nach der Konferenz von Nizza 2013

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
1.1. Idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (IPAH)
1.2. Hereditare pulmonalarterielle Hypertonie (HPAH) (Genmutationen: BMPR2,
ALK1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3)
1.3. PAH assoziiert mit Medikamenten, Drogen, Toxinen
1.4. Assoziierte pulmonalarterielle Hypertonie (APAH), bei:

1.4.1. Kollagenosen
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1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portaler Hypertonie
1.4.4. Angeborenen systemisch-pulmonalen Shunts
1.4.5. Bilharziose
1.5. Pulmonale venookklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonalkapillare
Hamangiomatose (PCH)
1.6. Persistierende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)
2. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des linken Herzens
2.1. Systolische Dysfunktion
2.2. Diastolische Dysfunktion
2.3. Herzklappenerkrankungen
2.4. Angeborene/erworbene Obstruktion des Linksherz-Ausflusstrakts und
angeborene Kardiomyopathien
3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
3.1. Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
3.2. Interstitielle Lungenerkrankung
3.3. Andere restriktiv und obstruktiv gemischte pulmonale Erkrankungen
3.4. Schlafbezogene Atemstérungen
3.5. Alveolare Hypoventilationssyndrome
3.6. Chronische Héhenkrankheit
3.7. Entwicklungsstérungen
4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien (CTEPH)
4.1. Typ 1: Thrombus im Hauptstamm
4.2. Typ 2: Befall der Lappenarterien
4.3. Typ 3 und 4: weiter distal gelegene Veranderungen der Lungenarterien
5. Pulmonale Hypertonie mit unklarer und/oder multifaktorieller Genese
5.1. Hamatologische Erkrankungen: Chronisch hamatolytische Anamie,
myeloproliferative Erkrankungen, Splenektomie
5.2. Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale
Langerhanszellenhistiozytose, Lymphangioleiomomatose, Neurofibromatose,
Vaskulitis
5.3. Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher,
Schilddrisenerkrankungen
5.4. Andere: Obstruktion durch Tumore, fibrosierende Mediastinitis, chronischer

Nierenausfall mit Dialyse, segmentale PH (3)
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Zudem lassen sich die einzelnen Formen der PH anhand des pulmonal arteriellen
Verschlussdruckes (PAWP) in pra-kapillar (PAWP < 15 mmHg, Gruppen 1, 3, 4, 5) und
post-kapillar (PAWP >15 mmHg, Gruppe 2) einteilen (4).

Die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH, Gruppe 1) hat in Deutschland eine Pravalenz
von 25,9 pro eine Millionen Erwachsene und eine jahrliche Inzidenz von 3,9 pro eine
Millionen Erwachsene (2, 5). Ursache fir eine hereditare PAH ist in 60% der Falle eine
Mutation im BMPR2-Gen, welches unter anderem bei der Regulation von Wachstum
und Apoptose eine wichtige Rolle spielt (6). Auch bei anderen Formen der PH konnte
eine verringerte BMPR2-Expression beobachtet werden (6). Aber auch Drogen, wie
Metamphetamin und Kokain, und Medikamente, wie die Appetitziigler Flenfluramin und
Aminorex, kénnen Uber Beeinflussung der Serotonin-Transporter zu einer PAH fihren
(6). Des Weiteren besitzen Patienten mit Bindegewebserkrankungen, angeborenen
Herzfehlern, HIV-Infektion und portaler Hypertension ein erhéhtes Risiko eine PAH zu
entwickeln (6).

Auch die Inzidenz der CTEPH (Gruppe 4) liegt in Deutschland bei knapp 4 von eine
Millionen Erwachsenen pro Jahr (2, 7).

Die PH bei Erkrankungen des linken Herzens (Gruppe 2) ist mit rund 50% die haufigste
Form der PH. Schatzungen gehen davon aus, dass in Deutschland bis zu 50.000
Erwachsene an einer schweren Form dieser PH leiden (2, 4).

Auch die Pravalenz der zweithaufigsten Form der PH, der PH bei Lungenerkrankungen
(Gruppe 3), kann bislang nur abgeschatzt werden (2). Hier geht man von einer
ahnlichen Pravalenz wie bei der PH bei Erkrankungen des linken Herzens aus (7). Die
haufigsten pulmonalen Grunderkrankungen sind dabei die COPD (chronic obstructive
pulmonary disease), die Lungenfibrose und die CPFE (combined pulmonary fibrosis

and emphysema) (2, 4).

1.1.3 Pathogenese

Allen Formen der PH ist gemeinsam, dass es im Laufe der Chronifizierung zu
Umbauvorgangen, sog. remodeling-Prozessen, in den Widerstandsgefal3en der Lunge
kommt, die zu Intimafibrosierung, Mediahypertrophie, Endothelwucherung und
Obliterationen fuhren (3). Bislang konnten verschiedene pathologische Veranderungen
identifiziert werden, die solche remodeling-Prozesse auslésen bzw. verstarken kénnen
(8). Darunter fallen die Hemmung spannungsabhangiger Kaliumkanale, Mutationen im

bone morphogenic protein-rezeptor type 2 (BMPR2), die erhdéhte Expression von
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Endothelin, tissue factor, fibroblast growth factor (FGF) und platelet-derived growth
factor (PDGF), eine Uberaktivitat des Serotonintransporters sowie die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a) und des nukledren Faktors
aktivierter T-Zellen (NFAT) (9). Des Weiteren treten haufig Thrombosen und
Vasokonstriktionen auf. Insgesamt besteht ein Ungleichgewicht zwischen protektiven,
vasodilatierenden Faktoren, wie zum Beispiel Prostacycline, NO und ANP, und
aggressiven, vasokonstringierenden Faktoren, wie Thromboxan und Endothelin (3).

Durch den Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks muss der rechte Ventrikel in der
Systole einen grélReren Druck aufbauen, um den gestiegenen vaskularen Widerstand
in der Lunge zu Uberwinden und das Herzzeitvolumen konstant zu halten. Die
Fahigkeit des rechten Ventrikels, dieser Druckbelastung standzuhalten, ist der

lebenslimitierende Faktor bei der PH (9).

1.1.4 Klinik

Die Symptomatik bei den Betroffenen ist zu Beginn meist nur relativ diskret und
unspezifisch, was dazu fihrt, dass zwischen Beginn der Symptomatik und
Diagnosestellung meist mehrere Monate bis Jahre liegen (2). Neben schneller
Ermudung, Abnahme der Leistungsfahigkeit und Belastungsdyspnoe kann es auch zu
Sinustachykardien, Schwindel und Synkopen kommen. Auch Brustschmerzen (Angina
pectoris) und Zyanose gehéren zur Klinik der Erkrankten. Im Falle einer
Dekompensation des rechten Herzens koénnen sich  Zeichen einer
Rechtsherzinsuffizienz wie Halsvenenstauung, Odeme, Stauungsleber und erhohte
BNP-Werte im Blut zeigen (3).

1.1.5 Diagnostik

Die Diagnostik spielt eine sehr wichtige Rolle, da je nach zugrundeliegender Ursache
eine spezielle Therapie durchgeflihrt werden sollte und es sich bei der PH um eine
progressive Erkrankung handelt (2).

Neben Anamnese und korperlicher Untersuchung spielen EKG, Laboruntersuchungen
und vor allem die Echokardiographie wichtige Rollen in der Basisdiagnostik (2). So
kobnnen bei der Auskultation des Herzens ein lauter 2. Herzton Uber der
Pulmonalklappe und in der Elektrokardiographie (EKG) Zeichen der
Rechtsherzhypertrophie auffallig sein (3). Auch erhdhte Werte von BNP bzw. NT-

proBNP, als Marker fir eine Herzinsuffizienz, kdnnen Hinweise fir eine PH sein (2).
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Grolde Bedeutung in der Basisdiagnostik hat die Echokardiographie. Dabei lassen sich
gut Zeichen einer Rechtsherzbelastung in Form von Hypertrophie und Dilatation des
rechten Ventrikels darstellen (2). Auch eine indirekte Messung des systolischen
pulmonalarteriellen Druckes (sPAP) ist moglich (3).

Zeigen sich wahrend der Basisdiagnostik Hinweise auf eine PH, so sollte bei Verdacht
auf eine PAH oder CTEPH als nachstes eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung
erfolgen, um die Verdachtsdiagnose zu bestatigen (10). Bei PAH sollte auch eine
Vasoreagibilitdts-Testung erfolgen, um eine mdgliche Sensibilitat fir eine Therapie mit
hochdosierten Calcium-Antagonisten festzustellen. Bei PH in Folge von
Linksherzerkrankungen oder Lungenerkrankungen ist eine Rechtsherzkatheter-
Untersuchung nicht indiziert, da sich daraus keine therapeutischen Konsequenzen
ergeben wurden (2). Die Rechtsherzkatheter-Untersuchung ermdglicht unter anderem
die Messung des pulmonalarteriellen Mitteldrucks (mPAP), des pulmonalkapillare
Verschlussdruckes (Wedge-Druck) und des pulmonalvaskularen Widerstands (PVR),
wodurch der Schweregrad der PH bestimmt werden kann. SchlieRlich dient die
Rechtsherzkatheter-Untersuchung im weiteren Verlauf auch der Therapiekontrolle (3).
Nach Feststellung einer PH sollte auch eine Ventilations-Perfusions-Szintigraphie
erfolgen, um eine CTEPH auszuschlieBen bzw. zu bestatigen (2). Sie ist momentan

noch der CT-Angiografie Uberlegen (4).

1.1.6 Therapie

Die allgemeine Therapie richtet sich vor allem nach der zugrundeliegenden Ursache
und dem Schweregrad der PH, sodass der Therapie der Grunderkrankung eine
wichtige Rolle zuteilwird. Zur allgemeinen Therapie gehéren zudem Physiotherapie und
Reha-Mallnahmen, welche die Lebensqualitdt und Kreislauffunktion der Patienten
verbessern kénnen (2). Die Einteilung der Patienten in Risikogruppen erfolgt anhand
der durch die verschiedenen Untersuchungen abgeschatzten 1-Jahres-Mortalitat in
niedrig (< 5%), intermediar (5-10%) und hoch (> 10%). Therapieziel ist das Erreichen
bzw. der Erhalt eines niedrigen Risikos. (4)

Die Therapie der PAH erfolgt vor allem medikamentés. Momentan sind insgesamt 10
verschiedene Medikamente aus 5 verschiedenen Substanzklassen in Deutschland
zugelassen. Die Wahl des Medikaments bzw. der Medikamenten-Kombination hangt
unter anderem vom Schweregrad ab (2). So wird fur Patienten mit niedrigem bis
mittlerem Schweregrad eine Therapie mit Endothelinrezeptor-Antagonisten (ERA) und

Phosphodiesterase-5  (PDES5)-Inhibitoren  oder  Stimulatoren  der  |8slichen
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Guanylatzyklase (sGC) empfohlen. Bei hohem Schweregrad kommt zusatzlich noch
ein intravends appliziertes Prostazyklin-Analogon hinzu (4). Wenn ein Patient bei der
Rechtsherzkatheter-Untersuchung auf die Vasoreagibilitdts-Testung anspricht,
kommen auch hochdosierte Calcium-Antagonisten als Therapieoption in Frage. Dies
betrifft jedoch nur maximal 5% der Patienten mit PAH (2). Fur Patienten, die nicht bzw.
nicht mehr auf die medikamentdése Therapie ansprechen, steht zur Zeit nur noch die
Lungentransplantation als Therapiemdglichkeit zur Verfigung (2). Neue
Therapiemdglichkeiten, die momentan noch Gegenstand der Forschung sind, zielen
auf die Beeinflussung der pulmonalen Angiogenese und beinhalten unter anderem
auch Stammgzelltransplantationen (6).

Bei der Therapie der PH in Folge von Linksherzerkrankungen und
Lungenerkrankungen kénnen die oben genannten Medikamente fir die PAH nicht
eingesetzt werden, da sie bei diesen Formen der PH bislang keine Verbesserung des
Krankheitsverlaufs zeigten (2). Daher steht fur diese Formen momentan nur eine
allgemeine Therapie zur Verfugung. Diese kann im Falle einer zugrunde liegenden
Linksherzerkrankung aus einer Nachlastsenkung und Volumenkontrolle bestehen oder
im Falle einer ursachlichen Lungenerkrankung, wie beispielsweise die COPD, aus
einer Langzeitsauerstofftherapie (LOT) (3, 4).

Bei der Therapie der CTEPH ist die pulmonale Endarteriektomie das Mittel der Wahl,
welche momentan an drei Standorten in Deutschland durchgefiihrt werden kann (Bad
Nauheim, Hannover und Homburg) (2). Jedoch bleibt im Anschluss bei ca. 20% der
operierten Patienten eine behandlungsbedirftige PH. Bei diesen Patienten bzw. bei
inoperablen Patienten kdnnen Therapien mit den Medikamenten, die bei der PAH zum
Einsatz kommen, versucht werden. Allerdings besteht nur fir Riociguat, einem
Stimulator der I8slichen Guanylatzyklase (sGC), eine Indikation fur diese Form der PH
(2). Auch eine Antikoagulation mit Cumarinen kann bei diesen Patienten
lebensverlangernd sein (3). Eine neue interventionelle Maoglichkeit besteht in der
pulmonalen Ballonangioplastie, dessen Einsatz jedoch nur an den Spezialzentren
durchgefuhrt werden sollte und dessen Erfolge noch evaluiert werden muissen (2).

Fir die Therapie der PH mit unklarer und/oder multifaktorieller Genese gibt es bislang
nur sehr wenige Studien zu den unterschiedlichen Therapiemdoglichkeiten, sodass hier

momentan individuelle Therapieentscheidungen getroffen werden mussen. (11)
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1.1.7 Prognose

Dank neuer Therapiemdglichkeiten hat sich die Uberlebensdauer von Patienten mit
PAH in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert. So stieg die 3-Jahres-
Uberlebensrate von 40% in den 1980er-Jahren auf aktuell 70-80%. Bei Patienten mit
CTEPH liegt sie unter optimaler Therapie derzeit sogar bei rund 90%. (2)

Insgesamt ist die Prognose von verschiedenen Faktoren abhangig (12). Zum einen
sprechen hohe mPAP-Werte fir eine sehr schlechte Prognose. So betragt die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei einem mPAP von tber 50 mmHg nur noch 10% (3). Zum
anderen bestimmen auch Ausmal® der Hypoxie und Schwere der pulmonalen
Obstruktion die Uberlebenszeit (3, 4).

Lebenslimitierender Faktor ist das Kompensationsvermdgen des rechten Ventrikels, da
die meisten Patienten letztlich in Folge einer Rechtsherzdekompensation an
Rechtsherzversagen und den damit einhergehenden Rhythmusstérungen sterben (3,
13). Somit stellt die Verbesserung der Funktion des rechten Ventrikels einen wichtigen
Angriffspunkt fir die Entwicklung neuer therapeutischer MalRnahmen dar (14). Ohne

Therapie betragt die mittlere Uberlebenszeit weniger als 3 Jahre (3).

1.2 Cor pulmonale

1.2.1 Definition

Das Cor pulmonale beschreibt definitionsgemal eine Hypertrophie und Dilatation des
rechten Ventrikels aufgrund von erhéhten pulmonalen Blutdruckwerten, welche
ausschlielllich Folge einer Erkrankung der Lungengefale und/oder des
Lungenparenchyms sind (9, 15). Je nachdem wie akut die Druckbelastung entsteht,
entwickelt sich ein akutes Cor pulmonale ohne Hypertrophie, z.B. bei einer massiven
Lungenembolie, oder ein chronisches Cor pulmonale mit rechtsventrikularer
Hypertrophie, z.B. bei der pulmonalarteriellen Hypertonie (9).

Fir die Rechtsherzinsuffizienz und das Rechtsherzversagen existieren bislang keine
allgemein gdltigen Definitionen. Man nimmt bei einem erhdhten Fullungsdruck
(rechtsatrialer Mitteldruck > 9 mmHg) und/oder einem verminderten HZV (Herzindex <
2,5 I/min/m?) eine Herzinsuffizienz an (14). Von einem Rechtsherzversagen spricht
man bei einem Herzindex kleiner als 1,5 I/min/m? und einem rechtsatrialen Druck von
uber 18 mmHg (14).
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1.2.2 Pravalenz

Die Pravalenz des Cor pulmonale ist relativ schwierig zu erfassen, da nicht jeder
Patient mit einer chronischen Lungenerkrankung ein Cor pulmonale entwickelt und die
Diagnostik bisher noch nicht sehr sensitiv ist (9). Dies sollte sich jedoch durch
Fortschritte im Herzultraschall und bei der Bestimmung von Biomarkern im Blut (z.B.
NT-proBNP als Marker fur Herzinsuffizienz) in Zukunft verbessern (9).

In den USA sind circa 50% der Falle eines Cor pulmonale auf die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD) und die chronische Bronchitis zurtickzufihren (9, 15).
Weitere Krankheiten, die Ursache eines Cor pulmonale sein kdnnen, sind unter
anderem die pulmonalarterielle Hypertonie, die zystische Fibrose sowie
thromboembolische und interstitielle Lungenerkrankungen (9). In einer Studie mit
Patienten, die aufgrund einer sehr fortgeschrittenen Lungenerkrankung eine
Lungentransplantation = bekommen  sollten, zeigten 66% eine deutliche
rechtsventrikuldre Dysfunktion (16). Dabei war die Pravalenz einer rechtsventrikularen
Dysfunktion bei Patienten mit pulmonalvaskuldren Erkrankungen mit 94% am hdchsten
(16). Grundsatzlich kann jede Erkrankung, die die Lungengefalle und das

Lungengewebe betrifft, zu einem Cor pulmonale fuhren (9).

1.2.3 Klinik

Die Symptomatik des Cor pulmonale ist relativ unspezifisch und kann Zeichen einer
Rechtsherzinsuffizienz und einer pulmonalen Hypertonie umfassen (9). Neben
Dyspnoe, Schwindel und Synkopen kdnnen bei den Betroffenen auch Brustschmerzen
und Herzrhythmusstérungen auftreten (9, 15). Leistungsminderung, Zyanose und
klinische Zeichen wie gestaute Halsvenen, Aszites und periphere Odeme konnen

Hinweise auf eine Rechtsherzinsuffizienz sein (17).

1.2.4 Diagnostik

Eine gute Diagnostik ist beim Cor pulmonale sehr wichtig, da spater in der Therapie die
Behandlung der Grunderkrankung von entscheidender Bedeutung ist (15). Als
Hinweise auf ein Cor pulmonale kénnen sich im EKG eine nach rechts verlagerten
Herzachse, eine rechtsventrikulare Hypertrophie sowie ein P-pulmonale zeigen,
welches ein Zeichen fur eine Druck- oder Volumenbelastung des rechten Vorhofes ist
und mit einer schlechteren Prognose einhergeht (9, 18). Zur nicht-invasiven

Beurteilung des rechten Herzens und dessen Funktion ist die Echokardiographie gut
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geeignet (15). Dabei lassen sich die Wanddicken und Kammerdimensionen messen
sowie die Funktion von Pulmonal- und Trikuspidalklappe beurteilen (9). Mittels
Doppler-Verfahren kénnen die TAPSE (Tricuspid annular plane systolic excursion) und
der Tei-Index (Myocardial performance index) bestimmt werden, welche Aufschluss
Uber die Funktion des rechten Ventrikels geben, und der pulmonalarterielle Druck kann
indirekt gemessen werden (15, 19). Da es vor allem bei Erkrankungen des
Lungenparenchyms schwierig sein kann, das rechte Herz echokardiographisch zu
beurteilen, kann bei diesen Patienten alternativ ein Kardio-MRT sehr nutzlich sein (9,
15). Im Thorax-Roéntgen gibt die Vergrélkerung von Truncus pulmonalis und
Hilusgefalien einen Hinweis auf eine pulmonale Hypertonie als Grunderkrankung (9,
15). Die Spirometrie dient zur Unterscheidung zwischen obstruktiven und restriktiven
Ventilationsstoérungen (9). Mittels Blutgasanalyse konnen Hypoxie und/oder
Hyperkapnie erkannt werden (9). Zudem ist BNP, welches bei einer Ubermaligen
Belastung des Herzens von den Ventrikeln sezerniert wird, als Marker fur eine
rechtsventrikulare Dysfunktion geeignet und kann als Prognosefaktor verwendet
werden (20). Die Computertomographie dient schliel3lich zum Nachweis von
thromboembolischen und interstitiellen Lungenerkrankungen (9). Im Falle einer
chronischen Thromboembolie kann auch die Ventilations-Perfusions-Szintigraphie sehr
nutzlich sein (9). Der Rechtsherzkatheter dient zum Nachweis einer pulmonalen
Hypertonie sowie zum Ausschluss eines erhdhten linksventrikularen Drucks (9).
Insgesamt lassen sich auf diese Weise die Funktionsverhaltnisse und
Arbeitsbedingungen des rechten Ventrikels gut darstellen (14). Interessante
Erkenntnisse liefert auch die Magnetresonanzspektroskopie, mit der sich gut die
Energieumsetzung im Myokard beobachten lasst (21). Sie kénnte in Zukunft auch bei
der Diagnostik einer Rechtsherzinsuffizienz und zur Therapiekontrolle eingesetzt
werden (21).

1.2.5 Therapie

Bei der Therapie des akuten Cor pulmonale steht die Behandlung der Ursache im
Vordergrund, welche beispielsweise bei einer Lungenembolie eine Thrombolyse sein
kann (15). Aber auch beim chronischen Cor pulmonale steht bislang noch die Therapie
der Grunderkrankung im Fokus (9). Durch nichtinvasive Beatmung, Bronchodilatatoren
und Glukokortikoide soll die Atemarbeit vermindert werden (9). Zudem sind eine
adaquate Oxygenierung und Infektionsbehandlung sowie die Vermeidung einer

respiratorischen Azidose wichtig (9, 15). Diuretika kdénnen zur Verminderung der
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Odeme eingesetzt werden (9, 15). Des Weiteren finden Renin-Inhibitoren, ACE-
Hemmer und Angiotensin IlI-Rezeptor-Antagonisten in der Therapie Verwendung, da
sie die Angiotensin II-Bildung und —Wirkung hemmen und dadurch unter Umstanden
eine Regression der Hypertrophie bewirken (22). Die momentan verwendeten
therapeutischen Mittel bewirken vor allem eine Vasodilatation der pulmonalen Gefalke
und haben relativ wenig rechtsherzspezifische Effekte (23). So kénnen zwar der
pulmonalvaskuldare Widerstand verringert und das Schlagvolumen erhéht werden,
jedoch wird die Kontraktilitat des rechten Ventrikels nicht verbessert (24). Momentan
fehlen noch genaue Studien zur Wirksamkeit der oben genannten Medikamente bei
der Rechtsherzinsuffizienz (21). Die Therapie der Linksherzinsuffizienz kann namlich
nicht ohne weiteres auf die der Rechtsherzinsuffizienz Ubertragen werden, da rechter
und linker Ventrikel embryonale und molekulare Unterschiede vorweisen (17). Es sollte
daher nach spezifischen Therapien fur das rechte Herz gesucht werden (17). Eine
geeignete Therapie zu finden, welche sowohl den pulmonalen Widerstand senkt als
auch die rechtsventrikulare Funktion steigert, ist jedoch sehr schwierig, da daflir zum
Teil gegensatzliche Effekte erzielt werden missen (25). So sollte einerseits die
Kontraktilitdt der Kardiomyozyten gesteigert, andererseits die Relaxation der glatten
Muskelzellen der pulmonalen Gefalle geférdert werden (25). Auch in Hinblick auf
Angiogenese und Apoptose unterscheiden sich die Ziele im jeweiligen Gewebe (25).
Daher ist es von grofter Bedeutung gewebsspezifische Therapien zu entwickeln.
Bislang konnten vielversprechende Ergebnisse durch Substanzen erreicht werden, die
Uber die Mitochondrien den Metabolismus beeinflussen, wie beispielsweise
Dichloracetat (26, 27). Auch der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor a/f (PPAR
a/B) Agonist GWO0742 zeigte in einer Studie mit PAB protektive und
rechtsherzspezifische Effekte (28). Des Weiteren konnten auch fur den PDE5-Inhibitor
Sildenafil rechtsherzspezifische Effekte nachgewiesen werden, welche zu einer
signifikanten Steigerung der Kontraktionskraft des rechten Ventrikels fuhrten (29). Auch
Stammzelltherapien und spezifische Gentherapien sind Gegenstand der Forschung
(17).

1.2.6 Pathophysiologie

1.2.6.1 Anatomie der Herzmuskulatur
Das Herz macht in etwa 0,4-0,5% des Koérpergewichts aus, was bei Frauen in etwa
250-320 g und bei Mannern 300-360 g entspricht (30). Die Wand des linken Ventrikels

ist ca. 1,3-1,5 cm dick, die des rechten Ventrikels hingegen nur 0,3-0,5 cm, was auf die
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sehr unterschiedliche Druckbelastung zurlickzuflihren ist (30). Dabei besitzt der linke
Ventrikel im Querschnitt eine ellipsoide Form, hingegen der rechte Ventrikel eher
sichelférmig konfiguriert ist (15). Auch in Hinblick auf die Kardiogenese unterscheiden
sich rechter und linker Ventrikel (31, 32). So bilden sich der linke Ventrikel und die
Vorhéfe aus dem vom anteriolateralen Mesoderm stammenden primaren Herzfeld
(PHF). Hingegen entstehen der rechte Ventrikel, der Ausflusstrakt sowie Teile des
Einflusstraktes aus dem sekundaren Herzfeld (SHF), das sich aus den Zellen des
pharyngealen und splanchnischen Mesoderms ableitet (33, 34). Dies hat zur Folge,
dass die Genexpression und die Signalwege in den jeweiligen Ventrikeln
unterschiedlich sein kdnnen (32, 34, 35).

Die Herzmuskulatur wird durch die Kardiomyozyten gebildet, welche vor allem im
linken Ventrikel spiralféormig angeordnet sind, um eine koordinierte Kontraktion,
beginnend von der Herzspitze zur Herzbasis, zu gewahrleisten (30). Im rechten
Ventrikel ist diese Anordnung jedoch nicht so streng und etwas mehr aufgelockert (30).
Kardiomyozyten sind einkernige Zellen mit einer Lange von ca. 100 ym und einem
Durchmesser von etwa 15 pm (1). Neben einem zentral gelegenen Zellkern besitzen
sie viele Mitochondrien, mit denen sie hauptsachlich durch oxidative Phosphorylierung
Energie gewinnen (30). Diese besondere Abhangigkeit von Sauerstoff macht sie relativ
anfallig fir Ischamien, sodass bei Sauerstoffmangel, beispielsweise durch einen
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dem jedes Myosinfilament von sechs Aktinfilamenten und jedes Aktinfilament von drei
Myosinfilamenten umgeben ist. Somit ergibt sich ein Verhaltnis von Aktin zu Myosin
von 2:1. Ein Sarkomer beschreibt den Abschnitt zwischen zwei Z-Scheiben. Diese
setzen sich hauptsachlich aus a-Aktinin zusammen. Die helle, isotrope Zone um die Z-
Scheibe herum, in der nur die dinnen Aktinfilamente vorliegen, wird als |-Bande
bezeichnet. An sie schliel3t sich die dunkle, anisotrope A-Bande an, welche durch die
dichte und parallele Anordnung von dicken Myosin- und dinnen Aktinfilamenten
zustande kommt. Darauf folgt die H-Zone, in der sich keine Anteile der diinnen
Aktinfilamente mehr befinden. Die M-Linie befindet sich in der Mitte des Sarkomers und
bildet quasi eine Spielgellinie (1, 36). Die Myosinfilamente sind Uber Myomesin an die
M-Linie gebunden und Uber Titin an der Z-Scheibe befestigt (1).

Das Titin-Molekl erstreckt sich Uber die gesamte Distanz zwischen Z-Scheibe und M-
Linie und ist mit einem Molekulargewicht von 3000-3800 kDa das grofte bekannte
Molekul (37). Das Titin-Molekul setzt sich grofdtenteils aus immunglobulin- und
fibronektinartigen Modulen zusammen und enthélt eine Kinasedomane (36, 38). Die
Titinfilamente sind vor allem flr die passive Kraftentwicklung verantwortlich, da sie sehr
elastisch sind und somit als eine Art ,molekulare Feder“ dienen (1). Die Dehnbarkeit
des Titin-Molekuls wird dabei durch zwei verschiedene Mechanismen reguliert: Zum
einen kénnen durch Splicen verschiedene Isoformen des Titin-Moleklils entstehen,
welche jeweils eine unterschiedliche Dehnbarkeit besitzen, zum anderen haben
Phosphorylierungen, welche vor allem an der N2B-Region durch cAMP- und cGMP-
abhangige Proteinkinasen erfolgen, direkten Einfluss auf die Dehnbarkeit (39).

Die dunnen Aktinfilamente bestehen aus ca. 400 globularen Aktinmonomeren (G-
Aktin), die sich zu einer Doppelstrang-Helix anordnen und so das filamentare Aktin (F-
Aktin) bilden. Daran assoziieren Tropomyosin und Troponinkomplexe, bestehend aus
Troponin T, C und |, welche fir die Kontraktion sehr wichtig sind. Einerseits bindet das
Aktinfilament an das a-Aktinin der Z-Scheibe, andererseits ist es Uber
Dystrophindimere an Sarkoglykane im Sarkolemm verankert, welche Gber Merosin mit
den Kollagenfasern der extrazellularen Matrix in Verbindung stehen (1).

Insgesamt sind die Proteine im Sarkomer der Herzmuskelzelle denen in der
Skelettmuskelzelle sehr &hnlich. Jedoch gibt es viele herzspezifische Isoformen,
welche zum Teil Produkte anderer Gene als beim Skelettmuskel sind (1). Ein Beispiel
dafir ist das Titinmolekdl, welches in der Herzmuskelzelle eine andere Struktur besitzt
und dadurch weniger dehnbar ist (1). Auch das Troponin C, welches in der

Herzmuskelzelle eine Ca®*-Bindungsstelle weniger besitzt und das Troponin |, das eine
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zusatzliche Phosphorylierungsstelle vorweist, unterscheiden sich im Vergleich zur
Skelettmuskelzelle (1).

Bislang geht man davon aus, dass sich die Kardiomyozyten nicht mehr replizieren
kénnen und das Herz somit keine Mdglichkeit zur Regeneration besitzt (30). Jedoch
konnten neue Forschungen zeigen, dass sich in Herzen von Saugetieren durchaus
Stamm- und Vorlauferzellen finden lassen, deren Haufigkeit jedoch im Ventrikel sehr
gering ist (ca. 1 von 100.000 Zellen; im Gegensatz zum Atrium: 5-10% der Zellen).
Zudem ist die Proliferationsrate von Herzstammzellen sehr gering und nimmt mit dem
Alter immer weiter ab (mit 50 Jahren sind erst etwa 45% der Kardiomyozyten erneuert),
sodass sie nicht ausreicht, durch Infarkte geschadigte Areale wiederherzustellen (30).
Dennoch kdnnten sich durch Stimulation oder Transplantation dieser Stammzellen in

Zukunft neue Behandlungsmethoden entwickeln.

1.2.6.2 Rechtsherzhypertrophie und -insuffizienz

Der rechte Ventrikel verbraucht aufgrund des unter physiologischen Bedingungen
niedrigen pulmonalvaskularen Widerstands flir das gleiche Schlagvolumen nur ca. 25%
der Energie des linken Ventrikels (40). Er kann sich aufgrund seiner diinnen und
elastischen Wand gut an Volumenveranderungen anpassen. Jedoch ist die
Kompensationsfahigkeit bei Druckbelastung schlechter als im Vergleich zum linken
Ventrikel und fihrt relativ schnell zu einer Insuffizienz (9). Bisher stand vor allem der
linke Ventrikel im Mittelpunkt der Forschung und es ist immer noch relativ wenig Gber
die molekularen Ablaufe im rechten Ventrikel bekannt (17). Aufgrund der
unterschiedlichen embryonalen Entwicklung lassen sich jedoch die Erkenntnisse des
linken Ventrikels nicht ohne weiteres auf den rechten Ventrikel Gbertragen (17, 33). So
wurden bei der Untersuchung der Genexpression bei Hypertrophie des rechten
Ventrikels Unterschiede zum linken Ventrikel deutlich (33, 41, 42). Bei Druckbelastung
durch transverse aortale Konstriktion (TAC) bzw. durch ein pulmonalarterielles banding
(PAB) zeigte der rechte Ventrikel im Vergleich zum linken Ventrikel eine deutlich
ausgepragtere Veranderung in der Genexpression. Einige Membranproteine und
Enzyme wurden im hypertrophierten RV starker exprimiert als bei der
Linksherzhypertrophie (43). So unterscheiden sie sich beispielsweise in der zellularen
Antwort auf BNP und in der im rechten Ventrikel starkeren Aktivierung des Wnt-
Signalwegs, welcher die Transkription verschiedener Gene reguliert (17). So konnte
festgestellt werden, dass eine Langzeitbehandlung mit Norepinephrin zu einer

Hypertrophie des linken Ventrikels, aber nicht zu einer des rechten Ventrikels, fihrt
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(44). Auch auf a1-adrenerge Agonisten reagieren beide Ventrikel unterschiedlich: Im
linken Ventrikel wird durch sie die Kontraktionskraft gesteigert, hingegen sie im rechten
Ventrikel gesenkt wird (45). Der rechte Ventrikel reagiert aufgrund seiner dinneren
Wand deutlich schneller mit Hypertrophie auf eine Druckbelastung als der linke
Ventrikel (17). Hingegen kommt es dabei im rechten Ventrikel zu einer geringeren
Fibrosierung (17). Dies hat zur Folge, dass sich der rechte Ventrikel bei
Nachlastsenkung wieder relativ schnell regenerieren kann (33). Dies konnte schon bei
Patienten nach einer Lungentransplantation in Folge einer pulmonalarteriellen
Hypertonie beobachtet werden (46). So lieR sich bei einigen Patienten eine
Herztransplantation vermeiden, da sich der rechte Ventrikel im Zuge der normalisierten
Druckverhaltnisse schnell wieder erholen konnte (14, 33). Dies lasst darauf schliel3en,
dass eine Nachlastsenkung ein wichtiges therapeutisches Ziel bei der Behandlung der
Rechtsherzinsuffizienz darstellen kdnnte (14).

Die Kardiomyozyten verlieren in der neonatalen Phase die Fahigkeit zur Mitose und
kénnen daher nur mit Hypertrophie auf eine erhdhte Druckbelastung reagieren (22).
Ziel ist es, durch die Hypertrophie der Herzmuskulatur die normale Herzfunktion
aufrechtzuerhalten (22). Somit handelt es sich zunadchst um eine sinnvolle
physiologische Reaktion, welche bei der Herzentwicklung von groRer Bedeutung ist.
Auf lange Sicht kann jedoch eine Ubermafige Hypertrophie zu Herzinsuffizienz fihren
und stellt somit einen Pradiktor fur die Morbiditat des Herzens dar (47).

Da das Herz annahernd als Kugel betrachtet werden kann, lassen sich die

physikalischen Veranderungen gut mittels des Laplace-Gesetzes veranschaulichen:

_er
—2d

K = Wandspannung; P = Ventrikeldruck; r = Ventrikelradius; d = Ventrikelwanddicke

Bei Druckbelastung (P) kommt es zu erhdéhter Wandspannung (K), welche zu
Hypertrophieprozessen fuhrt (1). Die Ventrikelwand wird dicker (d), der Ventrikelradius
(r) bleibt jedoch zunachst konstant, sodass die Wandspannung wieder abnimmt. Man
spricht von konzentrischer Hypertrophie. Bei chronischer Druckbelastung kommt es
jedoch nach gewisser Zeit auch zu Dilatation des Ventrikels und somit zur Erhéhung
des Ventrikelradius (r), sodass die Wandspannung proportional zum Ventrikelradius
weiter ansteigt. Man spricht von exzentrischer Hypertrophie. Dilatiert das
hypertrophierte Herz, so kommt es zu einer Dekompensation und es entwickelt sich

eine Herzinsuffizienz. Der Wirkungsgrad des Herzens nimmt deutlich ab (1).
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Die molekularbiologischen Prozesse, die der Hypertrophie zugrunde liegen, sind
bislang fur den rechten Ventrikel nur unzureichend erforscht (33). Es konnte gezeigt
werden, dass Integrine und dehnungsabhangige lonenkanale die erhohte
Wandspannung wahrnehmen und in chemische Signale umwandeln (25). Vermutlich
wird dabei die Phospholipase C aktiviert, sodass die Konzentrationen der second
messenger Inositoltrisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) ansteigen (22). Diese
koénnten unter anderem zwei Dinge bewirken: Zum einen kénnten sie die Proteinkinase
C aktivieren, welche Proteine phosphoryliert und letztlich zu einer Expression der
Protoonkogene c-FOS, ¢c-JUN, c-MYC und EGR1 fihrt (30). Zum anderen kénnten sie
durch Aktivierung der MAP2-Kinase die Proteinsynthese in der Zelle erhdhen (22).
Eine weitere wichtige EinflussgroRe bei der Entstehung der Hypertrophie sind
wahrscheinlich neurohumorale Faktoren wie Noradrenalin, Angiotensin Il und
Endothelin-1 (38). So wirkt Endothelin-1 im Herzen inotrop und flhrt zu Hypertrophie
der Kardiomyozyten, indem es vor allem durch eine parallele Anordnung von neuen
Sarkomeren die Breite der Kardiomyozyten erhdht (48). Insbesondere Endothelin-
Rezeptor-Typ A-Antagonisten verbesserten in Studien mit Monocrotalin-behandelten
Ratten, einem Versuchsmodell der pulmonalen Hypertonie, die Uberlebensrate und
verminderten den rechtsventrikularen Druck sowie das ventrikulare remodeling (21).
Auch die natriuretischen Peptide spielen eine wichtige Rolle (49). Vor allem BNP und
NT-proBNP sind sehr gut als Biomarker der rechtsventrikularen Funktion geeignet (21).
ANP und BNP werden von Kardiomyozyten des Atriums und des Ventrikels sezerniert.
Die Sekretion wird durch die erhéhte Wanddehnung bei Volumen- oder Druckbelastung
getriggert (50). ANP und BNP sind pulmonale Vasodilatatoren und verringern die
Hypertrophie und Fibrose im Myokard (51). Zudem verbessert BNP die
Endothelfunktion und reguliert die Gerinnung und Fibrinolyse (21). Somit ergeben sich
neue Therapieziele, z.B. indem die Aktivitat von BNP gesteigert oder dessen Abbau
gehemmt wird (21).

Im Laufe der adaptiven Hypertrophie kann es jedoch auch zur Entwicklung einer
maladaptiven Hypertrophie mit Dilatation kommen, die zu einer Rechtsherzinsuffizienz
und Rechtsherzversagen fuhren kann (25). In einem Modell mit Monocrotalin-
behandelten Ratten konnte gezeigt werden, dass adaptive Hypertrophie nicht
zwingenderweise einer maladaptiven Hypertrophie vorausgehen muss (52). Ist z.B. die
Nachlasterhdhung zu hoch und akut, stellt sich direkt eine maladaptive Hypertrophie
mit schnellem Ubergang zu einer Rechtsherzinsuffizienz ein (53). Die Mechanismen,

die von einer adaptive Hypertrophie zu einer maladaptiven Hypertrophie mit Dilatation
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fuhren, sind noch nicht ausreichend erforscht. Bislang geht man davon aus, dass
neurohumorale Faktoren, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS, RNS),
inflammatorische Prozesse sowie die Apoptose der Kardiomyozyten dabei eine
wichtige Rolle spielen (25). Es konnte gezeigt werden, dass bei sich Nachlasterhéhung
das Muster der Gen-Expression in den Kardiomyozyten des rechten Ventrikels so
verandert, dass es dem wahrend der embryonalen Entwicklung ahnelt (54). Man
spricht von einer sogenannten Aktivierung des fetalen Genprogramms (30). Dabei
kommt es unter anderem zu einem Wechsel von der a-Myosin heavy chain (a-MHC)
mit schneller ATPase-Aktivitat zu der B-MHC mit langsamer ATPase-Aktivitat, wodurch
langfristig der Energieverbrauch der Zelle gesenkt werden soll (17, 25, 55, 56). Auch in
Hinblick auf die Expression anderer Gene und Proteine, wie beispielsweise VEGF
(vascular endothelial growth factor) und IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), sind
Veranderungen beim Ubergang in die Insuffizienz festgestellt worden (33). Dabei
zeigte sich vor allem eine verringerte IGF-1-Expression bei gleichzeitig erhdhter
Angiotensin [I-Expression (48). Des Weiteren wird durch die Umstellung des
Metabolismus von Fettsdureoxidation auf Glykolyse und die Verminderung der
Mitochondrienaktivitdt der Energie- und Sauerstoffverbrauch verringert (17, 57). Des
Weiteren nimmt die Anzahl an a-Skelettmuskelaktin und a-Glattmuskelaktin im
Gegensatz zum a-Herzmuskelaktin zu (58). Die daraus entstehenden Folgen sind
jedoch noch unklar (25). Eine wichtige Rolle spielen auch die Umbauprozesse in der
extrazellularen Matrix, welche die diastolische und systolische Funktion sowie die
Grofle und Struktur des Ventrikels beeinflusst (25). Dabei kommt es zur vermehrten
Ablagerung von Typ 3- und Typ 4-Kollagen anstelle des Typ 1-Kollagens und zur
Expression von spezifischen Metalloproteinasen (MMP) (21). Diese MMPs bauen
vermehrt die Querverbindungen zwischen den Kollagenfasern ab, sodass es im
Rahmen der Hypertrophie auch zu einer Dilatation kommt (21). Die MMP-Aktivitat wird
unter anderem durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und Zytokine
wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) gesteigert (21). Somit ergeben sich auch hier neue
therapeutische Angriffsziele, beispielsweise in Form von MMP-Inhibitoren (21). Auch
Mastzellen sollen Einfluss auf die MMP-Aktivitdt und die rechtsventrikulare
Umbauprozesse haben (59).

Ein weiterer wichtiger zur Dekompensation fuhrender Faktor ist die Verschlechterung
der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der Muskelzellen (1). Da bei der Hypertrophie
die Kapillarenanzahl des Myokards relativ konstant bleibt und der Sauerstoffverbrauch

der Kardiomyozyten hingegen durch die erhéhte Wandspannung deutlich ansteigt,
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kommt es schnell zu ischamischen Situationen (1). Somit ist die Grélkenzunahme des
Herzens limitiert und man spricht von einem kritischen Herzgewicht bei ca. 500g (1).
Weitere Faktoren, die zur Herzinsuffizienz flihren, sind die Abnahme der
Koronarreserven und die fortschreitende interstitielle Fibrosierung mit Kollagenfasern
(1). Die Perfusion des rechten Ventrikels ist stark von der Wandspannung und dem
rechtsatrialen Druck abhangig (60). Die koronare Durchblutung im rechten Ventrikel
erfolgt nicht wie im linken Ventrikel hauptsachlich in der Diastole, sondern
kontinuierlich (14). Somit nimmt der koronare Blutfluss im rechten Ventrikel bei
erhdhter Wandspannung deutlich ab und kann zu einer ischamischen Situation flihren,
die der Patient als Angina pectoris wahrnimmt (14). Studien weisen darauf hin, dass
vor allem die Perfusion der freien rechtsventrikularen Wand ein wesentlicher Faktor
beim Rechtsherzversagen darstellt (14, 61). Das Risiko flr ischamische
Herzkrankheiten steigt also durch die Veranderungen im Zuge der Hypertrophie und
Dilatation deutlich an (22). Auch das Auftreten von ventrikularen Arrhythmien wird
durch die zunehmende Heterogenitat des Herzmuskelgewebes begunstigt (22). In
Folge der Dilatation kann es auch zu einer Trikuspidalinsuffizienz kommen, welche die
Ventrikelfunktion zusatzlich stark beeintrachtigt (17). Zudem konnte gezeigt werden,
dass ein dilatierter und hypertrophierter rechter Ventrikel auch die Funktion des linken
Ventrikels beeinflusst, indem durch Verlagerung des Interventrikularseptums auf die
linke Seite dessen Fullung verschlechtert wird und es zu einer Asynchronie der beiden

Ventrikel mit reduzierter Auswurfleistung kommt. (40, 62—64).

1.3 Das Modell des pulmonalarteriellen bandings bei Mausen
Mausmodelle spielen eine wichtige Rolle dabei, menschliche Krankheiten zu imitieren,
um deren Krankheitsmechanismen zu erforschen und besser zu verstehen. Die
Verwendung von Mausen als Versuchstiere hat dabei viele Vorteile: Zum einen haben
sie eine kurze Tragezeit von nur 21 Tagen mit einer hohen WurfgrofRe, zum anderen
sind ihre Haltungskosten relativ gering. Zusatzlich besitzen sie ahnliche Gene und
Signalwege im Zusammenhang mit der Herz- und GefalRentwicklung wie der Mensch,
was die Ubertragbarkeit von Forschungsergebnissen auf den Menschen verbessert
(65).

Um die Auswirkungen einer Druckbelastung auf das rechte Herz, wie es im Rahmen
des Cor pulmonale der Fall ist, zu untersuchen, eignet sich sehr gut das
pulmonalarterielle  banding (PAB). Auch zur Imitierung der angeborenen

Pulmonalstenose, der Fallot’schen Tetralogie und dem Alagille-Syndrom wird diese
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Modellform verwendet (65). Ein groRer Vorteil des PAB ist, dass die direkten
Auswirkungen der Nachlasterh6hung auf das rechte Herz beobachtet werden kénnen.
Somit spielen Einflisse des pulmonalen oder systemischen Kreislaufs, anders als
womaglich bei Hypoxie- oder Monocrotalin-Modellen der pulmonalen Hypertonie, nur
eine sehr geringe Rolle (43). In der Vergangenheit wurden chirurgische Verfahren bei
kardiovaskularen Tiermodellen vor allem an groReren Tieren wie Hunden, Schweinen
und Ratten durchgefiihrt. Doch die Fortschritte in der Mikrochirurgie und Bildgebung
machten es mdglich, diese Versuche auch an Mausen anzuwenden. Bis heute gibt es
deutlich mehr Studien zum linken Ventrikel als zum rechten Ventrikel. Auch die bei
Studien zum linken Ventrikel haufig angewandte transverse aortale Konstriktion (TAC)
ist im Vergleich zum PAB deutlich etablierter. Dies liegt unter anderem daran, dass die
Pravalenz von Krankheiten, die zu Rechtsherzhypertrophie und Rechtsherzinsuffizienz
fuhren, insgesamt geringer ist als die, die das linke Herz betreffen (65). Des Weiteren
ist die Durchfihrung des pulmonalarteriellen bandings bei Mausen nicht sehr einfach
und erfordert groRe Erfahrung und gutes chirurgisches Equipment, sodass es nur in
wenigen Laboren angewandt wird (66). Die Hauptherausforderungen wahrend der
Operation bestehen dabei in der extrem dinnen und fragilen Wand der Pulmonalarterie
und der groRen Empfindlichkeit des rechten Ventrikels gegenuber einer
Nachlasterhdhung durch das banding (65). Neu entwickelte Titan-Clips ermdglichen
heutzutage eine definierte Kompression der Pulmonalarterien, sodass sich ein
Obstruktionsgrad einstellen lasst, der nicht direkt zu einem Herzversagen fihrt,
sondern zu einer Remodeling-Phase mit stabiler kardialer Funktion, wie sie auch zu
Beginn bei Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen zu beobachten ist (43). Die
Mause sterben also nicht direkt an akuter Dekompensation des rechten Herzens,
sondern entwickeln zunachst die Folgen einer Rechtsherzinsuffizienz, wie periphere

Odeme, Leberstauung und Arrhythmien (43).

1.4 Sensoren fiir biomechanischen Stress im Herzen

Die Fahigkeit des Herzens, erhdhte Druck- und Volumenbelastung wahrzunehmen und
sich daran anzupassen, ist essentiell fur die Aufrechterhaltung der Herzfunktion und
die Versorgung des Korpers mit Sauerstoff (1). Es war lange unklar, wie die
Herzmuskelzellen den erhdhten biomechanischen Stress durch Druck- oder
Volumenbelastung registrieren und in Signalkaskaden, die zu Anpassungsvorgangen
fuhren konnen, umwandeln. Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung solcher

Anpassungsvorgange sollen beispielsweise Mitogen-aktivierte Protein Kinasen (MAPK)
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spielen, deren Signalwege komplex miteinander verknupft sind und noch weiterer
Erforschung bedtrfen (67). Die Forschung der letzten Jahre macht deutlich, dass es
sich bei der Z-Scheibe nicht nur um ein mechanisches Gelenk handelt, sondern um
eine proteinreiche funktionelle Struktur, die bislang noch wenig erforscht ist (68).
Studien bei Menschen und Mausen mit dilatativer Kardiomyopathie lassen vermuten,
dass ein Teil des Dehnungssensors im Bereich der Z-Scheiben am Ubergang
zwischen Zytoskelett und Sarkomer liegt (69). An der Z-Scheibe sind unter anderem
die Aktin- und Titinfilamente verankert. Hauptbestandteil ist das a-Aktinin, welches die
benachbarten Sarkomere miteinander verbindet. Die Z-Scheibe spielt also eine
besondere Rolle im Zusammenhang mit der Organisation und Struktur der Sarkomere
und der Kontraktion und Kraftentwicklung der Muskulatur (70). Auch die fokalen
Adhasionskomplexe sollen biomechanischem Stress wahrnehmen kénnen und bei
erhohter Druckbelastung zu einer Aktivierung von ERK 1/2-Signalwegen fluhren,
dessen Auswirkungen auf den Ventrikel jedoch noch erforscht werden muissen (71,
72). Intermediarfilamente umgeben die Z-Scheiben und verbinden diese mit
Desmosomen, fokalen Adhasionskomplexen und dem Nukleus, sodass auch eine
Verbindung zur Extrazellularmatrix besteht (68). Des Weiteren sollen auch lonenkanale
bei der Wahrnehmung von biomechanischem Stress eine Rolle spielen und diesen in
chemische Signale umwandeln kénnen (73).

Ein Protein, das im Zentrum der Forschung zum Sensor fir biomechanischen Stress
steht, ist das Titin. Titin ist das bisher groRte bekannte Molekil mit einem
Molekulargewicht von 3000-3800 kDa. Es setzt sich grofdtenteils aus immunglobulin-
und fibronektinartigen Modulen zusammen und enthalt eine Kinasedomane (38). Es
dient als molekulare Springfeder und halt die Struktur von Aktin- und Myosinfilamente
aufrecht. Zudem gibt es dem Herzmuskel seine passive Steifigkeit und ist dadurch ein
wichtiger Faktor bei der diastolischen Funktion des Herzens (74). Das Titin ist auf einer
Seite an der Z-Scheibe verankert und assoziiert dort mit dem dinnen Aktinfilament. Im
weiteren Verlauf formt es sich in eine Art "elastistische Feder" und Uberbrickt die
Distanz bis zum dicken Myosinfilament, an das es sich anlagert. Von dort aus verlauft
es weiter bis zur M-Linie, wo sein Ende an Myomesin bindet (38). Besonders die
flexible I-Banden-Region des Titin-Molekiils, welche nahe der Z-Scheibe beginnt und
bis zum Anfang der A-Bande reicht, scheint eine wichtige regulatorische Funktion zu
besitzen (74). Sie besteht zum einen aus dem PEVK-Segment, welche sich aus
wiederholenden Immunglobulin-Sequenzen zusammensetzt und reich an Prolin (P),

Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K) ist und zum anderen aus der Herz-spezifischen
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N2B-Sequenz (68, 74). Durch Splicen kénnen unterschiedliche Isoformen der N2B-
Sequenz entstehen, welche Einfluss auf die Elastizitat des Titin-Molekils haben (39).
Studien konnten zeigen, dass das Titin-Molekul wahrend der Fetal- und Neonatalzeit
deutlich elastischer ist als beim Erwachsenen, sodass das Herz sein Verhalten
wahrend der diastolischen Fullung noch besser anpassen kann (74). Die Dehnbarkeit
der Titin-Molekile unterliegt zudem einer sehr dynamischen Regulation beispielsweise
durch die Kalzium-Konzentration und durch die Protein-Kinase-A-Aktivitat (PKA) (39,
74). Auch das FHL-1 Protein scheint zusammen mit dem MAPK-Signalweg (mitogen-
activated protein kinase) einen Einfluss auf die N2B-Sequenz und somit auch auf die
Compliance des Herzmuskels zu haben (75).

Neben Titin spielt auch das Kollagen in der extrazellularen Matrix eine wichtige Rolle
bei der diastolischen Steifigkeit des Herzmuskels (74). Weitere Sensoren flr
biomechanischen Stress befinden sich zudem an den Kostameren, welche Uber
Integrine eine Verbindung zur Extrazellularmatrix (EZM) herstellen (68). Auch die
Glanzstreifen, welche die Kardiomyozyten untereinander verbinden, kdnnen eine
sensorische Funktion besitzen (68).

Insgesamt wird deutlich, dass die Wahrnehmung von biomechanischem Stress Uber
mehrere Sensoren verlduft, bei denen das Titin-Molekul wohl die bedeutsamste Rolle
spielt. Viele verschiedene Signalwege, ausgehend von Sarkolemm und EZM sowie den
verschiedenen Abschnitten des Sarkomers, beeinflussen dabei die Dehnungsfahigkeit
des Titins (76). Zudem weist die aktuelle Studienlage darauf hin, dass die Antwort auf
biomechanischen Stress Uber viele verschiedene Signalwege verlauft, welche teilweise
unabhangig voneinander sind (76). Somit besteht noch viel Forschungsbedarf, um die
genauen Mechanismen der Sensorik auf biomechanischen Stress und die darauf
folgenden Anpassungsvorgangen zu verstehen (68). Unklar bleibt auch, wie stark sich
diese Prozesse in den einzelnen Geweben unterscheiden. Es bleibt beispielsweise
ungewiss, ob die Vorgange im linken Ventrikel identisch sind mit denen im rechten
Ventrikel.
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1.5 FHL-1 Protein }/x\x\ )(/x\x\
Das Protein, welches im Fokus der Forschung in ¥ ),( },‘ ’,‘
X Xig s X X Xpa X
dieser Dissertation steht, ist das Four-and-a-half {'{ X %'{ X
| 1
LIM domain protein 1 (FHL-1). Es gehért zur ’,‘ X ’f £
X X X X
Gruppe der LIM-Proteine, welche unter anderem %'( X %; X
Uber  Protein-Protein-Interaktionen  fur  die F ?I‘ N %I‘

/c*-,_ ',’H\ /C‘--‘ ’-‘C\
S val ‘~< ~ -7 N Ve

Organisation des Zytoskeletts wichtig sind. Dabei -~~~ x %~

Genregulation, die Tumorformation und die

sind sie sowohl im Nukleus als auch im Appildung 2: Doppel-Zink-Finger-
Zytoplasma lokalisiert (77, 78). Der Begriff ,LIM" Struktur der LIM-Proteine (77)

ist ein Akronym und leitet sich von den drei Homéodomanen Lin-11, Isl-1 und Mec-3
von Caenorhabditis elegans ab, in denen sich die charakteristische Struktur,
bestehenden aus Cystein-reichen Doppel-Zink-Finger-Domanen, wiederfinden lasst
(78). Zudem konnte eine Konsenussequenz identifiziert werden, die in allen LIM-
Domanen vorzufinden ist: CX,CXy5-23HXoCX,CX,CX16-21C X, (C/H/D). Das ,X* steht
dabei fur jede moégliche Aminosaure, hingegen entsprechen ,C* ,H* und ,D“ den
Einbuchstabencodes flir Cystein, Histidin und Asparaginsaure (77, 79). Abbildung 2
veranschaulicht den  Aufbau der Doppel-Zink-Finger-Domane  mit  der
Konsensussequenz. Die LIM-Proteine werden nach ihrer Struktur in vier Gruppen
eingeteilt. Die FHL-Proteine z&hlen dabei zur Gruppe 2, da sie aus mehr als 2 LIM-
Domanen bestehen und viel Cystein enthalten (77, 79). Sie sollen unter anderem
Einfluss auf die embryonale Entwicklung und auf Herzerkrankungen haben. So konnte
ein Fehlen von LIM-Proteinen mit rechtsventrikularer Kardiomyopathie in
Zusammenhang gebracht werden. Die genauen Funktionen sind jedoch noch nicht
ausreichend geklart (78).

Die Gruppe der FHL-Proteine umfasst bislang flnf verschiedene Proteine: FHL-1, FHL-
2, FHL-3, FHL-4 und FHL-5 (ACT) (68). FHL-1, FHL-2 und FHL-3 werden vor allem in
der quergestreiften Muskulatur und im Herzmuskel exprimiert. FHL-4 und FHL-5
kommen fast ausschliellich im Hoden vor (80). Die einzelnen FHL-Proteine
unterscheiden sich hauptsachlich in der Lange der vierten LIM-Doméane. So umfasst
diese beispielsweise bei FHL-1 56 Aminosauren, bei FHL-2 hingegen nur 55
Aminosauren (80). Die Expression der FHL-Proteine &ndert sich im Verlauf der
embryonalen Entwicklung. So zeigt sich bei embryonalen Mausen eine ausgepragte
FHL-1-Expression in den Somiten, dem Neuralrohr, den Extremitatenanlagen und im

Ausflusstrakt des Herzens (80). Nach Abschluss der embryonalen Entwicklung findet
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sich FHL-1 Uberwiegend im Skelettmuskel und im Herzen, wo es vor allem in den
Septen und in der Nahe des atrioventrikuldaren Rings und zu geringeren Anteilen auch
im Myokard nachzuweisen ist (78). Auch in der Lunge, den Nieren und im Gehirn des
Menschen wird FHL-1 exprimiert (80).

Das FHL-1-Gen liegt auf dem menschlichen Chromosom Xq26 und besteht aus 8
Exons (81). Neben der Hauptisoform FHL-1A, kénnen durch alternatives Splicen zwei
weitere Isoformen entstehen: FHL-1B und FHL-1C. Diese sind vor allem durch das
Vorhandensein einer RBP-Jk-Bindungsregion (Recombining binding protein for
immunoglobulin kappa J region) charakterisiert. Jedoch ist ihre genaue Funktion noch
unklar (82—84). Bislang konnten mindestens 34 Mutationen im FHL-1-Gen ausfindig
gemacht werden, die zu mindestens sechs Muskeldystrophien beim Menschen flhren,
welche oftmals auch mit Funktionseinschrankungen des Herzens einhergehen. Dazu
zahlen die X-chromosomale Scapuloperoneal Myopathie, die X-chromosomale
Myopathie mit posturaler Muskelatrophie, die X-chromosomale Reducing-Body-
Myopathie, die Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie, das X-chromosomale Emery-
Dreifuss-ahnliche Syndrom und das Rigide Wirbelsdulen Syndrom (84—-86).

Es konnten bisher fur eine Vielzahl an Proteinen nachgewiesen werden, dass sie mit
FHL-1 interagieren (84, 87). Auch in Hinblick auf die Funktion von FHL-1 in den
verschiedenen Geweben konnten einige Erkenntnisse gewonnen werden. So wurde
deutlich, dass es im Skelettmuskel fir den Aufbau der Sarkomere und des Zytoskeletts
wichtig ist (88, 89). Auch im Rahmen der Skelettmuskelhypertrophie scheint es eine
regulierende Rolle zu besitzen (90, 91). Dabei konnten Interaktionen mit MyPB-C und
dem NFATc1-Signalweg nachgewiesen werden, welche fir die Anordnung der
Sarkomere und die Regulation der Muskelkraft und —masse eine regulatorische
Funktion besitzen (88, 90, 92). Des Weiteren wird FHL-1 auch im Zytoplasma der
glatten Muskelzellen der pulmonalarteriellen Gefaflte exprimiert (78). In verschiedenen
Modellen der pulmonalen Hypertonie, darunter auch bei der idiopathischen
pulmonalarteriellen Hypertonie (IPAH), konnte eine deutliche Hochregulierung von
FHL-1 in den glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien gezeigt werden. Die Hypoxie-
abhangige FHL-1-Expression wurde dabei durch den Hypoxie-induzierten Faktor (HIF)
reguliert. Des Weiteren hatte FHL-1 Einfluss auf die Zellproliferation und -migration
(93). Interessant ist auch der Nachweis einer Verminderung der FHL-1-Expression bei
verschiedenen Karzinomtypen des Menschen (84). Die Forschung zur Funktion von
FHL-1 im Herzen beschrankte sich bis dato hauptsachlich auf das linke Herz. Es

konnte gezeigt werden, dass es bei hypertrophierten menschlichen Herzen zu einer
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starken Uberexpression von FHL-1 kommt (47, 78). Die Expressionswerte von FHL-2
und FHL-3 zeigten jedoch keine Veranderungen, sodass man vermutet, dass
insbesondere FHL-1 eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Herzhypertrophie spielt
(80). Auch der Nachweis von Mutationen im FHL-1-Gen, die beim Menschen zu
hypertropher Kardiomyopathie (HCM) flihren kénnen, verstarken diese Hypothese (94,
95). Zudem konnten erhoéhte Expressionswerte von FHL-1 in menschlichen Herzen bei
HCM nachgewiesen werden (96, 97). Eine Stimulation der p-adrenergen Rezeptoren
fuhrte in Studien zu einer Hochregulation der Expression von FHL-1, welche durch
Gabe von [(-adrenergen Rezeptor-Antagonisten wieder gesenkt werden konnte (98).
Das FHL-1-Protein scheint vor allem bei der durch biomechanischen Stress induzierten
Hypertrophie eine regulierende Funktion zu besitzen (99). Im Mausmodell der
transversen aortalen Konstriktion (TAC), welche zu einer chronischen
Nachlasterhdhung des linken Ventrikel fuhrt, zeigten die FHL-1-Knockout-Mause eine
geringere ventrikulare Hypertrophie und eine besseren Herzfunktion im Vergleich zu
den Wildtyp-Mausen (78, 99). Dabei konnte gezeigt werden, dass FHL-1 unter
anderem mit der N2B-Region des Titins einen Komplex bildet und Teil der Gag-MAPK-
Kaskade ist, welche bei der Ubertragung von Hypertrophie-induzierenden Signalen bei
der Kardiomyopathie eine wichtige Rolle spielt (78, 99). Auch eine Aktivierung des
Raf-1/MEK/ERK-Signalwegs und damit eine erhéhte ERK1/2-Phosphorylierung konnte
nachgewiesen werden (75). Insgesamt scheint FHL-1 groflen Einfluss auf die
Dehnbarkeit der Sarkomere zu besitzen und Teil des Sensors fur biomechanischen
Stress in den Herzmuskelzellen zu sein (99). Weitere Proteine, mit denen FHL-1 im
linken Ventrikel interagiert, sind die Adenylyl Cyclase 6 , MyBP-C, die Lysin-spezifische
Demethylase 4A, die Ubiquitin-spezifische Protease 15 und Talin1 (78, 100-104). Wie
genau die einzelnen Signalwege, in die FHL-1 mit einbezogen ist, aufgebaut sind, ist
jedoch noch nicht abschlielend geklart und erfordert noch weitere Forschung. Auch
ein Zusammenhang zwischen FHL-1 und den elektromechanischen Vorgangen im
Herzen ist zu vermuten. So konnte bei Schweinen mit Vorhofflimmern eine erhéhte
FHL-1-Expression nachgewiesen werden und auch bei Menschen mit FHL-1-
assoziierten Krankheiten kommen Arrhythmieprobleme gehauft vor (84). In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass FHL-1 mit dem spannungsabhangigen
Kaliumkanal KCNA5 im Vorhof interagiert. Dies lasst vermuten, dass FHL-1 auch bei
der Entstehung von Arrhythmien eine Bedeutung spielen kdnnte (78, 105).

Die Rolle von FHL-1 im rechten Ventrikel ist im Gegensatz zum linken Ventrikel nur

sehr wenig erforscht. Auch hier konnte im Zuge einer chronischen Druckbelastung eine
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erhohte Expression von FHL-1 nachgewiesen werden (43). Die Erkenntnisse Uber die
Funktion von FHL-1 im linken Ventrikel lassen sich jedoch aufgrund der
unterschiedlichen embryonalen Entwicklung nicht so einfach auf den rechten Ventrikel
Ubertragen. In Anbetracht dessen besteht noch ein groRer Forschungsbedarf, die
Funktionen und Interaktionen von FHL-1 im rechten Ventrikel zu ermitteln, um so

dessen Rolle bei der Entstehung der Hypertrophie einordnen zu kénnen.

1.6 Wissenschaftliche Fragestellung der Arbeit

Wie eingangs beschrieben, ist die Kompensationsfahigkeit des rechten Ventrikels der
lebenslimitierende Faktor bei der pulmonalen Hypertonie und dem Cor pulmonale (3).
Bislang ist jedoch nur wenig Uber die spezifischen Signalwege und
Anpassungsmechanismen im rechten Ventrikel bekannt, sodass momentan noch keine
spezifischen Therapiemdglichkeiten fur das rechte Herz zur Verfugung stehen.

Das FHL-1-Protein wird in den Herzmuskelzellen exprimiert und ist wichtig fir deren
Entwicklung und Funktion (78). Im Rahmen der Linksherzhypertrophie konnte eine
erhohte FHL-1-Expression nachgewiesen werden, und ein FHL-1-Knockout fihrte im
Mausmodell der transversen aortalen Konstriktion (TAC) zu einer besseren
Herzfunktion und geringerer Hypertrophie als im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen
(99). Dies lasst vermuten, dass FHL-1 eine wichtige Rolle bei der Entstehung der
Hypertrophie im Herzen besitzt. Inwieweit sich diese Funktion auch im rechten
Ventrikel widerspiegelt, ist bislang noch unklar. Daher soll im Rahmen dieser Arbeit die
Rolle von FHL-1 im rechten Ventrikel genauer untersucht werden.

Um eine chronische Druckbelastung des rechten Ventrikels zu erzeugen, wie es bei
der Pathogenese des Cor pulmonale der Fall ist, wird in dieser Arbeit das Modell des
pulmonalarteriellen bandings angewandt. Als Modelltiere werden FHL-1-Knockout-
Mause verwendet und als Kontrollgruppe dienen Wildtyp-Mause. Es wird vermutet,
dass durch den FHL-1-Knockout die Hypertrophie-induzierenden Signalwege im
rechten Ventrikel vermindert werden und die Herzen somit langfristig eine bessere
Funktionalitat aufweisen als die Kontrollgruppe. Um die Funktionalitat und Struktur der
Herzen beider Gruppen zu vergleichen, werden verschiedene Methoden angewendet,

um aussagekraftige Parameter zu erheben:

e echokardiographische Untersuchung der Herzen zur Beurteilung der
Funktionalitat und Hypertrophie

¢ hamodynamische Messung der Funktionalitat der Herzen
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e histologische Untersuchungen der rechten Ventrikel in Hinblick auf
Fibrosierung, Kardiomyozyten-Grélie und -Anzahl und Kapillarisierung

¢ molekularbiologische Bestimmung von Hypertrophiemarkern mittels gqRT-PCR.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle von FHL-1 bei der Hypertrophie-Entwicklung im
rechten Ventrikel in Folge chronisch erhdhter Druckbelastung zu untersuchen. Darauf
aufbauend kénnten sich neue spezifische Therapieziele und

Behandlungsmadglichkeiten far das Cor pulmonale entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden acht bis zehn Wochen alte mannliche FHL-1-KO Mause (Crl:
NIHBL(S)-FHL1tm) und Black Swiss Wildtyp-Mause (Crl: NIHBL(S)) verwendet. Die
FHL-1-KO Mause sind phanotypisch unauffallig und zeigen ein normales Wachstums-,
Putz- und Fressverhalten. Auch ihr Sensorium und Sozialverhalten ist ungestort. Sie
wurden unter geeigneten Haltungsbedingungen in einem 12h/12h hell-dunkel Zyklus
gehalten und bekamen standardisiertes Laborfutter ad libitum und freien Zugang zu

Wasser.

Die Wildtyp-Mause stammen aus dem Jackson Laboratorium (Bar Harbour, ME, USA)
und wurden im zentralen Tierlabor (Frankfurter Strale 105, 35392 Gielten) weiter
gezuchtet. Die FHL-1-KO Mause wurden von Prof. Ju Chen (Department of Medicine,
University of California, San Diego, La Jolla, California 92093, USA) zur Verfigung

gestellt und im zentralen Tierlabor weiter verpaart.

Die Durchfiihrung von wissenschaftlichen Versuchen an den Mausen wurde vom
Regierungsprasidium Gieflen genehmigt und ist unter folgendem Aktenzeichen zu

finden:

GI 20/10 Nr. 39-2012 ,Rechtsherzhypertrophie — Rolle von FHL-1*

2.2 Material

2.21 Gerate und Equipment

Gerat: Produktname/-nummer: Hersteller:
Mikroskop CTR 6000 Leica Microsystems,
Wetzlar
- . Leica Microsystems,
Digital Camera Microscope DFC310 FX Wetzlar
Paraffinstreckbad HI 1210 Leica Microsystems,
(Wasserbad) Wetzlar
Paraffinstrecktisch Leica Microsystems,

(Warmeplatte) HI 1220 Wetzlar
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Motorisches Leica Microsystems,

Hochleistungsmikrotom il ezes Wetzlar

Kihiplatte EG 1150 C Leica Microsystems,
Wetzlar

geschlossener Vakuum- Leica Microsystems,

Gewebeinfiltrationsautomat Rl S e Wetzlar

Paraffinausgieflstation EG 1140H Leica Microsystems,
Wetzlar

Warmeschrank (37°C / Memmert GmbH & Co KG,

59°C) Schwabach

Hettich® MIKRO 200/200R 7652121 Sigma-Aldrich Chemie

centrifuge GmbH, Schnelldorf

Heizblock (Dry Bath MD-01N Kisker Biotech GmbH &

Incubator)
Vortex Reax Control

NanoDrop™ ND-1000-
Spectrophotometer

Tpersonal Thermocycler

CFX Connect™ Real-Time
PCR Detection System

Labnet MPS 1000 Mini
plate spinner

PX1™ PCR Plate Sealer
MiniVent Type 845
Clip-Applizierer
Ultraschallgerat
Schallkopf

Katheter

541-11000-00

1855200
2723533
1814000
73-0043

Hemoclip®

Vevo 770 high-resolution
Imaging Systems

30-MHz RMV-707B

High Fidelity 1,4F
Mikromanometer

Co. KG, Steinfurt
Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,
Schwabach

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Biometra GmbH, Goéttingen

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Hugo Sachs Elektronik KG,
March

Edward Weck & Company
Inc., Durham, NC, USA
VisualSonics Inc.

Toronto, Ontario, Kanada
VisualSonics Inc.

Toronto, Ontario, Kanada

Millar Instruments,
Houston, Texas, USA

Verbrauchsmaterial:

Produktname/-nummer:

Hersteller

Pipetten (1000 pl / 200 pl)

Parafilm

Objekttrager (25 x 75 x 1,0
mm)

Gilson Incorporated,
Middleton, WI, USA

Bemis Corporate, Neenah,
WI, USA

R. Langenbrinck,
Emmendingen
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Deckglaser 24 x 36 mm

Einmalhandschuhe
TouchNTuff

Mikrotomklingen MX35
Premier (34°/80mm)
Paraffin-Einbettmedium
Paraplast Plus

Filterpapier

Reagiergefalle 2 ml

SuperPlate PCR Plate, 96-
well

ABsolute gPCR Plate
Seals

Reagiergefal® 0,5ml Low
Binding

Titan-Clip

Polypropylen-Naht

92-600

P3683-1KG
304.207
72.695.400
AB-2100
AB-1170
72.704.600
Hemoclip®

Prolene®

R. Langenbrinck,
Emmendingen

Ansell, Richmond,
Australien

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf

Schleicher+Schill GMBH,
Dassel

Sarstedt AG & Co, Hemer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Sarstedt AG & Co, Hemer

Edward Weck & Company
Inc., Durham, NC, USA

Ethicon Deutschland,
Norderstedt

2.2.2 Chemikalien, Reagenzien, Antikorper

2.2.2.1 PAB-Operation, Echokardiographie, haimodynamische Messungen

Wirkstoff:

Handelsname:

Hersteller:

Buprenorphinhydrochlorid
Isofluran

Paraformaldehyd

Temgesic®

Forene®

Essex Pharma GmbH,
Munchen

Abbott, Wiesbach

Otto Fischar GmbH & Co.
KG, Saarbriicken

2.2.2.2 Sirius-Red Farbung

Produktnummer: Hersteller:
Otto Fischar GmbH & Co.
0,
Ethanol absolut (99,6%) 27690 2@, Srer e
Ethanol 96% 27685 Otto Fischar GmbH & Co.

Ethanol 70%

ETO-5000-70-1

KG, Saarbriicken

SAV-Liquid Production
GmbH, Flintsbach am Inn
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Xylol rein (>98%)
Essigsaure 100%
Pertex

Siriusrot F3B
Picrinsaure 1,0%
Salzsaure 1N

Natronlauge 1N

9713.2
3738.1
41-4012-00
C.l. 35780
A2520,2500
K025.1

1.091.371.000

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Medite GmbH, Burgdorf

Niepotter Labortechnik,
Burstadt

AppliChem GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

2.2.2.3 Kardiomyozyten-/Kapillaren-Farbung

Produktnummer: Hersteller:
Otto Fischar GmbH & Co.
0,
Ethanol absolut (99,6%) 27690 @ Srarer
Ethanol 96% 27685 Otto Fischar GmbH & Co.

Ethanol 70%

Xylol rein (>98%)

Rodent Decloaker (10x)
Albumin bovine Fraction V
Wasserstoffperoxid (30%)
Methanol reinst (>99,8%)
Tris-Wash Buffer (20x)
Proteinase K (40x)

Proteinase K Diluent

Flouro Care Anti-Fade
Mountant

WGA-FITC

ETO-5000-70-1

9713.2

RD913M

1.07210.1000

32213-2.5L

ZUC052-500

S2019

S2032

FP001D

L4895-2MG

KG, Saarbrticken

SAV-Liquid Production
GmbH, Flintsbach am Inn

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Biocare Medical, Pacheco,
CA, USA

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf

Zytomed Systems, Berlin

Agilent, Santa Clara, CA,
USA

Agilent, Santa Clara, CA,
USA

Biocare Medical, Pacheco,
CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf
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Sigma-Aldrich Chemie
IB4-TRITC L5264-2MG GmbH, Schnelldorf
DAP] D9542-5MG Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Schnelldorf

2.2.2.4 RNA-Isolation

Produktnummer: Hersteller:
RNeasy FFPE Kit 73504 QIAGEN GmbH, Hilden
Deparaffinization Solution 19093 QIAGEN GmbH, Hilden

2.2.2.5 gRT-PCR

Produkthnummer: Hersteller:
iScript™ cDNA Synthesis Bio-Rad Laboratories
Kit == GmbH, Miinchen
iTag™ Universal 1725120 Bio-Rad Laboratories
SYBR® Green Supermix GmbH, Minchen

2.2.2.6 Primerdesign und verwendete Primer
Die Primer wurden mittels Primer-BLAST des NCBI (National Center for Biotechnology
Information) erstellt und bei der Firma Metabion International AG
(Planegg/Steinkirchen, Deutschland) bestellt. Da es durch die Fixierung und Einbettung
der Ventrikel zu einer Degradation der RNA kommen kann, wurden Primer verwendet,
welche ein PCR-Produkt von unter 100 bp amplifizieren. Des Weiteren wurden die
Primer so designt, dass sie Intron-Uberspannend sind, um die Amplifikation von

genomischer DNA zu verhindern.

Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Primer

Gen Primersequenz ProduktgroRe

(bp)
F: 5-CGAGCGTGTCCTGGGTATAG-3’
mouseRyr2 97
R: 5’-TTGAGGATGTTCCACCAGGC-3’

F: 5-ATACAGCTTCATGCTCTGCAC-3’
mousePIb 60
R: 5-TCTTCACCTGCTTCTGTCTTG-3"
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F: 5-GCCTTTGTAGAGCCGTTTGT-3’
mouseAtp2a2 74
R: 5-TTTCTTTCCTGCCACACACC-3’

B F: 5-TATCTCAAGCTGCTTTGGGC-3’ 77
mousebn
P R: 5"-ACAACTTCAGTGCGTTACAGC-3’

A F: 5"-GCTTCCAGGCCATATTGGAG-3’ 82
mouseAn
P R: 5"-GTCTAGCAGGTTCTTGAAATCCA-3’

F: 5°-ATGCTATCCAGAAAACCCCTCA-3’
mouseB2m 80
R: 5'-GCAGTTCAGTATGTTCGGCT-3’

F: 5 -TGTGGTGCCTCGTTCCA-3’
mouseaMhc 61
R: 5-TTTCGGAGGTACTGGGCTG-3’

F: 5 -GCATTCTCCTGCTGTTTCCTT-3"
mousef3Mhc 73
R: 5'-TGGATTCTCAAACGTGTCTAGTGA-3’

F: 5-CTGACGCATGGCCAAGAAGA-3’
mouseCollagen1a1 88
R: 5-TACCTCGGGTTTCCACGTCT-3’

F: 5-GCTTGCAGTAACTTCGTGCCT-3"
mouseCollagen1a2 85
R: 5-CAGTGGGGCCCTTTCGTACT-3’

F: 5-AAAACCCTGCTCGGAACTG-3’
mouseCollagen3a1 96
R: 5-CTTGCAGCCTTGGTTAGGAT-3"

Legende:

F = forward/left primer

R = revers/right primer

Bp = Basenpaare

Ryr2 = Ryanodine receptor 2

PIb = Phospholamban

Atp2a2 = Adenosine triphosphate, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 (Serca2)
Bnp = brain natriuretic peptide

Anp = atrial natriuretic peptide

B2m = beta2-microglobulin

aMhc = alpha myosine heavy chain
BMhc = beta myosine heavy chain
Collagen1a1 = collagen type 1 alphat
Collagen1a2 = collagen type 1 alpha2
Collagen3a1 = collagen type 3 alpha1

2.2.3 Software

Leica QWin V3 Leica Microsystems, Wetzlar

STEPanizer © stereology tool PD Dr. med. Tschanz, Uni Bern, Schweiz

Microsoft Corporation, Redmond, WA,

Microsoft Excel USA
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Prism GraphPad Software, San Diego, CA, USA
PowerLab Data Acquisition Systems AD Instruments, Spechbach

Labchart 7 AD Instruments, Spechbach

2.3 Methoden

2.3.1 Versuchsaufbau und Gruppeneinteilung

Fur die Versuche wurden FHL-1-KO-Mause und Wildtyp-Mause verwendet. Jeweils die
Halfte der Tiere jeder Genotyp-Gruppe (Wildtyp bzw. FHL-1-KO) erhielt entweder ein
PAB oder wurde scheinoperiert (siehe Tabelle 3). Am Tag vor der Operation (Tag -1)
wurde an allen Tieren eine echokardiographische Untersuchung durchgefiihrt. Nach
drei Tagen (Tag 2), nach einer (Tag 6), drei (Tag 20) oder funf (Tag 34) Wochen post
operationem wurden sie erneut echokardiographisch untersucht. Einen Tag spater
erfolgten in allen Gruppen die hamodynamischen Messungen sowie die
Organentnahmen (siehe Abbildung 3). Das Ausmal3 der Rechtsherzhypertrophie wurde
mittels hdmodynamischen Messungen an 10 der 15 Tiere jeder Gruppe gemessen.
Aus jeder einzelnen Gruppe wurden jeweils funf Herzen flr molekularbiologische
Untersuchungen, finf Herzen flr histologische Paraffinschnitte und finf Herzen flr

histologische Kryoschnitte enthommen und vorbereitet.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Gruppeneinteilung.

PAB Sham
Mauslinie FHL-1-KO Wildtyp FHL-1-KO Wildtyp
3 Tage n=15 n=15 n=15 n=15
1 Woche n=15 n=15 n=15 n=15
3 Wochen n=15 n=15 n=15 n=15
5 Wochen n=15 n=15 n=15 n=15
Gesamtzahl der
Miuse: 240 n=60 n=60 n=60 n=60
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3 Tage-Gruppe
-1 0 Tag 2 3
| | | | |
| | | | |
Echo PAB/ Echo Hamo/
Sham Organentnahme
7 Tage-Gruppe
-1 0 Tag 6 7
| | | | | ] | | |
| | | | | | | | |
Echo PAB/ Echo Hamo/
Sham Organentnahme

21 Tage-Gruppe

-1 0 Tag 20 21

| | | | | ] 1 1 L=

| | | | | | | | | | |
Echo SP;;?:] Echo Hamo/

Organentnahme

35 Tage-Gruppe

-1 0 Tag 34 35
l | | l l | l l L _
I [ [ | | | | | | | |
Echo SPF;?:] Echo Hamo/

Organentnahme

Abbildung 3: Versuchsablauf der einzelnen Gruppen

Legende:

Echo = Echokardiographie

PAB = Pulmonalarterielles banding
Sham = Scheinoperation

Hamo = Hamodynamische Messung

2.3.2 Pulmonalarterielles banding (PAB)

Die Nachlasterhdhung des rechten Ventrikels wurde durch das pulmonalarterielle
banding induziert. Die gesamte Operation sowie die Narkose wurden durch Dr. Akylbek
Sydykov durchgefihrt. Zur praoperativen Analgesie wurde Buprenorphinhydrochlorid
(Temgesic®, 0.1 mg/kg bw, Essex Pharma GmbH, Minchen, Deutschland) subkutan
injiziert. Die Operation wurde unter Anasthesie mittels 2% Isofluran (Forene® Abbott,
Wiesbach, Deutschland) durchgefiihrt. Die Mause wurden auf eine Warmeplatte
gelegt, um die Korpertemperatur aufrechtzuerhalten und mit einem speziellen
Beatmungsgerat fir Nagetiere ventiliert (MiniVent Type 845, Hugo Sachs Elektronik
KG, March, Deutschland). Nachdem durch laterale Thorakotomie ein Zugang zur
Pulmonalarterie geschaffen wurde, erfolgte die Konstriktion dieser mittels eines kleinen

Titan-Clips (Hemoclip®, Edward Weck, USA) durch einen modifizierbaren Clip-
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Applizierer (Hemoclip®, Edward Weck, USA) auf ca. 0,3 mm Durchmesser, welches
einem Stenosegrad von knapp 75% entspricht. Die Brusthdhle und Haut wurden durch
eine 6-0 Polypropylen-Naht vernaht (Prolene®, Ethicon, Germany). Fur die

Kontrollgruppe erfolgte eine Sham-Operation, ohne die Pulmonalarterie zu verengen.

2.3.3 Echokardiographie

Die echokardiographischen Messungen wurden von Dr. Akylbek Sydykov durchgefihrt
und erfolgten zum ersten Mal einen Tag vor der Operation und daraufhin einen Tag vor
den endgultigen hamodynamischen Messung (siehe Abbildung 3). Die Mause wurden
mittels Isofluran (1,5% v/v) anasthesiert und auf eine Warmeplatte gelegt, wodurch ihre
Kerntemperatur, die mittels rektaler Sonde gemessen wurde, konstant bei 37 °C
gehalten werden konnte. Die echokardiographischen Bilder wurden mit Hilfe des Vevo
770 high-resolution Imaging Systems erstellt, welches mit einem 30-MHz RMV-707B
Schallkopf (VisualSonics, Toronto, Canada) ausgestattet ist. Die Dicke der freien Wand
des rechten Ventrikels (RVWT = RV free wall thickness) wurde in der modifizierten
parasternalen Langachse und der Innendurchmesser des rechten Ventrikels (RVID =
RV internal diameter) im apikalen Vierkammerblick gemessen. Zur Beurteilung der
rechtsventrikularen Leistung diente die Messung der TAPSE (tricuspid annular plane
systolic excursion). Im Anschluss erfolgte die Auswertung der Bilder durch einen

einzelnen Begutachter, der in Hinblick auf die durchgeflihrte Operation geblindet war.

2.3.4 Hamodynamische Messungen.

Die hamodynamischen Messungen der einzelnen Mause-Gruppen wurden von Dr.
Akylbek Sydykov durchgefuhrt und erfolgten in vivo 3 Tage, 1 Woche, 3 Wochen oder
5 Wochen nach der PAB-Operation. Die Mause wurden mittels Isofluran (1,5% v/v)
anasthesiert und auf eine Warmeplatte gelegt, wodurch ihre Kerntemperatur, die
mittels rektaler Sonde gemessen wurde, konstant bei 37 °C gehalten werden konnte.
Fur die Katheterisierung des rechten Ventrikels wurde die rechte Jugularvene
verwendet und der rechtsventrikulare systolische Druck (RVSP) gemessen. Der
systemische arterielle Druck (SAP) wurde mittels Katheter in der rechten Karotis
gemessen. Fur die hamodynamischen Messungen wurde ein High Fidelity 1,4F
Mikromanometer-Katheter (Millar Instruments, Houston, USA) verwendet. Mittels des

PowerLab Data Acquisition Systems (MPVS-Ultra Single Segment Foundation system,
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AD instruments, Spechbach, Germany) und der Labchart 7 Software wurden die Daten
gesammelt und ausgewertet. Nach Abschluss der Messungen wurden Blutproben und

die Herzen enthommen.

2.3.5 Praparation der Herzen

Die Praparation der Herzen erfolgte durch Dr. Himal Luitel. Zunachst wurden die
Ventrikel von den grolien Gefallen und Vorhoéfen freiprapariert. Dann erfolgte die
Isolation des rechten Ventrikels (RV) vom linken Ventrikel (LV) und dem Septum (S)
mittels eines Schnittes entlang der Septumlinie. Der RV und LV+S wurden
trockengetupft und gewogen. Zur Beurteilung der rechtsventrikularen Hypertrophie
wurde das Verhaltnis von rechtsventrikularer Masse zur Tibialange bestimmt. Die frisch

praparierten RV wurden anschlielend in 4% Paraformaldehyd fixiert.

2.3.6 Histologische und immunhistologische Untersuchungen

2.3.6.1 Einbettung und Schneiden der rechten Ventrikel

Die rechten Ventrikel wurden mit Hilfe eines geschlossenen Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomaten entwassert und daraufhin in einer
Paraffinausgussstation in Paraffinblécke gegossen.

Fir die histologischen Untersuchungen wurden schlielich mittels Mikrotom 3 ym dicke
Schnitte der rechten Ventrikel angefertigt und auf die Objekttrager aufgebracht. Diese
wurden dann zum Trocknen und Lagern in 37 °C warme Warmeschranke gelegt.

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurden jeweils 8 Schnitte von je 5 um
Dicke pro Praparat angefertigt und Uberschissiges Paraffin mittels eines Skalpells
entfernt. Die auf diese Weise enthommenen Gewebeschnitte wurden flir jedes
Praparat in einem 2 ml Reagiergefal® gesammelt und dann fir die direkt anschlieRende

RNA-Isolation verwendet.
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2.3.6.2 Kollagenanteil

2.3.6.2.1 Farbeprotokoll der Sirius-Red Farbung

Tabelle 4: Farbeprotokoll der Sirius-Red Farbung

1. 60 min Warmeschrank 58°C
2. 10 min Xylol rein (>98%)

3. 10 min Xylol rein (>98%)

4. 10 min Xylol rein (>98%)

5. 5 min Ethanol 99,6%

6. 5 min Ethanol 99,6%

7. 5 min Ethanol 96%

8. 5 min Ethanol 70%

9. kurz Aqua dest.

10. | 60 min (lichtgeschutzt!) 0,1% Picro Sirius Red
11. | 2min Essigsaure 1%

12. | 2min Essigsaure 1%

13. | 2min Essigsaure 1%

14. | kurz Aqua dest.

15. | 5min Ethanol 70%

16. | 5min Ethanol 96%

17. 5 min Ethanol 99,6%

18. | 5min Xylol rein (>98%)
19. | 1 min Xylol rein (>98%)
20. Eindecken mit Pertex

Die 0,1 % Picro Sirius Red-Ldsung wurde wie folgt angesetzt:
400 ml Picrinsaure (1,0 %) wurden 2-fach filtriert und darin 0,4 g Siriusrot F3B
aufgelost. Die Losung wurde anschliefend auf einen pH-Wert von 2 titriert und

lichtgeschutzt aufbewahrt.

2.3.6.2.2 Analyse des Kollagenanteils

Die Analyse des prozentualen Kollagenanteils in den rechten Ventrikeln wurde mit Hilfe
der Analysesoftware QWin V3 von Leica durchgefihrt.

Der Farbstoff Sirius Red bindet an Kollagenfasern (Typ | und Typ Ill) und farbt diese
rot. Das restliche, kollagenfreie Gewebe wird gelb gefarbt. Die rot gefarbten
Kollagenanteile werden von der Analysesoftware erkannt und markiert (Abb. 4).
Daraufhin sind noch manuelle Korrekturen der markierten bzw. nicht markierten
Bereiche moglich (Abb. 4b).

Die Analyse der Schnitte erfolgte geblindet. Unter 40-facher VergréRerung wurden

jeweils 40 Bilder pro Schnitt maanderformig ausgewertet, wobei die Schnittrander
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ausgelassen wurden. Die ermittelten Werte wurden von der Software fir jedes Bild in
eine Excel-Tabelle lUbertragen und am Ende wurde der Mittelwert des Kollagenanteils

fur den jeweiligen Schnitt errechnet. Pro rechtem Ventrikel wurde ein Schnitt

ausgewertet.

o o { . - K e V. F & e
a) unbearbeitetes Bild (40x) b) gemessenes Kollagen (40x)

Abbildung 4: Bestimmung des Kollagenanteils in den rechten Ventrikeln

2.3.6.3 Kardiomyozyten-GroRe und myokardiale Angiogenese

2.3.6.3.1 Farbeprotokoll der Kardiomyozyten-/Kapillaren-Farbung

Tabelle 5: Farbeprotokoll der Kardiomyozyten-/Kapillaren-Farbung

Nr. Zeit [min.]
1. 60 Entparaffinierung bei 58°C
2. 10 Xylol rein (>98%)
3. 10 Xylol rein (>98%)
4. 10 Xylol rein (>98%)
5. 5 Ethanol 99,6%
6. 5 Ethanol 99,6%
7. 5 Ethanol 96%
8. 5 Ethanol 70%
9. kurz Aqua dest.
Kochen im Wasserkocher (Schnitte stehen in Plastikkivette mit
10. 20
Rodent Decloaker)
Klvette bleibt im heiflen Wasser, Wasserkocher ausgeschaltet
11. 10
und Deckel offen
Kivetten aus dem Wasserkocher nehmen und bei
12. 30 -
Raumtemperatur abkihlen lassen
13. kurz Aqua dest.
14. 15 H,0, - Methanol Gemisch (15%)
15. 2x5 Aqua dest.
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16. 3x5 TBS

17. 15 Proteinase K (175ul pro Schnitt)
18. kurz Aqua dest.

19. 3x5 TBS

20. 60 BSA (175ul pro Schnitt)

21. 4x5 TBS

Antikorper-Losung

22. (175pl pro Schnitt)

23. Uber Nacht | Bei 4°C in Black Box inkubieren

24. 6 x20 TBS
25. Schnitte mit Flouro Care Anti-Fade Mountant eindecken
26 Schnitte bei 4°C und im Dunkeln lagern, bis Bilder

aufgenommen wurden

Ansatze:

Rodent Decloaker: 90 ml Aqua dest. + 10 ml Rodent Decloaker (10x) (fur eine
Plastikklvette)

H,0, - Methanol Gemisch (15 %): 100 ml Methanol, reinst + 100 ml H,O, 30 %

TBS: 4750 ml Aqua dest. + 250 ml Tris-Wash Buffer (20x)

Proteinase K: 1 Tropfen pro 1,6 ml Diluent (fir 8 Schnitte)

Antikorper-Losung: 15 pl WGA-FITC + 15 ul IB4-TRITC + 5 pl DAPI + 1965 ul TBS (fur

10 Schnitte)

300

um_y

WGA-FITC IB4-TRITC DAPI

Abbildung 5: Kardiomyozyten-/Kapillaren-Farbung (63x)
2.3.6.3.2 Analyse der Kardiomyozyten-GrdfRe und -Anzahl

Von jedem Praparat wurden jeweils drei Schnitte angefertigt und die Kardiomyozyten
mittels WGA-FITC angefarbt. Weizenkeim-Agglutinin  (WGA), welches von der
Weizenpflanze Triticum vulgaris stammt, ist ein Lektin, das an N-Acetyl-B-D-
Glykosamin-Reste von Glykoproteinen bindet. Diese finden sich auch in der
Zellmembran von Kardiomyozyten. Das WGA ist mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC)
konjugiert, welches bei einer Wellenlange von 488 nm grin leuchtet (Abb. 5). Die
Zellkerne wurden mittels 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefarbt, das unter

ultraviolettem Licht blaulich fluoresziert (Abb. 5).
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Pro Schnitt wurden bei 63-facher VergréfRerung jeweils 15 Bilder aufgenommen und
anschliefiend wurde mit Hilfe des STEPanizer © stereology tool von S. A. Tschanz die
Kardiomyozyten-Anzahl bestimmt (Abb. 6) Die Auszahlung erfolgte dabei geblindet.
Die Kardiomyozyten-Anzahlen jedes Bildes wurden in eine Excel-Tabelle Ubertragen
und die Gesamtanzahl fiur den jeweiligen Schnitt durch Summieren der Einzelwerte

berechnet. Aus den Gesamtanzahlen der drei Schnitte wurde schliel3lich der Mittelwert

fur das jeweilige Praparat gebildet.

AT 7

a) WGA-FITC-Farbung (63x) b) Auszahlung der Kardiomyozyten

Abbildung 6: Bestimmung der Kardiomyozyten-Anzahl

Die Messung der Kardiomyozyten-Grolte wurde mit Hilfe der Analysesoftware QWin
V3 von Leica geblindet durchgefiihrt. Dabei wurden pro Schnitt 100 quer
angeschnittene Kardiomyozyten markiert und deren Cross Sectional Area berechnet
(Abb. 7). Die Werte wurden schlieBlich in eine Excel-Tabelle Ubertragen und es wurde
ein Mittelwert fur den Schnitt bestimmt. Aus den Mittelwerten der drei Schnitte wurde

dann ein Gesamtmittelwert fur den jeweiligen rechten Ventrikel ermittelt.
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a) WGA-FITC-Farbung (63x) b) Messung der Kardiomyozyten-GroRe

Abbildung 7: Bestimmung der Kardiomyozyten-Grolie
2.3.6.3.3 Analyse der Kapillaren-Anzahl

Zur Bestimmung der Kapillaren-Anzahl wurden von jedem Praparat jeweils drei
Schnitte angefertigt und mit IB4-TRITC angefarbt. Isolektin B4 wird aus der
Afrikanischen Schwarzbohne Griffonia simplicifolia gewonnen und bindet an a-D-
Galaktosyl-Reste von Endothelzellen. Es ist mit Tetramethylrhodamin-5-isothiocyanat
(TRITC) gekoppelt, das bei einer Wellenlange von 594 nm rot leuchtet (Abb. 5).

Pro Schnitt wurden bei 63-facher VergrofRerung jeweils 15 Bilder aufgenommen und
anschliefiend wurde mit Hilfe des STEPanizer © stereology tool von S. A. Tschanz die
Kapillaren-Anzahl bestimmt (Abb. 8). Die Auszahlung erfolgte dabei geblindet. Die
Kapillaren-Anzahlen jedes Bildes wurden in eine Excel-Tabelle Ubertragen und
schliel3lich wurde die Gesamtanzahl fur den jeweiligen Schnitt durch Summieren der
Einzelwerte berechnet. Aus den Gesamtanzahlen der drei Schnitte wurde letztlich der

Mittelwert fUr den jeweiligen rechten Ventrikel gebildet.

P

a) IB4-TRITC-Farbung (63x) b) Auszahlung der Kapillaren

Abbildung 8: Bestimmung der Kapillaren-Anzahl
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Am Ende wurde fUr jedes Praparat der Quotient aus Kapillaren-Anzahl und
Kardiomyozyten-Anzahl sowie Kapillaren-Anzahl und Kardiomyozyten-Grofe

berechnet und alle Werte wurden in einer Excel-Tabelle zusammengefasst.

2.3.7 Molekularbiologische Untersuchungen

2.3.7.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe des RNeasy FFPE Kits (Qiagen) und den Angaben
im entsprechenden Kit-Handbuch isoliert. Kurz zusammengefasst: Zu den
gesammelten Gewebeschnitten (siehe Abschnitt 2.3.5.1) wurden 320 ul
Deparaffinisierungslésung hinzugegeben, um das vorhandene Paraffin zu entfernen.
Im nachsten Schritt wurde die Lésung dann mit einem Proteinase K enthaltenen
Lysepuffer versehen, um die RNA frei zu setzen. Die Inkubation bei 56 und 80°C diente
schliellich dazu das Formalin-crosslinking der freigesetzten RNA ruckgangig zu
machen und so die Qualitat aber auch Quantitat der RNA zu steigern. Anschliel3end
wurde das Gemisch mit DNase behandelt um die genomische DNA zu entfernen. Nach
Zugabe eines Alkohol-enthaltenen Puffers wurde die Probe auf RNeasy MinElute spin
columns geladen und die RNA konnte an die Saulenmembran binden. Durch
Waschschritte wurden Kontaminationen entfernt und die RNA schlie3lich durch Zugabe
von 17yl RNase-freiem  Wasser eluiert.  Anschlieend erfolgte  die

spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung der RNA mit Hilfe des NanoDrops.

2.3.7.2 gRT-PCR

Fur die qRT-PCR wurde zunachst 600 ng der isolierten RNA in komplementare DNA
(cDNA) transkribiert. Dies erfolgte mit Hilfe des iScript™ cDNA Synthesis Kit der Firma
Bio-Rad. Das dafir bendtigte Volumen an isolierter RNA wurde mit 4 pl Puffer
(iScript™ reaction mix) und 1 pl iScript™ reverse Transkriptase vermischt und mit
Nuklease-freiem Wasser auf insgesamt 20 pl aufgefullt. Die reverse Transkription

erfolgte unter folgenden Bedingungen:

1. 5 min bei 25 °C
2. 30 min bei 42 °C
3. 5min bei 85 °C
4. Ende bei4 °C
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Die cDNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf 300 ng verdinnt und fir die
quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) verwendet.
Fir die gRT-PCR wurde ein Synthese-Volumen von 10 pl verwendet, welches sich wie
folgt zusammensetzte:

e 1 pulcDNA

o 0,5 pl Primer

e 3,5 ul Nuklease-freies Wasser

e 5 uliTag™ Universal SYBR® Green Supermix

Das Synthese-Volumen von jeder Probe wurde daraufhin als Doppelansatz in eine 96-
Well-Platte pipettiert. Als Negativkontrolle wurde flir jedes Gen eine non-template
Kontrolle verwendet. AnschlieRend wurde im CFX Connect™ Real-Time PCR

Detection System folgendes Programm durchlaufen:

3 min bei 95 °C

5 Sekunden bei 95 °C

10 Sekunden bei 59 °C 40 x

10 Sekunden bei 72 °C

30 Sekunden 95 °C

30 Sekunden 65 °C

Aufheizen von 65 °C auf 95 °C fir die Schmelzkurvenanalyse in 0,5 °C-
Schritten

8. 5 Sekunden Messen der Platte

N o o bk~ w0 Dd =

Da der SYBR® Green | Farbstoff unselektiv an doppelstrangige DNA bindet, wurde
anschlielend eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Die PCR-Produkte wurden
zusatzlich noch mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, um die gezielte Vervielfaltigung

des gewunschten DNA-Produkts zu bestatigen.

Die Acycle threshold Werte (ACt-Werte) fur jedes Ziel-Gen wurden folgendermalien
berechnet: ACt = Ct (Referenzgen) — Ct (Ziel-Gen). Als Referenzgen wurde dabei das
B2-Mikroglobulin-Gen (B2M-Gen) verwendet. Zuvor wurde von den Ct-Werten eines

jeden Doppelansatzes der Mittelwert gebildet.
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2.3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Prism 6 (GraphPad Software Inc, San Diego,
CA, USA) mittels 2way ANOVA und Tuckey's Multiple Comparison Test. Ein p-Wert <
0,05 wurde als signifikant angesehen. Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert
(MW) + Standardfehler (SEM).
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3 Ergebnisse
Um die Rolle von FHL-1 bei der Hypertrophie-Entwicklung im rechten Ventrikel in Folge

einer chronisch erhdhten Druckbelastung genau untersuchen zu kénnen, ist es wichtig
die Auswirkungen des FHL-1-Knockouts auf verschiedenen Ebenen zu erfassen.
Daher wurden neben funktionellen Untersuchungen (Echokardiographie und
Hamodynamik) auch die morphologischen (Histologie) und molekularen (qRT-PCR)
Auswirkungen untersucht. Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert (MW)
Standardfehler (SEM).

3.1 Echokardiographische Messungen

Zur Beurteilung der rechtsventrikularen Hypertrophie und der Funktionalitat des
Herzens wurden zu im Vorfeld definierten Zeitpunkten echokardiographische
Messungen durchgeflihrt (siehe Abb. 3). Diese erfolgten allesamt durch Dr. Akylbek
Sydykov.

Die TAPSE (tricuspid annular plane systolic excursion) ist ein Parameter fir die
kontraktile Funktionalitat des rechten Ventrikels. Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigten
die PAB-operierten Mause (3 Tage: PAB-WT 0,80 mm % 0,01 mm; PAB-KO 0,70 mm %
0,02 mm) zu allen Zeitpunkten signifikant geringere Werte und somit eine schlechtere
Kontraktilitat als die scheinoperierten Mause (3 Tage: Sham-WT 1,20 mm £ 0,01 mm;
Sham-KO 1,20 mm + 0,01 mm). Bei den Sham-operierten Mausen blieben die Werte
uber den ganzen Zeitraum hinweg annahernd konstant (Abb. 9). Die PAB-operierten
FHL-1-KO-Mause hatten nach drei Tagen tendenziell geringere TAPSE-Werte als die
PAB-operierten WT-Mause (Abb. 9). Im weiteren Verlauf entwickelte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den PAB-operierten FHL-1-KO-Mausen und den
WT-Mausen insofern, dass die FHL-1-KO-Mause schlechtere TAPSE-Werte vorwiesen
als die WT-Mause (7 Tage: PAB-WT 0,90 mm £ 0,01 mm; PAB-KO 0,80 mm % 0,03
mm; Abb. 9).
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Abbildung 9: Rechtsventrikuldre systolische Funktion (TAPSE)

Der FHL-1-Knockout zeigt nach sieben Tagen einen negativen Einfluss auf die TAPSE
in Folge des PAB. Die Daten wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu
bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen
wie in der Tabelle dargestellt. (* p<0,05 WT-PAB vs. KO-PAB, $ p<0,05 Sham vs.
PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham
= schein-operiert.

Ein Parameter fUr die Hypertrophie des rechten Ventrikels bietet die rechtsventrikulare
Wanddicke (RVWT). Die entsprechenden Messwerte sind in Abbildung 10 dargestellt.
Schon nach drei Tagen wiesen die beiden PAB-operierten Mausegruppen (PAB-WT
0,40 mm = 0,01 mm; PAB-KO 0,40 mm + 0,01 mm) im Vergleich zu den beiden Sham-
operierten Gruppen (Sham-WT 0,200 mm + 0,002 mm; Sham-KO 0,200 mm £ 0,004
mm) eine signifikante Verdickung der rechtsventrikularen Wand auf. Wahrend die
Sham-operierten Mause im Verlauf keine Zunahme der RVWT zeigten, nahm die
RVWT bei den PAB-operierten Mausen zu (Abb. 10). Nach drei Wochen bestand
zwischen den PAB-operierten FHL-1-KO-Mausen und den PAB-operierten WT-Mausen
ein signifikanter Unterschied, indem die FHL-1-KO-Mause eine geringere RVWT
aufwiesen (PAB-WT 0,50 mm % 0,01 mm; PAB-KO 0,500 mm * 0,003 mm). Nach drei
Tagen und nach einer und funf Wochen war kein Unterschied zwischen diesen beiden
Mause-Gruppen in Hinblick auf die RVWT festzustellen. Auch die Sham-operierten

Gruppen zeigten untereinander keine Unterschiede.
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Abbildung 10: Rechtsventrikuldre Wandstarke (RVWT)

Der FHL-1-Knockout zeigt keinen Einfluss auf die PAB-induzierte Zunahme der RVWT.
Die Daten wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten
(3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. (*
p<0,05 WT-PAB vs. KO-PAB, $ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-
Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.

Die Bestimmung des rechtsventrikularen Innendurchmessers (RVID) gibt Hinweise auf
eine Dilatation des rechten Ventrikels. Wie in Abbildung 11 zu sehen, bestand hierbei
bei den PAB-operierten Mausen (3 Tage: PAB-WT 2,20 mm + 0,07 mm; PAB-KO 2,40
mm £ 0,09 mm) zu allen Messzeitpunkten ein signifikant groRerer RVID als im
Vergleich zu den Sham-operierten (3 Tage: Sham-WT 1,40 mm + 0,05 mm; Sham-KO
1,30 mm £ 0,07 mm). Nach drei Wochen wiesen die PAB-operierten FHL-1-KO-Mause
einen signifikant gréReren RVID auf als die PAB-operierten WT-Mause (PAB-WT 2,10
mm % 0,08 mm; PAB-KO 2,50 mm £ 0,11 mm).
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Abbildung 11: Rechtsventrikuldrer Innendurchmesser (RVID)

Der FHL-1-Knockout zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die PAB-induzierte
Zunahme des RVID. Die Daten wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu
bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen
wie in der Tabelle dargestellt. (* p<0,05 WT-PAB vs. KO-PAB, $ p<0,05 Sham vs.
PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham

= schein-operiert.
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3.2 Hamodynamische Messungen
Zur Beurteilung der hamodynamischen Veranderungen und der Funktionalitat des
Herzens wurden zu vorher definierten Zeitpunkten hamodynamische Messungen

durchgefuhrt (siehe Abb. 3). Diese erfolgten allesamt durch Dr. Akylbek Sydykov.

Die systolischen Blutdruckwerte im rechten Ventrikel (RVSP) sind in Abbildung 12
dargestellt und blieben bei den Sham-operierten Mausen Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum anndhernd konstant. Die RVSP-Werte der PAB-operierten
Mause (3 Tage: PAB-WT 45 mmHg + 1 mmHg; PAB-KO 48 mmHg = 1 mmHg) waren
im Vergleich zu den Werten der Sham-operierten Mause (3 Tage: Sham-WT 27,0
mmHg + 0,5 mmHg; Sham-KO 29 mmHg +* 2 mmHg) Uber den gesamten
Messzeitraum signifikant hoher und zeigten einen zeitabhangigen Anstieg (Abb. 12).
Zwischen den FHL-1-KO-Mausen und den Wildtyp-Mausen konnten keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 12: Rechtsventrikularer systolischer Druck (RVSP)

Der FHL-1-Knockout zeigt keinen Einfluss auf den PAB-induzierten Anstieg des RVSP.
Die Daten wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten
(3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt.
($ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB =
pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.
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Bei den Messungen des systemischen arteriellen Blutdrucks (SAP) bestanden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Uber den gesamten

Beobachtungszeitraum blieben die Werte annahernd konstant (Abb. 13).
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Abbildung 13: Systemischer arterieller Blutdruck (SAP)

Die Werte des SAP zeigten in allen Gruppen Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum keine signifikanten Unterschiede. Die Daten wurden in den
einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21
Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. WT = Wildtyp, KO =
FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.

Die rechtsventrikularen enddiastolischen Blutdruckwerte (RVEDP) sind in Abbildung 14
dargestellt und waren bei den PAB-operierten Mausen (3 Tage: PAB-WT 7,0 mmHg %
0,5 mmHg; PAB-KO 7,0 mmHg + 0,6 mmHg) zu allen Messzeitpunkten signifikant
héher als bei den Sham-operierten Mausen (3 Tage: Sham-WT 2,6 mmHg £ 0,2
mmHg; Sham-KO 3,3 mmHg + 0,3 mmHg). Insgesamt blieben die Werte aller Gruppen
im Verlauf annahernd konstant (Abb. 14). Zwischen den FHL-1-KO-Mausen und den

WT-Mausen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 14: Rechtsventrikuldrer enddiastolischer Druck (RVEDP)

Der FHL-1-Knockout beeinflusst nicht die PAB-induzierten Erhéhung des RVEDP. Die
Daten wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3
Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. ($
p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Widtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB =
pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.

Einen weiteren Parameter fur die Funktionalitdt des Herzens stellt der
Kontraktilitdtsindex (contractility index) dar. Die Messwerte sind in Abbildung 15 zu
sehen. Hierbei entwickelten sich nach einer Woche signifikant hdhere Werte bei den
Sham-operierten Mausen (Sham-WT 233 1/s £ 22 1/s; Sham-KO 236 1/s + 10 1/s) im
Vergleich zu den PAB-operierten Mausen (PAB-WT 159 1/s + 11 1/s; PAB-KO 162 1/s
1 17 1/s). Auch nach drei Tagen, drei Wochen und finf Wochen waren die Werte der
Shame-operierten Mause tendenziell héher (Abb. 15). Zwischen den FHL-1-KO-Mausen

und den WT-Mausen konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 15: Kontraktilitatsindex (Contractility index)

Der FHL-1-Knockout zeigt keinen Einfluss auf den Kontraktilitdtsindex. Die Daten
wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7
Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. ($ p<0,05
Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles
banding, Sham = schein-operiert.

Die maximalen und minimalen Blutdruckveranderungen Uber die Zeit waren nach drei
Tagen bei allen Gruppen sehr ahnlich (Abb. 16). Nach einer Woche zeigte sich eine
signifikante Erhdhung der Maximalwerte der PAB-operierten Mause (PAB-WT 5353
mmHg/s £ 252 mmHg/s; PAB-KO 4568 mmHg/s + 399 mmHg/s) im Vergleich zu den
Sham-operierten Mausen (Sham-WT 3203 mmHg/s + 120 mmHg/s; Sham-KO 3344
mmHg/s £ 162 mmHg/s). Die Minimalwerte waren tendenziell erniedrigt. Nach drei und
funf Wochen unterschieden sich die PAB-operierten Mause (Minimalwerte nach 3
Wochen: PAB-WT -5652 mmHg/s + 160 mmHg/s; PAB-KO 5276 mmHg/s + 349
mmHg/s) und Sham-operierten Mause (Minimalwerte nach 3 Wochen: Sham-WT -2744
mmHg/s £ 78 mmHg/s; Sham-KO -2435 mmHg/s £+ 145 mmHg/s) signifikant in Hinblick
auf die Minimal- und Maximalwerte. Dabei wiesen die PAB-operierten Mause héhere
Maximalwerte und niedrige Minimalwerte als die Sham-operierten Mause auf. Die
Maximalwerte stiegen bei den PAB-operierten Mausen in den ersten drei Wochen an
und die Minimalwerte sanken im selben Zeitraum (Abb. 16). Bei den Sham-operierten
Mausen blieben die Werte Uber den gesamten Zeitraum relativ konstant (Abb. 16). Bei

den PAB-operierten FHL-1-KO-Mausen konnten nach funf Wochen signifikant
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niedrigere Minimalwerte im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen festgestellt werden
(PAB-KO -5471 mmHg/s £ 199 mmHg/s; PAB-WT -4543 mmHg/s + 232 mmHg/s). Bei
den Maximalwerten zeigten die FHL-1-KO-Mause zu diesem Zeitpunkt tendenziell
héhere Maximalwerte (Abb. 16).
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Abbildung 16: Geschwindigkeit der Blutdruckerhéhung (A) bzw. -verringerung
(B) wahrend der isovolumetrischen Kontraktion

Der FHL-1-Knockout zeigt keinen Einfluss auf die PAB-induzierten Veranderungen in
den Geschwindigkeiten der Blutdruckerhéhung bzw. —verringerung. Die Daten wurden
in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage,
21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. (* p<0,05 WT-PAB
vs. KO-PAB; $ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB =
pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung der Hypertrophie des rechten Ventrikels ist das
Verhaltnis von der Masse des rechten Ventrikels zur Tibia-Lange der jeweiligen Maus
(RV/TL), welches in Abbildung 17 dargestellt ist. Hierbei bestanden bei den PAB-
operierten Mausen (3 Tage: PAB-WT 1,80 mg/mm % 0,06 mg/mm; PAB-KO 1,90
mg/mm £ 0,08 mg/mm) Uber den gesamten Beobachtungszeitraum signifikant hohere
Werte als bei den Sham-operierten Mausen (3 Tage: Sham-WT 1,10 mg/mm £ 0,05
mg/mm; Sham-KO 1,10 mg/mm £ 0,07 mg/mm). Signifikante Unterschiede zwischen

den beiden Mausetypen konnten nicht festgestellt werden.
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Abbildung 17: Verhaltnis von der Masse des rechten Ventrikels zur Lange der
Tibia

Der FHL-1-Knockout beeinflusst nicht die PAB-induzierte VergroRerung des
Verhaltnisses von Masse des rechten Ventrikels zur Lange der Tibia. Die Daten
wurden in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7
Tage, 21 Tage, 35 Tage) erhoben. n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. ($ p<0,05
Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles
banding, Sham = schein-operiert.
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Collagen area|[%)]

3.3 Histologische und immunhistologische Untersuchungen

3.3.1 Kollagenanteil

Zur Beurteilung der Fibrosierung im rechten Ventrikel wurde der Kollagenanteil im
Verhaltnis zur Gesamtflache bestimmt. Die erhobenen Messwerte sind in Abbildung 18
(A) dargestellt. Beim ersten Messzeitpunkt nach drei Tagen besalien alle Gruppen
einen ahnlichen Kollagenanteil um 1%. Nach einer Woche zeigten sich jedoch
signifikant hohere Kollagenanteile bei den PAB-operierten Mausen (PAB-KO 5,17%
0,56%; PAB-WT 3,24% % 0,23%) im Vergleich zu den Sham-operierten Mausen
(Sham-KO 0,78% + 0,04%; Sham-WT 0,80% % 0,09%). Innerhalb der Gruppe der PAB-
operierten Mause entwickelten sich zu diesem Zeitpunkt signifikant héhere
Kollagenanteile bei den FHL-1-KO-Mausen (5,17% * 0,56%) im Vergleich zu den WT-
Mausen (PAB-WT 3,24% % 0,23%). Nach drei und finf Wochen waren die
Kollagenanteile der PAB-operierten Mause signifikant hoéher als die der Sham-
operierten Mause. Die PAB-operierten FHL-1-KO-Mause wiesen zu diesen Zeitpunkten
tendenziell héhere Kollagenanteile als die PAB-operierten WT-Mause auf. Insgesamt
blieb der Kollagenanteil bei den Sham-operierten Mausen im Verlauf anndhernd
konstant (Abb. 18A). Bei den PAB-operierten Mausen stieg der Kollagenanteil in den
ersten drei Wochen an und fiel daraufhin bis zur fiinften Woche wieder etwas ab (Abb.
18A). Die Abbildung 18 (B) veranschaulicht mit Hilfe der histologischen Bilder die teils

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 18: Histologische Bestimmung des Kollagenanteils

Das FHL-1-Knockout hat keinen signifikanten Einfluss auf den PAB-induzierten Anstieg
des Kollagenanteils in den rechten Ventrikeln.

(A) Quantifizierung des prozentualen Kollagenanteils (collagen area) der rechten
Ventrikel der einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7
Tage, 21 Tage, 35 Tage). n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. (* p<0,05 WT-PAB
vs. KO-PAB, $ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB =
pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.

(B) Reprasentative Bilder der histologische Schnitte zur Beurteilung des
Kollagenanteils (collagen area) mittels Sirius-Red Farbung in den rechten Ventrikeln
der einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten. 40x VergroRerung.
Rot = Kollagenfasern, Gelb = restliches Muskelgewebe, WT = Wildtyp, KO = FHL-1-
Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.
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3.3.2 Kardiomyozyten-GroRe

Ein wichtiger Parameter zur Beurteilung der Hypertrophie des rechten Ventrikels ist die
GrolRe der Kardiomyozyten. Die Flache der quergeschnittenen Kardiomyozyten wird
dabei als cross sectional area bezeichnet und dient als MaR fiur die Hypertrophie. Die
erhobenen Messwerte sind in Abbildung 19 (A) dargestellt. Nach einer Woche zeigten
die PAB-operierten Mause (PAB-WT 299,37 um? £ 11,06 um? PAB-KO 346,05 pm? *
15,97 ym?) eine signifikante VergroRerung der Querschnittsflache im Vergleich zu den
Sham-operierten Mausen (Sham-WT 227,83 ym? £ 9,92 ym? Sham-KO 222,93 ym? t
19,06 um?3). Innerhalb der Gruppe der PAB-operierten Mause wiesen zudem die FHL-
1-KO Mause (346,05 pm? £ 15,97 pm3), verglichen mit den WT-Mausen (299,37 uym? +
11,06 um?3), nach einer Woche eine signifikant groRere Querschnittsflache auf. Im
weiteren Verlauf nadherten sich die Flachenmalie der FHL-1-KO Mause und WT-Mause
jedoch wieder an. Der signifikante Unterschied zwischen PAB-operierten Mausen und
Sham-operierten Mausen blieb hingegen auch nach drei bzw. finf Wochen noch
bestehen. In Abbildung 19 (B) werden die teils signifikanten Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen anhand der immunhistologischen Aufnahmen bildlich

dargestellt.
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Abbildung 19: Histologische Bestimmung der Kardiomyozyten-GroRle

Das FHL-1-Knockout hat keinen signifikanten Einfluss auf den PAB-induzierten Anstieg
der Kardiomyozyten-Grdfe in den rechten Ventrikeln.

(A) Quantifizierung der Querschnittsflache (cross sectional area) der Kardiomyozyten
des rechten Ventrikels der einzelnen Versuchsgruppen 2zu bestimmten
Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage). n-Zahlen wie in der Tabelle
dargestellt. (* p<0,05 WT-PAB vs. KO-PAB, $ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp,
KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.
(B) Reprasentative Bilder der immunhistologischen Schnitte zur Beurteilung der
Querschnittsflache (cross sectional area) der Kardiomyozyten des rechten Ventrikels
der einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 1 Woche, 3
Wochen, 5 Wochen). 63x Vergroferung. Anfarbung der Zellmembran der
Kardiomyozyten mittels WGA-FITC (grun). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB
= pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.



Ergebnisse

#capillaries / #cardi®myo

3.3.3 Kapillarisierung

Ein wichtiger Faktor, um die remodeling-Prozesse im rechten Ventrikel zu
charakterisieren, ist die Kapillarisierung. Als Maleinheit dient dabei das Verhaltnis der
Kapillarenanzahl zur Anzahl der Kardiomyozyten, welches in Abbildung 20 (A)
dargestellt ist. Nach drei Tagen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen gefunden werden. Nach einer Woche zeigten die PAB-operierten Mause
(PAB-WT 1,15 £ 0,07; PAB-KO 1,34 = 0,05) jedoch signifikant héhere Werte im
Vergleich zu den Sham-operierten Mausen (Sham-WT 0,88 + 0,03; Sham-KO 0,88 +
0,04). Auch nach drei und finf Wochen blieb dieser signifikante Unterschied bestehen.
Zwischen den FHL-1-KO Ma&usen und den WT-Mausen konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. In den Abbildungen 20 (B) bis (E) sind die

immunhistologischen Aufnahmen der einzelnen Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten

dargestellt.
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Abbildung 20: Histologische Bestimmung der Kapillarisierung

Das FHL-1-Knockout hat keinen Einfluss auf den PAB-induzierten Anstieg der
Kapillarisierung in den rechten Ventrikeln.

(A) Verhaltnis aus Kapillarenanzahl zu Anzahl der Kardiomyozyten im rechten Ventrikel
in den einzelnen Versuchsgruppen zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage,
21 Tage, 35 Tage). n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. ($ p<0,05 Sham vs. PAB).
WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham =
schein-operiert.

(B-E) Reprasentative Bilder der immunhistologischen Schnitte zur Beurteilung der
Kapillaren- und Kardiomyozyten-Anzahl im rechten Ventrikel in den einzelnen
Gruppen. Messzeitpunkte 3 Tage (B), 7 Tage (C), 3 Wochen (D) und 5 Wochen (E).
63x VergroRerung. WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles
banding, Sham = schein-operiert, WGA = Wheat germ agglutinin-Fluorescein
Isothiocyanat-Farbung, IB4 = Isolektin-B4-Farbung, DAPI = Diamidinphenylindol-
Farbung.
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3.4 Molekularbiologische Untersuchungen

Im Rahmen einer Druckbelastung des rechten Ventrikels kommt es zur Expression
verschiedener Gene, welche bei der Entstehung einer Hypertrophie von Bedeutung
sein kdnnen (41). Die molekularbiologischen Untersuchungen mittels quantitativer real-
time PCR Analyse (qRT-PCR) dienen dazu, potenzielle
Genexpressionsveranderungen in Folge der Sham/PAB-OP und/oder des FHL-1-
Knockouts nachzuweisen und zu quantifizieren. Als Referenzgen wurde bei den
Untersuchungen das 3,-Mikroglobulin-Gen (B2M-Gen) verwendet.

Zunachst wurde die Expression von sog. Hypertrophie-Markern, wie das atriale
natriuretischen Peptid (ANP) und das B-Typ natriuretische Peptid (BNP) untersucht.
Beide werden bei erhdhter Wanddehnung, wie sie beispielsweise bei Druckbelastung
auftritt, vermehrt exprimiert und die gebildeten Hormone ANP und BNP sorgen durch
Steigerung der Natriurese und periphere Vasodilatation fir eine Verringerung des
Blutdrucks (21). Zudem sollen sie auch die Hypertrophie und Fibrose im Myokard
verringern (21).

Die Untersuchung der Genexpression von ANP ergab eine signifikante Erhéhung der
Genexpression zu allen Messzeitpunkten, wenn man die PAB-operierten Mause (3
Tage: PAB-WT 2,7 = 1,3; PAB-KO 3,7 £ 0,5) mit den Sham-operierten Mausen (3
Tage: Sham-WT -2,3 + 0,7; Sham-KO -3,6 + 0,9) verglich (Abb. 21A). Zwischen den
FHL-1-KO Mausen und den WT-Mausen konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (Abb. 21A).

Auch die Untersuchung der Genexpression von BNP ergab eine signifikante Erhéhung
der Genexpression zu allen Messzeitpunkten, wenn man die PAB-operierten Mause (3
Tage: PAB-WT 1,2 + 0,3; PAB-KO 1,7 £ 0,6) mit den Sham-operierten Mausen (3
Tage: Sham-WT -5,8 + 0,4; Sham-KO -5,6 + 0,5) verglich (Abb. 21B). Zwischen den
FHL-1-KO Mausen und den WT-Mausen konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (Abb. 21B).

62



Ergebnisse

A
61 $
4 -B3- WT Sham
-B- KO Sham
24 = WT PAB
ACt [reference geHe-Anp] ....................................... -# KO PAB
$ Sham vs. PAB
21 @eo----_fgp----"" g:::'—r -%
-4 $ ------ ? )
'6 L] ] L] T
3Tage 7 Tage 21Tage 35 Tage
n-Zahlen WT Sham WT PAB KO Sham KO PAB
3 Tage 5 5 5 4
7 Tage 5 5 5 5
21 Tage 4 5 5 5
35 Tage 5 5 4 5
B
41 $

$ Sham vs. PAB

i:i\§=-\i

ACt [references gihe - Bnp] -3- WT Sham
4 B -B- KO Sham
______ “eeeo-B---2ll.m = WTPAB
6] BEIiloo- é--- E T
= KOPAB
-8 T L] ] 1
3 Tage 7 Tage 21 Tage 35 Tage
n-Zahlen WT Sham WT PAB KO Sham KO PAB
3 Tage 5 5 5 4
7 Tage 5 5 5 5
21 Tage 4 5 5 5
35 Tage 5 5 4 5

Abbildung 21: qRT-PCR der Genexpression von ANP (A) und BNP (B)

Das FHL-1-Knockout beeinflusst nicht die PAB-induzierte Erhéhung der ANP- und
BNP-Expression. Die Untersuchung der Genexpression in den rechten Ventrikeln von
Sham oder PAB-operierten WT- bzw. FHL-1-Knockout-Mausen erfolgte zu bestimmten
Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage). n-Zahlen wie in der Tabelle
dargestellt. ($ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB =
pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.
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ACt [reference ge

Als nachstes wurde die Genexpression von Ca®'-sensitiven Proteinen wie
Phospholamban (Plb), dem Ryanodin-Rezeptor Typ 2 (Ryr2) und der Kalzium-
transportierenden ATPase Typ 2 (Atp2a2), auch SERCA2 genannt, untersucht. Die
Ca?*-sensitiven Proteine spielen im Rahmen der Hypertrophie eine wichtige Rolle, da
sie fur die Kalzium-Homéostase und Kontraktionskraft des Myokards von
entscheidender Bedeutung sind (21).

Die Untersuchung der Genexpression von Phospholamban (PIb) ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 22A). Nach einer
Woche und nach drei Wochen zeigten sich bei den PAB-operierten Mausen tendenziell
niedrige Expressionswerte im Vergleich zu den Sham-operierten Mausen (Abb. 22A).
Auch die Untersuchung der Genexpression des Ryanodin-Rezeptors Typ 2 (Ryr2)
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 22B).
Nach einer Woche, nach drei Wochen und nach finf Wochen entwickelten sich bei den
PAB-operierten Mausen tendenziell niedrige Expressionswerte als bei den Sham-
operierten Mausen (Abb. 22B).

Die Untersuchung der Genexpression der Kalzium-transportierenden ATPase Typ 2
(Atp2a2), auch SERCA2 genannt, ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen (Abb. 22C). Nach einer Woche, nach drei Wochen und nach
funf Wochen zeigten sich bei den PAB-operierten Mausen tendenziell niedrige

Expressionswerte im Vergleich zu den Sham-operierten Mausen (Abb. 22C).
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Abbildung 22: qRT-PCR Analyse der Plb-(A), Ryr2-(B) und Atp2a2-Expression (C)
Das FHL-1-Knockout beeinflusst nicht die Plb-, Ryr2- und Atp2a2-Expression in den
rechten Ventrikeln. Die Untersuchung der Genexpression in den rechten Ventrikeln von
Sham oder PAB-operierten WT- bzw. FHL-1-Knockout-Mausen erfolgte zu bestimmten
Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage). n-Zahlen wie in der Tabelle
dargestellt. WT = Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding,
Sham = schein-operiert.
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ACt [reference gene

AnschlieRend wurde die Genexpression der Muskelproteine a-MHC und B-MHC
analysiert. Sie spielen bei der Kontraktion der Kardiomyozyten eine wichtige Rolle und
ihre Expression variiert je nach Belastungssituation und Entwicklungsstadium (25).

Die Untersuchung der Genexpression von ao-MHC ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 23A). Nach einer Woche, nach
drei Wochen und nach funf Wochen zeigten sich bei den PAB-operierten Mausen
tendenziell niedrige Expressionswerte im Vergleich zu den Sham-operierten Mausen
(Abb. 23A).

Die Untersuchung der Genexpression von B-MHC zeigte zu allen Messzeitpunkten
eine signifikant erhéhte Expression bei den PAB-operierten Mausen im Vergleich zu
den Sham-operierten Mausen (Abb. 23B).Ein Unterschied zwischen den Wildtyp- und

den Knockout-Mausen der jeweiligen Gruppen konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 23: gqRT-PCR Analyse der a-MHC-(A) und B-MHC-Expression (B)

Der FHL-1-Knockout hat keinen Einfluss auf die a-MHC-Expression und die PAB-
induzierte Erhéhung der B-MHC-Expression. Die Untersuchung der Genexpression in
den rechten Ventrikeln von Sham oder PAB-operierten WT- bzw. FHL-1-Knockout-
Mausen erfolgte zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21 Tage, 35 Tage).
n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. ($ p<0,05 Sham vs. PAB). WT = Wildtyp, KO =
FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham = schein-operiert.

Zum Schluss wurde die Genexpression der Kollagene Col1a1, Col1a2 und Col3a1
untersucht, welche bei der Fibrosierung, die in Folge der erhéhten Druckbelastung im
rechten Ventrikel auftritt, eine wichtige Rolle spielen (38).

Die Ergebnisse der Untersuchung der Genexpression dieser Kollagene sind in den
Abbildungen 24 A-C dargestellt. Dabei zeigten sich fur Col1a1 und Col1a2 zu allen
Messzeitpunkten eine signifikant hdhere Expression bei den PAB-operierten Mausen
im Vergleich zu den Sham-operierten Mausen (Abb. 24 A/B). Auch bei der Expression
von Col3a1 wurde dieser signifikante Unterschied wahrend der ersten drei Messpunkte
deutlich (Abb. 24C). Insgesamt war die Expression der drei Kollagenformen bei den
PAB-operierten Mausen nach drei Tagen am starksten und fiel im weiteren Verlauf ab
(Abb. 24 A-C). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den FHL-1-
Knockout-Mausen und den WT-Mausen festgestellt werden, auch wenn die
Expressionswerte bei den PAB-operierten FHL-1-Knockout-Mausen tendenziell héher

lagen als im Vergleich zu den PAB-operierten WT-Mausen (Abb. 24 A-C).
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Abbildung 24: gRT-PCR Analyse der Col1a1-(A), Col1a2-(B), Col3a1-Expression

(C)

Der FHL-1-Knockout beeinflusst nicht die PAB-induzierte Erhéhung der Col1ai-,
Col1a2- und Col3a1-Expression in den rechten Ventrikeln. Die Untersuchung der
Genexpression in den rechten Ventrikeln von Sham oder PAB-operierten WT- bzw.
FHL-1-Knockout-Mausen erfolgte zu bestimmten Messzeitpunkten (3 Tage, 7 Tage, 21
Tage, 35 Tage). n-Zahlen wie in der Tabelle dargestellt. ($ p<0,05 Sham vs. PAB). WT
= Wildtyp, KO = FHL-1-Knockout, PAB = pulmonalarterielles banding, Sham = schein-

operiert.
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4 Diskussion

4.1 Limitierungen und Generalisierbarkeit der Studie

Die Methodik in dieser Studie unterliegt, wie in allen wissenschaftlichen Arbeiten,
gewissen Limitierungen in Hinblick auf die Interpretierbarkeit und Generalisierbarkeit
der Ergebnisse.

Zunachst bietet die Wahl des pulmonalarteriellen bandings bei Mausen als Tiermodell
viele Vorteile (siehe Abschnitt 1.3). Auch wenn die unerwinschten Nebenwirkungen
eines medikamentdosen Knockouts nicht zu erwarten sind, missen bei einem
gentechnischen Knockout immer die Gesamtauswirkungen auf den Organismus
betrachtet werden. So zeigen die FHL-1-KO-Mause in ihrer Entwicklung und in ihrem
Ess- und Trinkverhalten zwar keine Unterschiede zu den Wildtyp-Mausen (siehe
Abschnitt 2.1), dennoch kénnen extrakardiale Auswirkungen des FHL-1-Knockouts
nicht ausgeschlossen werden, da FHL-1 nicht nur im Herzmuskel lokalisiert ist,
sondern auch in der Skelettmuskulatur, der Lunge, den Nieren und im Gehirn (80). Die
Auswirkungen des FHL-1-Knockouts auf diese Organe wurden in dieser Studie nicht
betrachtet und koénnten auch indirekt Einfluss auf die Herzfunktion haben. Des
Weiteren muss bei der Betrachtung der Ergebnisse beachtet werden, dass auch der
genetische Hintergrund der Mause die Ergebnisse beeinflussen kann (106, 107). In
dieser Studie wurde ein Auszucht-Stamm verwendet, welcher im Vergleich zu Inzucht-
Stdmmen zumeist eine groRere genetische Variabilitdt innerhalb der Individuen
aufweist. So kann es unter Umstéanden notwendig sein, die Anzahl der Versuchstiere
zu erhdhen, um signifikante Ergebnisse zu bekommen (106). Auch Folgen fir die
Vergleichbarkeit mit anderen Studien sind zu beachten, da es je nach verwendetem
Mausstamm zu unterschiedlichen physiologischen und pathophysiologischen
Reaktionen der Herzen auf die erhdhte Druckbelastung kommen kann (59, 108). Daher
sollten die Versuche in dieser Studie auch noch mit anderen Mausstdmmen
durchgefuhrt werden, um die Ergebnisse zu validieren. Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist, dass im Rahmen des PAB ausschliellich die Auswirkungen einer isolierten
Druckbelastung des rechten Ventrikels auf ansonsten gesunde Mause untersucht
wurden. Dies hat den Vorteil, dass andere pulmonale und systemische Einflisse keine
Rolle spielen, jedoch sollte man bei der Ubertragbarkeit auf den Menschen
berlicksichtigen, dass die meisten Patienten, die ein Cor pulmonale entwickeln,

multimorbide sind. Somit haben bei diesen Patienten wahrscheinlich auch
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Veranderungen in der Lunge und im restlichen Koérper Einfluss auf die Funktion des
rechten Ventrikels und die dortige Genexpression (41).

Auch die technischen Limitierungen in dieser Studie missen beachtet werden. So ist
es fur die Replizierbarkeit der Versuche wichtig, dass bei allen Versuchstieren ein
moglichst identischer Stenosegrad der Pulmonalarterie eingestellt wird, der nicht zu
einem akuten Rechtsherzversagen flihrt, sondern zu remodeling-Prozessen mit stabiler
kardialer Funktion. Es wurde versucht méglichst Mause mit gleichem Alter und Gewicht
zu verwenden, damit die Pulmonalarterie eine vergleichbare Grofle aufweist und
letztlich ein vergleichbarer Stenosegrad entsteht. Es ist jedoch zu beachten, dass die
FHL-1-Knockout-Mause tendenziell leichter sind als die Wildtyp-Mause (eigene
Beobachtung). Die Verwendung von Titan-Clips in dieser Studie ermdglicht eine
konstante Verengung des Durchmessers der Pulmonalarterie auf ca. 0,3 mm, welches
einem Stenosegrad von ca. 75 % entspricht (109). Somit wird bei allen PAB-operierten
Mausen ein ahnlicher Stenosegrad erreicht, was zu mehr Homogenitat bei den
Ergebnissen beitragt. Die Durchflihrung von Scheinoperationen an der Kontrollgruppe
fuhrt zudem dazu, dass sich die beiden Gruppen nur in der Verengung der
Pulmonalarterie unterscheiden und der Einfluss des operativen Eingriffs bei allen
Mausen gleich ist. Insgesamt handelt es sich beim Herz um ein sehr komplexes Organ,
welches aus vielen verschiedenen Zelltypen besteht. So gibt es nicht nur zwischen
Atrium und Ventrikel funktionelle und strukturelle Unterschiede, sondern auch zwischen
den Ventrikeln und innerhalb der verschiedenen Abschnitte eines jeden Ventrikels
(Endokard, Myokard, Epikard) (110). Da in dieser Studie fur die qRT-PCR Analysen
nur jeweils ein kleiner Teil der rechten Ventrikel verwendet wurde, kdnnten dadurch
Schwankungen in den Ergebnissen erklart werden. Auch die Tatsache, dass die RNA
aus Formalin-fixiertem in Paraffin-eingebettetem Gewebe isoliert wurde, kann zu einer
gewissen Degradierung der RNA und damit zu Expressionsschwankungen u.a. auch
innerhalb einer Gruppe fuhren. Um weitere Stérfaktoren bei der Durchfiihrung und
Auswertung der Versuche zu minimieren, wurde stets nach standardisierten Versuchs-
und Auswertungsprotokollen vorgegangen. Zudem erfolgte die Auswertung, wann
immer madglich, geblindet. Die Unterschiede in den n-Zahlen zwischen den einzelnen
Gruppen ergeben sich durch das Versterben einzelner Versuchstiere wahrend der
Beobachtungszeit bzw. wahrend der Messungen und anderweitigen Griinden, wodurch
eine Messung nicht mdglich war. Beobachtungen wahrend der Versuchsdurchfiihrung
deuteten darauf hin, dass die FHL-1-Knockout-Mause eine andere, fragilere

Gefalistruktur aufweisen kénnten und auf Grund dessen mdglicherweise anfalliger fur
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Komplikationen wahrend der Messungen waren. In Hinblick auf die Generalisierbarkeit
der Studienergebnisse muss darauf hingewiesen werden, dass auch das Geschlecht
einen Einfluss auf die Studienergebnisse haben kann (111). Die Versuche in dieser
Studie wurden nur an mannlichen Mausen durchgefiihrt. Diese bieten den Vorteil, dass
sie, im Vergleich zu weiblichen Mausen, schneller eine ausgepragte Hypertrophie mit
Dilatation und Dekompensation entwickeln, wodurch ein geringerer
Beobachtungszeitraum mit homogeneren Ergebnissen méglich ist (112). Auch beim
Menschen zeigen Frauen, insbesondere pramenopausal, bei Druckbelastung des
Herzens eine insgesamt bessere Herzfunktion und geringere Apoptoseraten der
Kardiomyozyten als Manner. Zudem sind einige hypertrophe Kardiomyopathien bei
Mannern starker ausgepragt als bei Frauen (113). Als Ursache fir diese
geschlechtsspezifischen Unterschiede werden unter anderem die Einflisse der
Sexualhormone, wie Testosteron und Ostrogen, auf das Herz und die GefaRe vermutet
(114). Auch die Lokalisation des FHL-1-Gens auf dem X-Chromosom konnte zu
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Genexpression flihren (82). Weitere
Studien, insbesondere auch solche, die weibliche Versuchstiere miteinbeziehen, sind
also notwendig, um die genauen Mechanismen im Rahmen der
Rechtsherzhypertrophie zu verstehen und neue Therapieanséatze zu finden. Auch die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Mausen auf den Menschen muss immer kritisch
betrachtet werden. Selbst wenn davon auszugehen ist, dass grundlegende
physiologische und pathologische Prozesse bei den Saugetieren sehr ahnlich sind,
muss beachtet werden, dass Mauseherzen unter Umstanden anders auf genetische
Veranderungen und pharmakologische Einwirkungen reagieren als menschliche
Herzen. Auch die Herzkinetik und der Aufbau der Kardiomyozyten sind in Teilen
unterschiedlich. So kommen in den Kardiomyozyten der Mause hauptsachlich die a-
MHC Proteine vor, hingegen dominieren in menschlichen Kardiomyozyten die
langsameren und energiesparenderen (3-MHC Proteine (25). Auch in den N2B-
Isoformen des Titins, welche grofen Einfluss auf die Compliance der Sarkomere
haben, unterscheiden sich Maus und Mensch (110). Daher ist es wichtig, dass weitere
Versuche auch an gréReren Saugetieren durchgefiihrt werden, um die Ubertragbarkeit

auf den Menschen weiter zu verbessern.
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4.2 Interpretation der Ergebnisse

4.21 Echokardiographische Parameter

Die Echokardiographie bietet als nicht-invasive Untersuchungsmethode viele Vorteile.
Die technologischen Fortschritte der letzten Jahre ermdglichen es, diese Methodik
auch bei Mausen anzuwenden. Es konnten verlassliche Parameter bestimmt werden,
die Aussagen uber die systolische und diastolische Funktion des rechten Ventrikels
erlauben (109).

Ein sehr wichtiger Parameter ist dabei die TAPSE (fricuspid annular plane systolic
excursion), welche nicht nur die Kontraktilitatsfahigkeit des Ventrikels beschreibt,
sondern auch Hinweise auf die systolische und diastolische Funktion gibt (109).
Studien zum rechten Ventrikel zeigten, dass es im Rahmen des PAB zu einer
Abnahme der TAPSE und somit der rechtsventrikuldren Funktion kommt (28, 109).
Auch in der eigenen Arbeit wiesen die PAB-operierten Mause im Vergleich zu den
scheinoperierten Mausen zu allen Zeitpunkten signifikant niedrigere TAPSE-Werte auf.
Ein FHL-1-Knockout bei den PAB-operierten Mausen fuhrte in dieser Arbeit nach einer
Woche zu niedrigeren TAPSE-Werten im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen. Die
Kontraktilitdt und Funktion des rechten Ventrikels kdnnte sich also eventuell durch den
FHL-1-Knockout verschlechtert haben. Dieses Ergebnis steht in einem Gegensatz zu
den bisherigen Erkenntnissen zum FHL-1-Knockout im linken Ventrikel, der dort zu
einer besseren linksventrikularen Funktion im Rahmen einer TAC fihrte (99).

Auch die Dicke der freien Wand des rechten Ventrikels (RVWT) dient als Parameter fur
die Hypertrophie des rechten Ventrikels. Dabei korreliert er unter anderem mit der
rechtventrikularen Funktion (109). Wie auch in anderen Studien, die das PAB-Modell
verwendet haben, zeigte sich in dieser Arbeit eine signifikante Verdickung der
rechtsventrikularen freien Wand bei den PAB-operierten Mausen im Vergleich zu den
scheinoperierten Mausen (59, 109). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den PAB-operierten FHL-1-KO-Mausen und Wildtyp-Mausen konnte zwar nach drei
Wochen festgestellt werden, jedoch ist die biologische Relevanz dieses statistisch
signifikanten Unterschieds kritisch zu hinterfragen. Insgesamt konnte kein relevanter
Unterschied zwischen den FHL-1-KO- und den Wildtyp-Mausen in Hinblick auf die
Dicke der rechtsventrikularen freien Wand nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
fuhrte im linken Ventrikel ein FHL-1-Knockout zu einer verminderten Hypertrophie im
Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (99). Dies lasst darauf schlieBen, dass FHL-1

womdglich unterschiedliche Rollen in den jeweiligen Ventrikeln spielt und sich daher
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die Erkenntnisse des linken Ventrikels nicht einfach auf den rechten Ventrikel
Ubertragen lassen.

Um die Dilatation des rechten Ventrikels zu erfassen, wurde der rechtsventrikulare
Innendurchmesser (RVID) bestimmt. Eine zunehmende Dilatation des Ventrikels ist
Zeichen des Ubergangs von der konzentrischen zur exzentrischen Hypertrophie, was
im weiteren Verlauf zu einer Dekompensation fihren kann (1). Durch das PAB kam es
im Rahmen der Versuche in dieser Arbeit, wie auch schon in anderen Studien gezeigt
werden konnte, zu einer signifikanten VergroRerung des RVID im Vergleich zu den
scheinoperierten Mausen (109). Der Vergleich von PAB-operierten FHL-1-KO-Mausen
mit PAB-operierten Wildtyp-Mausen machte eine signifikant groere Dilatation des
rechten Ventrikels bei den FHL-1-KO-Mausen nach drei Wochen deutlich. Auch zu den
anderen Zeitpunkten waren die rechten Ventrikel der FHL-1-KO-Mause tendenziell
starker dilatiert als die der Wildtyp-Mause. Dies lasst vermuten, dass der FHL-1-
Knockout im rechten Ventrikel maoglicherweise friher zur Entwicklung einer
exzentrischen Hypertrophie beitragen kénnte und der Ventrikel somit schneller Gefahr
l&uft zu dekompensieren. Diese Erkenntnis steht im Gegensatz zu den Beobachtungen
im linken Ventrikel, wo ein FHL-1-Knockout zu einer geringeren Dilatation des linken
Ventrikels im Rahmen einer TAC flhrte (99). Welche Mechanismen diesen
Unterschieden zwischen rechtem und linkem Ventrikel zugrunde liegen, ist noch

unklar. Somit werden weitere Forschungen in dieser Hinsicht bendtigt.

4.2.2 Hamodynamische Parameter

Die Messung der hamodynamischen Parameter mittels Rechtsherzkatheter bieten
mehrere Vorteile. Zum einen kann die korrekte Obstruktion durch das PAB kontrolliert
und zwischen den einzelnen Gruppen verglichen werden, zum anderen geben die
erhobenen Werte sehr gut Aufschluss Uber die Funktionalitdt des rechten Ventrikels
(59, 109).

Die systolischen Blutdruckwerte im rechten Ventrikel (RVSP) waren wie zu erwarten
bei den PAB-operierten Mausen deutlich hdher als bei den scheinoperierten Mausen.
Der Druckunterschied von 30-50 mmHg nach drei Wochen zwischen den beiden
Versuchsgruppen war dabei ahnlich ausgepragt wie in vorherigen Studien (59).
Zwischen den FHL-1-KO-Mausen und den Wildtyp-Mausen waren keine signifikanten
Druckunterschiede festzustellen. Die Tatsache, dass der SAP in allen Gruppen Uber
den gesamten Untersuchungszeitraum ahnlich war, weist darauf hin, dass das PAB

keinen Einfluss auf den systemischen Kreislauf hatte. Somit konnten die spezifischen
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Auswirkungen einer isolierten Druckbelastung des rechten Ventrikels untersucht
werden.

Ein wichtiger Parameter fir die diastolische Funktion des rechten Ventrikels ist der
rechtsventrikulare enddiastolische Druck (RVEDP). Er gibt Hinweise auf die
Compliance des rechten Ventrikels. Umso weniger dehnbar der rechte Ventrikel ist,
desto hoher ist der Druck am Ende der Fillungsphase in der Diastole. Vor allem der
Grad der Fibrosierung und die molekularen Veranderungen in den Sarkomeren haben
grolien Einfluss auf die Compliance des Ventrikels (siehe Kapitel 1.4). In der eigenen
Arbeit konnte gezeigt werden, dass das PAB zu einer signifikanten Erhéhung des
RVEDP flhrte. Dies konnte auch schon in einer anderen Studie aufgezeigt werden
(59). Ein Unterschied zwischen den FHL-1-KO-Mausen und den Wildtyp-Mausen
konnte hingegen nicht festgestellt werden. Dies lasst darauf schlieflen, dass FHL-1 im
rechten Ventrikel keinen Einfluss auf den RVEDP hat. Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu den Erkenntnissen im linken Ventrikel. Dort zeigten FHL-1-KO-Mause im
Rahmen einer TAC nach finf Wochen deutlich niedrigere enddiastolische Driicke als
die Wildtyp-Mause, sodass zu vermuten ist, dass FHL-1 im linken Ventrikel einen
Compliance-verringernden Einfluss hat (99). Welche molekularen Signalwege
Grundlage dieser Unterschiede zwischen rechtem und linkem Ventrikel in Hinblick auf
die Rolle des FHL-1 sind, ist bislang unklar und erfordert weitere Untersuchungen.

Um die systolische Funktionalitat des rechten Ventrikels genauer zu beurteilen, wurde
zudem der Kontraktilitatsindex bestimmt. Dabei wiesen die PAB-operierten Mause
insgesamt schlechtere Werte auf als die scheinoperierten Mause, welches auf die
deutlich héhere Druckbelastung zurlckzufuhren war. Zwischen den FHL-1-KO-Mausen
und den Wildtyp-Mausen konnten keine Unterschiede festgestellt werden. FHL-1
scheint somit keinen Einfluss auf den Kontraktilitdtsindex des rechten Ventrikels zu
besitzen.

Des Weiteren wurden die Geschwindigkeit der Blutdruckzunahme (Max dP/dt) und die
Geschwindigkeit der Blutdruckverringerung (Min dP/dt) bestimmt, welche Aufschluss
uber die systolische bzw. die diastolische Funktion des rechten Ventrikels geben. Der
starke Anstieg bzw. Abfall dieser Werte bei den PAB-operierten Mausen im Vergleich
zu den scheinoperierten Mausen ist darauf zuriickzuflihren, dass beide Parameter von
der Hohe der Nachlast abhangig sind und bei steigender Nachlast somit auch
ansteigen bzw. abfallen. Beim Vergleich der FHL-1-KO-M&use mit den Wildtyp-Mausen

lieBen sich keine signifikanten bzw. biologisch relevanten Unterschiede feststellen.
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Zur Quantifizierung der Hypertrophie wurde schlieRBlich das Gewicht des rechten
Ventrikels in Relation zur Tibialange gesetzt. Der Vergleich mit der Tibialange hat den
Vorteil, dass Aussagen zur Hypertrophie-Entwicklung gemacht werden kénnen, die
unabhangig von der Zunahme des Koérpergewichtes sind. Insgesamt entwickelten die
PAB-operierten Mause eine signifikant starkere rechtsventrikulare Hypertrophie als die
scheinoperierten Mause. Auch in einer anderen Studie konnte diese Auswirkung des
PAB gezeigt werden (59). Zwischen den FHL-1-KO-Mausen und den Wildtyp-Mausen
konnten hingegen keine Unterschiede festgestellt werden, was darauf schliel3en lasst,
dass FHL-1 keinen entscheidenden Einfluss auf das Gewicht der rechten Ventrikel
besitzt. Diese Beobachtung steht wiederum im Gegensatz zu den Erkenntnissen des
linken Ventrikels, wo die TAC-operierten FHL-1-KO-Mause signifikant niedrigere Werte
im Verhaltnis von linksventrikularer Masse zu Kérpergewicht aufwiesen als die Wildtyp-
Mause (99).

4.2.3 Histologische Parameter

Im Rahmen der pathologischen Hypertrophie-Prozesse kommt es durch vermehrte
Kollagenbildung zur Fibrosierung des Herzmuskels, was einen negativen Einfluss auf
dessen passive Dehnbarkeit und somit auf die diastolische Funktion hat (21, 25).
Zudem verliert das Muskelgewebe durch die Fibrosierung an Homogenitat und neigt
schneller zu Arrhythmien (25). In der eigenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in
Folge einer chronischen Druckbelastung des rechten Ventrikels zu einer signifikant
vermehrten Fibrosierung des Muskelgewebes kam. Auch andere Studien konnten
diesen Effekt des PAB nachweisen (28, 59). Verantwortlich fir die Kollagenbildung
sind die Fibroblasten, die verteilt zwischen den Kardiomyozyten liegen und die
Zusammensetzung der Extrazellularmatrix (EZM) beeinflussen (38). Sie sorgen im
gesunden Herzen fur ein Gleichgewicht zwischen Kollagenaufbau und -abbau und der
Sekretion von MMPs, Zytokinen und Wachstumsfaktoren (115). Dabei werden sie von
vielen verschiedenen Zellen, wie beispielsweise Kardiomyozyten, Makrophagen,
Mastzellen und Endothelzellen, beeinflusst (115). Es konnte gezeigt werden, dass es
im Laufe einer chronischen Druckbelastung zu einer Umwandlung der Fibroblasten zu
Myofibroblasten kommen kann, welches zu einer erhdhten Kollagenproduktion flhrt
(115). Inwieweit dies auch im rechten Ventrikel geschieht, ist bislang unklar. Auch der
Zusammenhang zwischen FHL-1 und der Fibrosierung ist noch nicht eindeutig geklart.
Im linken Ventrikel beeinflusste ein FHL-1-KO nicht den Fibrosierungsgrad des

Herzmuskels im Rahmen einer TAC (99). Hingegen konnte in der eigenen Arbeit
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gezeigt werden, dass nach einer Woche der Kollagenanteil bei den PAB-operierten
FHL-1-KO-Mausen hoher lag als bei den PAB-operierten Wildtyp-Mausen. Auch nach
drei bzw. funf Wochen waren die Kollagenanteile bei den FHL-1-KO-Mausen
tendenziell hoher. Nach drei Tagen waren noch keine Unterschiede im
Fibrosierungsgrad zwischen den einzelnen Versuchsgruppen festzustellen, was daran
liegen kénnte, dass es eine gewisse Zeit dauert, bis die Kollagen-bildenden Prozesse
anlaufen und sich das Kollagen in der EZM formiert. Diese Verzoégerung zeigte sich
auch schon in einer ahnlichen Studie, bei der unter anderem die Auswirkungen des
PAB auf den rechten Ventrikel untersucht wurden (116). Insgesamt |asst sich daraus
schlielen, dass FHL-1 womdglich einen protektiven Effekt in Hinblick auf die
Fibrosierung im rechten Ventrikel bei chronischer Druckbelastung besitzt. Wie diese
protektive Wirkung des FHL-1 zustande kommt, ist jedoch noch unklar und bendétigt
weitere Forschungen.

Eine zentrale Rolle in der Reaktion des Herzens auf eine chronische Druckbelastung
spielen die Kardiomyozyten. Sie verlieren in der neonatalen Phase die Fahigkeit zur
Mitose und kénnen daher nur mit Hypertrophie auf eine erhdhte Druckbelastung
reagieren (22). In der eigenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass das PAB gut
geeignet ist eine Hypertrophie der Kardiomyozyten zu induzieren. Auch in anderen
Studien fuhrte das PAB durch die chronische Druckbelastung zu einer solchen
Hypertrophie im rechten Ventrikel (28, 59). Die Wahrnehmung der erhdhten
Druckbelastung lauft Uber verschiedenen Sensoren fur biomechanischen Stress,
welche im Kapitel 1.4 beschrieben wurden. Sie initiieren Signalwege, welche letztlich
dazu fuhren, dass die Kardiomyozyten hypertrophieren. Die Rolle von FHL-1 in diesen
Signalwegen ist noch nicht ausreichend geklart. Untersuchungen am linken Ventrikel
konnten zeigen, dass FHL-1 mit der N2B-Region des Titins in den Sarkomeren
assoziiert und somit Teil eines Sensors fur biomechanischen Stress ist. Dabei
interagiert es mit den Gg- und Raf-1/MEK/ERK-Signalwegen. Ein FHL-1-Knockout
fuhrte bei diesen Untersuchungen 2zu einer geringeren Hypertrophie der
Kardiomyozyten des linken Ventrikels im Rahmen einer TAC im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen (99). In der eigenen Arbeit konnte der Hypertrophie-verringernde
Effekt eines FHL-1-Knockouts nicht gezeigt werden. Eventuell entwickelten die PAB-
operierten FHL-1-KO-Mause nach einer Woche sogar eine gréRere Hypertrophie als
die PAB-operierten Wildtyp-Mause. Der FHL-1-Knockout hatte also im rechten
Ventrikel in dieser Hinsicht keinen protektiven Effekt. Dass sich die Kardiomyozyten-

GroRen der PAB-operierten FHL-1-KO-Mause und Wildtyp-Mause im weiteren Verlauf
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immer mehr annaherten, kann ein Hinweis darauf sein, dass es weitere Hypertrophie-
induzierende Signalwege gibt, die unabhangig von FHL-1 ablaufen. Es ist wichtig,
diese Signalwege weiter zu untersuchen, um ein mogliches Schlisselmolekil als
neues therapeutisches Angriffsziel zu finden, welches allen Signalwegen gemeinsam
ist.

Ein weiterer wichtiger Faktor im Rahmen der Reaktion auf eine chronische
Druckbelastung des Herzens ist die Kapillarisierung des Myokards. Durch die
Hypertrophie der Kardiomyozyten steigt deren Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf (30). Im
Rahmen einer physiologischen adaptiven Hypertrophie, beispielsweise in Folge von
Ausdauertraining, kommt es auch zu einer Zunahme der Kapillarenanzahl, sodass die
Sauerstoffversorgung der Kardiomyozyten gewahrleistet ist (115). Die pathologische
maladaptive Hypertrophie geht hingegen nicht mit einer Erhéhung der Kapillarenanzahl
einher, sodass es zur Abnahme der Kapillarendichte kommt. Die Versorgung der
Kardiomyozyten mit Nahrstoffen und Sauerstoff wird somit also immer schlechter und
die Vulnerabilitat fir ischamische Insulte steigt (30). Welche Mechanismen die adaptive
und maladaptive Hypertrophie unterscheiden, ist momentan Gegenstand der
Forschung und hat als Ziel, neue therapeutische Moglichkeiten aufzudecken (112,
115). Der Einfluss von FHL-1 auf die Angiogenese ist noch nicht ausreichend geklart.
Im linken Ventrikel entwickelten die FHL-1-KO-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
eine verstarkte Angiogenese (78). In der eigenen Arbeit konnte hingegen kein Einfluss
eines FHL-1-Knockouts auf die Kapillarisierung nachgewiesen werden. Die signifikant
héheren Quotienten bei den PAB-operierten Ma&usen im Vergleich zu den
scheinoperierten Mausen lassen vermuten, dass es im Rahmen des PAB zu einer
Induktion der Angiogenese kommt. Es kam namlich zu einem Anstieg des Quotienten
aus Kapillarenanzahl zu Kardiomyozytenanzahl. Insgesamt konnte jedoch kein Einfluss
von FHL-1 auf die Kapillarisierung im rechten Ventrikel gezeigt werden. Erneut wurde
deutlich, dass sich Erkenntnisse lber den linken Ventrikel nicht ohne weiteres auf den

rechten Ventrikel Gbertragen lassen.

4.2.4 Molekularbiologische Parameter

Um die Rolle von FHL-1 auf die molekularen Prozesse in den Kardiomyozyten zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit die Genexpression verschiedener
Hypertrophiemarker untersucht. Zunachst konnte gezeigt werden, dass durch die

chronische Druckbelastung des rechten Ventrikels im Rahmen des PAB die Expression
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des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) und des B-Typ natriuretischen Peptids
(BNP) signifikant anstieg. Dies konnte auch schon in anderen Studien mit PAB
beobachtet werden (59, 109). ANP und BNP werden, in Folge der erhdhten
Wanddehnung durch die Druckbelastung, in den Kardiomyozyten vermehrt gebildet
und sezerniert (21). Sie sorgen Uber eine Aktivierung der membranstandigen
Guanylylcyclase fir eine Erhdéhung der cGMP-Konzentration in den glatten
Muskelzellen und bewirken somit eine Vasodilatation, sodass die Druckbelastung fir
das Herz sinkt (1, 17, 21). Die Beziehung zwischen FHL-1 und BNP bzw. ANP im
rechten Herzen ist bislang noch unklar. In der eigenen Arbeit konnte kein Einfluss
eines FHL-1-Knockouts auf die BNP- bzw. ANP-Expression gezeigt werden. Dies lasst
vermuten, dass es mehrere Sensoren in den Kardiomyozyten gibt, die die erhdhte
Druckbelastung wahrnehmen und Signalwege aktivieren, die, unabhangig von FHL-1,
zu einer Expression von ANP und BNP fihren (21, 76).

Des Weiteren wurde die Expression von Phospholamban (Plb), des Ryanodin-
Rezeptors Typ 2 (Ryr2) und der Kalzium-transportierenden ATPase Typ 2 (ATP2A2)
untersucht, welche vor allem fur den Kalzium-Haushalt in den Kardiomyozyten von
Bedeutung sind. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen des PAB
zu einer Runterregulation der Expression von ATP2A2 und Phospholamban kommen
kann, welches womdglich durch die Stérung der Kalzium-Homdostase zu einer
diastolischen Dysfunktion beitragt (109). In der eigenen Arbeit konnte beim Vergleich
der PAB-operierten Mause mit den scheinoperierten Mausen nur eine tendenzielle
Verminderung der Expression von Phospholamban, Ryr2 und ATP2A2 festgestellt
werden. Ein Einfluss von FHL-1 auf die Expression dieser Gene konnte nicht gezeigt
werden.

Bei der Untersuchung der Genexpression der Muskelproteine a-MHC und B-MHC
konnte in dieser Studie eine tendenzielle Verringerung der a-MHC-Expression bei
gleichzeitig signifikanter Hochregulierung der B-MHC-Expression in den PAB-
operierten Mausen beobachtet werden. Diese sog. Aktivierung des fetalen
Genprogramms durch das PAB konnte auch schon in anderen Studien gezeigt werden
(30, 109). Dabei kommt es zu einem Wechsel von der a-MHC mit schneller ATPase-
Aktivitdt zu der B-MHC mit langsamer ATPase-Aktivitat, wodurch langfristig der
Energieverbrauch der Zelle gesenkt werden soll (17, 25, 55, 56). Auch beim Menschen
konnten Veranderungen in der Expression der Mhc-Proteine bei Patienten mit
Herzinsuffizienz gezeigt werden (56). In wie weit diese Veranderungen jedoch auch

Auswirkungen auf die Funktion des menschlichen Herzens haben, ist bislang noch
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unklar, da in menschlichen Herzen auch unter physiologischen Bedingungen mehr (-
MHC als o-MHC exprimiert wird (56, 117). Im linken Ventrikel flhrte ein FHL-1-
Knockout bei TAC-operierten Mausen zu einer geringeren Expression von B-MHC als
im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (99). Ein solcher Einfluss von FHL-1 auf die B-
MHC-Expression konnte in dieser Studie nicht festgestellt werden. Auch die a-MHC-
Expression wurde durch den FHL-1-Knockout nicht beeinflusst. Dies lasst vermuten,
dass FHL-1 im rechten Ventrikel wahrscheinlich nicht in den Signalwegen, die die
Expression der Mhc-Gene regulieren, involviert ist.

In Hinblick auf die Expression der Kollagen-Gene Col1a1, Col1a2 und Col3a1 konnte
in dieser Studie eine signifikant starkere Expression bei den PAB-operierten Mausen
im Vergleich zu den Sham-operierten Mausen festgestellt werden. Auch in anderen
Studien konnten &hnliche Effekte des PAB auf Expression der Kollagen-Gene
nachgewiesen werden (59, 109, 109). Vor allem die Kollagene | und Ill spielen bei der
Fibrosierung, die in Folge der erhdhten Druckbelastung im rechten Ventrikel auftritt,
eine wichtige Rolle und beeinflussen die Funktion des Ventrikels (25, 38). Die Maxima
der Expressionswerte waren schon nach drei Tagen erreicht, welches flir eine sehr
schnelle Aktivierung der fir die Fibrosierung verantwortlichen Gene durch das PAB
spricht. In einer anderen Studie wurden diese Maxima erst nach einer Woche erreicht
(59). Ursache fir diesen zeitlichen Unterschied koénnten unter anderem die
unterschiedlichen Mausstamme sein, die verwendet wurden. Wie bereits in Kapitel 4.1
erwahnt kann es je nach verwendetem Mausstamm zu unterschiedlichen
physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen der Herzen auf die erhdhte
Druckbelastung kommen (59, 108). Es ist zu beachten, dass Black Swiss Mause als
Auszuchtstamm eine gréRere genetische Heterogenitat aufweisen als Inzuchtstdamme,
welches Expressionsschwankungen innerhalb der Gruppe erklaren kénnte (106). Es ist
zu vermuten, dass die rechten Ventrikel der in der eigenen Arbeit verwendeten Black
Swiss Mause schneller mit einer Fibrosierung auf eine Druckbelastung reagieren als
andere Mausstdmme. Die in dieser Studie beobachteten abfallenden Expressionswerte
der Kollagen-Gene im weiteren Verlaufen wurden auch in einer anderen Studie
sichtbar (59). Die Ursachen fur diesen Abfall sind jedoch noch unklar. Signifikante
Unterschiede zwischen den FHL-1-Knockout-Mausen und den Wildtyp-Mausen in
Hinblick auf die Expression der Kollagen-Gene konnten in der eigenen Arbeit nicht
beobachtet werden. Jedoch zeigten die PAB-operierten FHL-1-KO Mause tendenziell
eine starkere Expression der Kollagen-Gene als die PAB-operierten Wildtyp-Mause.

Diese Tendenz steht auch im Einklang mit den Beobachtungen aus den histologischen
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Untersuchungen der Fibrosierung in den rechten Ventrikel, bei denen die PAB-
operierten FHL-1-KO Mausen nach drei Tagen signifikant hohere Fibrosierungsgrade
aufwiesen als die PAB-operierten Wildtyp-Mause (siehe Kapitel 3.3.1 und 4.2.3). Dies
lasst vermuten, dass FHL-1 im rechten Ventrikel bei Druckbelastung eher einen
protektiven Effekt hinsichtlich der Fibrosierung hat. Im linken Ventrikel zeigte FHL-1
hingegen keine Effekte auf die Fibrosierung bei Druckbelastung (99). FHL-1 scheint
also auch in Hinblick auf die Regulation der Kollagenbildung in den jeweiligen

Ventrikeln eine unterschiedliche Rolle zu spielen.

4.3 Fazit

Abschlie3end I&sst sich zusammenfassen, dass die in der Arbeitshypothese formulierte
Vermutung, ein FHL-1-Knockout wirde sich positiv auf die Funktion des rechten
Ventrikels bei chronischer Druckbelastung auswirken, nicht belegt werden konnte. Es
zeigte sich vielmehr tendenziell ein gegenteiliges Ergebnis. Die Erkenntnisse Uber die
Rolle von FHL-1 im linken Ventrikel hinsichtlich der Hypertrophie-Entwicklung, der
Dilatation des Ventrikels, der ventrikularen Funktion sowie der Fibrosierung und der
Angiogenese konnten in dieser Studie nicht fur den rechten Ventrikel aufgezeigt
werden. Es wurde sehr deutlich, dass Ergebnisse des linken Ventrikels nicht ohne
weiteres auf den rechten Ventrikel Gbertragen werden kénnen. Dies ist mdglicherweise
auf die unterschiedliche embryonale Herkunft der Ventrikel zurtickzufuhren (32, 35).
Dadurch kommt es in den beiden Ventrikeln zur Expression unterschiedlicher Gene,
und auch der Expressionsgrad identischer Gene ist unter Umstanden im linken
Ventrikel in einem anderen Mal3e ausgepragt als im rechten Ventrikel (41, 43). Schon
in anderen Studien zeigte der rechte Ventrikel im Vergleich zum linken Ventrikel
unterschiedliche Reaktionen auf beispielsweise Norepinephrin oder eine Stimulierung
der alpha-1-adrenergen Rezeptoren (44, 45). Auch eine Volumenbelastung fihrt in den
jeweiligen Ventrikeln zu unterschiedlichen Anpassungsvorgédngen (48). Die
Bestimmung der basalen FHL-1-Expression in beiden Ventrikeln kénnte demnach
hilfreich sein, die unterschiedliche Rolle von FHL-1 in den beiden Ventrikeln genauer
zu verstehen. Die Erforschung dieser moglichen Unterschiede kdnnte in Zukunft dabei
helfen, neue Herzkammer-spezifische Therapeutika zu entwickeln.

In Hinblick auf die Rolle von FHL-1 im rechten Ventrikel ware es sinnvoll, im weiteren
Verlauf nach neuen Interaktionspartnern zu suchen, um besser verstehen zu kénnen,
in welche Signalwege FHL-1 involviert ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen namlich

vermuten, dass es im rechten Ventrikel mehrere Sensoren flr biomechanischen Stress
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gibt, deren Signalkaskaden teilweise unabhangig voneinander ablaufen. Zudem hat
auch die Art des biomechanischen Stresses Einfluss auf die Reaktion des Herzens
(118). So kommt es bei Druckbelastung des rechten Ventrikels zu anderen
Anpassungsvorgangen als bei Volumenbelastung (119). Daher koénnten auch
Untersuchungen zur Rolle von FHL-1 bei Volumenbelastung zu neuen Erkenntnissen

Uber dessen Funktion fuhren.
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5 Zusammenfassung

Bei der pulmonalen Hypertonie ist die Kompensationsfahigkeit des rechten Ventrikels
der lebenslimitierende Faktor. Daher ist dieser und die in ihm ablaufenden
Anpassungsvorgange bei erhdhter Druckbelastung Gegenstand intensiver Forschung.
Insbesondere die Wahrnehmung der erhdhten Druckbelastung im rechten Ventrikel
und die daraus resultierenden Umbauprozesse sind wichtige Aspekte, um die
Pathophysiologie genauer zu verstehen und neue spezifische Therapieansatze zu
entwickeln.

Das zytoskelettale Signalprotein FHL-1 kénnte eine wichtige Rolle in diesem
Zusammenhang spielen. Untersuchungen am linken Ventrikel konnten nachweisen,
dass FHL-1-Knockout-Mause eine abgeschwachte Reaktion auf eine chronische
Druckbelastung zeigten und somit gegenuber einer Linksherzhypertrophie geschitzt
waren.

Uber die Rolle von FHL-1 im rechten Ventrikel ist bisher nur sehr wenig bekannt. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob ein FHL-1-Knockout auch im
rechten Ventrikel einen protektiven Faktor bei chronischer Druckbelastung darstellt.
Dazu wurde mittels pulmonalarteriellem banding (PAB) eine chronische
Druckbelastung in den rechten Ventrikeln generiert und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten echokardiographische und hamodynamische Funktionsparameter sowie
histologische und biomolekulare Veranderungen zwischen Wildtyp- und FHL-1-
Knockout-Mausen verglichen. In den Ergebnissen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den FHL-1-Knockout- und den Wildtyp-Mausen. Das PAB
fuhrte zu einem erhoéhten rechtsventrikuldaren Druck, einer vergroRerten
rechtsventrikularen Wandstarke und einer Kammerdilatation sowie zu einer
verschlechterten rechtsventrikuldaren  Funktion. Auch in den histologischen
Untersuchungen zeigte sich eine Rechtsherzhypertrophie infolge des PAB in Form von
vergrolRerten Kardiomyozyten. Des Weiteren fielen eine verstarkte Fibrosierung und
eine erhohte Kapillarenanzahl auf. Auf biomolekularer Ebene kam es zu einem Anstieg
in der Expression von Hypertrophie- und Kollagen-Genen. Die Expression von Genen
der Kalzium-Homoostase blieb durch das PAB unverandert. Insgesamt zeigte sich in
keinem der erfassten Parameter einen Einfluss durch den FHL-1-Knockout. Somit
wurde deutlich, dass sich die pathophysiologischen Signalwege im Rahmen einer

chronischen Druckbelastung im linken und rechten Ventrikel unterscheiden.
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6 Summary

The ability of the right ventricle to compensate the pressure overload is the life-limiting
factor in pulmonary hypertension. Therefore the right ventricle and its adaptation
processes to pressure overload are subjects of intensive research. Especially the
perception of elevated pressure and the following remodeling processes are important
to understand the underlying pathophysiology and to develop new specific therapies.
The cytoskeletal signalling protein FHL-1 could play an important role in these
processes. Studies on the left ventricle revealed that FHL-1 knockout mice possessed
an attenuated reaction to chronic pressure overload and seem to be protected against
left heart hypertrophy.

So far, the role of FHL-1 in right heart hypertrophy has not been addressed. The aim of
the present study was to examine whether a FHL-1 knockout is also a protective factor
in the right ventricle in case of chronic pressure overload. For this purpose a chronic
right ventricle pressure overload was generated by pulmonary arterial banding (PAB).
Echocardiographic and haemodynamic parameters as well as potential histological and
biomolecular alterations were assessed at different time point post banding
experiments and compared between FHL-1 knockout and wildtype mice. The results
demonstrated no significant differences between the FHL-1 knockout and wildtype
mice. PAB induced an increase in right ventricular pressure, increased right ventricular
wall thickness and chamber dilation and impaired right ventricular function. Histological
examinations revealed an increase in cardiomyocyte size and thus confirmed right
heart hypertrophy following PAB. Furthermore an enhanced fibrosis and increased
number of capillaries could be found. Biomolecular examinations showed an increase
in the expression of hypertrophic and collagen genes. The expressions of genes of the
calcium homeostasis were not changed after PAB. Finally, none of the parameters
assessed was influenced by FHL-1 knockout. In conclusion, the present study shows
that pathophysiological pathways activated following chronic pressure overload might
differ in left and right heart.
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8 Abkirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

um Mikrometer

A-Bande Anisotrope Bande

AC6 Adenylyl Cyclase 6

ACE Angiotensin converting enzyme
ALK1 Activin receptor-like kinase 1
ANP Atriales natriuretisches Peptid
APAH Assoziierte pulmonalarterielle Hypertonie

AT1-Rezeptor

Angiotensin-lI-Rezeptor Subtyp 1

ATP

Adenosintriphosphat

Atp2a2 ATPase Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca2+ Transporting 2

ATPase Adenosintriphosphatase

B2M Bo-Mikroglobulin

B2M 2-Mikroglobulin

BMP bone morphogenic protein

BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor type 2

BNP Brain natriuretic Peptide

BSA Bovine serum albumin

Bw Body weight

Ca” Calcium-lon

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CAV1 Caveolin 1

cDNA complementary DNA

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat

Cl Cardiac Index

cm Zentimeter

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

CPFE combined pulmonary fibrosis and emphysema

CT Computertomographie

CTEPH Chronische thromboembolische pulmonale Hypertonie

Ct-Wert cycle threshold Wert

d Durchmesser

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DNA Desoxyribonukleinsdure

dPAP diastolischer pulmonalarterieller Druck (diastolic pulmonary arterial
pressure)

EGR1 Early growth response protein 1

EKG Echokardiographie

ENG Endoglin

ERK Extracellular-signal regulated kinase

F-Aktin filamentares Aktin
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FGF Fibroblast Growth Factor

FHL-1 Four-and-a-half LIM domain protein 1

g Gramm

G-Aktin globulares Aktin

Gq Phospholipase C gekoppeltes Guanosintriphosphat-bindendes
Protein

h Stunde

H>0, Wasserstoffperoxid

HCM hypertrophe Kardiomyopathie

HIF-1a Hypoxia-inducible Factor-1a

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HPAH Hereditare pulmonalarterielle Hypertonie

HR-CT High resolution Computertomographie

H-Zone Hensen-Zone

IB4-TRITC Isolektin B4-Tetramethylrhodamin-5-isothiocyanat

I-Bande Isotrope Bande

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IP3 Inositoltrisphosphat

IPAH Idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie

K Wandspannung

K" Kalium-lon

KCNK3 Potassium channel subfamily K member 3

kDa Kilodalton

KDM4A Lysin-spezifische Demethylase 4A

kg Kilogramm

I Liter

LOT Langzeitsauerstofftherapie (long-term oxygen therapy)

LV Linker Ventrikel

m Meter

MAP Mean arterial pressure (mittlerer arterieller Druck)

MAP2-Kinase Mitogen-activated protein kinase 2

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase (auch MAP2K genannt)

mg Milligramm

Mg®** Magnesium-lon

MHC Myosin heavy chain

MHz Megahertz

min Minute

ml Milliliter

M-Linie Mittel-Linie

mm Millimeter

mmHg Millimeter-Quecksilbersaule

MMP Matrix-Metalloproteasen

mPAP mittlerer Pulmonalarteriendruck (mean pulmonary arterial pressure)

mRNA messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie

ms Millisekunde

MW Mittelwert

MyBP-C Myosin-bindenden Protein-C

NFAT nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen

ng

Nanogramm
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nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

NT-proBNP N-terminales Propeptid des Brain natriuretic Peptide

P Druck

PAB Pulmonalarterielles banding

PAWP pulmonal arterieller Verschlussdruck (pulmonary arterial wedge
pressure)

PCH pulmonalkapilldre Hdmangiomatose

PCR Polymerase chain reaction

PDES Phosphodiesterase-5

PDGF Platelet-Derived Growth Factor

PEA pulmonale Endarteriektomie

PEVK- Prolin (P)-Glutamat (E)-Valin (V)- Lysin (K)-reiches Segment

Segment/Region

PHF Primares Herzfeld

PKA Protein-Kinase-A

Plb Phospholamban

PPAR o/ Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor a/f

PPHN Persistierende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen

PVOD Pulmonale venookklusive Erkrankung (pulmonary venoocclusive
disease)

PVR pulmonalvaskulare Widerstand (pulmonary vascular resistance)

gRT-PCR Quantitative real time PCR

r Radius

RAAS-System Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Raf-Protein rapidly accelerated fibrosarcoma protein

RBO-Jk Recombining binding protein for immunoglobulin kappa J region

RNA Ribonukleinsdure

RNS Reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species)

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

RV Rechter Ventrikel

RVEDP Right ventricular enddiastolic pressure

RVID Right ventricular internal diameter

RVSP rechtsventrikularer systolischer Druck

RVWT Right ventricular free wall thickness

Ryr2 Ryanodin Rezeptor Typ 2

s Sekunde

S Septum

SAP systemischer arterieller Druck

SD Standard deviation (Standardabweichung)

SEM Standard error of the mean (Standardfehler)

sGC Lésliche (soluble) Guanylatcyclase

SHF Sekundares Herzfeld

SMAD9 SMAD Family Member 9

sPAP systolische pulmonalarterielle Druck (systolic pulmonary arterial
pressure)

TAC Transverse aortic constriction

TAPSE Tricuspid annular plane systolic excursion

TBS Tris-buffered saline

Tei-Index Myocardial performance index (MPI)

TGF-a Transforming growth factor a
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TL Tibia-Lange

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Tris Tris-hydroxymethylaminomethane

USP15 Ubiquitin-spezifische Protease 15

viv Volumen/Volumen

VEGF Vascular endothelial growth factor

WGA-FITC Wheat germ agglutinin-Fluorescein Isothiocyanat

Z-Scheibe

Zwischen-Scheibe
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