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1 Einleitung 

HFpEF 

Definition 

Der Begriff Herzinsuffizienz beschreibt die Unfähigkeit des Herzens, eine ausreichende 

Versorgung der Organe und Gewebe des Körpers mit Blut und folglich mit Sauerstoff 

zu gewährleisten. Die Minderversorgung mit Sauerstoff, die 

Kompensationsmechanismen des Organismus und die Veränderungen der 

Kreislaufverhältnisse führen zu den klinischen Symptomen dieser Erkrankung. 

Beispiele dieser Symptome sind Müdigkeit, Leistungsminderung, Dyspnoe und 

Flüssigkeitsretention. Ursächlich ist dabei eine durch verschiedene Faktoren bedingte 

funktionelle oder strukturelle kardiale Störung. Diese kann sowohl in einer systolischen 

als auch in einer diastolischen Dysfunktion münden. Bei einer systolischen 

Funktionsstörung kommt es durch eine unzureichende Kontraktionsfähigkeit des 

Myokards zu einem verminderten Auswurf aus dem Ventrikel, welcher sich letztlich in 

einer verminderten Ejektionsfraktion widerspiegelt (HFrEF = Heart Failure with 

reduced Ejection Fraction). Bei der diastolischen Dysfunktion hingegen ist die Füllung 

des Ventrikels durch verminderte Relaxationsfähigkeit oder erhöhte Steifigkeit 

beeinträchtigt. Ist die EF trotz Vorliegen von Zeichen der Herzinsuffizienz sowie der 

diastolischen Funktionsstörung nicht erniedrigt, wird diese Form der Herzinsuffizienz 

definitionsgemäß als Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion bezeichnet 

(HFpEF = Heart Failure with preserved Ejection Fraction). Der Begriff der erhaltenen 

Ejektionsfraktion bedeutet, dass eine systolische Funktionsstörung vorhanden sein kann, 

die Auswurffraktion jedoch nicht maßgeblich reduziert ist. Zusätzlich erfolgt seit 

Veröffentlichung der ESC Leitlinien 2016 die Einteilung in eine weitere Gruppe, die 

HFmrEF. Diese Gruppe schließt die zuvor bestehende Lücke in der Definition zwischen 

der HFpEF, mit einer EF ≥ 50% und der HFrEF mit einer EF < 40% (McMurray et al. 

2012). Die HFmrEF beschreibt folglich die Entität einer Herzinsuffizienz mit 

mittelgradiger (mid-range) Ejektionsfraktion (Ponikowski et al. 2016). 
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Darüber hinaus wird die Herzinsuffizienz in eine akute und chronische Herzinsuffizienz 

unterteilt. Hierbei kann „akut“ sowohl ein plötzliches Eintreten aus dem zuvor nicht 

insuffizienten Herzen („de novo“), als auch eine rasche Dekompensation einer 

vorbestehenden chronischen Herzinsuffizienz bedeuten. Der Begriff „chronische 

Herzinsuffizienz“ beschreibt ein konstantes Vorliegen gleichbleibender Symptome über 

mindestens einen Monat. Der Schweregrad der Herzinsuffizienz wird entsprechend der 

NYHA Klassifikation nach Ausprägung der Symptome und Belastungsfähigkeit 

definiert (Ponikowski et al. 2016). 

 

Epidemiologie 

Obwohl die Herzinsuffizienz bereits jetzt zu einer der häufigsten internistischen 

Erkrankungen zählt, nimmt die Relevanz in einer zunehmend alternden Gesellschaft, 

mit höherer Lebenserwartung und besserer Behandlung akuter kardialer Ereignisse, 

weiter zu. Die Prävalenz liegt in der erwachsenen Bevölkerung der ökonomisch höher 

entwickelten Länder etwa bei 1-2% (Redfield et al. 2003). Dabei ist ab einem Alter von 

≥ 70 Jahren mehr als jeder Zehnte von einer Herzinsuffizienz betroffen (Mosterd und 

Hoes 2007). In frühen Studien wurde die Relevanz der HFpEF unterschätzt. Es wurde 

davon ausgegangen, dass lediglich etwa ein Drittel der Patienten mit Herzinsuffizienz 

an einer Herzinsuffizienz mit normaler Auswurffraktion leiden. Weiterhin nahm man 

an, dass Morbidität und Mortalität deutlich unter der der systolischen Herzinsuffizienz 

liegen. Zurückliegende Studien ergaben einen Anteil der HFpEF Patienten an allen 

Herzinsuffizienzpatienten, von zwischen 22 bis 73 % (van Riet et al. 2016; Tiller et al. 

2013; Filippatos und Parissis 2011; Peyster et al. 2004). Diese große Variation beruht 

unter anderem auf den unterschiedlichen Diagnose- und Einschlusskriterien der 

entsprechenden statistischen Erhebungen. Darüber hinaus kommt es nach Analyse 

früherer Studien scheinbar zu einer relativen Zunahme der HFpEF an allen 

Herzinsuffizienzfällen. Die Prävalenz der HFrEF hingegen zeigt sich tendenziell 

rückläufig. Die mittlere Prävalenz der HFpEF liegt laut einer Metaanalyse 

verschiedener Studien mit 4,9 % etwas höher als die der HFrEF mit 3,3 % (van Riet et 

al. 2016). Weiterhin zeigen sich eine im Alter zunehmende Prävalenz sowie eine 

Bevorzugung des weiblichen Geschlechtes. Als Vorerkrankung liegt häufig eine 
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arterielle Hypertonie vor (Bui et al. 2011; MAGGIC 2012). Patienten mit 

Herzinsuffizienz und verminderter EF hingegen sind jünger, mehrheitlich männlich und 

haben in der Anamnese oftmals eine ischämische Herzerkrankung (Mosterd et al. 1999). 

Die Gesamtmortalitätsrate der HFrEF ist höher als die der HFpEF. Hierbei zeigt sich 

eine um 32 % geringe 3 Jahres-Mortalität der HFpEF im Vergleich zur HFrEF. 

Bezüglich der Morbidität und Hospitalisationsrate nähern sich beide Entitäten 

zunehmend an (MAGGIC 2012; Steinberg et al. 2012). 

Obwohl die Gesamtprävalenz der Herzinsuffizienz tendenziell stabil bleibt, nimmt die 

relative Prävalenz der HFpEF unter allen Herzinsuffizienzfällen mit etwa 1% pro Jahr 

stetig zu (Owan et al. 2006). Die Gründe hierfür liegen einerseits in der verbesserten 

Prävention und Behandlung kardiovaskulärer Ereignisse sowie einer Reduktion der 

Mortalitätsrate in Folge besserer Behandlungsmöglichkeiten der HFrEF. Andererseits 

zeigen sich hingegen keine positiven Entwicklungen der Therapieoptionen für die 

HFpEF. Die Mortalitätsrate dieser Form der Herzinsuffizienz bleibt konstant. Der 

demographische Wandel hin zur älteren Bevölkerung und ein damit verbundener 

statistischer Anstieg der Prävalenz von Risikofaktoren für die HFpEF unterstützen 

diesen Trend. 

 

Ätiologie 

Die Ursachen und Risikofaktoren der multifaktoriell bedingen HFpEF sind bisher nicht 

ausreichend geklärt. Aktuell sind wenige zufriedenstellende Studienergebnisse 

vorhanden und die Ergebnisse der vorhandenen Studien sind nicht einheitlich. Wie bei 

der HFrEF sind häufig eine Koronare Herzerkrankung, ein Herzinfarkt, 

Herzklappenerkrankungen, eine arterielle Hypertonie, Herzrhythmusstörungen oder 

andere Erkrankungen, wie beispielsweise Kardiomyopathien, Teil der 

Krankheitsvorgeschichte der Patienten. Das Vorkommen von ischämischen und 

valvulären Herzerkrankungen ist im Falle der HFpEF geringer ausgeprägt als bei der 

HFrEF, wohingegen eine arterielle Hypertonie und Vorhofflimmern sehr häufig als 

Grunderkrankung vorliegen. Des Weiteren tritt die HFpEF häufiger als die HFrEF in 

höherem Alter auf und ist deutlicher mit dem weiblichen Geschlecht, Diabetes mellitus 
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und Adipositas assoziiert. Zusätzliche Risikofaktoren stellen Anämien, Lungen- und 

Nierenerkrankungen dar (Owan et al. 2006; MAGGIC 2012; Ho et al. 2013). 

 

Pathophysiologie 

So unterschiedlich die Ursachen der HFpEF sind, so unterschiedlich sind auch die 

zugrunde liegenden Pathomechanismen der diastolischen Funktionsstörung. 

Unabhängig von der Ursache ist die Füllung des Ventrikels in der Diastole durch eine 

erhöhte passive Steifigkeit des Myokards beziehungsweise durch eine verminderte 

aktive Relaxationsfähigkeit beeinträchtigt (Zile et al. 2004). Folglich erhöht sich der 

notwendige Druck zur Füllung des Ventrikels. Entsprechend der verlängerten Dauer der 

Relaxations- und Füllungsphase, sinkt der Druck nach der Systole zu langsam ab und 

die erneute Füllung wird zusätzlich erschwert. Die diastolischen Drücke nehmen 

hierbei, insbesondere unter höheren Frequenzen, zu (Wachter et al. 2009). 

Da der Ventrikel in der Diastole nicht mehr in der Lage ist das Blut wie zuvor zu 

größten Teilen passiv aufzunehmen, muss der Beitrag des Vorhofs zur Füllung des 

Ventrikels steigen (Phan et al. 2009b). Das Druck-Volumen-Diagramm erfährt eine 

Verschiebung nach oben und links (Zile et al. 2004). Infolge der konstant erhöhten 

enddiastolischen Drücke steigt der pulmonal venöse Druck dauerhaft an (Lam et al. 

2009).  

Im Gegensatz zur HFrEF führt die HFpEF eher zu konzentrischer statt zu exzentrischer 

Hypertrophie des Herzens, was ein höheres Massen-Volumenverhältnis zur Folge hat. 

Das linksventrikuläre enddiastolische Volumen von Patienten mit HFpEF ist im 

Gegensatz zur systolischen Herzinsuffizienz normal oder leicht vermindert (van 

Heerebeek et al. 2006). 

Zudem kommt es bei der HFpEF zu Veränderungen der ventrikulär-arteriellen 

Koppelung. Neben einer vermehrten ventrikulären Steifigkeit führt eine zunehmende 

arterielle Rigidität zu einer überschießenden Blutdruckreaktion in Folge von 

Änderungen der Vor- oder Nachlast. Daher kommt es bei steigender Nachlast zu 

deutlich erhöhten Blutdruckwerten, mit einer weiteren Abnahme der 

Relaxationsfähigkeit und erneut ansteigenden Füllungsdrücken (Borlaug und Kass 
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2008). Dieser Mechanismus führt zusätzlich zu einer Belastungsintoleranz der Patienten 

sowie zu stark schwankenden Blutdruckverhältnissen (Hundley et al. 2001). 

Die chronotrope Inkompetenz stellt einen weiteren Grund für die verminderte 

Belastbarkeit der Patienten mit HFpEF dar. Durch eine reduzierte 

Katecholaminsensitivität kommt es bei diesen Patienten zu keinem ausreichenden 

Anstieg der Herzfrequenz unter Belastung (Borlaug et al. 2006). 

Die Ursachen der pathologischen mechanischen Myokardeigenschaften sind vielfältig 

und liegen vermutlich in einer Modifikation der extrazellulären Matrix sowie 

veränderten passiven und aktiven mechanischen Eigenschaften der kardialen Myozyten 

(Borlaug und Paulus 2011). Bisher bleibt nicht abschließend festzuhalten, ob es sich bei 

den biomechanischen und molekularbiologischen Beobachtungen um Ursachen oder 

Resultate der diastolischen Funktionsstörung handelt. 

Bei den Veränderungen der extrazellulären Matrix, die eine diastolische 

Funktionsstörung auslösen können, steht das Strukturprotein Kollagen im Vordergrund. 

Es kann dabei im Rahmen eines fibrotischen Umbaus zu einer Anhäufung von Kollagen 

im Interstitium, einer Erhöhung des Verhältnisses von Kollagen I zu Kollagen III und 

zu einer vermehrten Quervernetzung des Kollagens kommen (Weber et al. 1993; Kasner 

et al. 2011). Bei Diabetes mellitus und im Alter kann die Steifigkeit des Ventrikels auch 

durch Quervernetzung infolge von Glykierung des Kollagens verändert werden und zur 

diastolischen Funktionsstörung beitragen (Aronson 2003).  

Der Gesamtgehalt des Kollagens in der extrazellulären Matrix wird durch die 

Genexpression des Kollagens in den Fibroblasten, die Aktivität der kollagen-

abbauenden Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sowie deren Inhibitoren (Tissue-

Inhibitors-of-Matrix-Metalloproteinases, TIMPs) bestimmt. Bei der hypertensiven 

Herzerkrankung konnte entsprechend eine reduzierte Aktivität der MMPs nachgewiesen 

werden und es zeigte sich eine vermehrte Expression der TIMPs (Ahmed et al. 2006b). 

Im Plasma konnte in Folge dessen ein Anstieg von Biomarkern des Kollagenumsatzes 

dargestellt werden (Lopez et al. 2010; Gonzalez et al. 2010). 

Patienten mit HFpEF zeigen hypertrophierte Kardiomyozyten mit einem etwa 50% 

größeren Durchmesser und einer dichteren Myofilamentanordnung als Gesunde (van 

Heerebeek et al. 2006). Weiterhin kommt es zu einem Wechsel von der weniger 
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dehnbaren und kürzeren Isoform N2B des Strukturproteins Titin zur Isoform N2BA. 

Dies resultiert in einem gesteigerten Verhältnis N2BA:N2B in Folge einer erhöhten 

Ruhespannung der Myozyten (Nagueh et al. 2004; Borbely et al. 2005). Es zeigen sich 

zusätzlich Hinweise, dass ein Phosphorylisationsdefizit von Titin N2B durch 

Proteinkinase A und Proteinkinase G besteht (Kruger et al. 2009; Borbely et al. 2009). 

Eine unter oxidativem Stress eintretende Bildung von Disulfidbrücken innerhalb der 

Titinmoleküle trägt, gemeinsam mit der veränderten Phosphorylierung, zusätzlich zu 

einer gesteigerten intrinsischen Steifigkeit der Kardiomyozyten bei (Grutzner et al. 

2009)  

Veränderungen in der Kalzium-Homöostase können über eine erhöhte Ruhespannung 

ebenfalls in einer diastolischen Dysfunktion resultieren. Wenn es zu einer 

unphysiologischen Anhäufung in den Kardiomyozyten oder einer verminderten Ausfuhr 

von Kalzium aus diesen kommt, kann die Kontraktion nicht rechtzeitig und nicht 

vollständig beendet werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine verminderte 

Expression der sarcolemmalen Kalzium-Pumpe SERCA sowie die verminderte 

Phosphorylierung ihres inhibitorischen Proteins Phospholamban, durch eine Anhäufung 

von Kalzium in der Zelle zu einer verminderten Relaxationsfähigkeit führen können 

(Bers et al. 2003). 

Grundlegend für die aktive Relaxation der Kardiomyozyten ist das Lösen der 

Querbrücken der Myofilamente Aktin und Myosin nach der Kontraktionsphase. Dieses 

kann in vielfältiger Weise gestört sein und eine verschlechterte Relaxation nach sich 

ziehen. Beispielsweise erhöht die verminderte Phosphorylierung von Troponin I die 

Kalziumsensitivität der Myofibrillen und führt dadurch zu einem verspäteten Lösen der 

Querbrücken (Ramirez-Correa und Murphy 2007).  

Da das Lösen der Querbrücken der Myofilamente ein energieabhängiger Prozess ist, 

kann eine Unterversorgung der Herzmuskelzellen mit Sauerstoff, wie bei KHK oder 

starker Hypertrophie, zu einem verminderten Angebot an ATP führen und die 

Relaxation ebenfalls behindern (Phan et al. 2009a; Smith et al. 2006). 

Die Relaxationsfähigkeit des Ventrikels wird außerdem durch die Wirkung von 

Stickstoffmonoxid moduliert. Es führt zu geringerer Kalziumsensitivität der Myozyten 

und schnellerer Kalzium-Wiederaufnahme in das sarcoplasmatische Retikulum (Paulus 

et al. 1994). Ersteres wird induziert durch Phosphorylierung von Troponin I und 
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letzteres durch Inhibition von Phospholamban. Es konnte im Tiermodell gezeigt 

werden, dass eine Entkopplung der kardialen NO-Synthetase zu einer diastolischen 

Dysfunktion führt (Silberman et al. 2010). 

 

RAAS und diastolische Dysfunktion 

Die bei der Herzinsuffizienz erhöhte Belastung des Herzmuskels, das verminderte 

Herzzeitvolumen und die Unterversorgung mit Sauerstoff führen auf Dauer zu 

vielfältigen Kompensationsreaktionen des kardiovaskulären Systems. Neben 

funktionellen und kurzfristigen Reaktionen wie dem Frank-Starling-Mechanismus oder 

einer reflektorischen Tachykardie, kommt es auch zu Anpassungsreaktionen im 

neurohumoralen System. Unter diesem Begriff wird eine Reihe von kurz und 

längerfristig wirkenden Hormonen zusammengefasst. Dazu zählen das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System, das sympathoadrenerge System, die natriuretischen 

Peptide sowie Vasopressin und Endothelin. Die Ausschüttung dieser Hormone führt 

unter anderem zu einer Erhöhung des Herzzeitvolumens durch erhöhte Herzfrequenz 

und Schlagkraft. Außerdem erfolgt eine Anhebung der Nachlast des Herzens durch 

periphere Vasokonstriktion sowie eine Erhöhung der Vorlast in Folge einer 

Volumenretention (Baig et al. 1998). 

Obwohl die kurzfristige Kompensation der Herzinsuffizienz durch diese Systeme 

vorübergehend erfolgreich ist, führt die dauerhafte Aktivierung dieser 

Kompensationsmechanismen zu Umbauvorgängen des Herzmuskelgewebes und trägt 

dadurch grundlegend zum weiteren Progress der Erkrankung bei. Besonders die 

Hormone des RAAS tragen über systemische und lokale Wirkungen zur Hypertrophie- 

und Fibroseinduktion bei und führen weiterhin durch Flüssigkeitsretention und 

Vasokonstriktion zur Volumenenüberladung des Herzkreislaufsystems. Dies bedingt, 

insbesondere im Hinblick auf die HFpEF, steigende diastolische Füllungsdrücke 

(Weber et al. 1994; Dempsey et al. 1971).  

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System scheint dabei über autokrine und parakrine 

Effekte eine Schlüsselfunktion in der Pathophysiologie der Entwicklung der 

diastolischen Funktionsstörung zu haben (Chinnaiyan et al. 2005). 
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Angiotensin II führt bei Bindung an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor AT1R zu 

einer Aktivierung von MAP-Kinasen, darunter ERK1/2, JNK sowie p38-MAPK. Diese 

bedingen ein vermehrtes Zellwachstum und tragen dadurch zur Hypertrophie der 

Kardiomyozyten bei (Mehta und Griendling 2007).  

Neben der Induktion myokardialer Hypertrophie steht auch die profibrotische Wirkung 

von Angiotensin II und Aldosteron im Vordergrund der Pathogenese der diastolischen 

Dysfunktion.  

Angiotensin II und Aldosteron stimulieren über Ihre jeweiligen Rezeptoren Fibroblasten 

zur Produktion von Kollagen I und III. Zusätzlich modulieren sie die Expression von 

ECM modifizierenden Enzymen wie MMPs und TIMPs (Deschamps und Spinale 

2006).  

Ferner fördert Angiotensin II die perivaskuläre Inflammation des kardiovaskulären 

Systems, die ihrerseits zytokin- und wachstumsfaktorabhängig zu perivaskulärer 

Fibrose führt (Tokuda et al. 2004; Brown 2008). Eine Schlüsselfunktion haben dabei 

der Wachstumsfaktor TGFbeta und die Zytokine TNFalpha sowie IL-6 inne. Im 

Rahmen der Angiotensin II induzierten perivaskulären Inflammation werden diese von 

in den perivaskulären Raum einwandernden Lymphozyten und Makrophagen vermehrt 

produziert. Nachfolgend erhalten diese Faktoren die Inflammation aufrecht und führen 

zusätzlich zu einer vermehrten Kollagendisposition durch Fibroblasten sowie zu einer 

Zunahme der myokardialen Hypertrophie (Lim et al. 2005; Li et al. 2000). 

Neben der Produktion von TGFbeta über Immunzellen im Rahmen der Inflammation 

kommt es unter Einwirkung von Angiotensin II auch zu einer direkten Produktion 

dieses Wachstumsfaktors in Fibroblasten und Myozyten (Campbell und Katwa 1997). 

Des Weiteren erhöht TGFbeta die Expression des profibrotischen Wachstumsfaktors 

CTGF in Fibroblasten und Myozyten des Herzens. Dieser wiederum erhöht die 

Expression von Kollagen I, PAI-1 sowie Fibronektin und wirkt dadurch zusätzlich 

profibrotisch (Chen et al. 2000). 

Darüberhinaus bedingen eine endotheliale Dysfunktion, die perivaskuläre Inflammation 

sowie die durch Angiotensin II und Aldosteron induzierte Produktion reaktiver 

Sauersoffspezies einen verstärkten oxidativen Stress (Sun et al. 2002). Dieser führt zu 
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einer geringeren Verfügbarkeit von Stickstoffmonoxid, dessen relaxierende Wirkung 

entgegen der diastolischen Dysfunktion ausbleibt (Silberman et al. 2010). 

 

Diagnostik 

Zu Beginn der Erforschung der HFpEF gab es keine einheitlichen Kriterien für die 

Diagnostik dieser Erkrankung. Durch die zuvor unbekannte Relevanz waren die ersten 

Daten häufig Nebenprodukte aus Studien über Herzinsuffizienz mit systolischer 

Funktionsstörung. Die Vergleichbarkeit späterer Studien war auf Grund uneinheitlicher 

Einschlusskriterien oftmals nicht gegeben. Es zeigte sich in den folgenden Jahren, dass 

es sich bei der HFpEF um eine klinisch relevante eigenständige Erkrankung handelt und 

klinische Vorgaben für die Diagnostik benötigt werden. Aus diesem Anlass erstellte 

eine Arbeitsgruppe der European Society of Cardiology im Einklang zu den jeweils 

aktuellen experimentellen und klinischen Forschungsergebnissen die „Leitlinien zur 

Diagnostik und Therapie der Herzinsuffizienz“. Das fortschreitende Verständnis der 

Erkrankung, das zunehmende Bewusstsein über die sozioökonomische Relevanz der 

Herzinsuffizienz sowie die Fortschritte in der Diagnostik und Therapie veranlassten 

zuletzt eine Überarbeitung dieser Leitlinien im Jahr 2016 (Ponikowski et al. 2016). 

Die Diagnosestellung der HFpEF erfordert nach den Leitlinien der ESC von 2016 drei 

Bedingungen:  

- Es müssen Zeichen oder Symptome einer Herzinsuffizienz bestehen (I) 

- Es muss eine normale oder nur leicht verminderte systolische Auswurffraktion 

vorliegen (II) 

- Es muss eine laborchemische Erhöhung der natriuretischen Peptide nachweisbar 

sein und es müssen apparativ darstellbare Zeichen einer strukturellen 

Herzerkrankung bestehen, welche auf eine diastolische Dysfunktion hinweisen 

(III) 

 

(I) - Zu den Symptomen und Zeichen der Herzinsuffizienz zählen unter anderem 

Rasselgeräusche bei der Lungenauskultation, eine Jugularvenenstauung, ein 

Lungenödem, die Dyspnoe bei Belastung oder in Ruhe, Knöchelödeme, ein 
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lateralisierter Herzspitzenstoß und vermehrte Müdigkeit. Schwierigkeiten bereiten dabei 

häufig die Beurteilung der Symptome sowie die differenzialdiagnostische Abgrenzung 

zu anderen Erkrankungen. Beispielsweise zeigt sich dies in Bezug auf die Dyspnoe, 

welche eines der frühesten und führenden Symptome darstellt. Insbesondere bei alten 

und übergewichtigen Menschen, die eine besondere Risikogruppe für die HFpEF 

verkörpern, ergeben sich hierbei Probleme in der differenzialdiagnostischen 

Abgrenzung. Entsprechend zeigt sich bezüglich oben genannter Zeichen und Symptome 

eine geringe Spezifität für die Diagnostik der Herzinsuffizienz (Oudejans et al. 2011). 

Der Anamneseerhebung mit Erfassung der bekannten Risikofaktoren einer 

Herzinsuffizienz und insbesondere der HFpEF wird hierbei zur weiteren Abgrenzung 

ein besonderer Stellenwert beigemessen. 

 

(II) - Die normale oder nur leicht verminderte Auswurffraktion des Herzens ist definiert 

als LVEF > 50%. Diese stellt den Anteil des in der Systole ausgeworfenen Volumens 

am enddiastolisch bestehenden Volumen des linken Ventrikels dar. Hierbei wird die 

Planimetrie nach Simpson in 2 Ebenen, gegebenenfalls unter Verwendung eines 

Kontrastmittels zur besseren Darstellung der Endokardgrenzen, empfohlen (Lang et al. 

2015a). 

 

(III) - Zusätzlich wird eine Erhöhung des Serumspiegels der natriuretischen Peptide auf 

> 35 pg/mL für BNP und > 125 pg/mL für nt-pro-BNP als Kriterium gefordert. Da BNP 

und nt-proBNP unter erhöhter kardialer Wandspannung vermehrt ins Blut sezerniert 

werden, gelten sie als Hinweis auf das wahrscheinliche Vorliegen einer 

Herzinsuffizienz als Ursache der Symptome. Dies ermöglicht eine vorläufige 

Abgrenzung gegenüber anderen Differenzialdiagnosen (Weber und Hamm 2006). 

Ferner wird der Nachweis einer funktionellen oder strukturellen Veränderung des 

Herzens als Hinweis auf das Vorliegen einer diastolischen Funktionsstörung neben den 

erhöhten Spiegeln natriuretischer Peptide gefordert. 

Als direkter echokardiographischer Hinweis auf eine strukturelle Veränderung und als 

Resultat der erhöhten Füllungsdrücke wird ein linksatrialer Volumenindex (LAVI) von 

> 34 mL/m2 beziehungsweise ein linksventrikulärer Massenindex (LVMI) von ≥115 
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g/m2 für Männer sowie von ≥95 g/m2 für Frauen als ausreichendes Kriterium angesehen 

(Lang et al. 2015a). 

Einen zusätzlichen hinreichenden echokardiographischen Hinweis auf eine funktionelle 

Veränderung im Sinne einer diastolischen Dysfunktion liefert ein E/E‘≥ 13. Es handelt 

sich dabei um den Quotienten aus der maximalen Geschwindigkeit des frühen 

transmitralen Blutflusses (E) und der maximalen frühen Gewebegeschwindigkeit im 

Bereich des Mitralringes (E‘). Daneben stellt auch ein aus Mittelwert der septal und 

lateral durchgeführten Messung bestimmtes E‘ < 9 cm/s einen Nachweis dar (Paulus et 

al. 2007; Caballero et al. 2015). 

Weiteren Aufschluss über das Vorliegen einer funktionellen Veränderung kann ein 

echokardiographischer Stress-Test liefern. Hierbei werden unter Belastung, im Hinblick 

auf die diastolische Funktion, das E/E‘ Verhältnis, die Geschwindigkeit der 

Trikuspidalklappenregurgitation (als Marker des pulmonalarteriellen Druckes) sowie 

die Änderungen des Herzzeitvolumens, bestimmt (Donal et al. 2016).  

Ebenfalls kann eine invasive intrakardiale Druckmessung mit Nachweis eines erhöhten 

pulmonal-kapillären Verschlussdruckes oder eines erhöhten linksventrikulären 

enddiastolischen Druckes zur weiteren diagnostischen Abgrenzung hinzugezogen 

werden. Diese Untersuchungen können ebenfalls sowohl in Ruhe als auch unter 

Belastung durchgeführt werden (Borlaug et al. 2010). 

Neben den echokardiographischen Hauptkriterien gibt es auch indirekte 

echokardiographische Hinweise auf das Vorliegen einer diastolischen Funktionsstörung. 

Diese stellen sich als Folge der unphysiologischen linksventrikulären Relaxation oder 

myokardialen Steifigkeit dar. 

In den zurückliegenden Leitlinien waren dabei die 2D und die Blutfluss-Doppler 

Echokardiographie als eigenständige Kriterien ausreichend für die Evaluierung der 

diastolischen Funktion und die Diagnosestellung der HFpEF. Die Abhängigkeit einiger 

dieser Parameter von der Progression der diastolischen Funktionsstörung, bis hin zur 

Pseudonormalisierung bestimmter Werte im Verlauf der Erkrankung, wurde auf Grund 

der dadurch entstehenden diagnostischen Unsicherheiten zu einem Kritikpunkt. 

Auch wenn uns mit der Bestimmung des E/E‘ Verhältnisses ein vorlastunabhängiger 

Parameter zur Verfügung steht (Nagueh et al. 1997), erlaubt die Bestimmung 
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klassischer, in der M-Mode-, 2D- und Blutfluss-Doppler-Echokardiographie ermittelter 

Parameter dennoch Rückschlüsse auf das Bestehen einer diastolischen Funktionsstörung 

(Cohen et al. 1996). 

Zu den auf eine Relaxationsstörung des linken Ventrikels hinweisenden Parametern der 

Doppler-Messung zählen laut aktueller ESC Leitlinie das Verhältnis von früher und 

atrialer Welle im Mitraleinflussprofil E/A < 1, die Dezelerationszeit des frühen 

Geschwindigkeitsmaximums über der Mitralklappe (DT) > 220ms sowie eine 

Isovolumetrische Relaxationszeit (IVRT) > 110ms. Ein E/A > 2, eine DT < 140ms und 

eine IVRT < 60ms weisen hingegen auf ein restriktives Füllungsmuster hin (Ponikowski 

et al. 2016). 

 

Therapie 

Bisher gibt es noch keine kausalen Therapien der HFpEF, welche die Morbidität und 

Mortalität der Patienten signifikant positiv beeinflussen. Die in Klinik und Forschung 

verfolgten Ansätze entsprechen den medikamentösen Therapieoptionen der HFrEF und 

verfolgen die Besserung der Symptome der Herzinsuffizienz beziehungsweise der 

Grund- und Begleiterkrankungen. Entsprechend zeigt sich in klinischen Studien, dass 

Patienten mit HFpEF und HFrEF in ähnlicher Häufigkeit mit den Leitsubstanzen der 

Herzinsuffizienztherapie behandelt werden (Maggioni et al. 2013). 

Das RAAS nimmt nach aktuellen Kenntnissen eine zentrale Rolle in der Genese der 

diastolischen Dysfunktion ein und es ist seit einigen Jahren bekannt, dass eine klare 

Prognoseverbesserung für Patienten mit HFrEF unter Therapie mit Angiotensin-

Converting-Enzyme-Inhibitoren (ACEI) und Angiotensin Rezeptor-1 Blockern (ARB) 

besteht (CONSENSUS 1987; SOLVD 1992; McMurray et al. 2003). Dennoch konnte in 

den bisher durchgeführten Studien zur Anwendung von ACEIs und ARBs bei Patienten 

mit HFpEF keine signifikante Besserung der Prognose festgestellt werden. 

So zeigte sich in den Studien PEP-CHF (Cleland et al. 2006), I-PRESERVE (Massie et 

al. 2008) und CHARM-Preserved (Yusuf et al. 2003) unter Einnahme von Perindopril, 

Irbesartan und Candesartan keine signifikante Verbesserung der Gesamtmortalität oder 

der HFpEF-bedingten Hospitalisierungsrate. 
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Ein weiteres grundlegendes Element in der Therapie der Herzinsuffizienz stellen Beta-

Rezeptorenblocker dar. Positive Effekte dieser Medikamentengruppe für die HFrEF, im 

Hinblick auf Reduktion von Mortalität und Hospitalisationsrate, bestätigten sich in 

verschiedenen großen Studien (MERIT-HF 1999; CIBIS-II 1999; Packer et al. 2002). 

Im Bezug auf die HFpEF konnten sich diese Ergebnisse, unter Anwendung von 

Nebivolol, nicht bestätigen. Es zeigte sich jedoch eine geringe Reduktion der 

Gesamtmortalität und krankheitsbezogenen Hospitalisationsrate für ältere Patienten 

(Flather et al. 2005; Mulder et al. 2012). 

Im Vergleich zu den deutlich positiven Effekten der Aldosteronantagonisten 

Spironolacton (Pitt et al. 1999) und Eplerenon (Zannad et al. 2011) auf Mortalität und 

Hospitalisation der HFrEF, konnten diese Effekte kein entsprechendes Ergebnis in der 

Übertragung auf die HFpEF erreichen (Pitt et al. 2014). 

Der Einsatz des Herzglykosid Digoxin erbrachte sowohl bei reduzierter (Ziff et al. 

2015) als auch bei erhaltener Ejektionsfraktion keine Prognoseverbesserung (Ahmed et 

al. 2006a). 

Den wichtigsten Stellenwert in der symptomorientierten Therapie der Herzinsuffizienz 

nimmt die diuretische Therapie zur Behandlung der stauungsbedingten Beschwerden, 

ein. Dieser positive Effekt bestätigt sich für alle Formen der Herzinsuffizienz (Faris et 

al. 2002). 

Die neue Medikamentengruppe der Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren 

konnte, unter Anwendung von LCZ696 bei Patienten mit HFpEF, eine signifikante 

Reduktion des nt-proBNP-Spiegels nach 12 Wochen im Vergleich zu Valsartan 

erreichen (Solomon et al. 2012). Nachfolgende Studien werden zeigen, ob sich diese 

Effekte auch auf die Mortalität oder Hospitalisationsrate dieses Patientenkollektives 

auswirken.  
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microRNA 

MicroRNAs sind kleine, 19-25 Nukleotide lange, nichtkodierende, einzelsträngige RNA 

Sequenzen, die eine wichtige Rolle in der Regulation der Genexpression auf post-

transkriptioneller Ebene spielen. Die erste microRNA wurde 1993 in Caenorhabditis 

elegans gefunden und zunächst als genetische Eigenheit dieser Fadenwürmer betrachtet 

(Lee et al. 1993; Wightman et al. 1993). Später stellte sich heraus, dass microRNAs 

entscheidende Funktionen in der Genregulation der einzelnen Zelle und des Organismus 

von Pflanzen, Tieren und Mensch haben (Pasquinelli et al. 2000). Dies betrifft sowohl 

die Entwicklung und Physiologie als auch die Pathophysiologie verschiedenster 

Systeme. 

Die Produktion der microRNA beginnt im Zellkern durch die Transkription von 

mehrere Kilobasen langen pri-microRNA Sequenzen mit Hilfe der RNA Polymerase II. 

Nachfolgend nimmt die pri-microRNA eine haarnadelförmige und dadurch 

doppelsträngige Struktur an (Lee et al. 2004). Diese doppelsträngigen Bereiche werden 

durch einen Multiproteinkomplex, der auch Microprozessor genannt wird (enthält die 

RNase DROSHA und das RNA-Bindeprotein PASHA), herausgeschnitten (Denli et al. 

2004; Gregory et al. 2004; Lee et al. 2003) und zur Weiterverarbeitung als 70 

Nukleotide lange pre-microRNA mittels Exportin 5 aus dem Zellkern befördert (Yi et 

al. 2003). Dort wird die pre-microRNA durch die RNase Dicer in einen ca. 19-25 

Nukleotide langen Doppelstrang geschnitten (Chendrimada et al. 2005). Dieser wird an 

Argonaut-Proteine gebunden und in einen Komplex namens RISC (RNA-induced-

silencing-complex) geladen. Dabei bleibt nur einer der beiden microRNA-Stränge 

zurück und erfüllt als reife microRNA innerhalb des RISC seine Funktion. Die 

microRNA kann nun an einen komplementären messenger-RNA (mRNA) Strang, im 

Bereich seiner 3’UTR, binden und diese mRNA im Falle einer perfekten oder nahezu 

perfekten Bindung spalten und degradieren. Falls der entsprechende mRNA-Strang nur 

teilweise komplementär ist, bindet die microRNA unvollständig und stattdessen erfolgt 

die Inhibition der Translation dieser mRNA. Die meisten microRNAs binden 

unvollständig, weshalb die Inhibition, gegenüber der Spaltung und Degradation, im 

Vordergrund steht (Hutvagner und Zamore 2002; Khvorova et al. 2003). 
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miR-133a im Mausmodell schwere Entwicklungsstörungen des Herzens aus (Liu et al. 

2008). 

Nachfolgend konnte nachgewiesen werden, dass microRNAs an der Regulation der 

Entwicklung von Stammzellen teilnehmen. Dabei konnte aufgezeigt werden, dass miR-

145 unmittelbar an der Differenzierung embryonaler Stammzellen beteiligt ist, indem 

sie Faktoren für die Erhaltung der Pluripotenz dieser Zellen hemmt (Yi und Fuchs 

2011). 

Neben der Relevanz für die Entwicklung des Organismus konnte ebenfalls 

nachgewiesen werden, dass microRNAs auch an der Pathogenese von Erkrankungen 

beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, dass es in B-Zellen des Menschen bei einer 

chronisch lymphatischen Leukämie zu verminderten Expressionen von miR-15 und 

miR-16 kommt (Calin et al. 2002). Nachfolgend konnte in mehreren Studien ein 

Zusammenhang zwischen microRNAs und der Genese von Neoplasien dargestellt 

werden. Bestimmte microRNAs erhielten im Zuge dessen den Namen Oncomirs 

(Manikandan et al. 2008). 

Im Jahre 2006 erfolgten die ersten Studien zu veränderten microRNA Profilen im 

Myokard der Maus unter pathologischen Einflüssen. Eine Forschungsgruppe 

untersuchte hierbei die microRNA Expression infolge operativ induzierter 

Nachlaststeigerung (van Rooij et al. 2006). 

Heute gibt es zahlreiche microRNAs, die bereits im Zusammenhang mit 

kardiovaskulären Erkrankungen erforscht wurden. Einige dieser microRNAs spielen 

unter anderem eine entscheidende Rolle in der Entwicklung einer Fibrose und 

Hypertrophie des Herzmuskels. 

So konnte in oben genanntem Mausmodell für kardiale Fibrose und Hypertrophie 

(Aortenligatur) nachgewiesen werden, dass es zu einer vermehrten Expression von miR-

208 unter diesen Bedingungen kommt. Darüber hinaus konnte durch Entfernen des 

Gens für miR-208 gezeigt werden, dass die prohypertrophischen und profibrotischen 

Effekte in Abwesenheit dieses Regulators kaum nachweisbar sind. Damit konnte 

dargelegt werden, dass miR-208 ein notwendiger Faktor für die Entwicklung der 

Hypertrophie und Fibrose in diesem Mausmodell ist (van Rooij et al. 2007). Wiederrum 

reicht eine Überexpression von miR-208a im Herzen transgener Mäuse aus, um eine 
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Hypertrophie sowie Störung der elektrischen Reizleitung zu induzieren (Callis et al. 

2009). 

Nachweislich zeigen myokardiale Proben von Patienten mit Herzinsuffizienz eine 

vermehrte Expression von miR-199b (da Costa Martins et al. 2010). Die Inhibition von 

miR-199b im Mausmodell der Aortenligatur vermindert, wie auch für miR-208 gezeigt, 

die Ausprägung der myokardialen Fibrose und Hypertrophie. Für miR-199a und miR-

214 konnten in einem sehr ähnlichem Versuchsaufbau, sowohl im Bezug auf das 

vermehrte Vorhandensein dieser microRNAs nach Aortenligatur, als auch im Bezug auf 

die Effekte unter Antagonisierung ähnliche Ergebnisse nachgewiesen werden (el 

Azzouzi et al. 2013). 

In verschiedenen Modellen konnte gezeigt werden, dass miR-1 und miR-133 bei 

kardialer Hypertrophie im Mausmodell eine verringerte Expression aufweisen (Elia et 

al. 2009). Sowohl die Behandlung mit einem miR-133 Antagonisten, als auch das 

Knock-out von miR-1 sind dabei für sich ausreichend, um eine kardiale Hypertrophie zu 

provozieren (Care et al. 2007).  

In einer weiteren Studie zeigte sich, dass die Expression von miR-133b und miR-30c 

direkte Auswirkungen auf die Expression von CTGF hat. Die Suppression von miR-

133b und miR30c führte dabei zu einer gesteigerten Expression von CTGF und 

darüberhinaus zur vermehrten Expression dessen Targets Kollagen I und Fibronectin 

(Duisters et al. 2009). 

Eine direkte Wirkung in Richtung einer Fibrose zeigt auch miR-21, welche in späteren 

Stadien der Herzinsuffizienz hochreguliert ist. Diese microRNA steigert das 

Fibroblastenwachstum und die Expression von Wachstumsfaktoren über eine 

Aktivierung der MAP-Kinase ERK, welche letztlich zu einer interstitiellen Fibrose und 

myokardialen Hypertrophie führt (Thum et al. 2008).  

Weiterhin sei miR-29 erwähnt. Es handelt sich dabei um eine microRNA, die in der 

Randzone des Herzinfarktes der Maus vermindert exprimiert wird und an der 

Regulation zahlreicher Bestandteile der extrazellulären Matrix beteiligt ist. Unter 

anderem scheint miR-29 die Synthese von Kollagen zu hemmen. In vitro und in vivo 

Versuche ergeben dabei Hinweise, dass eine vermehrte Expression von TGFbeta zu 
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einer Reduktion des Vorkommens von miR-29 führt und damit eine Fibrose induziert 

(van Rooij et al. 2008). 

Neben dem Vorkommen in Geweben, konnte das Vorhandensein von microRNAs auch 

im Serum nachgewiesen werden. Diese existieren in einer sehr stabilen Form, die 

sowohl wiederhole Frost- und Auftauzyklen übersteht, als auch vor RNasen geschützt 

ist (Mitchell et al. 2008). Der Grund für diese Beständigkeit ist bisher nicht 

abschließend geklärt. Unabhängig vom Sekretionsmechanismus wurde nachgewiesen, 

dass bei einer Erkrankung unterschiedliche microRNA Muster in Blutzellen und Serum 

auftreten und infolgedessen das microRNA-Profil im Serum nicht Resultat zerfallener 

Blutzellen sein kann.  

Auch wenn bisher nicht endgültig geklärt ist, auf welchem Weg die microRNAs ins 

Serum übertreten, gibt es Hinweise, dass diese in membranösen Mikrovesikeln 

(Ohshima et al. 2010), apoptotischen Körperchen (Min und Chan 2015), 

Lipoproteinkomplexen (Vickers et al. 2011) oder Proteingebunden mittels Argonaut 

Proteinen (Arroyo et al. 2011) vorkommen. Vermutlich tragen sie in dieser Form auch 

zur Kommunikation zwischen verschiedenen Zellen bei (Hergenreider et al. 2012; Bang 

et al. 2014). 

Neuere Erkenntnisse zeigen die mögliche Anwendbarkeit von bestimmten Serum-

microRNAs als Biomarker für myokardiale Prozesse. Zahlreiche Untersuchungen zu 

Serum-microRNA Profilen bei kardialen Erkrankungen sind bereits erfolgt. Beispielhaft 

seien dabei Studien an Patientenseren erwähnt, welche die Anwendbarkeit von miR-208 

als Biomarker für kardiale Ischämien (Wang et al. 2010) oder von miR-423-5p als 

Biomarker für eine Herzinsuffizienz (Tijsen et al. 2010) bestätigt haben. Auch wenn 

eine Verwendung dieser microRNAs als Biomarker in der Klinik bereits jetzt prinzipiell 

möglich wäre, erfolgte bisher noch kein Nachweis einer Überlegenheit gegenüber den 

etablierten Markerproteinen auf Basis größerer klinischer Studien. 

Um microRNAs auch als Therapieoption zu etablieren, wurde ebenfalls an 

Möglichkeiten der Beeinflussung des microRNA Haushaltes geforscht. Besonders 

interessant erweist sich dabei die Verwendung intravenös anwendbarer Antagomirs. 

Nach Verabreichung führen diese in verschiedenen Geweben zu verminderten Spiegeln 

der antagonisierten microRNA (Krutzfeldt et al. 2005). Im Hinblick auf die 
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Auswirkungen dieser antisense Oligonukleotide ergaben sich einige Hinweise, dass die 

Verwendung im Mausmodell vielversprechende Möglichkeiten bietet. 

So konnte am Beispiel von miR-133 eine Hypertrophie und Fibrose allein durch 

Anwendung eines Antagomir induziert sowie im Bezug auf miR199a und miR-214 ein 

prohypertrophischer Einfluss durch Antagonisierung abgemildert werden (Care et al. 

2007). Auch wenn eine Anwendung als Therapeutikum zwar vorstellbar, jedoch noch 

nicht in Sicht ist, so kann in der Grundlagenforschung ein tiefergehendes Verständnis 

der von microRNAs ausgehenden Regulationsmechanismen ermöglicht werden. 
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Zielsetzung der Arbeit 

Die Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion stellt eine Erkrankung mit 

zunehmender Relevanz in unserer Bevölkerung dar. Entgegen der Fortschritte in der 

Grundlagenforschung sowie klinischer Erfolge in Diagnostik und Therapie der HFrEF, 

stagnieren diese in Bezug auf die HFpEF. Dies liegt zum einen an der geringeren 

allgemeinen Bekanntheit und damit geringeren Forschungsarbeit zu diesem Thema, als 

auch an dem Mangel an gut validierten Tiermodellen für die experimentelle 

Erforschung dieser Erkrankung. Ebenso liegen nur begrenzt Forschungsergebnisse zur 

Ursache der HFpEF auf molekularer Ebene vor, welche die Grundlage für neue Wege in 

der Therapie, als auch für mögliche Methoden zur Diagnostik darstellen. 

Ziel der Arbeit ist die Validierung und echokardiographische Charakterisierung eines 

Mausmodells für HFpEF. Nachfolgend soll zunächst ein Profil der microRNA im 

Myokard erstellt werden und dieses im Anschluss validiert und quantifiziert werden. 

Die Herzinsuffizienz soll dabei durch eine subkutane Applikation von Angiotensin II in 

mittlerer Dosierung induziert werden. Um nähere Aussagen über die Progression der 

hämodynamischen und molekularbiologischen Veränderungen zu erhalten, werden 

verschiedene Zeitspannen der Applikation gewählt. 

Bei der echokardiographischen Evaluation soll der Fokus insbesondere auf den 

diagnostischen Leitlinien der European Society of Cardiology sowie weiterer 

grundlegender Parameter der diastolischen Funktion liegen. Hintergrund hierfür ist die 

besondere Relevanz der Echokardiographie, als einzige nahezu flächendeckend 

vorhandene, einfach anzuwendende und insbesondere nichtinvasive Möglichkeit zur 

Diagnosestellung und Verlaufskontrolle der HFpEF. 

Ist diese Evaluation des Mausmodelles erfolgt, soll anschließend ein Profil der 

microRNA im Mäusemyokard per Microarray erstellt werden. Dieses wird 

bioinformatisch ausgewertet und eine Auswahl der vielversprechendsten Targets per 

qRT-PCR quantifiziert. Auf Grundlage dieser Daten wollen wir sowohl Aufschlüsse 

über das microRNA-Profil in der diastolischen Dysfunktion und HFpEF, als auch über 

die Auswirkungen von Angiotensin II auf das microRNA Profil des Myokards erhalten. 

Wir erhoffen uns durch diese Daten neue Ansatzpunkte für eine therapeutische 

Beeinflussung sowie zur Erleichterung der Diagnostik der HFpEF zu finden.  
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2 Material und Methoden 

Materialien 

Nachfolgend werden die für die molekularbiologischen Versuche verwendeten Geräte, 

Software und Primer aufgelistet. Die verwendeten Reagenzien und Kits werden im 

Rahmen der Erläuterung der Methoden genannt. 

Geräte  

Arbeitsbank Captair bio, Erlab, Val de Reuil, Frankreich 

Arbeitsbank Captair flex, Erlab, Val de Reuil, Frankreich 

Autoclav VX-95, Systec GmbH, Linden 

Feinwaage ALJ I60-4NM, Kern & Sohn GmbH, Balingen 

Microarray Scanner GenePix 4100A, Molecular Devices, CA, USA 

Mikrokapilläre RNA Analyse 2100 Bioanalyzer, Agilent, CA, USA 

Mikrowelle Microwave 800, Severin GmbH, Sundern 

Mini Zentrifuge Galaxy Mini, VWR, PA, USA 

Mini Zentrifuge D-6015, neoLab, Heidelberg 

PCR System labcycler, SensoQuest GmbH, Göttingen 

PCR System PCR System 9700, ThermoFisher, MA, USA 

Pipetten Research Plus, Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettierhilfe pipetus, Hirschmann Laborgeräte GmbH, Eberstadt 

Pipettierroboter Qiacube, Qiagen N.V., Hilden 

qRT-PCR optisches Reaktionsmodul CFX96 Real-Time System, Bio-Rad, CA, USA 

qRT-PCR Thermocycler C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad, CA, USA 

Schwingmühle MM 301, Retsch GmbH, Haan 

Spannungsquelle GPS 200/400, Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden 

Spektrometer ND-1000, ThermoFisher, MA, USA 

Spülmaschine Mielabor G7783, Miele & Cie. KG, Gütersloh 

Sterilisator T6060, Heraeus GmbH, Hanau 

Trockeninkubator Thermomixer compact, Eppendorf AG, Hamburg 

Vortex MS2 Minishaker, IKA GmbH, Staufen im Breisgau 

Waage DeltaRange PE3600, Mettler-Toledo GmbH, Gießen 

Zentrifuge Multifuge 3 S-R, Heraeus GmbH, Hanau 

Zentrifuge Centrifuge 5430 R, Eppendorf AG, Hamburg 

Zentrifuge Centrifuge 5415 D, Eppendorf AG, Hamburg 

Zentrifuge Centrifuge 5402, Eppendorf AG; Hamburg 
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Zentrifuge SpeedVac, ThermoFisher, MA, USA 

Tabelle 2.1: Verwendete Geräte 

 

Software Name 

Auswertung Echokardiographie VisualSonics Vevo770 System, Toronto, Canada 

Datenanalyse Microarray R 2.12, The R Project, Wien, Österreich 

Graphen und Statistik Graphpad Prism 5, Graphpad, CA, USA 

qRT-PCR Software Bio-Rad CFX Manager 2.0, Applied Biosystems, CA, 
USA 

Scanner Software Microarray GenePix Pro 5, Molecular Devices, CA, USA 

Statistik Microarray Limma 3.8.3, Bioconductor, Open source 

Tabelle 2.2: Verwendete Software 

 

Primer  

Kollagen 1 a1 antisense TGAGGCACAGACGGCTGAGTA 

Kollagen 1 a1 sense CCCAGTGGCGGTTATGACTT 

Kollagen 3 a1 antisense GACCTCGTGCTCCAGTTAGC 

Kollagen 3 a1 sense CCTGGAATAGCTGGACCAAA 

CTGF antisense GCTCCACTCTGTGGTCTGGA 

CTGF sense TAGCTGCCTACCGACTGGAA 

GAPDH antisense AAGATGGTGATGGGCTTCCCG 

GAPDH sense TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC 

SERCA 2 a antisense GACAAGCTGTTGAGGGCATT 

SERCA 2 a sense GACAACCCAGACTTCGATGG 

18 S TaqMan Hs99999901_s1, Applied Biosystems, CA, 
USA 

BNP TaqMan Mm01255770_g1, Applied Biosystems, CA, 
USA 

TIMP 2 TaqMan Mm00441825_m1, Applied Biosystems, 
CA, USA 

miR-21 mmu-miR-21 TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

miR-29c mmu-miR29c TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

miR-15b mmu-miR-15b TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

miR-133a mmu-miR-133a TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

miR-133b mmu-miR-133b TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 
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miR-199a-3p mmu-miR-199a-3p TaqMan microRNA Assay 
Applied Biosystems, CA, USA 

miR-199a-5p mmu-miR-199a-5p TaqMan microRNA Assay 
Applied Biosystems, CA, USA 

miR-199b mmu-miR-199b TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

miR-709 mmu-miR-709 TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

miR-214 mmu-miR-214 TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

let-7a mmu-let-7a TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

let-7e mmu-let-7e TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

snoRNA 234 snoRNA234 TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

snoRNA 202 snoRNA202 TaqMan microRNA Assay Applied 
Biosystems, CA, USA 

Tabelle 2.3: Verwendete Primer 
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Tiermodell 

Ethische Grundlagen 

Alle durchgeführten Tierversuche wurden nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes durch 

das Regierungspräsidium Darmstadt genehmigt (Gen. Nr. B2/246). Die Tierversuche 

wurden unter Einhaltung der Leitsätze der Gesellschaft für Versuchstierkunde 

durchgeführt.  

Bei den Versuchstieren handelte es sich um eigens für Tierversuche gezüchtete Tiere, 

die vom Zuchtbetrieb JANVIER S.A.S, 53940 Le Genest Saint Isle in Frankreich 

bezogen wurden. 

Versuchsaufbau 

Die HFpEF wurde im Mausmodell mittels parenteraler Verabreichung einer mittleren 

Dosis Angiotensin II induziert. Hierfür wurden weiblichen C57Black6 Mäusen im Alter 

von 11 Wochen osmotische Minipumpen der Firma ALZET (Model 1004, CA, USA) 

subkutan unter die Haut des Rückens implantiert. Damit die Pumpen die gewünschte 

Angiotensin-II-Abgabe von 500 ng/kg/min (Entsprechend 0,72 mg/kg/d) bei einer 

Förderrate von 0.11µl/h erreichen, wurden die Pumpen adaptiert an das Körpergewicht 

der betreffenden Maus mit Angiotensin II-Lösung gefüllt. Die Pumpen der Sham-Mäuse 

wurden mit NaCl Lösung gefüllt. Die konstante Abgabe von 0,11 µl/h wird laut 

Herstellerangaben über 28 Tage gewährleistet. Um eine suffiziente Abgabe von 

Angiotensin II zum Zeitpunkt der Implantation zu gewährleisten, wurden die Pumpen 

vor Implantation für 48 Stunden in 37 °C warmer NaCl-Lösung inkubiert. 
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Der Versuchsaufbau bestand aus 2 Behandlungs-Gruppen und 2 Sham-Gruppen:  

 

Abbildung 2.1: Versuchsaufbau 

 

- C57Bl/6 Mäuse mit Angiotensin II per osmotischer Minipumpe über 7 Tage 

- C57Bl/6 Mäuse mit Angiotensin II per osmotischer Minipumpe über 28 Tage 

- C57Bl/6 Mäuse mit NaCl per osmotischer Minipumpe über 7 Tage 

- C57Bl/6 Mäuse mit NaCl per osmotischer Minipumpe über 28 Tage 

 

Die Implantation der Pumpen erfolgte am ersten Tag. Die Echokardiographie der 

Versuchstiere wurde einen Tag vor der Euthanasie und Gewebeentnahme, die am 7ten 

respektive 28ten Tag stattfand durchgeführt. 

Operationstechnik 

Implantation der osmotischen Mini-Pumpen: 

Die intraoperative Analgesie erfolgte durch subkutane Gabe von Buprenorphin in einer 

gewichtsadaptierten Dosierung von 0.1 mg/kg KG. Die Narkose des Tieres fand im 

allseits verschlossenen Becherglas durch Zufuhr eines Isofluran-Luft-Gemisches (5% 

Forene®, AbbVie GmbH, Wiesbaden) über einen Isofluran-Verdampfer statt. Die 

Aufrechterhaltung der Inhalationsnarkose wurde mit Isofluran-Luft-Gemisch (2% 

Forene®, AbbVie GmbH, Wiesbaden) über einen Atemtrichter gewährleistet. Die 

Lagerung des Tieres fand während des gesamten Eingriffes in Bauchlage auf einer 

beheizten Wärmeplatte statt. Die Köpertemperatur des Tieres wurde dabei rektal 

gemessen. 
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Nach ausführlicher Hautdesinfektion im Schnittführungsbereich wurde mit einer 0,6cm 

langen transversalen Inzision durch Kutis und Subkutis in Höhe des Kreuzbeins 

begonnen. Die Subkutis wurde stumpf in der Medianen nach kranial bis zum Nacken 

von der Muskulatur getrennt. In diese künstlich geformte Höhle unter der Haut konnte 

dann die ALZET-Pumpe eingebracht werden. 

Im Anschluss erfolgte der Wundverschluss durch Naht mit einem resorbierbaren 5-0 

Faden (VICRYL, Ethicon, NJ, USA). Postoperativ erfolgte über mindestens 3 Tage eine 

analgetische und antiphlogistische Behandlung mit Carprofen (Rimadyl®, Pfizer, NY, 

USA) in einer Dosierung von 5mg/kg subkutan. 

Vorbereitung zur Echokardiographie 

Zur echokardiographischen Untersuchung der Versuchstiere wurde eine Narkose mit 

3% Isofluoran-O2-Gemisch im allseits verschlossenen Becherglas eingeleitet und diese 

mit 1-1.5% Isofluoran-O2-Gemisch über einen Atemtrichter aufrechterhalten. Die 

Mäuse wurden auf einer Wärmeplatte gelagert und ihre Körpertemperatur mit einer 

rektalen Temperatursonde gemessen. An den Extremitäten fand eine EKG-Ableitung 

statt. Die Brustwand der Mäuse wurde rasiert und überbleibende Haare mit einem 

chemischen Haarentferner gelöst. Zur besseren Schallübertragung auf die Haut wurde 

ein vorgewärmtes Ultraschallgel aufgetragen. 

Euthanasie/Gewebeaufarbeitung 

Je nach Gruppe wurden die Versuchstiere zur Organentnahme nach 7 beziehungsweise 

28 Tagen mittels Isofluran analgesiert und nach Wiegen und retroorbitaler 

Blutentnahme durch zervikale Dislokation euthanasiert. Das Blut wurde in einem mit 

EDTA benetzten Röhrchen direkt in einer vorgekühlten Zentrifuge zentrifugiert, der 

Plasmaüberstand in ein Gefäß abpipettiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Das 

entnommene ganze Herz wurde in Kochsalzlösung ausgewaschen und auf einer 

Feinwaage gewogen. Je nach Verwendungszweck wurden die entnommenen Gewebe 

unterschiedlich verarbeitet. Für molekularbiologische Untersuchungen wurden die 

Organe in etwa 2mm große Stücke zerteilt und innerhalb eines verschraubbaren Gefäßes 

in flüssigem Stickstoff gefroren. Für mögliche histologische Untersuchungen wurden 

die Organe in Tissue-Tek, einem Medium aus wasserlöslichen Glykolen und Harzen, 
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eingebettet und vorsichtig auf flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung aller 

Gewebe erfolgte anschließend bei -80° C. 

 

Methodik 

Grundlagen transthorakale echokardiographische Untersuchung 

Das bildgebende Verfahren der transthorakalen echokardiographischen Untersuchung 

ermöglicht die nichtinvasive Beurteilung von Morphologie, mechanischer Funktion und 

Strömungsverhältnissen des Herzens durch Ultraschall. Gleich dem Prinzip der 

Sonographie nutzt man den Effekt der Reflexion von Ultraschallwellen an Grenzflächen 

unterschiedlicher Impedanz. Das Ultraschallgerät erzeugt Ultraschallwellen einer 

Frequenz von 1 bis 40 MHz durch Ausnutzen des inversen piezoelektrischen Effektes 

und misst die reflektierten Wellen durch den direkten piezoelektrischen Effekt. Die 

Latenzzeit und der Schalldruck reflektierter Wellen erlauben eine Berechnung der Tiefe 

und Echogenität der untersuchten Gewebe. Eine Frequenzverschiebung detektierter 

Wellen ermöglicht darüber hinaus die Bestimmung der Geschwindigkeit bewegter 

reflektierender Grenzflächen. Die Daten werden geräteintern verarbeitet und optisch auf 

einem Monitor ausgegeben (Feigenbaum 1977). 

Die echokardiographische Untersuchung der Versuchstiere wurde mit einem Gerät der 

Fima VisualSonics (Vevo 770 high resolution imaging System, Toronto, Canada) sowie 

einem 30 MHZ Schallkopf durchgeführt. Die anschließende Analyse der 

Echokardiogramme erfolgte mit der geräteinternen Software des Vevo 770. 

2D-Modus 

In der 2D-Mode Echokardiographie verwendet man in einer Ebene fächerförmig 

ausgesandte Ultraschallimpulse zur zweidimensionalen Darstellung eines 

Gewebequerschnittes. 

In der Echokardiographie unserer Versuchstiere wurden dabei standardmäßig 3 

Schnittebenen untersucht. Die parasternale lange Achse, die parasternale kurze Achse 

sowie der apikale Vierkammerblick. 
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M-Modus 

Der M-Mode ermöglicht die Darstellung des Verlaufes eines linearen Schnittes, entlang 

der Schallrichtung innerhalb des 2D-Modus, aufgetragen auf die Zeitachse. Dies 

ermöglicht die nachträgliche Analyse eines Bewegungsablaufes und die Messung von 

veränderlichen, herzaktionsabhängigen Parametern. 

In der parasternal langen Achse wurden dabei auf Höhe der Mitralsegelspitzen die 

volumetrischen Parameter (u.a. LVIDd, IVSd, LVPWD, LVEF, LVFS) bestimmt.  

Flussdoppler 

Die Flussdopplerechokardiographie ermöglicht die Messung von 

Strömungsgeschwindigkeiten an sich gegen die Ausbreitungsrichtung des Ultraschalls 

bewegenden Grenzflächen durch Ausnutzen des Doppler-Effektes (Baker et al. 1977). 

Im Falle des Blutflusses dient die Erythrozytenmembran als frequenzverschiebende 

Grenzfläche. 

Es gibt die Methoden des Continuous-Wave- und des Pulsed-Wave-Dopplers. Hierbei 

erhält man im Falle des Pulsed-Wave-Verfahrens eine Ermittlung der 

Flussgeschwindigkeit in einem ortsgenauen Sektor des Schallstrahles, wohingegen der 

Continuous-Wave-Doppler eine exakte Bestimmung aller Flussgeschwindigkeiten im 

Verlauf des gesamten Schallstrahls ermöglicht. 

In unserem Versuchsaufbau wurden die Parameter E, A, die Dezelerationszeit (DT) 

sowie die isovolumetrische Relaxationszeit (IVRT) im apikalen Vierkammerblick 

mittels PW-Doppler bestimmt. E und A, als früher und später maximaler transmitraler 

Fluss, sowie die Dezelerationszeit des frühen transmitralen Flusses, wurden auf Höhe 

der Mitralsegelspitzen bestimmt. Die IVRT wurde im linksventrikulären Ausflusstrakt 

bestimmt. 

Gewebedoppler 

Der Doppler-Effekt lässt sich auch an sich bewegenden Geweben wie dem Herzen 

nachweisen. Dabei kommt es an der Grenzfläche des sich bewegenden Endokards zur 

Frequenzverschiebung. Die Messung der frühen und späten maximalen 
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Gewebegeschwindigkeiten, E‘ und A‘, erfolgte aus apikaler Anlotung in den Bereichen 

medial und lateral des Mitralklappenringes. 
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Molekularbiologische Untersuchungen 

mRNA Extraktion aus Gewebe 

Das gefrorene Gewebe wurde mit Hilfe von Metallkugeln und einer Schwingmühle 

(MixerMill, Retsch GmbH, Haan) zerkleinert und homogenisiert. Die RNA wurde 

entsprechend den Herstellerprotokollen des mRNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden) 

isoliert. Nach der Denaturierung von Proteinen und insbesondere RNasen sowie der 

mechanischen Homogenisierung, folgte die Gewinnung und Aufreinigung der RNA in 

einer Säule auf einer Silikat-basierten Membran und die abschließende Eluation der 

gebundenen RNA in RNase freiem Wasser. Diese Methode ermöglicht die Isolation von 

RNA mit einer Länge von mehr als 200 Nukleotiden. Die Schritte vor und nach der 

Homogenisierung des Gewebes wurden manuell durchgeführt, die Schritte der 

Aufreinigung über die Silikatsäule hingegen wurden nach manueller Beladung 

maschinell durch einen Pipettierroboter (QIAcube, Qiagen, Hilden) ausgeführt. Die 

Extraktion wurde strikt unter RNase freien Bedingungen durchgeführt. Die gewonnene 

RNA wurde nach der Quantifizierung in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C 

aufbewahrt. 

Photospektrometrische RNA-Quantifizierung 

Nach Extraktion der Gesamt RNA schloss sich die photometrische Bestimmung des 

RNA-Gehaltes und der Qualität der Proben per Photospektrometer (NanoDrop ND-

1000, ThermoFisher, MA, USA) an. Das Gerät stellt die Adsorptionskurve zur 

Qualitätskontrolle über den Bereich von 220 nm bis 350 nm graphisch dar und 

quantifiziert die Menge der erhaltenen RNA. Die Reinheit wird als Quotient der 

Adsorption bei 260nm zu 280nm angegeben. 

microRNA Extraktion aus Gewebe 

Das gefrorene Gewebe wurde entsprechend den Herstellerprotokollen des miRNeasy 

Micro Kit (Qiagen, Hilden) unmittelbar mit einer Guanidinium-Thiocyanat und Phenol 

haltigen Reagenz (Qiazol, Qiagen, Hilden) versetzt und anschließend mit Hilfe einer 

Metallkugel und einer Schwingmühle (MixerMill, Retsch GmbH, Haan) zerkleinert und 

homogenisiert. Die ersten Isolationsschritte entsprechen einer Guanidinium-Thiocyanat-
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Phenol-Chloroform Extraktion. Dabei kommt es nach hinzufügen von Chloroform und 

Zentrifugation zur Trennung in 3 Phasen. Die obere aquatische Phase, welche die RNA 

enthält und weiter verwendet wird, die DNA-haltige Interphase sowie eine untere 

organische und proteinreiche Phase. Es folgte die Gewinnung und Aufreinigung der 

microRNA auf einer Silikatsäule und die anschließende Eluation der gebundenen RNA 

in RNase freiem Wasser. Die Methode des miRNeasy Micro Kit ermöglicht die 

Isolation von RNA ab einer Länge von etwa 18 Nukleotiden. Die Durchführung der 

Homogenisierung und Phasentrennung wurde manuell durchgeführt, die Schritte der 

Aufreinigung über die Silikatsäule wurden maschinell (QIAcube, Qiagen, Hilden) 

ausgeführt. Die Extraktion wurde strikt unter RNase freien Bedingungen durchgeführt. 

Die gewonnene microRNA wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C 

aufbewahrt. 

Qualitätskontrolle der microRNA und mRNA 

Zur Qualitätskontrolle von Gehalt und Integrität der microRNA und mRNA wurden 

elektrophoretische Untersuchungen per mikrokapillären Analysechips durchgeführt 

(Bioanalyzer 2100 - RNA Assay/small RNA Assay, Agilent, CA, USA).  

microRNA Microarray 

Die Suche nach veränderten Expressionsmustern auf microRNA Ebene wurde mit Hilfe 

eines microRNA Microarrays durchgeführt. Microarrays stellen „Bio-Chips“ dar, 

welche es ermöglichen, eine große Anzahl von Targets in einer Probe zu untersuchen. 

microRNA Arrays bedienen sich dabei der Hybridisierung von microRNA aus einer 

Versuchsprobe, an eine mit vielen tausend microRNA-spezifischen Oligonukleotiden 

bestückte Oberfläche. Da die zu untersuchenden microRNAs zuvor mit einem Farbstoff 

versehen wurden, ist es im Anschluss nach Binden der microRNA an diese Oberfläche 

möglich mit einem Scanner die Intensität der Fluoreszenz der einzelnen Targets 

auszulesen. Hierüber kann die Expression vieler microRNAs in einer einzelnen Probe 

ausgewertet werden. 

Verwendet wurden die Microarrays „Mouse miRNA Microarray 2.0“ der Firma Agilent 

(Design ID 021828, Agilent, CA, USA). Die Fluoreszenzmarkierung wurde mit den 

Reagenzien des „miRNA Complete Labeling and Hyb Kit“ durchgeführt. Die Erstellung 

der Arrays erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Hierzu wurde die aus dem LV 
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isolierte gesamte RNA zunächst mittels einer Kalbsphosphatase über 30 Minuten bei 

37°C dephosphoryliert. Anschließend wurde die dephosphorylierte RNA mittels DMSO 

bei 100°C über 10 Minuten denaturiert, um im nächsten Schritt einen Farbstoff zu 

ligieren. Hierbei wurden über einen Zeitraum von 2 Stunden, mit Hilfe einer RNA 

Ligase, Cyanine 3-pCp Moleküle an die 3‘ Enden der RNA ligiert. 

Darauf folgend wurde die gelabelte RNA Vakuum-reduziert. Die vom Hersteller 

vorgeschlagene Säulenaufreinigung wurde dabei nicht angewendet. Stattdessen erfolgte 

eine verlängerte Vakuumrotation über 3 h bei 55 °C zur weiteren Aufkonzentration.  

Die konzentrierte RNA wurde mittels Hybridisationspuffer gelöst, bei 100 °C für 5 

Minuten inkubiert und anschließend auf Eiswasser für 5 Minuten gekühlt. Die 

Hybridisierung der RNA an das Microarray erfolgte innerhalb spezieller 

Metallkammern (Agilent Microarray Hybridization Chambers – G2543, Agilent, CA, 

USA). Die RNA wurde in diesen Kammern zwischen dem Microarray und einer 

abdichtenden Glasplatte, gemeinsam mit einer mobilen Luftblase eingeschlossen. 

Anschließend kamen die Kammern zur Hybridisierung unter Rotation mit 20 rpm für 20 

Stunden in einen 55°C heißen Ofen. 

Abschließend wurde die überschüssige, nicht gebundene RNA in mehreren Schritten 

ausgewaschen. Hierzu wurden die Hybridisationskammern zunächst in Waschpuffer 

eröffnet und zerlegt. Die Microarrays wurden nachfolgend in eine Halterung eingefügt 

und für 5 Minuten bei Raumtemperatur in einem Triton X-102 enthaltenden Puffer 

gewaschen und anschließend erneut für 5 Minuten, in einem über Nacht auf 37°C 

vorgewärmten Puffer ausgewaschen. 

Das Fluoreszenzmuster wurde dann unmittelbar nach dem Auswaschen mit einem 

Scanner (GenePix 4100A, Molecular Devices, CA, USA) bei 532 nm mit einer 

Auflösung von 5 µm / Pixel ausgelesen. Zur Steuerung des Scanners sowie der 

Bildanalyse wurde GenePix Pro (5.1.0.19, Molecular Devices, CA, USA) verwendet. 

Die Datenanalyse erfolgte in R (2.12, open source). Korrigiert wurden systematische 

Unterschiede zwischen den ausgelesenen Arrays, durch Verschieben der einzelnen 

Spot-Intensitäten um die Differenz des Mittelwertes der Intensitäten des jeweiligen 

Arrays, gegen den Globalen Mittelwert der Intensitäten aller Arrays. Anschließend 

erfolgte eine Quantilen-Normalisierung.  
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Da jede microRNA pro Array mehrfach vorkommt, wurden die verschiedenen 

Expressionswerte der einzelnen Replikate gemittelt, um pro untersuchter microRNA 

und Microarray einen einzigen Expressionswert zu erhalten.  

Die weitere statistische Analyse wurde mittels Limma (Bioconductor, 3.8.3, open 

source) durchgeführt. Es erfolgte die Bestimmung der Änderung der mittleren 

Expression zwischen den Gruppen sowie eine Bestimmung der Konfidenzintervalle und 

p-Werte mittels moderierter t-Statistik nach Bayes. 

Die Durchführung der oben genannten Schritte erfolgte in Kooperation mit Dr. Jochen 

Wilhelm, dem Leiter der Zentraleinheit für Biostatistik und Microarray-Analytik des 

Excellence Cluster Cardio-Pulmonary System der Justus-Liebig Universität Gießen. 

PCR-Gel-Primertest 

Vor Verwendung für die quantitative Real-Time-PCR wurden neue 

Oligonukleotidprimer auf optimale Reaktionstemperatur und Spezifität getestet. Dazu 

wurde eine Polymerase Kettenreaktion mit Temperaturgradient durchgeführt. Die 

Produkte wurden unter Verwendung einer Längenreferenz in einer Agarose-Gel-

Elektrophorese (1% Agarosegel) mit Ethidiumbromid aufgetrennt und die Banden in 

einem UV-Imager (Chemi Doc, Biorad, CA, USA) dargestellt. 

Jeder Reaktionsansatz bestand aus 2.5µL 10x PCR-Puffer, 0.5µL 10mM dNTP mix, 

0.6µL 20mM MgCl2, je 0.5µL Vorwärts- und Rückwärtsprimer, 18.9µL Nuklease-

freiem Wasser sowie 1µL cDNA und 0.5µL Taq-Polymerase.  

Der verwendete Thermocycler erhitzte für 5 Minuten auf 95°C und wiederholte 40 

Zyklen von 95°C für 30 Sekunden, der Gradienten-Temperatur für 30 Sekunden und 

72°C für 30 Sek. Nach den repetitiven Zyklen wurde die Temperatur für 10 Minuten auf 

72°C gehalten, ehe das Reaktionsprodukt in das Gel pipettiert und über eine 

Spannungsquelle aufgetrennt werden konnten. 

Reverse Transkription der mRNA 

Zur Quantifizierung bestimmter Targets auf mRNA-Ebene musste die isolierte RNA 

vor Verwendung in der qRT-PCR in cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde eine 

reverse Transkription mit dem SuperSkript II Reverse Transkription Kit (ThermoFisher, 
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MA, USA) durchgeführt. Die Verwendung eines Random Primers ermöglicht das 

Umschreiben der gesamten RNA in cDNA.  

10 µL der isolierten RNA wurden mit 1µL Random Primer (200ng/µl) und 1µL dNTP-

Mix gemischt und anschließend auf dem Thermoblock eines Thermocyclers für 5 

Minuten bei 65°C zur Anlagerung gebracht. Es wurden 2µL 0.1M DTT, 4µL 5x First 

Strand Buffer und 1µL RNase-Out hinzugefügt. Nach Inkubation bei 25° C für 2 

Minuten wurde 1µL der reversen Transkriptase SuperSkript II hinzugefügt. Es folgten 

10 Minuten Inkubation bei 25°C, 50 Minuten bei 42°C und 15 Minuten bei 70°C. Alle 

Schritte außerhalb des Thermoblocks wurden auf Eis durchgeführt. Die gewonnene 

cDNA wurde bei -20°C gelagert. 

qRT-PCR 

Die quantitative Real-Time-PCR entspricht der klassischen PCR mit optischer Echtzeit-

Bestimmung der Menge an synthetisierter DNA nach jedem Zyklus. Die Detektion der 

DNA-Menge geschieht durch unspezifische Einlagerung eines fluoreszierenden 

Moleküls in doppelsträngige DNA und die Messung dieser Fluoreszenz in einem 

optischen Thermocycler. Als interkalierender Farbstoff wurde SYBR-Green verwendet. 

Zur Kontrolle der Spezifität der PCR wurde nach Beendigung der Zyklen der q-RT-

PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. 

Die Reaktion wurde in 96-Well Platten durchgeführt, wobei jedes Template als Triplett 

vorzufinden war. Auf jeder Platte wurde ein Kontroll-Triplett mit Reaktionsansatz ohne 

Template cDNA aufgetragen. Als Template diente die cDNA aus der reversen 

Transkription mit Random Primer. 

Pro Well befanden sich im Reaktionsansatz: 

- 0.5µL Vorwärtsprimer 

- 0.5µL Rückwärtsprimer 

- 12.5µL SYBR-Green PCR Mastermix (Applied Biosystems, CA, USA) 

- 10.5µL Nuklease freies Wasser 

- 1µL Template 

Die Herstellung des Reaktionsansatzes fand unter ständiger Kühlung der Reagenzien 

und unter DNA und Nuklease freien Bedingungen statt. 
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Das eingestellte Programm des Thermocyclers startete für 2 Minuten bei 50°C und es 

folgten 10 Minuten bei 95°C. Anschließend erfolgten 44 repetitive Zyklen von 15 

Sekunden Inkubation bei 95°C und 1 Minute bei einer Primer-abhängigen Temperatur 

sowie dem Ablesen der Fluoreszenz jedes Wells am Ende jedes Zyklus. Nach 

Beendigung aller Zyklen folgte die Erstellung einer Schmelzkurve durch schrittweise 

Erhöhung der Temperatur von 65°C auf 95°C in 0.5°C Intervallen und einer 

Fluoreszenzmessung der Platte am Ende jedes Intervalls. Zur relativen Quantifizierung 

der Untersuchten mRNA wurde diese mittels GAPDH auf die RNA-Menge 

normalisiert. 

Die Auswertung der qRT-PCR Ergebnisse wurde mit dem Programm des 

Geräteherstellers durchgeführt (CFX Manager, BioRad, CA, USA). 

TaqMan qRT-PCR 

Neben der klassischen quantitativen PCR mittels interkalierender Farbstoffe wurden 

ebenfalls FRET-basierte (Fluorescence Resonance Energy Transfer) TaqMan Sonden 

verwendet. Bei dieser Form der qRT-PCR nutzt man den Effekt des Förster-

Resonanzenergietransfers, einer abstandsabhängigen, strahlungsfreien 

Energieübertragung zwischen zwei zumeist fluoreszierenden Molekülen. Das Energie 

gebende Molekül wird Donor genannt, das Energie aufnehmende Molekül Akzeptor. Es 

kann bei Annäherung der Moleküle einerseits zu einer Fluoreszenzverschiebung von 

Donor zu Akzeptor kommen, andererseits kann auch eine Fluoreszenzlöschung 

resultieren. Im Falle der TaqMan qRT gibt es einen fluoreszierenden Donor, der als 

Reporter bezeichnet wird und einen Fluoreszenzlöschenden Akzeptor, der Quencher 

genannt wird (Whitcombe et al. 1999). 

Eine Sonde bestehend aus fluoreszierendem Reporter und nichtfluoreszierendem 

Quencher, jeweils angeheftet an das 5', beziehungsweise 3' Ende einer zum Target 

komplementären Sequenz, dient als Farbstoff für die Detektion der Syntheseprodukte 

bei der TaqMan Methode. Die Sonde bindet dabei spezifisch an eine bestimmte 

Sequenz der zu detektierenden cDNA. Diese befindet sich zwischen den 

Bindungsstellen von Vorwärts- und Rückwärts-Primer. Im gebundenen und 

ungebundenen Zustand befinden sich Reporter und Quencher in enger räumlicher Nähe 

und es resultiert eine Fluoreszenzlöschung. Erreicht die DNA-Polymerase bei der 
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Synthese den doppelsträngigen Bereich aus Sonde und cDNA, wird die gebundene 

Sonde durch die zusätzliche 5'-3'-Exonukleasefähigkeit der Polymerase abgebaut. Der 

Quencher löst sich von der Sonde und entfernt sich vom Reporter. Dies führt zur 

detektierbaren Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs. 

Die Taq-Man qRT-PCR wurde mit cDNA aus der mit Random-Primern transkribierten 

mRNA durchgeführt. Die Reaktionsansätze wurden pro Target als Triplett, inklusive 

eines Template freien Ansatzes, auf einer 96-Well Platte aufgetragen und die Reaktion 

in einem optischen Thermocycler durchgeführt. Als Reporter fungierte der Farbstoff 

FAM, ein Derivat des fluoreszierenden Moleküls Fluorescein. 

Als Reaktionsansatz befanden sich pro Well: 

- 1.25µL 20x TaqMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, CA, USA) 

- 12.5µL 2x TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, CA, 

USA) 

- 10.25µL Nuklease freies Wasser 

- 1µL cDNA Template 

Das Ansetzen des Reaktionsgemisches wurde unter gekühlten Bedingungen in einem 

cDNA- und Nuklease-freien Milieu durchgeführt. 

Der Thermocycler heizte für die Reaktion 2 Minuten auf 50 °C und anschließend 10 

Minuten auf 95°C. Es folgten 44 repetitive Zyklen aus Temperaturen von 95°C für 15 

Sekunden und 60°C für 60 Sekunden. 

Die Auswertung erfolgte auf dem zugehörigen Programm CFX Manager (BioRad, CA, 

USA), als Normalisierung diente das 18S rRNA Gen. 

Reverse Transkription der microRNA 

Das Umschreiben der microRNA in cDNA wurde mittels einer Target-spezifischen 

Methode durchgeführt (TaqMan microRNA Assay, Applied Biosystems). Verwendet 

wurde totale RNA, inklusive microRNA. Im Gegensatz zur klassischen reversen 

Transkription wird kein Random-Primer verwendet, sondern ein für eine einzelne 

microRNA spezifischer haarnadelförmiger Primer. Dieser Primer lagert sich an das 3' 

Ende des microRNA Templates an und bildet eine Doppelstrangstruktur mit seinem in 

Richtung des eigenen 3' Ende gelegenen Anteil. Es erfolgt nun die Verlängerung des 
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Primers entlang des Template. Diese Form der reversen Transkription ist trotz der 

kurzen Länge der Template Sequenzen hochgradig spezifisch und produziert längere 

cDNA Stränge als das eigentliche Ausgangsmaterial. 

Pro Reaktion, für ein Template und einen Primer, wurde ein RT-Mastermix 

(ThermoFisher, MA, USA) von 7 µL hergestellt. Dieser bestand aus: 

- 0.15 µL 100mM dNTPs 

- 1µL MultiScribe reverse Transkriptase (50 U/µL) 

- 1.5µL 10x Reverse Transkription Puffer 

- 0.19µL RNase Inhibitor (20 U/µL) 

- 4.16µL Nuklease freiem Wasser.  

Diesem Ansatz wurden 5µL totale RNA hinzugefügt. Zuletzt wurde dieser 

Mastermix mit 3µL des spezifischen Primers zu 15µL Reaktionsansatz komplettiert. 

Alle Reaktionsansätze und Enzyme befanden sich dabei kontinuierlich auf Eis. Bei 

Produktion der cDNA bedarf es mit dieser Methode eines eigenen Reaktionsansatzes für 

jeden verwendeten Primer und jedes verwendete Template. 

Das Reaktionsgemisch wurde, für die Synthese auf dem Thermocycler, für 30 Minuten 

bei 16°C gehalten, 30 Minuten auf 42°C erwärmt, 5 Minuten auf 85°C erhitzt und 

zuletzt auf 4°C abgekühlt. Die Lagerung der produzierten cDNA fand bei -20° C statt. 

microRNA qRT-PCR 

Zur Quantifizierung der Menge an cDNA, respektive microRNA, des ursprünglichen 

Gewebes wurde eine quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreation mit den 

Produkten der zuvor beschriebenen reversen Transkription durchgeführt. Es handelt 

sich dabei um eine FRET-Sonden basierte Form der qRT-PCR (TaqMan smallRNA 

Assay, Applied Biosystems, CA, USA). Wie bei der TaqMan qRT-PCR beschrieben, 

dient eine Sonde, bestehend aus fluoreszierendem Reporter und nichtfluoreszierendem 

Quencher, welche an die Enden einer targetspezifischen Sequenz angeheftet sind als 

Farbstoff. Die 5'-3'-Exonuklease Fähigkeit der DNA-Polymerase ermöglicht das 

Auslösen der Fluoreszenz. Die hohe Spezifität ergibt sich neben der Verwendung 

spezifischer Sonden aus der Verwendung spezifischer Vorwärts- und Rückwärts-Primer 

sowie der Target-spezifischen reversen Transkription (Chen et al. 2005). Die qRT-PCR 
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wurde auf 96-Well-Platten in einem optischen Thermocycler, mit je einem Triplett pro 

Template und Target durchgeführt. Auf jeder Platte befand sich ein Triplett mit cDNA 

freiem Reaktionsansatz als Negativkontrolle. Als Reporter wurde der Farbstoff FAM 

verwendet. 

Der Reaktionsansatz für ein Well enthielt:  

- 1µL TaqMan SmallRNA Assay (20x) 

- 1.33µL Template 

- 10µL TaqMan Universal PCR Mastermix II (2x) 

- 7.67 µL Nuklease freies Wasser 

Das Ansetzen des Reaktionsgemisches wurde unter gekühlten Bedingungen in einem 

cDNA- und Nuklease-freien Milieu durchgeführt. 

Zum Start der Reaktion erhitzte der Thermocycler zur Enzymaktivierung 10 Minuten 

auf 95°C. Es folgten 40 Zyklen aus Denaturierung für 15 Sekunden bei 95°C und 

anschließendem Anlagern und Verlängern für 60 Sekunden bei 60°C. 

Als Normalisierung wurden für Gewebeproben der Maus die small nucleolar RNAs 

snoRNA-202 und snoRNA-234 in Kombination verwendet (Brattelid et al. 2011; 

Kaeuferle et al. 2014). Zur Auswertung der qRT-PCR diente das geräteeigene 

Programm CFX-Manager (BioRad, CA, USA). 

Statistische Analyse 

Zur statistischen Analyse und graphischen Darstellung der Daten wurden die 

Versuchsergebnisse mit der Software Graph Pad Prism 5 (Graphpad, CA, USA) 

verarbeitet. Zunächst erfolgte eine Bestimmung der Mittelwerte, Standardabweichungen 

sowie des Standardfehlers innerhalb der einzelnen Untersuchungsgruppen. Die 

Darstellung erfolgte dann gruppenbasiert als Balkengrafik unter Einbeziehung des 

Mittelwertes sowie des SEM. 

Die weitere Analyse erfolgte dann im Rahmen einer 1 Wege Anova Varianzanalyse. Als 

Post-hoc-Test erfolgte ein Tukey Test zum Vergleich der einzelnen Gruppenpaare. Bei 

Erhalt signifikanter Differenzen wurde im Anschluss ein Mann-Whitney-Test zur 

Bestimmung des Signifikanzniveaus durchgeführt. 
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Von einer statistischen Signifikanz wird bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 

5 % (p < 0,05) ausgegangen. 
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3 Ergebnisse 

Echokardiographie 

Zu Beginn des Versuchsaufbaus steht die echokardiographische Evaluation des 

Mausmodells. Hierbei erfolgte die systematische Untersuchung der einzelnen Gruppen: 

- Kontrollgruppe (Sham) 

- Stimulation mit mittlerer Dosierung Angiotensin II für 7 Tage (AT II 7d)  

- Stimulation mit mittlerer Dosierung Angiotensin II für 28 Tage (AT II 28d). 

Es wurden Parameter der systolischen und diastolischen Funktion sowie strukturelle 

Messwerte bestimmt. 

Herzfrequenz 

Auf Grund der Frequenzabhängigkeit einiger echokardiographischer Parameter, 

insbesondere in der Diastole, erfolgte die Bestimmung der Herzfrequenz im Rahmen 

der Echokardiographie. Es zeigte sich kein signifikanter Anstieg unter Gabe von 

Angiotensin II im Vergleich zur Kontrollgruppe. Mittelwerte: Sham 457 / min (±11,43, 

n=7), AT II 7d 474 / min (±12,41, n=21), AT II 28d 464 /min (±10,34, n=26). 

 

Abbildung 3.1: Bestimmung der Herzfrequenz im Flussprofil der 

Mitralklappe 
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Linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

Ein zentraler Parameter der linksventrikulären systolischen Funktion und der 

diagnostischen Kriterien der HFpEF ist die LVEF. Es handelt sich hierbei um das 

prozentual in der linksventrikulären Systole ausgeworfene Volumen in Bezug auf das 

enddiastolische Volumen des Ventrikels. Gemessen wurde diese in unserem 

Versuchsaufbau in der parasternalen Achse im M-Mode nach Teichholz.  

 

 

Abbildung 3.2: Echokardiographische Bestimmung der LVEF 

 

Es zeigte sich eine Reduktion der LVEF zwischen den Gruppen Sham sowie 

Angiotensin II 7d und 28d. Eine Signifikanz sahen wir hierbei im Vergleich des Paares 

Sham und AT II 28 d. Im Mittel liegt die Ejektionsfraktion in der Gruppe Sham bei 61,6 

% (±3,57, n=8), nach 7 Tagen Angiotensin II bei 55,98 % (±1,86 n=23) sowie nach 28 

Tagen bei 52,08 % (±1,66 n=32). 
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Verkürzungsfraktion 

Ein weiterer Parameter der systolischen Funktion des linken Ventrikels ist die 

Verkürzungsfraktion (FS, fractional shortening). Diese wurde ebenfalls im M-Mode in 

der parasternalen langen Achse bestimmt und gilt als Parameter der linksventrikulären 

Kontraktilität. Die Bestimmung erfolgt als prozentuale Verkürzung des 

linksventrikulären Diameters, von Diastole zur Systole, bezogen auf den diastolischen 

Diameter.  

 

Abbildung 3.3: Echokardiographische Bestimmung der 

Verkürzungsfraktion 

 

Es zeigte sich eine Abnahme der FS mit einer Signifikanz zwischen Sham und AT II 

28d. Die Mittelwerte liegen bei 34,1 % (±3,176, n=7), respektive 28,95 % (±1,19, n=24) 

und 26,58 % (±0,99, n=32) für Sham, AT II 7 d und AT II 28d. 
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Linksventrikulärer enddiastolischer innerer Durchmesser, 

Interventrikuläre Septumdicke 

Der enddiastolische linksventrikuläre innere Durchmesser (LVIDd, LVEDd) beschreibt 

den im M-Mode der parasternalen langen Achse gemessenen Durchmesser des linken 

Ventrikels. Dieser wird in Höhe der Mitralklappensegelspitzen zum Zeitpunkt der 

Enddiastole bestimmt. Die IVSd beschreibt den Durchmesser des Septums in der 

Enddiastole. Über diese Parameter lassen sich Rückschlüsse über eine mögliche 

Dilatation und Hypertrophie des linken Ventrikels gewinnen. 

 

Abbildung 3.4: Echokardiographische Bestimmung des enddiastolischen 

linksventrikuläre inneren Diameters 

 

 Sham (n=8) AT II 7d (n=21) AT II 28d (n=19) 

IVSd (mm) 0,6050 (±0,04) 0,768 (±0,03) * 0,7005(±0,02) 

Tabelle 3.1 Echokardiographische Bestimmung der interventrikulären 

Septumdicke 

 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich in keiner der Angiotensin II stimulierten 

Gruppen eine signifikante Änderung des LVIDd (Sham n=8, AT II 7d n=24, AT II 28d 

n=30). 

Der enddiastolische Septumdiameter zeigte einen signifikanten Anstieg zwischen Sham 

und AT II 7d (* p< 0,01). In der Gruppe AT II 28d war der Mittelwert rückläufig. 
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Isovolumetrische Relaxationszeit 

Die Isovolumetrische Relaxationszeit (IVRT) beschreibt die Dauer der 

Entspannungsphase des linken Ventrikels nach Schluss der Aortenklappe zum Zeitpunkt 

der Endsystole bis zur Öffnung der Mitralklappe mit Einstrom des Blutes aus dem 

linken Vorhof in den linken Ventrikel. Bestimmt wurde diese durch Doppler-Anlotung 

eines Zwischenbereiches des linksventrikulären Ausflusstraktes sowie des mitralen 

Einstromes. Die IVRT konnte dabei als Zeitspanne zwischen dem Ende der 

Ejektionszeit und dem Beginn des transmitralen Flusses gemessen werden. Die 

Anlotung erfolgte von transapikal. Eine verlängerte IVRT kann Hinweise auf eine 

gestörte diastolische Funktion geben. 

 

Abbildung 3.5: Echokardiographische Bestimmung der isovolumetrischen 

Relaxationszeit 

 

Die Bestimmung der isovolumetrischen Relaxationszeit ergab keinen signifikanten 

Anstieg zwischen den einzelnen Gruppen (Sham n=8, AT II 7d n=23, ATII 28d n=30). 
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Dezelerationszeit 

Die Dezelerationszeit (Deceleration Time, DT) der Mitralklappe beschreibt die Dauer 

des Geschwindigkeitsabfalles der E-Welle des Mitraleinstromprofils vom Maximalfluss 

bis zur Nulllinie. Die Bestimmung erfolgte aus transapicaler Anlotung durch 

Vermessung aus der Darstellung des Mitraleinstromprofils mittel Pulsed-Wave Doppler 

auf Höhe der Mitralsegelspitzen. 

 

 

 

Abbildung 3.6: Echokardiographische Bestimmung der Dezelerationszeit 

des frühen Mitralklappeneinstromes 

 

Es zeigte sich hierbei keine signifikante Änderung der Dezelerationszeit zwischen den 

einzelnen Versuchsgruppen (Sham n=4, AT II 7d n=5, AT II 28d n=9).  



46 
 

E/A-Ratio 

Es handelt sich hierbei um das Verhältnis der Geschwindigkeit des frühen transmitralen 

Flusses (E) zum späten transmitralen Fluss (A). Die E Welle beschreibt dabei die 

passive Ventrikelfüllung durch Relaxation des linken Ventrikels, die A-Welle die aktive 

Füllung durch Kontraktion des linken Vorhofs. Die jeweiligen Flussgeschwindigkeiten 

wurden mittels Pulsed-Wave Doppler im Bereich der Mitralsegelspitzen aus 

transapikaler Anlotung gemessen. Verminderte oder erhöhte Werte können Hinweise 

auf eine diastolische Funktionsstörung liefern. 

 

 

Abbildung 3.7: Echokardiographische Bestimmung des E/A-Verhältnisses 

 

Zwischen den einzelnen Gruppen zeigten sich keine signifikanten Veränderungen des 

E/A-Verhältnisses (Sham n=8, AT II 7d n=13, AT II 28d n=21).  
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E/E‘ 

Ein zentraler Parameter der diastolischen Funktion ist das Verhältnis E/E‘. Die 

Bestimmung von E‘ erfolgte dabei durch Mittelung der Messungen der 

Gewebegeschwindigkeit im Bereich des Septums sowie lateral auf Höhe des 

Mitralklappenringes aus transapicaler Anlotung.  

 

 

 

Abbildung 3.8: Echokardiographische Bestimmung des Verhältnis E/E‘ 
 

Wir sahen einen signifikanten Anstieg des Verhältnis E/E‘ sowohl im Vergleich der 

Gruppen Sham zu Angiotensin II 28d, als auch zwischen Angiotensin II 7d und 28 d. 

Eine signifikante Elevation zwischen der Kontrollgruppe und nach Stimulation mit 

Angiotensin II für 7 Tage bestand nicht (Sham n=8, AT II 7d n=21, Angiotensin II 28d 

n=28).  
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E‘/A‘ 

Entsprechend der E/A-Ratio lässt sich auch das Verhältnis E‘/A‘ im Gewebedoppler aus 

transapicaler Anlotung bestimmen. 

 

 

 

 

Abbildung 3.9: Echokardiographische Bestimmung des Verhältnis E‘/A‘ 
 

Wir sahen keine Signifikanz des Absinken des Verhältnis E‘/A‘ (Sham n=7, AT II 7d 

n=18, AT II 28d n=23).  
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E‘ septal 

Die Bestimmung von E‘ im Bereich des Septums auf Höhe des Mitralklappenringes aus 

transapicaler Anlotung. 

 

 

 

 

Abbildung 3.10: Echokardiographische Bestimmung des Parameter E‘ 
septal 

 

Es zeigt sich ein Absinken der Gewebegeschwindigkeit der frühen septal gemessenen 

Welle E‘, zwischen den einzelnen Gruppen. Eine Signifikanz sahen wir im Vergleich 

von Sham und AT II 28d (Sham n=7, AT II 7d n=20, AT II 28d n=23).  
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qRT-PCR 

Im Anschluss an die echokardiographische Evaluation der strukturellen und 

funktionellen kardialen Parameter erfolgte die Bestimmung der Expression 

ausgewählter Targets in der quantitativen Echtzeit-PCR. Ziel hierbei ist der Nachweis 

und die Bestätigung molekularbiologischer Veränderungen im Myokard unter 

Stimulation mit niedrig dosiertem Angiotensin II für 7 Tage, 28 Tage und im Vergleich 

zur Kontrollgruppe Sham. Verwendet wird isolierte RNA aus dem linksventrikulären 

Myokard der Versuchstiere. Als Normalisierung dienen GAPDH und 18S. 

Bestimmung von BNP 

 

Abbildung 3.11: Bestimmung von BNP in der qRT-PCR des LV-Myokard 

 

Die Bestimmung von BNP ergab eine gesteigerte Expression von BNP im Vergleich der 

Kontrollgruppe zu den Interventionsgruppen. Eine signifikante Steigerung ergab sich 

hierbei zwischen den Gruppen Sham und AT II 7d (Sham n=8, AT II 7d n=9, AT II 28d 

n=9).  
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Connective Tissue Growth Factor 

 

 

 

Abbildung 3.12: Bestimmung von CTGF in der qRT-PCR des LV 

 

Es zeigte sich eine gesteigerte Expression von CTGF zwischen den einzelnen 

Versuchsgruppen. Eine Signifikanz ergibt sich im Vergleich der Gruppen Sham 7d und 

AT II 28d (Sham 7d n=4, Sham 28d n=5, AT II 7d n=5, AT II 28d n=5).  
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Kollagen 1 und Kollagen 3 

 

 

 

     

Abbildung 3.13: Bestimmung von Kollagen 1 und 3 in der qRT-PCR des LV 

 

Wir sahen einen signifikanten Anstieg der Expression von Kollagen 1 und 3 zwischen 

den Gruppen Sham 7d und Angiotensin II 7d (Sham 7d n=4, Sham 28d n=5, AT II 7d 

n=5, AT II 28d n=5).  
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TIMP 2 

 

 

 

Abbildung 3.14: Bestimmung von TIMP 2 in der qRT-PCR des LV 

 

Die Bestimmung des Tissue Inhibitor of Matrix-Metalloproteinase 2 ergab einen 

signifikanten Anstieg der Expression in der Vergleichsgruppe Sham und AT 7d (Sham 

7d n=4, Sham 28d n=5, AT II 7d n=5, AT II 28d n=5). 
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SERCA 2 

 

 

 

Abbildung 3.15: Bestimmung von SERCA 2 in der qRT-PCR des LV 

 

Es zeigte sich eine Verringerte Expression der sarkoplasmatischen Kalzium-Pumpe 2 

im zeitlichen Verlauf. Signifikanzen ergaben sich hierbei jeweils zwischen den Gruppen 

Sham und Angiotensin II zu beiden Versuchszeitpunkten (Sham 7d n=4, Sham 28d n=5, 

AT II 7d n=5, AT II 28d n=5).  
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microRNA-Microarray 

Ziel des Projektes ist neben der echokardiographischen Evaluierung des Mausmodells 

das Erstellen eines Expressionsprofils der microRNA im linksventrikulären Myokard 

der Maus unter Stimulation mit Angiotensin II. Hierfür wurden aus der microRNA des 

LV der Versuchstiere Microarrays erstellt und diese vergleichend ausgewertet. Hierbei 

gab es eine Kontrollgruppe / Sham (n=4) sowie die Gruppen Angiotensin II 7 Tage 

(n=3) und Angiotensin II 28 Tage (n=4). 

Volcano Plot 

 

Abbildung 3.16: Volcano-Plot der Microarrays im Vergleich AT II 7d gegen 

Sham 
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Abbildung 3.17: Volcano-Plot der Microarrays im Vergleich AT II 28d 

gegen Sham 

 

Die Darstellung der Daten als Volcano Plot zeigt einen Vergleich zwischen Grad der 

Expressionssteigerung und der Signifikanz. Dieser ermöglicht eine schnelle visuelle 

Wiedergabe der deutlichsten und signifikantesten Abweichungen zwischen den 

untersuchten Gruppen. 
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Tabellarische Darstellung ausgewählter Daten  

Tabelle 3.2: Darstellung ausgewählter Daten des Microarray 

 

Expressionsänderung und p-Werte innerhalb der Gruppen AT II 7d vs. Sham und AT II 

28d vs. Sham, sortiert nach p-Werten. p-Werte < 0,05 wurden fett markiert. Die für 

weitere Untersuchungen ausgewählten microRNAs wurden fett und kursiv markiert. 

AT II 28 d vs Sham AT II 7 d vs Sham  

Symbol FC p-Wert Symbol FC p-Wert 

 miR-214 1,290 0,013  miR-199a-3p 1,616 0,0001 

 miR-146a 1,242 0,027  miR-199a-3p 1,713 0,0004 

 miR-199a-3p 1,243 0,030  miR-199a-5p 1,551 0,0018 

 miR-199a-3p 1,302 0,032  miR-15b 1,362 0,0028 

 miR-199a-5p 1,284 0,037  miR-709 0,695 0,0042 

 miR-21 1,806 0,039  let-7e 1,229 0,0050 

 miR-106b 1,191 0,048  miR-199b* 1,544 0,0054 

 let-7a 0,856 0,058  miR-214 1,348 0,0076 

 let-7e 1,123 0,068  miR-133b 0,521 0,0085 

 miR-582-5p 0,838 0,071  miR-26a 0,815 0,0086 

 miR-322 1,148 0,079  miR-30b 0,826 0,0092 

 miR-15b 1,161 0,087  let-7a 0,785 0,0093 

 miR-199b* 1,216 0,091  miR-378* 0,810 0,0113 

 miR-185 0,911 0,093  miR-20a 1,255 0,0117 

 miR-342-3p 1,157 0,097  miR-15b 1,196 0,0124 

 miR-27b 1,313 0,098  miR-378* 0,851 0,0127 

 miR-223 1,213 0,102  miR-21 2,158 0,0153 

 miR-1224 0,826 0,119  miR-322 1,233 0,0174 

 miR-29a 0,849 0,121  miR-185 0,862 0,0179 

 miR-19a* 1,126 0,124  miR-106b 1,227 0,0205 

 miR-139-5p 0,893 0,127  miR-26b 0,852 0,0294 

 miR-28 1,160 0,136  miR-199b* 1,321 0,0302 

 miR-574-3p 0,895 0,136  miR-322 1,198 0,0342 

 miR-140* 1,141 0,136  miR-101a 0,808 0,0366 

 miR-199b* 1,213 0,146  miR-19a* 1,192 0,0400 

 miR-21 2,118 0,147  miR-103 1,146 0,0459 

 miR-709 0,856 0,148  miR-25 1,149 0,0493 
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microRNA qRT-PCR 

Es wurden insgesamt 12 microRNAs zur nachfolgenden Quantifizierung mittels qRT-

PCR ausgewählt: 

- miR-21 

- miR-29c 

- miR-15b 

- miR-133a 

- miR-133b 

- miR-199a-3p 

- miR-199a-5p 

- miR-199b 

- miR-214 

- miR-709 

- let-7a 

- let-7e 

 

Nach Auswahl der zu untersuchenden microRNA-Targets, erfolgte die Quantifizierung 

mittels qRT-PCR. Die Normalisierung des Experimentes erfolgte mittels small 

nucleolar RNAs. 

- snoR-202 

- snoR-234 

 

Die Untersuchung erfolgte vergleichend zwischen zwei Kontrollgruppen, Sham 7 Tage 

(n=5) und Sham 28 Tage (n=5) sowie zwei Interventionsgruppen. Die 

Interventionsgruppen wurden für 7 Tage (n=10) und 28 Tage (n=10) mit Angiotensin II 

behandelt. 
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miR-21 

 

 

 

Abbildung 3.18: qRT-PCR von miR-21 im LV Myokard 

 

Es zeigte sich eine signifikante Steigerung der Expression von miR-21 im 

linksventrikulären Myokard im Vergleich der Gruppen Sham 7d und AT II 7d. Im 

Vergleich der Kontroll- mit der Interventionsgruppe nach 28 Tagen sahen wir keine 

Signifikanz der Expressionsänderung.   
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miR-29c 

 

 

 

Abbildung 3.19: qRT-PCR von miR-29c im LV Myokard 

 

Es zeigte sich in der Untersuchung von miR-29c keine signifikante Änderung der 

Expression. Im Vergleich zwischen Sham 28d und AT II 28d wird das geforderte 

Signifikanzniveau verfehlt. 
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miR-15b 

 

 

 

Abbildung 3.20: qRT-PCR von miR-15b im LV Myokard 

 

Die vergleichende Untersuchung der Expression von miR-15b ergab keine Signifikanz 

der Expressionssteigerung innerhalb der Vergleichspaare. Lediglich im Vergleich AT II 

7d versus Sham 28d konnte eine signifikant verminderte Expression nachgewiesen 

werden.  
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miR-133a 

 

 

 

Abbildung 3.21: qRT-PCR von miR-133a im LV Myokard 

 

Die Untersuchung von miR-133a erbrachte eine signifikante Reduktion der Expression 

in den Untersuchungsgruppen zum Zeitpunkt 28 Tage. 
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miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-199b, miR-133b 

 

    

           

Abbildung 3.22: qRT-PCR von miR-199a-3p,miR-199a-5p,miR-199b und 

miR-133b im LV Myokard 

 

Die Untersuchung von miR-199a-3p und -5p sowie miR-199b und miR-133b erbrachte 

keine Signifikanz der Expressionsänderung innerhalb der Gruppen.  
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miR-214, miR-709, let-7a, let-7e 

 

   

    

Abbildung 3.23: qRT-PCR von miR-214, miR-709 let-7a, let-7e im LV 

Myokard 

 

Auch die Quantifizierung von miR-214, miR-709, let-7a und let-7e erbrachte keine 

Signifikanz in den Änderungen zwischen den Untersuchungsgruppen.  
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4 Diskussion 

Auswahl des Tiermodells 

Die Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion stellt ein zunehmendes Problem in 

unserer Bevölkerung dar. Insbesondere die diffizile Diagnosestellung und 

unbefriedigende Möglichkeiten der Therapie im Vergleich zur HFrEF stellen eine 

Herausforderung für die Grundlagenforschung dar. Bisher gibt es nur wenige 

Kleintiermodelle anhand derer eine weitere Erforschung dieser Entität erfolgen kann.  

Hierbei handelt es sich um Nagermodelle wie beispielsweise Dahl Salz-sensitive 

hypertensive Ratten (Doi et al. 2000), operativ herbeigeführte Nachlaststeigerung 

mittels Aortenligatur (Litwin et al. 1995) und die Gabe prohypertrophischer Agenzien 

wie Angiotensin II (Regan et al. 2015). Weitere Möglichkeiten stellen Modelle für 

metabolische Störungen, darunter Diabetes mellitus (Mori et al. 2014) und Adipositas 

(Christoffersen et al. 2003) sowie Tiermodelle für Alterungsprozesse dar (Reed et al. 

2011). 

Letztlich stellt die HFrEF eine multifaktoriell bedingte Krankheit dar, weshalb die 

beschriebenen Tiermodelle nur Teilaspekte der Pathogenese beleuchten können. Als 

Grundlage für unseren Versuchsaufbau wurde die Gabe von Angiotensin II in einer 

mittleren, gering blutdruckrelevanten Dosierung gewählt (Ichihara et al. 2001).  

Grundlage für die Auswahl ist zum einen die Relevanz der arteriellen Hypertonie als 

wichtigem Risikofaktor der HFpEF (Oktay und Shah 2014; Owan et al. 2006). Zum 

anderen war die Steuerbarkeit einer medikamentösen Intervention über eine konstante 

subkutane Infusion an ansonsten gesunden und gesund geborenen Versuchstieren ein 

zentrales Entscheidungskriterium. Damit einher geht die Zurückführbarkeit der 

detektierbaren Veränderungen auf einen einzelnen, externen Stimulus. Weiterhin spielt 

Angiotensin II als Bestandteil des RAAS eine wichtige Rolle in der Pathogenese der 

HFpEF.  

Über die Implantation osmotischer Minipumpen ist im Hinblick auf die 

Kontrollierbarkeit des Stimulus eine konstante Rate der Applikation über den gesamten 

Versuchszeitraum möglich. 
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Da die diastolische Funktionsstörung des linken Ventrikels sowie die Entwicklung der 

HFpEF vermutlich in fließenden Stadien ablaufen, erfolgte die Untersuchung der 

Versuchstiere in einer frühen Gruppe nach 7 Tagen sowie in einer späten 

Versuchsgruppe nach 28 Tagen.  



67 
 

Nachweis der HFpEF unter Angiotensin-II Stimulation 

im Mausmodell 

Ziel der Arbeit ist zunächst der Nachweis der Entstehung einer Herzinsuffizienz mit 

erhaltener Ejektionsfraktion in unserem Mausmodell. Die Bestätigung soll hierbei in 

Anlehnung an die Kriterien der European Society of Cardiology erfolgen (Ponikowski 

et al. 2016). 

Nach den neuen Leitlinien der ESC von 2016 gliedert sich die Diagnose der HFpEF in: 

- (1) Zeichen und Symptome der Herzinsuffizienz 

- (2) Eine LVEF ≥ 50% 

- (3) Einen Anstieg von BNP / nt-pro-BNP 

- (4) Zeichen der strukturellen Herzerkrankung oder diastolischen 

Funktionsstörung 

 

Klinische Zeichen und Symptome 

 Betrachtet man das erste vorgegeben diagnostische Kriterium stellen wir fest, dass die 

klinischen Zeichen beziehungsweise Symptome der Herzinsuffizienz zahlreich, in 

Abgrenzung zu anderen krankheitsbedingen Ursachen jedoch nicht sehr spezifisch und 

darüber hinaus aus wissenschaftlichem Standpunkt im Bezug auf Kleintiere schwer zu 

quantifizieren und reproduzieren sind. Da es sich, bezogen auf den Menschen, häufig 

um anamnestisch zu eruierende Entitäten handelt, erschwert dies die Evaluation im 

Mausmodell zusätzlich. Darüber hinaus sind diese Zeichen und Symptome in der 

HFpEF im Vergleich zur HFrEF häufig milder ausgeprägt. Weiterhin ist die 

Ausprägung in der chronisch stabilen Form geringer und die klinische Symptomatik 

kann zu Erkrankungsbeginn inapparent verlaufen (Boonman-de Winter et al. 2015; 

Kelder et al. 2011a; Mant et al. 2009). 

Wenngleich es als Beispiel möglich wäre, das Gewicht der feuchten Lunge im Rahmen 

der Gewebeentnahme zu messen, so wäre es weder als spezifischer Hinweis auf eine 

Herzinsuffizienz zu werten, noch würde ein fehlender Nachweis einer pulmonalen 

Gewichtszunahme im Sinne einer Überwässerung als negatives Kriterium hinreichen. 
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Auf Basis oben genannter Problematiken und dem Ziel ein Modell für die sich 

entwickelnde und chronisch stabile HFpEF zu finden, wurde in unserer Studie auf den 

Versuch der Evaluation dieser Zeichen und Symptome verzichtet. 

LVEF - Systolische Funktion 

 Wie der Name Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion impliziert, spielt die 

Ejektionsfraktion eine zentrale Rolle in der Definition der HFpEF. Als grundlegender 

Parameter der systolischen linksventrikulären Funktion wird gefordert, dass die LVEF 

in Patienten mit HFpEF mit ≥ 50 % nahe dem Normbereich liegt. In früheren Studien 

lag der Grenzwert zur Abgrenzung einer HFrEF mit < 40 % häufig niedriger 

(Ponikowski et al. 2016). 

Die echokardiographische Untersuchung der systolischen Ejektionsfraktion erbrachte 

ein signifikantes Absinken der LVEF im Vergleich zwischen Sham und AT II im 

Intervall nach 28 Tagen (Abb. 3.2). Trotz der sinkenden Tendenz der LVEF zeigt sich 

diese nach 28 Tagen Stimulation mit Angiotensin II im Mittel bei 52,08 % (±1,66). Im 

Vergleich hierzu lag die Gruppe Sham bei 61,6 % (±3,57) und die Gruppe AT II 7d bei 

55,98 % (±1,86). Nur eine einzige Maus, welche sich in der Gruppe Angiotensin II 28 

Tage befand, zeigte eine LVEF < 40 %, ist damit in die HFrEF einzuordnen und wurde 

für die weiteren molekularbiologischen Untersuchungen nicht verwendet. 

Wenngleich die Reduktion der LVEF einen negativen Einfluss auf die systolische 

Funktion vermuten lässt, zeigt sich der Mittelwert innerhalb der für die HFpEF 

festgelegten Grenzwerte. Einschränkend ist hierbei festzuhalten, dass die Bestimmung 

in unserem Versuch mittels Teichholz-Methode erfolgte (Lang et al. 2015b). Im 

Gegensatz hierzu wird in den aktuellen ESC Leitlinien die Bestimmung mit Hilfe der 

Planimetrie in zwei Ebenen nach Simpson empfohlen. 

Auch die Bestimmung der Verkürzungsfraktion, welche als Fraktion der Verkürzung 

des intraventrikulären Diameters in der Systole eingeschränkte Rückschlüsse über die 

Kontraktilität des linken Ventrikels erlaubt (Lang et al. 2015b), bestätigte eine 

Reduktion der systolischen Funktion des linken Ventrikels (Abb.3.3). Wir sahen hierbei 

eine signifikante Abnahme der FS im Vergleich der Versuchsgruppen Sham und AT II 

28d (p<0,03). Es handelt sich hierbei um einen relativ unspezifischen Parameter. Auch 

hier zeigt sich die FS der Versuchstiere unter Angiotensin II-Stimulation im Mittel mit 
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26,58 % (±0,99) stets innerhalb der für Menschen angenommenen Normwerte (Lang et 

al. 2015b). 

BNP 

Einen großen Stellenwert in der Diagnose der Herzinsuffizienz im Allgemeinen, als 

auch als Kriterium der HFpEF haben die natriuretischen Peptide BNP und nt-pro-BNP 

inne (Oudejans et al. 2011). In Folge erhöhter Wandspannungen produzieren die 

Kardiomyozyten vermehrt proBNP, welches dann in das aktive BNP sowie das inaktive 

nt-pro-BNP gespalten wird (Levin et al. 1998; Bold und Bold 2005). Diese werden im 

Rahmen der Herzinsuffizienz aus dem linken Ventrikel in das Blut abgegeben und sind 

dann laborchemisch in der klinischen Anwendung als wichtigster Biomarker der 

Herzinsuffizienz nachweisbar (Yasue et al. 1994; Weber und Hamm 2006). Generell 

bleibt anzumerken, dass die BNP-Spiegel der HFpEF im Vergleich zur HFrEF niedriger 

sind (Anjan et al. 2012). 

Auf Grund fehlender Referenzwerte für BNP-Spiegel bei HFpEF im Serum der Maus 

sowie geringer verfügbarer Serummengen als Versuchsmaterial, erfolgte die indirekte 

Bestätigung im Sinne des Nachweises einer gesteigerten Expression von BNP im 

Mausmyokard mittels qRT-PCR. 

Hier konnten wir nachweisen, dass es in unserem Experiment unter Stimulation mit 

Angiotensin II zu einer Elevation der Expression von BNP im Mausmyokard kommt. Es 

zeigt sich ein signifikanter Anstieg im Vergleich der Gruppen Sham gegen AT II 7d 

(p<0,03). Im Intervall nach 28 Tagen zeigt sich keine Signifikanz der scheinbaren 

Expressionssteigerung. 

Insgesamt bleibt die Beurteilung der Elevation von BNP diffizil, da die Serum-Spiegel 

auch in der humanen HFpEF in der chronisch stabilen Form sowie im Vergleich zur 

HFrEF  geringer sind (Maisel et al. 2003; Kelder et al. 2011b; Roberts et al. 2015).  

Abschließend werten wir das Ergebnis der vermehrten BNP-Expression auf molekularer 

Ebene als indirekten Nachweis der Auswirkungen herzinsuffizienzbedingter 

hämodynamischer Veränderungen und Belastungen. 
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Echokardiographische Zeichen der diastolischen Funktionsstörung 

Nachfolgend stellt die Evaluation der diastolischen Funktion des linken Ventrikels 

sowie einiger struktureller Parameter das zentrale Element der echokardiographischen 

Studie dar. Diese sollen sowohl als Bestätigung einer einsetzenden diastolischen 

Funktionsstörung als auch für die Bestätigung der diagnostischen Kriterien der HFpEF 

dienen (Ponikowski et al. 2016). 

In einer vergleichenden Messung der Herzfrequenzen nach Erfassung im transmitralen 

Flussdoppler, konnte eine signifikante Frequenzänderung unter Stimulation mit 

Angiotensin II in unserem Mausmodell ausgeschlossen werden. Damit können wir 

annehmen, dass keine Verfälschung frequenzabhängiger echokardiographischer 

Parameter vorliegt (Abb. 3.1). 

Darüber hinaus konnten wir durch Bestimmung des linksventrikulären enddiastolischen 

Durchmessers eine dilatative Veränderung des linken Ventrikels in unseren 

Versuchsaufbau ausschließen. Diese wäre für eine HFpEF untypisch (van Heerebeek et 

al. 2006). Im Vergleich der Gruppen kam es entsprechend zu keinem signifikanten 

Anstieg des LVIDd zu den untersuchten Zeitintervallen (Abb. 3.4). Die Bestimmung 

der diastolischen interventrikulären Septumdicke ergab einen moderaten, jedoch 

signifikanten Anstieg in der Gruppe AT II 7d. Nach 28 Tagen erscheint dies jedoch 

nicht progredient, sondern eher rückläufig. Damit zeigt sich die Entwicklung einer 

geringen und im Verlauf nicht progredienten Hypertrophie. 

Eine Schlüsselrolle in der Diagnose der HFpEF stellt das Verhältnis E/E‘ dar. Dieses 

wird als Quotient des frühen transmitralen Flusses über der Mitralklappe und der 

frühen, aus septaler und lateraler Messung gemittelten Gewebegeschwindigkeit auf 

Höhe des Mitralklappenringes bestimmt (Nagueh et al. 2016). Die Leitlinien der ESC 

fordern hierbei einen Quotient von ≥ 13 als sicheren Nachweis der diastolischen 

Funktionsstörung. 

Wir konnten zeigen, dass es nach 28 Tagen Angiotensin II im Vergleich zu den 

Gruppen Sham und AT II 7d zu einem signifikanten Anstieg des E/E‘-Verhältnisses 

kommt (p<0,002 für Sham vs. AT II 28d, p<0,003 für AT II 7d vs. 28d) (Abb. 3.8). 

Mangels validierter Referenzwerte für das E/E‘ Verhältnis und als Diagnosekriterium 

für eine diastolische Dysfunktion oder HFpEF der Maus, können die Werte der 



71 
 

Messungen nicht quantitativ mit den geforderten Kriterien der ESC verglichen werden. 

Qualitativ lässt sich festhalten, dass es im Vergleich der Gruppe Sham vs. AT II 28d zu 

einem deutlichen und signifikanten Anstieg des E/E‘ um 52,53 % kommt. 

Der Anstieg der Verhältnisses E/E‘ erlaubt hierbei Rückschlüsse auf steigende 

linksatriale Füllungsdrücke. Es handelt sich somit im Gegensatz zu anderen 

diastolischen Parametern wie der IVRT, dem E/A-Verhältnis oder der DT um einen 

vorlastunabhängigen Parameter (Nagueh et al. 1997). 

Darüber hinaus konnten wir nachweisen, dass die septal gemessene 

Gewebegeschwindigkeit E‘ ebenfalls eine Reduktion unter Stimulation mit Angiotensin 

II erfährt (Abb. 3.10). Signifikant rückläufig zeigt sich hierbei der Parameter E‘ septal 

im Vergleich der Gruppen Sham und AT II 28d. Als ebenfalls vorlastunabhängiger 

Parameter ergibt die Reduktion im Verlauf Hinweise auf eine abnehmende 

Relaxationsgeschwindigkeit im Herzen der Versuchstiere (Nagueh et al. 1997). Der 

Quotient E‘/A‘ erreichte, trotz scheinbarer Reduktion im Verlauf, im Vergleich der 

Gruppen kein ausreichendes Signifikanzniveau (Abb. 3.9). 

Neben den Gewebedoppler-gestützten Messwerten erfolgte die Bestimmung klassischer 

diastolischer Parameter wie der IVRT, des E/A-Verhältnisses und der Dezelerationszeit 

des frühen Mitralklappeneinstromes (DT).  

Wenngleich augenscheinlich ein tendenzieller Anstieg der isovolumetrischen 

Relaxationszeit nachweisbar ist, kann hierbei in unserem Mausmodell keine Signifikanz 

nachweisen werden (Abb. 3.5). Eine Verlängerung der IVRT ist bei Auftreten einer 

Relaxationsstörung mit verlängerter Entspannungsphase des linken Ventrikels zu 

beobachten. Steigt im Progress der Erkrankung die Vorlast beziehungsweise der 

Füllungsdrück des linken Atriums, so normalisiert sich die IVRT wieder (Cohen et al. 

1996). Man spricht dabei von einer Pseudonormalisierung. Bei einer späteren 

restriktiven Störung der Füllung kann es dann wiederum zu einer verkürzten IVRT 

kommen. Ob es sich im Falle unseres Mausmodells um einen Prozess der 

Pseudonormalisierung handelt und der maximale Anstieg oder einer Reduktion der 

IVRT durch die Auswahl der Versuchszeitpunkte verpasst wurde, lässt sich anhand der 

erhobenen Daten nicht feststellen. 
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Die Bestimmung des E/A-Quotienten (Abb. 3.7) sowie der DT (Abb. 3.6) ergab 

ebenfalls keine signifikanten Änderungen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Im 

Rahmen der Entwicklung einer Relaxationsstörung des linken Ventrikels wären eine 

Reduktion des E/A-Quotienten sowie ein Anstieg der Dezelerationszeit sowie im Zuge 

eines restriktiven Füllungsmusters eine Steigerung von E/A und eine kürzere DT zu 

erwarten gewesen. Auch hier kann es im Progress der Erkrankung durch die 

Vorlastabhängigkeit der Parameter zu einer Pseudonormalisierung kommen (Cohen et 

al. 1996). Wie zuvor diskutiert, kann auch hier anhand der Daten nicht festgestellt 

werden, ob durch die Auswahl der Versuchszeitpunkte eine signifikante Änderung 

verpasst wurde oder diese erst zu einem späteren Zeitpunkt als nach 28 Tagen auftritt. 
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Vergleich zu anderen Studien 

Bisher gibt es wenige ausführliche Studien, welche sich auf die echokardiographische 

Untersuchung eines Mausmodells mit Angiotensin II Substitution, im Hinblick auf eine 

diastolische Dysfunktion oder HFpEF beziehen. Parallel zu unserer Forschungsarbeit 

haben Regan et al. 2015 in Mäusen mit einer Angiotensin II Substitution von 200 

µg/kg/d eine HFpEF induziert. Die Applikation erfolgte subkutan über eine implantierte 

osmotische Pumpe. Durch Druckmessung mittels eines Katheters konnte die 

Entwicklung eines arteriellen Hypertonus unter Intervention ausgeschlossen werden. 

Bezüglich der diastolischen Funktionsstörung gelang Regan et al. der 

echokardiographische Nachweis einer normalen LVEF bei erhöhter IVRT sowie die 

Darstellung eines erhöhten linksventrikulären enddiastolischen Druckes in der LV-

Katheter Messung. Der Nachweis eines pathologisch veränderten E/E‘ gelang der 

Forschungsgruppe nicht (Regan et al. 2015). Vergleichend bleibt festzuhalten, dass in 

dieser Studie mit einer niedrigeren Dosierung von Angiotensin II gearbeitet wurde (200 

µg/kg/d vs. 720 µg/kg/d). Bezüglich des erhöht gemessenen LVEP ist anzunehmen, 

dass dies in gesteigerter Ausprägung in unserem Versuch ebenfalls zu erwarten ist. 

Mögliche Ursachen für die Unterschiede der echokardiographischen Ergebnisse lassen 

sich bei ähnlichem Studiendesign am ehesten auf die unterschiedliche Konzentration 

von AT II zurückführen. Ob es sich ohne Nachweis eines pathologischen E/E‘ 

Verhältnisses und ohne Nachweis eines erhöhten BNP um ein adäquates Modell für die 

HFpEF handelt, bleibt zu diskutieren. 

In einer Studie von Zhong et al. 2010 wurden Mause über 14 Tage per subkutaner 

Infusion über osmotische Minipumpen mit Angiotensin II in den Dosierungen 1,5 

mg/kg/d und 0,15 mg/kg/d versorgt (Zhong et al. 2010). Dies erfolgte im Rahmen einer 

Untersuchung der Effekte von ACE 2 im Hinblick auf myokardiale Hypertrophie, 

Fibrose und diastolische Dysfunktion. Bereits hier zeigten sich im Hinblick auf die hohe 

Angiotensin II-Dosierung Hinweise auf eine diastolische Funktionsstörung bei 

erhaltener LVEF. Zeitgleich entwickelten die Mäuse jedoch eine stark ausgeprägte 

myokardiale Hypertrophie und Fibrose sowie eine arterielle Hypertonie. Ähnlich der 

Ergebnisse von Regan et al. konnte unter niedrig dosierter Gabe von Angiotensin II kein 

pathologisches E/E‘-Verhältnis nachgewiesen werden. Möglicherweise bedeutet der 

erfolgreiche Nachweis eines reduzierten E/A-Verhältnisses nach 14 Tagen, dass dieser 

Nachweis durch die in unserem Projekt gewählten zeitlichen Intervalle verpasst wurde. 
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Sowohl unter der niedrigen als auch der höher dosierten Gabe von Angiotensin II kam 

es nachweislich zu einer gesteigerten BNP Expression in der qRT-PCR. 

2008 versorgten Yagi et al. ebenfalls Mäuse mit einer osmotischen Minipumpe, welche 

eine deutlich höhere Rate von 2 mg/kg/d Angiotensin II über 2 Wochen applizierte. Es 

entwickelten sich hierunter eine arterielle Hypertonie, eine echokardiographisch 

nachweisbare Hypertrophie sowie ein verringerter E/A-Quotient und eine verminderte 

Dezelerationszeit. Messungen mittels Gewebedoppler wurden in dieser Studie nicht 

durchgeführt (Yagi et al. 2008). 

Eine weitere Studie über implantierte Angiotensin II Pumpen im Mausmodell mit einer 

Rate von 2 mg/kg/min über 4 Wochen wurde 2010 publiziert (Jia et al. 2012). Hier 

wurde der Einfluss von Allopurinol auf oxidativen Stress und kardiale Fibrose 

untersucht. Unter AT II wurde hier eine arterielle Hypertonie und ein vermindertes E/A-

Verhältnis festgestellt. Auch hier erfolgten keine erweiterten Messungen mittels 

Gewebedoppler. 

Die in unserem Projekt verwendete Dosierung von 0,72 mg/kg/d wurde, im Vergleich 

zu den bisher verwendeten Dosierungen in anderen Studien, in einem mittleren Dosis-

Bereich gewählt. Der Untersuchungszeitraum wurde, im Vergleich zu Zhong et al. 

sowie Yagi et al., mit 28 Tagen in der doppelten Länge gewählt. Wir vermuten hierbei, 

dass durch die höhere Dosierung im Vergleich zu den niedrigen subpressorischen Dosen 

eine ausgeprägtere diastolische Funktionsstörung, gemessen am E/E‘ Verhältnis, 

erreicht werden kann. Auf der anderen Seite gehen wir davon aus, dass durch eine 

niedrigere Dosierung im Vergleich zur hochdosierten Gabe eine überschießende 

Hypertrophie mit frühzeitigem Übergang in eine HFrEF vermieden wird. Trotz 

moderatem Anstieg der Septumdicke nach 7 Tagen Angiotensin, sehen wir diese These 

bei Verlaufskonstanz und ausbleibendem Progress der Hypertrophie nach 28 Tagen AT 

II als bestätigt an.  
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Bewertung 

Abschließend stellt sich die Frage, ob die erhobenen Daten eine Verwendung des 

Mausmodells für eine Angiotensin II induzierte HFpEF rechtfertigen. 

Wenngleich wir aus oben genannten Gründen eine zuverlässige Auswertung der 

klinischen Zeichen und Symptome der HFpEF als nicht realisierbar ansehen, war es uns 

möglich den Marker BNP in gesteigerter Expression im Myokard der Versuchstiere 

unter Angiotensin II Stimulation nachzuweisen. Einschränkend ist hier zu erwähnen, 

dass uns eine Messung der Konzentration im Serum der Mäuse, in Übereinstimmung 

mit den Leitlinien der ESC 2016, nicht sinnvoll erschien. Begründet ist dies in 

mangelnder Übertragbarkeit auf Grund fehlender Referenzwerte in der Maus sowie 

infolge geringer gewonnener Probenmengen. Der gewählte indirekte Nachweis einer 

deutlichen Expressionssteigerung von BNP sollte hierbei ersatzweise, als Surrogat der 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz, eine berechtigte Bestätigung liefern. 

Trotz einer tendenziellen Reduktion der gemessenen systolischen Parameter unter 

Intervention, sahen wir in den Mittelwerten aller Gruppen eine EF ≥ 50 %. Eine 

linksventrikuläre Dilatation konnte ausgeschlossen werden. 

Bezüglich der diastolischen Parameter bestätigte sich eine Steigerung des von der ESC 

geforderten Parameters E/E‘. Auch die Messung von E‘ erbrachte eine weitere 

Bestätigung des in den Leitlinien geforderten Nachweises einer diastolischen 

Funktionsstörung. Weshalb es bei den weiteren gemessenen diastolischen Parametern 

zu keinen signifikanten Änderungen kam, lässt sich nicht abschließend beantworten. 

Darüberhinaus erreichten wir, im Gegensatz zu den oben genannten Studien, durch die 

mittlere Dosierung der Angiotensin II-Applikation neben einer signifikanten 

diastolischen Dysfunktion nur eine geringe und im Verlauf stabile myokardiale 

Hypertrophie. Wir sehen darin einen Vorteil gegenüber der niedrigen und hochdosierten 

Gabe von AT II. 

Unter Zusammenschau der erhaltenen Ergebnisse sehen wir die grundlegenden 

Kriterien der HFpEF als erfüllt und damit die Verwendung des Mausmodells der 

Angiotensin II induzierten HFpEF als berechtigt an. In nachfolgende Studien sollten 

eine arterielle und linksventrikuläre Druckmessung sowie die echokardiographische 
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Untersuchung zu anderen Zeitintervallen zusätzlichen Aufschluss über die 

hämodynamischen Auswirkungen erbringen. 

Zuletzt bleibt einschränkend festzuhalten, dass über die Angiotensin II-Applikation nur 

eine vermutete Facette der multifaktoriellen Genese der Erkrankungen dargestellt 

werden kann und die genauen Pathomechanismen nicht abschließend geklärt sind. 

Insbesondere die fehlende Wirksamkeit von ACE-Hemmern und ARBs in klinischen 

Studien lassen diesbezüglich viele Fragen offen (Cleland et al. 2006; Massie et al. 2008; 

Yusuf et al. 2003). Nichtsdestoweniger stellt daher die weitere Entwicklung und 

Erforschung der Tiermodelle eine wichtige Möglichkeit zur Lösung dieser 

Fragestellungen dar. 
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Bestätigung der Auswirkungen von Angiotensin II auf 

molekularer Ebene 

Als Bestätigung der Auswirkungen der Gabe von Angiotensin II auf das Myokard auf 

molekularbiologischer Ebene erfolgte die vergleichende Bestimmung der Expression 

einiger für die Entwicklung der HFpEF relevanter Schlüsselproteine. Ziel ist eine 

Bestätigung des Versuchskonzeptes. Die Untersuchung und Darstellung soll dabei 

keinen Anspruch auf Vollständigkeit besitzen. 

CTGF spielt eine wichtige Rolle als Mediator einer Angiotensin II induzierten Fibrose 

via Angiotensin Rezeptor 1 (Ruperez et al. 2003; Ahmed et al. 2004). Wir konnten 

bestätigen, dass es in unserem Modell unter Gabe von AT II zu einem Anstieg der 

Expression von CTGF kommt. Signifikanz zeigte sich lediglich im Vergleich zwischen 

Sham 7d und AT II 28d.  

Weiterhin zeigte sich in der qRT-PCR von Kollagen 1 und 3 ein deutlicher Anstieg der 

Expression, jeweils im Vergleich Sham 7d gegen AT II 7d. Nach 28 Tagen lässt sich die 

gesteigerte Expression nicht mehr signifikant darstellen. Die vermehrte Einlagerung von 

Kollagen in die extrazelluläre Matrix führt bekanntermaßen zu einer Fibrose mit 

reduzierter Relaxationsfähigkeit und erhöhter Steifigkeit des Ventrikels (Kasner et al. 

2011). Weshalb die Expressionssteigerung zum späteren Zeitpunkt nicht mehr 

darstellbar ist bedarf weiterer Untersuchungen. 

Die Bestimmung von TIMP 2, eines Inhibitors der ECM abbauenden Matrix-Metallo-

Proteinasen (Ahmed et al. 2006b), ergab eine Expressionssteigerung nach 7d, welche 

ebenfalls nach 28 Tagen nicht mehr nachweisbar war. 

Wir werten die oben genannten Ergebnisse als Bestätigung einer vermehrten 

profibrotische Stimulation unter Angiotensin II und als mögliche Ursache der 

einsetzenden diastolischen Funktionsstörung. Weshalb es nach 28 Tagen zu einer 

Angleichung der Expression von Kollagen 1, 3 und TIMP 2 zwischen den Gruppen AT 

II und Sham kommt, lässt sich anhand der Daten nicht darlegen. Die anhaltende 

Expressionssteigerung von CTGF ließe eine entsprechend vermehrte Proteinsynthese 

dieser Parameter erwarten (Chen et al. 2000) und spricht hierbei gegen eine Reduktion 

der Exkretion der implantierten osmotischen Mini-Pumpen als Ursache. 
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Zuletzt erfolgte die Quantifizierung der sarkolemmalen Kalzium-Pumpe SERCA 2. In 

der diastolischen Dysfunktion kann ein anhaltend erhöhter Kalziumspiegel der 

Herzmuskelzellen zu einer verlängerten Kontraktion mit reduzierter 

Relaxationsfähigkeit führen. Wir konnten zeigen, dass es in unserem Modell unter 

Angiotensin II-Infusion zu einer verminderten Expression von SERCA 2 im 

linksventrikulären Myokard kommt. Dies bestätigt sich sowohl zum Zeitpunkt nach 7 

Tagen als auch nach 28 Tagen. Pathophysiologisch ist hierbei eine verminderte 

Kalziumrückbeförderung aus dem myokardialen Zytosol in das sarcoplasmatische 

Retikulum als Resultat bekannt. Dieser erhöhte Kalziumspiegel führt zu einer 

erschwerten Terminierung der Kontraktion (Bers et al. 2003). 

Unter Zusammenschau der erhaltenen Ergebnisse sehen wir die Annahme einer 

Angiotensin II-bedingten Induktion von molekularbiologischen Veränderungen im 

Sinne der Genese der diastolischen Dysfunktion als bestätigt an. 

Unklar bleibt jedoch weiterhin, weshalb trotz mutmaßlich zentraler Beteiligung des 

RAAS an der Genese der HFpEF, eine Therapie mittels ACE-Hemmern oder ARB in 

der klinischen Erprobung keine Verbesserung der Prognose erbrachte (Cleland et al. 

2006; Massie et al. 2008; Yusuf et al. 2003). Ob es sich zum Zeitpunkt der 

eingetretenen Herzinsuffizienz bereits um einen irreversiblen Zustand handelt und es 

bei frühzeitiger Anwendung dieser Medikamentengruppen zu einer 

Prognoseverbesserung kommen könnte bleibt Gegenstand der Forschung. Wir hoffen, 

dass dieses Mausmodell in Zukunft zur Beantwortung dieser Fragestellungen beitragen 

kann.  

  



79 
 

microRNA 

Nach erfolgreicher Evaluation des Mausmodells für HFpEF soll zuletzt per Microarray 

ein Profil der Änderungen des microRNA-Haushaltes des Myokards unter Einfluss von 

Angiotensin II erstellt werden. Im Vergleich zwischen den Versuchsgruppen Sham, AT 

II 7d und AT II 28d sahen wir nur eine geringe Zahl an microRNAs, welche eine 

deutliche und signifikante Abweichung des Expressionsmusters aufweisen (Abb. 3.16, 

3.17). Letztlich sahen wir 24 microRNAs in der Gruppe AT II 7d und lediglich 6 in der 

Gruppe AT II 28 d, welche eine Expressionsänderung mit einem Konfidenzintervall von 

p < 0,05 aufweisen. 

Unter diesen wurden miR-21, miR-15b, miR-133b, miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-

199b, miR-709, miR-214, let-7a und let7e  mittels qRT-PCR in den Gruppen Sham 7d 

(n=5), Sham 28d(n=5), AT II 7d(n=10) und AT II 28d(n=10) untersucht. Weiterhin 

erfolgte die Untersuchung von miR-29 und miR-133a, welche in den Microarrays keine 

signifikanten Expressionsänderungen ergaben, jedoch als profibrotisch wirkende 

microRNAs zur weiteren Quantifizierung im Modell ausgewählt wurden (van Rooij et 

al. 2008, Duisters et al. 2009). 

Trotz scheinbarer Expressionsänderungen im Vergleich zwischen den Kontroll- und 

Interventionsgruppen, konnte lediglich für miR-21 eine signifikante Hochregulation in 

AT II 7d versus Sham 7d sowie für miR-133a ein signifikantes Absinken der 

Expression für AT II 28 d versus Sham 28 d gezeigt werden. Zum einen gehen wir 

hierbei von falsch positiven Ergebnissen im Rahmen des Microarrays bei niedrigen 

Zahlen n der Versuchsgruppen aus. Zum anderen wäre möglicherweise eine größere 

Anzahl an Versuchstieren notwendig gewesen, um bei den geringen detektierten 

Expressionsänderungen und der Variabilität innerhalb der Gruppen ein entsprechendes 

Signifikanzniveau in der qRT-PCR zu erreichen.  

miR-21 ist eine nicht organspezifische, universell im Organismus der Säugetiere 

vorkommende microRNA (Lagos-Quintana et al. 2002). In verschiedenen Studien 

konnte die Rolle dieser microRNA an der Entstehung von Tumoren dargestellt werden. 

Auf Grund dieses Potentials sowie der Überexpression in einigen Tumoren wird miR-21 

auch als oncomir eingeordnet (Selcuklu et al. 2009). Die Bedeutung von miR-21 scheint 

dabei unter anderem in antiapoptotischen Effekten (Chan et al. 2005), einer Induktion 
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vermehrten Tumorwachstums (Feng et al. 2014) sowie der Hemmung von 

Tumorsuppressorgenen zu liegen (Meng et al. 2007). 

Daneben spielt miR-21 eine wichtige Rolle im Bezug auf die Entwicklung des Herzens 

sowie in der Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen. Es konnte gezeigt werden, 

dass es im Rahmen einer kardialen Hypertrophie zu einer vermehrten Expression von 

miR-21 kommt (Cheng et al. 2007; Sayed et al. 2008). Darüberhinaus erbrachte dessen 

Inhibition in der Kultur von Kardiomyozyten eine Reduktion der Hypertrophie (Thum 

et al. 2007). 

Thum et al. konnten 2008 zeigen, dass microRNA-21 in Fibroblasten des Myokards via 

MAP-Kinase-Signalweg zu einem vermehrten Ausschütten von Wachstumsfaktoren 

sowie einer Zunahme der extrazellulären Matrix führt. Darüber hinaus zeigte sich eine 

Apoptosehemmung und Proliferationssteigerung der Fibroblasten. Dies fördert die 

Entwicklung einer Hypertrophie und interstitiellen Fibrose im Myokard. Die 

Behandlung eines Mausmodells für Hypertrophie (Aortenligatur) mittels Antagomir 

führte hierbei zu einer Reduktion der Hypertrophie und Fibrose (Thum et al. 2008). Die 

Infiltration der Fibroblasten ins Gewebe scheint dabei über eine Expressionssteigerung 

von MMP2 durch miR-21 gefördert zu werden (Roy et al. 2009). 

Eine weitere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls eine Apoptose-hemmende Funktion von 

miR-21 in Endothelzellen unter Scherkräften darstellen. Daneben führte dieser Stress 

auch zu einer miR-21-induzierten Steigerung der Stickstoffmonoxid-Verfügbarkeit via 

endothelialer NO-Synthetase (Weber et al. 2010). Ob es zu ähnlichen Effekten auch im 

Myokard unter erhöhten linkventrikulären Drücke im Rahmen der HFpEF kommt ist 

bisher nicht geklärt. 

MicroRNA-133a stellt eine der am häufigsten vorkommenden microRNAs im Myokard 

dar und ist im gesunden Organismus muskelspezifisch (Yu et al. 2014). Sie stellt 

weiterhin ebenfalls einen wichtigen Faktor in der Entwicklung des Herzens dar (Chen et 

al. 2006). 

Carè et al. konnten 2007 zeigten, dass miR133a eine Schlüsselrolle in der Kontrolle der 

myokardialen Hypertrophie spielt. Eine gesteigerte Expression milderte hierbei in vitro 

die Effekte einer hypertrophischen Stimulation ab. Weiterhin erfolgte der Nachweis, 

einer verminderten miR-133 Expression in drei verschiedenen Nagermodellen für 
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myokardiale Hypertrophie. Schlussendlich konnte gezeigt werden, dass eine Infusion 

von Antagomir 133a im Mausmodell ausreichend zur Induktion einer kardialen 

Hypertrophie ist (Care et al. 2007).  

Darüberhinaus konnte in der Zellkultur in Kardiomyozyten und Fibroblasten von Ratten 

nach Knock-Out von miR-133 ein deutlicher Anstieg der Expression der ECM 

Regulators CTGF festgestellt werden (Duisters et al. 2009).  

In einem weiteren Versuchsaufbau konnte in der Zellkultur auch eine direkte Regulation 

von Kollagen 1A1 durch miR-133a und miR-29b nachgewiesen werden. Darüber hinaus 

konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Irbesartan im Rattenmodell unter 

Angiotensin II Infusion zu einer signifikant reduzierten myokardialen Fibrose, 

geringeren Expression von Kollagen 1A1 und normalen Expression mir-133a und miR-

29b führt (Castoldi et al. 2012). 

Auch in Reaktion auf oxidativen Stress zeigt sich ein Einfluss von miR-133. So ergeben 

sich in der Zellkultur unter Expressionssteigerung von miR-133 deutlich geringere 

Apoptoseraten von Kardiomyozyten nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid (Xu et 

al. 2014). Dies weist auf eine kardioprotektive Rolle dieser microRNA hin. 

Wie oben dargestellt zeigen vorhergehenden Studien die prohypertropischen sowie 

profibrotischen Effekte einer vermehrten Expression von miR-21 sowie einer 

reduzierten Expression von miR-133a. Dies spiegelt sich auch im Einklang zu den in 

unserem Mausmodell gemessenen Effekten wieder. 

Letztlich liegen auch zu anderen der von uns näher untersuchten microRNAs Hinweise 

auf eine Rolle in der Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen vor. So zeigt sich 

beispielsweise miR-199 im Rahmen einer Hypertrophie ebenfalls erhöht exprimiert 

(Sucharov et al. 2008).  

Nach Aortenligatur konnte weiterhin eine vermehrte Expression von miR-15 dargestellt 

werden. Es konnte belegt werden, dass diese microRNA zu einer Hemmung von 

TGFbeta führt. Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnte nach Behandlung mit miR-

15 Antagomir eine gesteigerte Fibrose nachgewiesen werden (Tijsen et al. 2014).  

miR-15 führte darüberhinaus in weiteren Versuchen zur Reduktion einer postnatalen 

Proliferation der Kardiomyozyten (Porrello et al. 2011; Porrello et al. 2013). Die 



82 
 

Hemmung von miR-15 konnte im Modell die Regenerationsfähigkeit des Myokards 

erhöhen (Hullinger et al. 2012).  

Für miR-214 wurde im Rahmen von Ischämie und Reperfusion eine kardioprotektive 

Wirkung durch Hemmung von Apoptose und Fibrose sowie einer Modulation des 

Kalzium-Haushaltes entgegen einer Kalzium-Überladung nachgewiesen (Aurora et al. 

2012).  

Die Forschungsgruppe um Zhou konnte kürzlich belegen, dass Let-7a eine 

antihypertrophische Wirkung hat. Unter dem Einfluss von Angiotensin II konnte eine 

verminderte Expression von Let-7a im Mausmodell dargestellt werden. Eine 

Überexpression von Let-7a wiederrum milderte die Hypertrophie deutlich ab (Zhou et 

al. 2017).  

Nach Myokardinfarkt zeigte sich ebenfalls eine verminderte Expression der Let-7-

Familie im Rattenmodell. Im Hinblick auf Let-7e konnte nach Expressionssteigerung 

eine Verminderung von Arrhythmien nach Myokardinfarkt via Suppression von Beta-1-

Adrenorezeptoren im Myokard nachgewiesen werden (Li et al. 2014). 

Neuere Untersuchungen ergaben das Let-7e einen Mediator proinflammatorischer 

Reaktionen im Gefäßsystem darstellt (Lin et al. 2017). Hierbei lässt sich ein 

Zusammenhang zur perivaskulären Inflammation und endothelialen Dysfunktion im 

Rahmen der HFpEF vermuten. 

Lediglich in Bezug auf miR-709 ergaben sich bisher keine Forschungsergebnisse die 

eine Rolle in der Physiologie und Pathophysiologie des Herzens nahelegen. Bisher 

zeigte sich ein Mitwirken in der Regulation inflammatorischer Prozesse (Li et al. 2016), 

der Differenzierung von Adipozyten (Chen et al. 2014) und der Entwicklung des 

hepatozellulären Karzinomes (Liu et al. 2015). Ob diese microRNA einen Anteil an der 

Pathogenese der HFpEF hat bleibt auch im Hinblick auf die Ergebnisse unseres 

Versuches fraglich. 
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Abbildung 3.24: Funktionen der ausgewählten microRNAs  
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Bewertung und Ausblick 

Bereits die Auswertung der Microarray Daten deutete an, dass relativ geringe 

Expressionsänderungen der microRNAs im Myokard unter Einfluss der geringen Dosis 

von Angiotensin II stattfinden.  

Die Gründe liegen hierbei vermutlich an der niedrigen Dosis des applizierten 

Angiotensin II, mit entsprechend geringer ausgeprägten und damit schwerer zu 

detektierenden molekularbiologischen Veränderungen. Darüber hinaus sind 

möglicherweise nur geringe Expressionsänderungen der microRNAs zur Regulation des 

Proteinhaushaltes notwendig. Da es sich um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung 

handelt, ist davon auszugehen, dass möglicherweise die Summe aus subtilen 

Veränderungen verschiedener microRNAs die Entstehung der Erkrankung bedingen 

könnte. 

Ähnlich wie im Bezug auf das RAAS ist vorstellbar, dass die Änderung der Expression 

dieser microRNAs zunächst als protektiver Mechanismus eingeleitet werden und im 

Sinne eines „circulus vitiosus“ letztlich zur Aufrechterhaltung und dem Progress der 

Herzinsuffizienz beitragen. 

Nach Analyse der Daten konnte für miR-21 und miR-133a eine deutliche und 

signifikante Expressionsänderungen darstellt werden. Damit konnten wir zeigen, dass 

eine chronische Angiotensin II Infusion zu einer vermehrten Expression von miR-21 

und reduzierten Expression von miR-133a führt. Dies zeigt sich im Einklang mit 

grundlegenden Forschungsergebnissen, welche diese Konstellation als Auslöser für eine 

myokardiale Fibrose und Hypertrophie sehen. Wir gehen davon aus, dass miR-21 und 

miR-133a in unserem Mausmodell eine zentrale Funktion bezüglich der strukturellen 

und funktionellen Veränderungen auf molekularbiologischer Ebene haben und eine 

Schlüsselrolle in der Angiotensin II induzierten HFpEF spielen. 

Darüberhinaus zeigten sich jedoch auch bei einem Großteil der weiteren untersuchten 

microRNAs scheinbare Tendenzen einer veränderten Expression. Wie oben dargestellt 

sind aktuell bereits zahlreiche verschiedene Pathomechanismen dieser microRNAs im 

Hinblick auf Erkrankungen des Herzens und insbesondere die myokardiale Fibrose und 

Hypertrophie bekannt. 
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Die scheinbaren Steigerungen der Expressionen von miR-199 und miR-214 könnten 

ähnlich wie miR-21 zur kardialen Hypertrophie beitragen. Auch eine verminderte 

Expression von Let-7a könnte hierbei mitwirken. Gleichermaßen zeigt sich miR-29c 

wie miR-133 vermindert exprimiert und ist dabei mutmaßlich an der Fibroseinduktion 

beteiligt. Das geforderte Signifikanzniveau der Expressionsänderungen wird in unserem 

Versuch zwar verfehlt, jedoch könnte das einwirken mehrerer subtiler 

Expressionsänderungen in Summe einen deutlichen Effekt auf Ebene der mRNA 

Expression bewirken. 

Interessanterweise zeigt sich für die antifibrotischen microRNAs miR-15b und miR-214 

eine scheinbare Steigerung der Expression. Diese erreicht für miR-15b im Vergleich der 

Gruppen Angiotensin II 7 Tage und Sham 28 Tage ein signifikantes Ergebnis. Nach 

aktuellen Erkenntnissen würden diese microRNAs bei gesteigerter Expression der 

myokardialen Fibrose entgegenwirken. Entsprechend könnte es sich hierbei um eine 

kardioprotektive Gegenregulation des Organismus handeln. Eine weitere Untersuchung 

dieser microRNAs ist in Zukunft nicht nur zum tieferen Verständnis der Physiologie 

und Pathophysiologie, sondern insbesondere auch als Ansatz der medikamentösen 

Therapie sehr attraktiv. 

Bemerkenswerte Ergebnisse erbrachten Untersuchungen von Lin et al. 2017, welche 

einen Zusammenhang zwischen einer vermehrten Expression von Let-7e und 

proinflammatorischen Prozessen im Gefäßsystem erbrachten. Dies könnte im Rahmen 

der HFpEF zu einer zunehmenden endothelialen Dysfunktion mit nachfolgender 

Relaxationsstörung sowie zu einer perivaskulären Fibrose führen. In der qRT-PCR 

zeigten sich im Gegensatz zu unseren Ergebnissen der Microarrays jedoch keine 

signifikanten Expressionsänderungen von Let-7e. 

Es bleibt festzuhalten, dass die definitiven Pathomechanismen der HFpEF bisher 

weitestehend unklar sind. Auch wenn viele zur diastolischen Dysfunktion und 

Herzinsuffizienz führende molekularbiologische Ansätze bekannt sind, bleiben diese 

einer medikamentösen Beeinflussung und damit einer klinischen Bestätigung der 

Hypothesen schuldig. 

Neben den Auswirkungen auf Hypertrophie- und Fibroseinduktion wird es von 

Interesse sein fehlende Verknüpfungen zwischen microRNAs und strukturellen sowie 

funktionellen Anteilen des kontraktilen Apparates der Kardiomyozyten, der 
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Kalziumhomöostase, der inflammatorischen Vorgänge im Myokard und der 

endothelialen Dysfunktion zu finden. In Zukunft könnte es durch die  weitere 

Erforschung von microRNAs möglich sein fehlende Verknüpfungen in der 

Pathophysiologie herzustellen und die HFpEF damit einer bisher fehlenden 

Medikamentösen Therapie erstmalig zugänglich zu machen. Insbesondere 

kardioprotektive microRNAs wie miR-15 und miR-214 sowie die Möglichkeit der 

Hemmung von profibrotisch und prohypertrophisch wirkenden microRNAs mittels 

Antagomir könnten völlig neue Wege in der medikamentösen Therapie einschlagen. 

Darüber hinaus ermöglicht die weitere Untersuchung unseres Mausmodells sowie des 

microRNA Profils die Gewinnung potentieller neuer Biomarker für eine einfachere 

Diagnose der bisher unterdiagnostizierten und häufig übersehenen HFpEF. 

Insbesondere die Entdeckung der Serum-microRNAs als neue Biomarker stellt ein 

vielversprechendes Forschungsfeld dar. Möglicherweise wird es realisierbar sein diese 

multifaktorielle Erkrankung durch ein Muster an verschiedenen microRNAs gegenüber 

anderen Erkrankungen abzugrenzen und damit in der klinischen Routine sicher und 

unkompliziert zu diagnostizieren. 
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Zusammenfassung 

Die Herzinsuffizienz stellt eine der relevantesten Krankheiten für unsere Bevölkerung 

dar und bedeutet eine starke sozioökonomische Belastung für unsere Gesellschaft. Die 

Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF) wurde dabei lange Zeit 

sowohl in Bezug auf die Häufigkeit, als auf Ihre Prognose im Vergleich zur HFrEF 

deutlich unterschätzt. Es zeigte sich jedoch, dass die Prognose der HFpEF nur wenig 

besser ist und man davon ausgehen muss, dass eine ähnliche Prävalenz beider 

Erkrankungen vorliegt. Trotz der stetigen Fortschritte im Bezug auf die Behandlung der 

systolischen Herzinsuffizienz kann bisher für keine der zentralen 

Medikamentengruppen eine deutliche Prognoseverbesserung für die Patienten mit 

erhaltener Ejektionsfraktion nachgewiesen werden. Begründet liegen diese Defizite 

unter anderem an der geringeren Grundlagenforschung sowie der geringen Anzahl gut 

validierter Tiermodelle für experimentelle Untersuchungen der HFpEF. 

Wir konnten in unserem Versuch am Mausmodell zeigen, dass eine paraenterale Gabe 

von 720 µg/kg/d Angiotensin II zu deutlichen echokardiographischen und 

molekularbiologischen Veränderungen im Sinne einer diastolischen Funktionsstörung 

führt. Die Applikation erfolgte über einen Zeitraum von 7 / 28 Tagen mittels subkutan 

implantierter osmotischer Minipumpen. So konnten wir im Verlauf eine signifikante 

Steigerung des Verhältnisses E/E‘ nachweisen. Zeitgleich zeigte sich die LVEF 

grenzwertig normal und es ergaben sich weder Hinweise auf eine ausgeprägte 

Hypertrophie, noch auf eine Dilatation des linken Herzens. Weiterhin ließ sich in der 

qRT-PCR eine deutliche Expressionssteigerung von BNP als Hinweis auf eine 

bestehende Herzinsuffizienz nachweisen. Wir sehen damit die grundlegenden Kriterien 

für die Verwendung dieses Mausmodells als Modell für die HFpEF als bestätigt an. 

Nachfolgend konnten wir über die Analyse eines microRNA Microarrays den 

veränderten microRNA Haushalt im Myokard unter dieser Stimulation darstellen. Eine 

Quantifizierung ausgewählter microRNAs via qRT-PCR ermöglichte anschließend die 

Bestätigung einer deutlichen Expressionssteigerung von miR-21 sowie einer reduzierten 

Expression von miR-133a im Myokard. In dieser Konstellation sind diese microRNAs 

für Ihre Beteiligung in der Entwicklung einer Fibrose und Hypertrophie bekannt und 
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scheinen damit auch in der Entwicklung der HFpEF eine, möglichweise zukünftig 

beinflussbare, Rolle zu spielen.  
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Summary 

Heart Failure presents one of the most relevant diseases for our community and is 

leading to an increasing socioeconomic burden. Heart failure with preserved ejection 

Fraction (HFpEF) was underestimated in its prevalence and prognosis compared to 

Heart Failure with reduced systolic function for a long time. Recent data shows that the 

prognosis of HFpEF is just slightly better, as the prevalence seems to be just as high as 

for HFrEF. Despite of the improvements in the therapy of HFrEF, there were no 

positive results of studies trying to prove advantages in the prognosis of HFpEF under 

therapy with the common drugs for Heart Failure treatment. The underlying reasons for 

this might be less fundamental research compared to HFrEF, as well as a shortage of 

available animal models for experimental purposes. 

Our experiment was able to show that an infusion of 720 µg/kg/d Angiotensin II over a 

period of 7 / 28 days leads to echocardiographically and molecularbiologically 

measurable changes indicative of an impaired diastolic function. We could prove that 

the E/E‘-ratio shows a significant increase over the course of 28 days. At the same time 

the LVEF remained in a lower but near normal area and measurements of ventricular 

diameter and wall thickness showed no evidence of left ventricular dilatation or 

pronounced hypertrophy. Additionally we could show an increased expression of BNP 

in qRT-PCR as a surrogate for present Heart Failure. In conclusion, we rate these results 

as a justification for the use of this murine model as a model for HFpEF. 

Following, we performed microarray screening to analyze the altered myocardial 

microRNA profile of the left ventricle in Angiotensin II induced HFpEF. A 

quantification of a selection of the most promising microRNAs from the microarray 

data was executed by qRT-PCR afterwards. We were able to show that the expression 

of miR-21 was substantially increased as the expression of miR-133a was reduced in the 

myocardium. In this constellation these microRNAs are known to induce myocardial 

hypertrophy and fibrosis and thus might play a, probably manipulable, role in the 

development of HFpEF. 
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Abkürzungsverzeichnis 

18 S 18 S ribosomale RNA 

A 

Maximum des späten diastolischen Einstroms über der 

Mitralklappe 

A' 

Maximum der späten diastolischen Gewebe-

geschwindigkeit des Mitralanulus 

Abb. Abbildung 

Abs. Absatz 

ACEI Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor 

ARB Angiotensin Rezeptor Blocker 

AT II Angiotensin II 

AT1R Angiotensin II Rezeptor Typ 1 

ATP Adenosintriphosphat 

BNP Brain natriuretic peptide 

c. elegans Caenorhabditis elegans 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CTGF Connective tissue growth factor 

d Tag 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

DT Dezelerationszeit 

DTT Dithiothreitol 
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E 

Maximum des frühen diastolischen Einstroms über der 

Mitralklappe 

E' 

Maximum der frühen diastolischen Gewebe-

geschwindigkeit des Mitralanulus 

ECM Extrazelluläre Matrix 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EF Ejektionsfraktion 

EKG Elektrokardiogramm 

ERK Exrazelluläres-Signal regulierte Kinase 

ESC Europäische Gesellschaft für Kardiologie 

FRET Fluoreszenz-Resonanz Energietransfer 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

HFmrEF Herzinsuffizienz mit mittelgradiger Ejektionsfraktion 

HFpEF Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion 

HFrEF Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion 

IL Interleukin 

IVRT Isovolumetrische Relaxationszeit 

IVSd Diastolischer Diameter des interventrikulären Septums 

JAK Januskinase 

KHK Koronare Herzerkrankung 

LAVI Linksatrialer Volumenindex 

LV Linker Ventrikel 

LVEDD Linksventrikulärer enddiastolischer Durchmesser 
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LVEDP Linksventrikulärer enddiastolischer Druck 

LVEF Linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

LVFS / FS Linksventrikuläre Verkürzungsfraktion 

LVIDD Linksventrikulärer innerer diastolische Durchmesser 

LVMI Linksventrikulärer Massenindex 

MAGGIC Meta-Analysis Global Group in Chronic Heart Failure 

MAP Mitogen aktiviertes Protein 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

MHz Megahertz 

miRNA Mikro Ribonukleinsäure 

MMP Matrix-Metalloproteinase 

mRNA messenger Ribonukleinsäure 

n Anzahl der Versuchsobjekte 

n. s. nicht signifikant 

NaCL Natriumchlorid 

NO Stickstoffmonoxid 

nt-proBNP n-terminales pro brain natriuretic peptide 

NYHA New York Heart Association 

p Signifikanzwert 

PAI Plasminogen Aktivator Inhibitor 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PCWP Pulmonalkapillärer Verschlussdruck 
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qRT-PCR quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RISC RNA-induced silencing complex 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Umdrehungen pro Minute 

SEM Standartfehler 

SERCA Kalziumpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums 

snoRNA small nucleolar RNA 

Tab. Tabelle 

TGF Transforming growth factor 

TIMP Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 

UTR Untranslatierter Bereich 
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