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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Im Menschen ist das Herz das zentrale Organ des kardiovaskuldren Systems, seine Pumpleis-
tung erhalt die Korperhomoostase aufrecht. Die Funktion des Herzens wird hierfiir durch eine
groBe Zahl von Hormonen und deren nachgeschalteten intrazelluldren Signalverarbeitungsme-
chanismen moduliert und reguliert. In dieser Arbeit wurden mithilfe von spezifischen Tiermo-
dellen drei dieser Signalkassetten genauer untersucht: Die atypischen Proteinkinasen C, Gq/11
Proteine sowie deren Hormone und die B2-Untereinheit des spannungsgesteuerten Kalziumka-
nals im Herzen. Atypische Proteinkinasen C stellen eine Unterfamilie der Proteinkinasen C dar,
und besitzen eine grole Bedeutung bei einer Vielzahl von intrazelluldren Regulationsprozessen,
wie Kontraktion oder Regulation des Zytoskeletts. |hre Rolle im Herzen ist weitgehend unbe-
kannt, was sicherlich auch darin begriindet liegt, dass keine spezifischen pharmakologischen
Werkzeuge zu ihrer Aktivititsmodulation bekannt sind. In dieser Arbeit wird ein neuartiger
Ansatz zur Untersuchung der Proteinkinase C iota gewahlt. Durch virusvermittelte herzspezifi-
sche in vivo Expression von aktivitatsinhibierten (DN) bzw. konstitutiv aktiven (CA) Isoformen
der PKCu konnten die entsprechenden Aktivitdtsmodulationen dieses Enzyms in den Herzmus-

kelzellen erreicht werden.

Die Resultate einer solchen Intervention wurden hinsichtlich ihrer in vivo Effekte, aber auch be-
ziiglich moglicher Veranderungen der Morphologie des einzelnen Kardiomyozyten, untersucht.
Die Reduktion der intrazelluldren PKCi-Aktivitat durch die DN-PKCu fiihrte in der Echokar-
diographie in vivo zu einer milden kardialen Hypertrophie, die Uberexpression der CA wie auch
der unveranderten Wildtyp-Form induzierten allerdings keine Veranderungen der Herzfunktion.
Diese Befunde am lebenden Tiermodell konnte durch Untersuchungen der Morphologie der
einzelnen Herzmuskelzellen gestiizt werden. Charakteristische Membraneinstiilpungen, die T-
Tubuli, waren nach Reduktion der intrazellularen PKCi- Aktivitat ebenfalls deutlich reduziert.
Allerdings kehrten sich die Effekte um, wenn dieselben Isoformen in Herzen exprimiert wur-
den, in denen durch TAC eine Hypertrophie ausgeldst wurde. Hier fiihrte die Heraufregulation
der intrazellularen PKCu Aktivitat zu einer signifikanten Verminderung der Hypertrophie. Aus
diesen Befunden kann geschlussfolgert werden, dass die PKCu Aktivitdt im Herzen eine wichti-
ge Rolle bei der Entwicklung von Herzkrankheiten, wie der Herzmuskelschwéche, besitzt und

unter Umstanden ein neues pharmakologisches Target fiir deren Therapie darstellen kdnnte.

Im Herzen besitzen die GoyG11 Proteine eine wichtige Relaisfunktion bei der Transduktion
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von hormoneller Aktivierung in zelluldre Antworten, wie beispielsweise bei der Kontraktions-
modulation und dem zelluldren Wachstum. Im zweiten Teil dieser Arbeit war daher die Rolle
von GagGyi-Proteinen bei Hypertrophieentwicklung durch Nachlasterhohung und bei Hyperal-
dosteronismus im Fokus der Untersuchungen. Insbesondere wurde der Zusammenhang dieser
Untereinheiten mit dem profibrotischen Effekt von Aldosteron hinterfragt. Dazu wurde den
Tieren iiber sechs Wochen Aldosteron mit einer subkutanen Minipumpe appliziert, die Tiere
echokardiographisch untersucht und histologische Schnitte der Herzen auf den Kollagenge-
halt gepriift. Fiir die Kollagenbestimmung wurden zwei verschiedene Verfahren gewahlt: Die
Lichtpolarisation und die spezifische Fluoreszenz der Farbung mit Siriusrot. Es zeigte sich
eine Uberlegenheit der Fluoreszenzmikroskopie. In der Auswertung ergab sich, dass in der
Maus, welcher durch konditionelles induziertes Knockout Gaq- und Gii-Untereinheiten fehl-
ten, weniger kardiales Kollagen durch Aldosteron gebildet wurde, als in den Vergleichstieren

mit physiologischer Ausprigung der Untereinheiten.

Im dritten Teil meiner Arbeit erfolgten Untersuchungen zur Funktion der B2-Untereinheit des
spannungsgesteuerten Kalziumkanals im Herzen, der bei der elektromechanischen Kopplung
(Ubersetzung der elektrischen Aktivitit in mechanische Arbeit) eine zentrale Rolle besitzt.
Hierzu sind neuartige Tiermodelle verwendet worden, in denen diese Untereinheit genetisch
ausgeschaltet wurde (B2KO-Maus). Aufbauend auf diese Tiermodelle erfolgte eine Charakte-
risierung der Rolle von neu identifizierten embryonalen und adulten SpleiRvarianten der R2-
Untereinheit in vivo, auf dem Hintergrund der R2KO-Maus. Dazu wurden die entsprechenden
Tiere einer echokardiographischen Untersuchung unterzogen. Der herzspezifische, postnatal
induzierte Verlust der Genexpression bewirkte eine Verminderung des ventrikuldren Volumens,
bei deutlichem Gewichtsverlust, der eine Belastung nahe legt. Dieser Phanotyp war jeweils

durch Expression einer der beiden SpleiBvarianten des Gens zu retten.

Characterization of the molecular regulation of cardiac physiology and

pathophysiology by using specific in vivo mouse models

The human heart is the central organ of the circulation system, and its pumping capacity
maintains the physiological homeostasis in the body. The function of the heart is regulated by
a large number of hormones, and their subsequent intracellular signal transduction cascades.

In this work, three aspects of these cascades were analyzed by using specific animal models:
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The atypical protein kinase Ci, the Ga,Gii-proteins and their hormonal interactions, and the

B2-subunit of the voltage-sensitive calcium channel in the heart.

The atypical protein kinases C are a subfamily of the protein kinases C, playing an important
role in a plenty of intracellular regulatory processes, as cellular contraction or regulation of
the cytoskeleton. Their exact role in cardiac myocytes is mostly unknown yet, due to the
fact that there are no specific agents available to modulate the activity of these enzymes
specifically. Therefore, in this project, a new approach was used. The activity of the enzyme
was modulated by viral transduction and cardiac-specific expression of activity-inhibited or
constitutively active isoforms of PKCi. The effects of this intervention were both examined
in vivo, an by studying the morphology of the singular cardiomyocytes. The reduction of the
intracellular acivity of PKCu caused a mild cardiac hypertrophy, whereas there was no change
in cardiac function by increased activity, compared to the wildtype. These in vivo results were
supplemented by the morphological characteristics of the isolated ventricular myocytes. Typical
membrane invaginations, the T-tubules, were reduced and disorganized by downregulating
PKCu activity. After aortic banding in these mice, the in vivo effects turned to the opposite.
By increasing PKCu activity, the induced hypertrophy was markedly reduced, compared with
the downregulation of PKCi, and wildtype. Regarding these results, it is obvious that PKCi
may play an important role in the development of cardiac pathologies, and may therefor be a

new target for cardiac specific therapies.

Likewise in the heart, Ga,Gi; proteins play an important role in the transduction of hormo-
nal signals into cellular reactions, as in the modulation of contractoin, or in cellular growth.
Therefore, in the second project, the functions of the Ga,Gi; proteins in hypertrophy and
hyperaldosteronism were in the focus of research. In particular, the role of these proteins in
the profibrotic stimulus by aldosterone was of special interest. To figure out this correlation,
mice of a Ga,G11-KO line were treated by chronic subcutaneous infusion of aldosterone over
6 weeks, subsequently examined in vivo by cardiac ultrasound. Finally, histological preparati-
ons of their hearts were specifically stained to detect collagen content, and then imaged by
two different methods. At first, polarization microscopy was done, a established way to detect
intercellular collagen; additionally, the specific fluorescence of the stained tissue was detected
by fluorescence microscopy. In this study, fluorescence microscopy was superior. Regarding the
profibrotic effect, mice with Ga4G;;-KO showed less cardiac collagen content increase than

the wildtype mice.
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In the third project, the B2-subunit of the voltage-sensitive calcium channel was examined.
This channels plays an important role in the electro-mechanical coupling, which is necessary
to translate the electrical stimulus into the mechanical work of cellular contraction. For this
study, a new mouse model of induced cardiac knockout of the B2-subunit was used. Additionally
to these animals with B2-KO, the importance of both a juvenile and an adult splice variant of
the B2-subunit was tested. To find out the physiological effects, all mouse models underwent
echocardiographic examination. The induced B2-KO led to a diminuished ventricular volume,
and to a loss of body weigth that indicated physiological stress. Expression of each of the both

splice variants was able to rescue this phenotype.
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2 Einleitung und eigene Fragestellung

Herz- und Kreislauferkrankungen sind nach Angaben des statistischen Bundesamtes mit 39%
Anteil die haufigste Todesursache in Deutschland [2]. Eine Vielfalt von Risikofaktoren und
Pradispositionen sind bekannt, dennoch sind die molekularbiologischen Ursachen vieler Erkran-
kungen weiterhin teilweise unbekannt, und folglich Gegenstand intensiver Forschungsanstren-
gungen. Vielfdltige intrazelluldre Signalkaskaden vermitteln hier die krankmachende Wirkung
von duBeren und inneren Stimuli. Will man die Erkrankungen beeinflussen, ist also eine Beein-
flussung dieser Signalkaskaden wesentlich, und dazu wiederum ein genaues Verstindnis jener
molekularen Mechanismen. Besonders muss es im Interesse der Forschung liegen, iiber diese
Angriffpunkte einen Ausweg aus dem chronisch-degenerativen Verlauf der Schiden am Organ
zu finden. Ziel ist es, Angriffspunkte fiir neue Therapien zu entdecken, um den Teufelskreis
aus maladaptiver Hypertrophie und Funktionsverlust unterbrechen zu kdnnen. Diese Arbeit
beschaftigt sich mit drei Teilaspekten der subzelluldren Mechanismen und Enzymkaskaden in
kardiomyozytdren Pathologien. Diese stellen nach bisherigem Stand der Wissenschaft gute
Ansatzpunkte fiir ein detaillierteres Verstandnis der pathologischen Prozesse in der Herzmus-

kelzelle dar, und konnten Ziel zukiinftiger Behandlungsstrategien sein.

In dieser Arbeit wurden drei Schliisselproteine und deren mogliche Rolle in der Physiologie und

Pathophysiologie des Herzens studiert.

Im ersten Teil wurde die Proteinkinasen-Unterform Proteinkinase C iota (PKCu) als zytoso-
lischer Signalvermittler mit bislang unbekannter Rolle im Herzen untersucht. Der zweite Teil
dieser Arbeit beschaftigt sich mit Vertretern eines der zentralen Signalvermittlungsproteine,
den G-Proteinen. Der dritte Teil behandelt die R2-Untereinheit des spannungsgesteuerten Kal-
ziumkanals in der Zellmembran der Herzmuskelzelle. Dieser steht am Anfang einer zentralen

kardialen Signalkaskade, der elektromechanischen Kopplung.

2.1 Das Herz: Anatomie und Funktion

Das Herz ist das zentrale Organ des Blutkreislaufes des Organismus aller héheren Tiere. Die
Aufgabe des Sdugerherzens ist es, liber den Lungenkreislauf das Blut von Kohlenstoffdioxid zu
befreien, sowie es wieder mit Sauerstoff anzureichern, um danach iiber den groen Kérperkreis-
lauf alle Organe, Gewebe und Zellen mit sauerstoffreichem Blut versorgen zu kénnen. Im Blut

werden zudem Energie, essentielle Substrate der Zellen, hormonelle Botenstoffe, Elektrolyte



2 Einleitung und eigene Fragestellung

und Wasser im Korper verteilt. Um diese Funktion zu gewahrleisten, muss ein bestimmtes, an
die Bedarfslage angepasstes Blutvolumen pro Zeit gepumpt werden. Der dazu nétige Blutdruck
muss im Korperkreislauf aufrechterhalten werden, um gegen den peripheren Widerstand des

Gefalsystems einen Fluss zu gewahrleisten.

obere
Hohlvene

Lungen-
arterie

Lungen-
) vene

........

----

klappe

klappe

untere Hohlvene

Abbildung 1: Schema des Herzens: In rosa ist der muskuldre Kérper des Herzens dargestellt,
bestehend aus den beiden Vorhéfen, in die das Blut (Pfeile) einstromt, und den Ventrikeln, durch
die es wieder ausstromt. In blau sind GefaRe dargestellt, die das sauerstoffarme Blut transportieren,
welches aus dem Korperkreislauf von der rechten Herzhilfte in den Lungenkreislauf gebracht wird. In
rot sind die GefaRe dargestellt, die das sauestoffreiche Blut aus dem Lungenkreislauf fiihren, welches
iber das linke Herz in den Korperkreislauf gebracht wird. Bei den Segelklappen zwischen Vorhofen
und Ventrikeln, und den Taschenklappen an den AusstromgefiaRen, handelt es sich der Funktion nach
um Riickschlagventile, welche die Einhaltung der korrekten Flussrichtung sichern.

,.diagram of the human heart", Jakov, creative commons -Lizenz, Wikimedia commons

Diese Funktion wird vom Herz als muskuldrer Pumpe iibernommen. Es ist in zwei Halften
unterteilt, der Aufbau ist in Abbildung 1 dargestellt. Die rechte Herzhalfte pumpt sauerstoff-
armes Blut zum Gasaustausch in die Lunge, das linke Herz pumpt das sauerstoffreiche Blut
in den Korperkreislauf. Dazu ist ein Druckunterschied in beiden Systemen nétig. So baut das
linke Herz beim Auswurf etwa den fiinffachen Druck auf das Blut fiir den Korperkreislauf auf,

als das rechte Herz fiir den Lungenkreislauf.
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Jede Herzhilfte ist in eine Vorkammer, das Atrium, und eine Hauptkammer, den Ventrikel
unterteilt. Die Vorkammern sammeln das kontinuierlich einstrémende Blut aus den zufiihrenden
NiederdruckgefaRen, der groRen Hohlvene (V. cava communis) und der Lungenvene, und geben
es in der Fiillungsphase in die Hauptkammer, den Ventrikel, ab. Zwischen Atrien und Ventrikeln
befinden sich daher die Atrioventrikularklappen, die den Blutfluss nur in der Fillungsphase
zulassen. Die Klappe in der rechten Herzhilfte heillt Tricuspidalklappe, im linken Herzen heifst
sie Mitralklappe. An den AusstromgefaBen der Ventrikel befinden sich ebenfalls Klappen um
einen Riickstrom des Blutes nach der Auswurfphase des Herzens zu verhindern, die sogenannten
Semilunarklappen. Die zum Stamm der Lungenarterien (Truncus pulmonalis) liegende Klappe

heit Pulmonalklappe, die an der Aortenwurzel liegende Klappe heillt Aortenklappe.

2.2 Der Herzzyklus

Der Herzzyklus beschreibt den sich regelmaRig wiederholenden Arbeitszyklus des Herzens. Er
besteht aus vier Phasen: der Relaxations- und der Fiillungsphase in der Diastole, und der

Anspannungs- und Auswurfphase der Systole.

In der Relaxationsphase erschlafft das Myokard. Der Innendruck im Ventrikel fallt dabei bis
unter den Druck des Vorhofes. Das Volumen andert sich dabei nicht, daher spricht man auch
von isovolumetrischer Relaxation. Ist der Druck im Ventrikel unterhalb des Vorhofdruckes an-
gelangt, 6ffnen sich die Atrioventrikularklappen, was den Beginn der Fiillungsphase markiert,
das Blut stromt dabei bei weiterer Wandrelaxation ein. Zum Ende der Fiillungsphase kontra-
hieren die Vorhofe und pressen so zusatzlich Blut in den Ventrikel. Mit steigender Herzfrequenz
verkiirzt sich die Dauer der Fiillungsphase durch Relaxation, in der Folge gewinnt die aktive
Fillung der Ventrikel durch die Vorhofsystole an Bedeutung. Die gesamte Fiillungsphase nimmt

den groRten Teil der Diastole in Anspruch.

Das SchlieRen der Atrioventrikularklappen markiert dann den Ubergang von der Diastole in die
Systole, damit den Beginn der Anspannungsphase. In dieser kontrahiert das Kammermyokard,
und erhdht dabei schnell den Druck auf das bei geschlossenen Klappen konstante Blutvolumen
im Ventrikel. Uberschreitet der intraventrikuldre Druck den Druck des arteriellen Systems
dahinter, &ffnen sich die Semilunarklappen, die Auswurfphase des Blutes beginnt nun. Das
Blut stromt solange der Druck im Ventrikel hoher ist als im GefdRssystem dahinter. Dieser
Strom ebbt ab, wenn sich die Driicke angleichen. Sinkt dann der Druck im Ventrikel weiter

durch Relaxation des Myokards oder erhoht der Tonus den Druck im GefaBsystem, so schlieRen
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sich die Klappen. Dies gewahrleistet einen unidirektionalen Fluss des Blutes.

Die beiden vom Herzen versorgten Kreisldufe unterscheiden sich dabei hauptsichlich durch
die Druckverhiltnisse; wahrend im kleinen Lungenkreislauf ein mittlerer Druck von 24 mmHg
ausreicht, betragt der mittlere arterielle Druck im groRen Korperkreislauf, durch den gréReren
peripheren Widerstand, 100 mmHg. Da im rechten Ventrikel somit weniger Druck aufgebaut
werden muss, beginnt dessen Auswurfphase friiher und dauert langer an, als die des linken

Ventrikels.

2.3 Laplace’sches Gesetz und Hypertrophie

Der Kammerdruck ist dabei direkt abhiangig von der Wandstarke des Ventrikels, der Wand-
spannung, und verhalt sich umgekehrt proportional zum Kammerradius. Infolgedessen sind die
Kammerdriicke aller Saugetiere vergleichbar, da bei physiologisch sinnvollen gréReren Volu-
mina bei groReren Arten auch dickere Myokardwiande moglich sind. Zugrunde liegt hier das

Lalace'sche Gesetz, nach Pierre-Simon Laplace (1805):

2d
P=K =
"

Hier steht P fiir den Blutdruck im System, traditionell in der Medizin in mmHg angegeben;
K steht fiir die Wandspannung (in N/cm?®), d fiir die Wandstérke und r fiir den Radius des
Ventrikels. Wandstarke und Radius konnen artspezifisch wenige Millimeter bis zu mehreren

Zentimetern betragen.

Andererseits bedeutet dieser Zusammenhang auch, dass, sobald sich im Individuum ein Pa-
rameter dndert, die anderen entsprechend angeglichen werden miissen, da der Blutdruck fiir

einen adaquaten Blutfluss im System aufrechterhalten werden muss.

Der periphere Widerstand beeinflusst insofern das Herz, als dass eine pathologische Verdnde-
rung des Widerstands den Blutdruck direkt verdndert. Der verdnderte, beispielsweise erhohte
Blutdruck muss durch eine hohere Pumpleistung des Herzens ausgeglichen werden. Mittel-
fristige Angleichungen erfolgen dabei primar in Form einer Erhéhung der Wandstarke durch

Muskelwachstum in Form von Hypertrophie.

Hypertrophie bezeichnet das Herzwachstum nach Geburt, das durch eine Zunahme der Zell-

groRe bei konstanter Zellzahl gekennzeichnet ist. Im Gegensatz dazu steht die embryonale
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Hyperplasie des Herzens, bei der die Zunahme der Herzmasse mit einer Teilung der Zellen
einhergeht. Dies ist nach Geburt physiologischerweise nicht mehr moglich, da die hochgradig
spezialisierten Kardiomyozyten aus dem reguldren Zellzyklus ausgetreten sind, weshalb sie sich
nicht mehr teilen kdnnen. Ist infolge von koérperlicher Entwicklung, Schwangerschaft, oder er-
hohter Leistung durch Sport, eine langerfristige Anpassung der Herzmasse zur Steigerung des
Blutauswurfes nétig, geschieht dies in Form physiologischer (auch als adaptiv oder kompen-
satorisch bezeichnete) Hypertrophie [30]. Diese ist wieder reversibel, sollte der Bedarf durch
erhohte Leistung nicht mehr bestehen. Dagegen gibt es auch innerhalb pathologischer Vorgan-
ge die Notwendigkeit der Anpassung der Herzmasse an den veranderten Bedarf. Beispielsweise
in Folge von direkten mechanischen Defekten am Herzen, wie etwa infolge von Myokardinfark-
ten, oder durch die vermehrte Ausschiittung hypertropher Agonisten. Eine solche Veranderung
der Pumpleistung aufgrund pathologischer Prozesse ist haufig zuerst ebenfalls adaptiv, sie
passt sich dem erhohten Bedarf an. Bei chronischer Einwirkung der pathologischen Reize kann
jedoch ein Ubergang in eine maladaptive, dekompensatorische Form der Hypertrophie statt-
finden, die Herzleistung und die Funktionsfahigkeit des Herzens verschlechtert sich iiber eine

Herzmuskelschwéche [74] bis zum Herzversagen.

2.4 Mikroskopische Anatomie und Physiologie der Kontraktion

Aufbau und Ablauf des Filamentgleitens

Der Herzmuskel ist, wie auch der Skelettmuskel, ein quergestreifter Muskel. Der mikroskopi-
sche Eindruck der Querstreifung entsteht dabei durch die sehr regelmaRig organisierte Anord-
nung der beiden an der Kontraktion beteiligten Elemente, des diinnen Aktins (Durchmesser
ca. 6-7 nm) und des dickeren Myosins (Durchmesser ca. 10 nm). Sie bilden das Sarkomer,
die kontraktile Einheit eines Muskels. Dabei sind die Aktinstrange iiber o-Aktinin direkt an
der Z-Scheiben befestigt, das Myosin liegt dagegen im Zentrum des Sarkomers. An der Aktin-
Helix ist ein Tropomyosinstrang angelagert, daran befinden sich in regelmaRigen Abstidnden
Troponin-Einheiten. Die Troponin-Einheiten bestehen aus Troponin T (TnT), welches die Bin-
dung an das Tropomyosin herstellt, Troponin C (TnC), das Kalziumionen binden kann, und
Troponin | (Tnl), das im Ruhezustand die Myosinbindestelle blockiert.
Das Myosinmolekiil ist aus zwei schweren Ketten (Myosin heavy chain, MHC) und zwei leich-

ten Ketten (Myosin light chain, MLC) aufgebaut. Die schweren Ketten formen dabei einen

Myosinkopf, einen Hals- und einen Schwanzteil; an jeden Myosinkopf sind zudem zwei leichte



2 Einleitung und eigene Fragestellung

)
@) longitudinale Tubuli

X

3 :
__/ s N
|
oo & / /
,

[Ca*],;, 1-40 pmol/I
[Ca*] o < Tumol/l| neue Kontraktion
Ruhestellung

Kippen der
inkd Myosinkopfe
Myosinképfe,
Losen der Aktin- (durch P-Abgabe

Myosin-Bindung

Aufrichten der

Endstellung
der Képfe durch
ADP-Abgabe

stabiler Rigorkomplex
bleibt bestehen:
Totenstarre

Abbildung 2: Gleitfilamenttheorie: a: gesamter Komplex im Ruhezustand. Der Myosinkopf (violett)
mit gebundenen ATP (rot) steht in 90° zu Aktin (grau) und Troponin (griin), tubuldre Systeme
(gelb): Die T-Tubuli der Zellmembran, rechtwinklig dazu die L-Tubuli des SR. b: trifft ein AP ein
(schwarzer Blitz), wird aus dem SR Ca®* freigesetzt, das an Troponin bindet. c: Konformations- und
Lokalisationsanderung Troponin, die Myosinbindestelle wird frei. d: Myosin kann an Aktin binden;
e: Myosin knickt um 40° ab (,,Rudern”), ATP wird zur Energiegewinnung gespalten, ADP verbleibt
noch an der Bindungsstelle, Aktin wird um ca. 6,7 nm in die Sarkomermitte gezogen f: ADP l6st
sich auch ab, weiteres Abknicken um 5°, Bewegung um weitere 1,3 nm; g: ein neues ATP bindet
an Myosin h: Myosin 16st sich von Aktin, Kopf geht wieder zuriick auf 90°-Winkel. i: abhangig von
[Ca®* ];: Bei geringem Level (< 1 pmol/l) Ubergang in den Ruhezustand, bei mehr [Ca®* |; Beginn
einer neuen Kontraktion. ,,Molekulare Mechanismen der Muskelfunktion”, Hank van Helvete 2006,
creative commons -Lizenz, Wikimedia commons
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Myosinketten gebunden. Die Halsregion ist dabei beweglich, und zudem besitzen die Myosin-

képfchen die Mdoglichkeit, Adenosintriphosphat (ATP) zu spalten, um Energie zu gewinnen.

Fiir die Kontraktion ist ein Wechselspiel aus Bindung und Verschiebung der Aktin- und Myosin-
filamente gegeneinander ndtig. Der zugehdrige Mechanismus ist auch als , Gleitfilamenttheorie”
bekannt [1]. Sie beruht auf dem Modell, dass sich die Filamente selbst nicht verkiirzen, sondern
ineinander gleiten, wodurch die Gesamtlange der Muskelfaser verkiirzt wird. Das Prinzip wird

in Abbildung 2 erlautert.

Grundsatzlich kommt es zum Ende der elektro-mechanischen Kopplung zu einer Erhéhung der
intrazelluldren freien Kalziumionen (Ca?* ), die an die TnC-Untereinheit binden, wodurch sich
die Bindung von TnT an Tropomyosin verstarkt und das Tropomyosin tiefer in die Aktinhelix
einriickt (Abbildung 2b, c). Die Bindungsstelle fiir Myosin wird dann von TnT freigegeben,
dann kann der Myosinkopf an das Aktin binden (Abbildung 2d). Hat sich die Aktin-Myosin-
Querbriicke ausgebildet, knickt der Myosinhals durch ATP-Spaltung und nachfolgende Disso-
ziation erst um 40°, dann um weitere 5° ab, und zieht dabei das Aktin zuerst um 6,7 nm,
danach 1,3 nm in Richtung Sarkomermitte (Abbildung 2e, f). Die gesamte Verkiirzung des
Sarkomers wird dann durch schnelle Wiederholung dieses Vorganges, dem sogenannten ,Ru-
dern” oder ,Querbriickenzyklus” der Myosinkdpfchen, erreicht. Der Prozess des Ruderns konnte
mit Rontgen-Kristallographie dargestellt werden [36]. Die Ablésung des Képfchens vom Aktin
erfolgt durch die Bindung eines neuen ATP-Molekiils (Abbildung 2g). Bliebe dies aus, wiirde

sich die Totenstarre (Rigor mortis) einstellen.

Die Kontraktion wird durch einen voriibergehenden Anstieg der [Ca?* ]; im Zytosol induziert.
Dieser Ca?* -Transient ist die Folge eines initialen Ca?* -Einstromes wihrend des AP, durch
Offnung spannungsgesteuerter Ca®* -Kanile. Dieser Ca®* -Einstrom wird durch zusitzliche
Ca®* -Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) verstirkt. Auf der SR-Membran
vermitteln Ryoanoidin-Rezeptoren (RyR) diese Verstirkung durch den Vorgang der Ca** -

induzierte Ca®* -Freisetzung (CICR, Calcium-induced Calcium-Release).

Die schnelle Abnahme der [Ca?* |; (intrazelluldre Kalziumionen) nach der Auslésung einer
Kontraktion wird aktiv durch die Wiederaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum iiber
die sarko-endoplasmatische Retikulum-ATPase (SERCA) und den exportierenden Nat-Ca?*-
Austauscher (NCX) bewirkt.

11
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Das tubuldre System in der Erregungs-Kontraktions-Kopplung

Das sarkoplasmatische Retikulum ist im Myozyten in longitudinalen (L-)Tubuli angeordnet,
die rdumlich dicht an transversalen Einstiilpungen der Zellmembran, den so genannten trans-
versalen (T)-Tubuli, liegen. T-Tubuli und L-Tubuli sind speziell in Herzmuskelzellen als Dyade
organisiert, also jeweils das Ende eines L-Tubulus nahe an einem T-Tubulus. Diese Dyaden

befinden sich an der Z-Scheibe der Herzmuskelzelle.

In der Membran der T-Tubuli befinden sich bei allen Muskelzellen spannungsabhangige Kal-
ziumkanile, die Cay-Kanile. Aufgrund ihrer langsamen (,longlasting™) Inaktivierung werden
sie auch als L-Typ Ca?* -Kanile bezeichnet. Die Lage eines solchen L-Typ Ca2* -Kanales ist
in Abbildung 3 in pink skizziert. Ein anderer, dlterer Name ist Dihydropyridin-Rezeptor, da
Dihydropyridine als Antagonisten wirken, und zur damaligen Zeit die Eigenschaft als Kanal

noch unbekannt war.

Bei Depolarisation der Membran 6ffnen die L-Typ Ca?* -Kanile, Kalzium stromt aus dem
Extrazellularraum in die Zelle ein. Die L-Typ Ca?* -Kanile liegen dabei raumlich sehr dicht bei
den L-Tubuli des SR, in der Abbildung 3 in braun, in welchem das intrazelluldre Kalzium im
Ruhezustand zu finden ist. Durch den lokalen Kalziumeinstrom der Ca?* (in orange abgebildet)
durch die L-Typ Ca?* -Kanile der T-Tubuli (in der Abbildung in blau) entstehen sehr schnell
streng lokale Erhdhungen des zytoplasmtischen Kalziums in der unmittelbaren Umgebund der

L-Tubuli.

Die riumliche Nihe ermdglicht damit sehr hohe Geschwindigkeiten der Ca?* -induzierten
Ca?* -Freisetzung, zudem sind auch die Ca?* -Kanile der Zellmembran unmittelbar an den
Ca®* -sensitiven Ryanoidin-Rezeptoren (in Abbildung 3 in tiirkis dargestellt) des SR gelegen
[6]. Daher ist die Integritat dieser T-Tubuli, wie auch ihre strikte rdumliche Anordnung, von
herausragender Bedeutung fiir die Funktionsfahigkeit des Kardiomyozyten. Die T-Tubuli wei-
sen dabei im physiologischen Zustand einen immer gleichen Abstand von 2 um auf. Sie liegen
im 90°-Winkel zum SR und zur Zelloberflache. Die dullere Membran erfihrt so eine betrachtli-
che OberflachenvergroRerung. Dies ist wichtig fiir die synchrone intrazelluldre Auslésung einer
Kontraktion: Bei Eintreffen eines Aktionspotentiales erreicht die Depolarisation der Membran
iiber die T-Tubuli nahezu gleichzeitig die gesamte Zelle. Dies ist wichtig, da durch die Depola-
risation die L-Typ-Kalziumkanile gedffnet werden und Ca* von auBen in die Zelle einstromt.
Durch die Lage nahe an den RyR ist die Bindung des eingestromten Ca2* an die Rezeptoren

sehr schnell méglich, die Ca?* -Freisetzung aus dem SR erfolgt also unmittelbar. Die Konzen-
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Abbildung 3: Kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung: Durch ein Aktionspotential (gelber Blitz)
wird die Zellmembran (blau) samt T-Tubulus depolarisiert, Ca?* -lonen (orange Kreise) kdnnen durch
L-Typ - Ca?* -Kanile (pink) in das Zytoplasma austreten. Dort diffundiert Ca?* zu den RyR (tiirkis)
im L-Tubulus des SR (hellbraun) und binden an die Ca?* -Bindungsstelle (rot). Ca?™ tritt aus dem
SR aus und diffundiert zu seiner Bindungsstelle am Troponin (oliv), was eine Kontraktion auslést. Das
intrazellulire Ca%* wird dann von der SERCA (violett) in das SR und dem Na*-Ca?* -Austauscher
(griin) in den Extrazelularraum gepumpt. Abbildung erstellt nach Bers et al. [7]

tration intrazelluldrer Kalziumionen, [Ca®T |;, reicht nun, um mit der Bindung an Troponin
(Abbildung 3, oliv) eine Kontraktion auszuldsen, die auch in der gesamten Zelle synchron
erfolgt. Daraus folgt jedoch, dass ein Verlust der T-Tubuli, oder deren aberrante Anordnung,

zwangslaufig zu einem beeintrachtigten Kontraktionsverhalten der Zellen fiihrt.

Nach Ende der Kontraktion muss das [Ca®* ]; von speziellen Ca®* -Transportern (SERCA-
Pumpe, siehe 3, violett) sowie von dem Na™-Ca®*-Austauscher NCX (Abbildung 3, griin)
wieder zurlick in das SR gebracht werden. Hier spielt die weite Verzweigung des SR iiber die
L-Tubuli eine wichtige Rolle; in der grolen Membranoberflache sind viele Pumpen fiir den
Riicktransport der Kalziumionen vorhanden, durch die der [Ca®* ];-Spiegel in der gesamten
Herzmuskelzelle schnell und synchron sinkt. Ein kleinerer Teil wird wieder von dem Na*-Ca?*-

Austauscher in den Extrazellularraum ausgeschleust (Abbildung 3, griin).
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2.5 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Verschiedenste extrazelluldre Reize beeinflussen die Physiologie der Herzmuskelzellen. Um diese
Wirkung zu tibermitteln, beispielsweise Signale zur zelluldren Hypertrophie, binden extrazel-
lulare Signalmolekiile, wie beispielsweise Angiotensi, Phenylephrin und Endothelin-1, an spe-
zielle Rezeptoren in der Zellmembran. Wichtige Vertreter dieser Transmembran-Rezeptoren
sind die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) [43]. Die Bezeichnung dieser Rezeptoren
wird abgeleitet von ihrer Eigenschaft, G-Proteine zu binden. G-Proteine wiederum werden so
bezeichnet, da sie Guanosindiphosphat (GDP) oder Guanosintriphosphat (GTP) binden, was
eine Bedeutung in der folgenden Signalweiterleitung hat. G-Proteine sind heterotriméar auf-
gebaut, aus drei unterschiedlichen Peptidketten, die als a-, - und y-Untereinheit bezeichnet
werden. Bindet ein Ligand an den Rezeptor, bewirkt dies eine Konformationsanderung, durch
die letztendlich an der Ga-Untereinheit ein GDP durch ein GTP getauscht wird, was das G-
Protein in den aktivierten Zustand versetzt. Die Go-Untereinheit kann dissoziieren, und danach
spezifische nachgeschaltete Signalwege aktivieren. Auch der GBy-Komplex dissoziiert, er kann
danach selbst Signaltransduktion vermitteln. Die GBy-Unterheit ist dabei weitgehend konstant,

die Ga-Untereinheit dagegen sehr variabel.

Es gibt verschiedene Arten von G-Proteinen; die wichtigsten fiir die hier beschriebenen Prozesse
sind Gs, Gq, Gi, Gi1 [80]. Der Typ des G-Proteins bestimmt wesentlich die nachgeschaltete
Signalkaskade, beispielsweise aktivieren Gg -Proteine der B-adrenergen Rezeptoren vorwiegend
Kaskaden, die zu einer Aktivitatssteigerung der Proteinkinase A fiihren. Dadurch wird die
Kontraktilitdt und Herzfrequenz kurzfristig gesteigert. G;-Proteine werden von Acetylcholin-
Rezeptoren aktiviert. G4-Kaskaden werden von Hormonen wie Angiotensin, Endothelin oder
Phenylephrin ausgeldst. Diese Kaskaden aktivieren in der Regel Phospholipasen. Eine Vielzahl
der an der pathologischen Hypertrophie beteiligten Signalwege werden iiber den Gg-Signalweg
ausgeldst [29].

Der Ablauf der Aktivierung ist in Abbildung 4 skizziert: Nach Bindung des Hormons an den
Rezeptor kommt es zur Aktivierung der Go-Untereinheit (UE), durch Konformationsanderung
des Transmembranrezeptors und Spaltung von GTP in GDP und einen Phosphatrest (P;). Im
nachsten Schritt aktiviert dabei die Gog-Untereinheit die Phospholipase CB (PLCP). Diese
hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in der Plasmamembran zu Inositol-
triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP5 fiihrt zu einer Erhdhung des intrazelluldren

Kalziumspiegels, in der Folge wird Calcineurin freigesetzt. Dariiber wird unter anderem der
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Kerntranslokationsfaktor aktivierter T-Zellen, ,nuclear factor of activated T cells” (NFAT) ak-
tiviert, ein Transkriptionsfaktor, der zu einer Verschiebung der Genexpression hin zu einem
pathologischen Muster beitragt. In der Hypertrophie werden zusatzlich embryonale Transkrip-
tionsmuster und sogenannte ,immediate early” -Onkogene [85] aktiviert. Einen guten Uberblick

tiber die Genexpressionsmuster gibt dabei Rohini et al. [107].

Sowohl der von IP3 erhohte basale Kalziumspiegel, als auch DAG, kénnen Mitglieder der

konventionellen, Ca®-abhangigen Proteinkinasen C (cPKC) aktivieren.
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Abbildung 4: Schema GPCR: In gelb-blau ist die Zellmembran dargestellt, in blau die Kernmembran
gezeichnet, die Doppelhelix stellt die DNS dar. Der Stern symbolisiert einen Hypertrophieagonisten,
der an den GPCR mit seinen 7 Transmembrandoméanen bindet. Dadurch wird am G-Protein GDP
durch GTP getauscht, die Untereinheit (UE) Gq und die Gg/,-UE l6sen sich ab. Gqaktiviert PLCB.
Diese Phospholipase spaltet PIP, in IP3 und DAG. IP3 setzt intrazellulires Ca®t frei. DAG und
Ca%* aktivieren PKC. [Ca?T |; aktiviert zudem Calcineurin und NFAT. NFAT moduliert direkt, PKC
indirekt die Transkription. Abbildung erstellt nach Rohini et al. [107]

15



2 Einleitung und eigene Fragestellung

Diese Rolle der G4-Proteine konnte bereits von Adams et al. [3] in Uberexpressionsstudi-
en unterstrichen werden. LaMorte et al. [61] zeigten nach der Gabe hypertropher Agonis-
ten in Zellkultur, dass bei Hemmung von Go, eine Reduktion der eigentlich zu erwartenden

pathologisch-hypertrophen Mechanismen auftrat.

Wettschurek et al. [136] etablierten schlieBlich eine Mauslinie mit einem herzspezifischen Ver-
lust (,,Knockout”, KO) von Ga, , zusammen mit einem globalen KO von Gy;. Diese genetische
Manipulation fiihrte zu einer Resistenz der Versuchstiere gegen Hypertrophie. Die Hypertro-
phie wurde in diesem Bericht durch Nachlasterhohung via Aortenkonstriktion ausgelost. Bei
der Etablierung der Mauslinie war es wesentlich, den KO des gnag-Genes, das fiir Gy kodiert,
durch ein Cre-Rekombinase-System konditionell zu gestalten. Ein reiner, nicht-konditioneller
KO in den betroffenen Tieren fiihrt zum Embryonaltod an Tag 11 der Trachtigkeit (E11). Die
Foten zeigten dabei Kardiohypoplasie. Tiere, deren KO dagegen spater aktiviert wurde, waren

duBerlich nicht als krank erkennbar, verglichen mit ihrer Kontrolle [139].

Da die separaten Rollen von Gogund Giidabei interessant sind, wurden an unserem Insti-
tut Mauslinien geziichtet, welche die verschiedenen Untersuchungsbedingungen erlauben: Die
Tiere der Wildtyp-Gruppe (wt) tragen die wt-G;3-UE und exprimieren keine Cre-Rekombinase,
welche die Gog-UE ausschalten kénnte. Die Tiere der Goq-KO-Gruppe, Wurfgeschwister der
Wildtyp-Gruppe, exprimieren dagegen die Cre-Rekombinase, wodurch hier ein Gaq-KO indu-
zierbar ist. Die dritte Gruppe zeigt ein globales G1;-KO, jedoch keine Cre-Rekombinase, um
das Gog-KO zu induzieren. Diese haben wieder Geschwistertiere, welche die Cre-Rekombinase
exprimieren, wodurch nach der Aktivierung der Cre-Rekombinase Goi, und Gi; fehlen. Diese
Tiere werden als Doppel-KO (DKO) bezeichnet. Genutzt wurde eine Cre-LoxP-System, bei
dem die Cre-Rekombinase erst nach Applikation von Tamoxifen aktiv wird. Der Go,-KO wur-
de erst in der fiinften Lebenswoche mit der Applikation von Tamoxifen induziert. Er zeigte drei

Wochen spater den gewiinschten Expressionsverlust von Go,.

In den ersten Studien an dieser Mauslinie zeigte sich ein vor allem im DKO deutlich erkennba-
rer Phanotyp. Diese zeigte im Vergleich zu den Einzel-KO oder den wt-Tieren eine erniedrigte
Herzfrequenz unter Narkose, eine erhohte kardiale Auswurffraktion und einen niedrigeren Blut-

druck [139]. Eine detailliertere Charakterisierung dieser Tiere steht allerdings noch aus.

So war es beispielsweise von Interesse, welche Auswirkung der DKO auf die physiologische Wir-
kung von Aldosteron hat. Aldosteron ist ein Streoidhormon aus der Gruppe der Kortikosteroide.

Es bewirkt iiber eine verstarkte Riickresorption von Natrium und Wasser eine langfristige Blut-
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druckerhdhung, allerdings wirkt es auch profibrotisch in Herz und Nieren; einen guten Uberblick
iiber die Eigenschaften von Aldosteron bieten Brem et al. [14]. Der Blutdruck wiederum war in
der Studie von Wiesen et al. in den M3usen mit G1;-KO verringert. Daher war es naheliegend
zu untersuchen, ob Aldosteron seine Wirkung méglicherweise ganz oder teilweise iiber Go

und/oder Gyjvermittelt.

Spezifische Wirkungen enstehen dabei nicht nur iiber die verschiedenen Untereinheiten des
G-Proteins. Einzelne Elemente der nachfolgenden Signalkaskaden haben ebenfalls klar abge-
grenzte Aktivatoren, Funktionen, sowie Folgen ihrer Wirkung. Je ndher man dabei dem Ende
der Kaskade kommt, desto genauer l3sst sich die Auswirkung charakterisieren und in Zukunft
womdglich therapeutisch beeinflussen. Im Fokus vieler Untersuchungen der jiingeren Vergan-
genheit liegen daher Schritte der Kaskaden, die mdglichst nahe am endgiiltigen physiologischen
und pathologischen Effekt des Prozesses liegen; im Falle der Goi, /G11-Signalketten waren sol-
che spaten Effektoren beispielsweise die PKC. Eine genaue Kenntnis dieser Prozesse kénnte

hochspezifische Therapien mit wenig Nebenwirkungen ermdglichen.

2.6 Proteinkinasen C

Proteinkinasen C sind eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen. Sie werden im Herzen im Ver-
lauf der Gaq- Signalkaskade aktiviert, kommen aber auch ubiquitdr im Organismus, in allen
Organen und Zelltypen vor. Bisher sind 10 Isoenzyme bekannt, die in ihrer Auspragung und
Lokalisation artspezifischen Varianzen unterliegen. Es gibt, in Abhangigkeit vom Aktivierungs-
mechanismus, drei Subfamilien der PKC: Die konventionellen PKC (cPKC), darunter die PKC
o, By, Bu, v; die neuen PKC (nPKC), mit PKCS, ¢, , 6; und die atypischen PKC (aPKC), dar-
unter PKCC, v/A. Die Bezeichnungen PKCA und PKCu werden dabei synonym in der Literatur
verwendet, wobei PKCu fiir das humane, teilweise im Modell transgen exprimierte Homolog

steht. PKCA steht fiir das natiirliche Homolog in der Maus.

Die cPKC werden von Phosphatidylserin (PS), Diacylglycerol (DAG) und Ca*" aktiviert, die
nPKC von PS und DAG, die aPKC von PS und verschiedenen Proteinen.

Typisch fiir die PKCs sind ihre Domanenstrukturen, die auch ihre Interaktionen vermitteln.
Sie sind schematisch in Abbildung 5 dargestellt. Am C-terminalen Ende (CT, violett) befindet
sich dabei die Kinasendoméne (gelb), die Serin- und Theroninreste phosphorylieren kann. Am

N-terminalen Ende befindet sich immer ein Pseudosubstrat (blau). Je nach Subfamilie gibt
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es ein bis zwei Zielsteuerungssequenzen, welche die Spezifitat der einzelnen Subfamilien fir
ihre Bindungspartner bestimmen. Die cPKCs tragen dabei eine C2-Doméne (orange) und eine
C1A- und C1B-Domaine (rot). Die nPKC haben auch eine C1A- und C1B-Domaéne, aber eine
Ca?*-insensitive C2-Domine. Die aPKC unterscheiden sich hier grundsitzlich von den anderen
Subfamilien, sie tragen eine PB1-Domane (tiirkis) fiir die bei ihnen typischen Protein-Protein-

Interaktionen.

Pseudosubstrat

v

cPKC N—_lciAlciB— ¢ Kinase MCT |—C

nPKC [neue C2(~{ |C1A[C1B Kinase M CT |

aPKC [ PB1 }— [aC }—— Kinase = CT |
100 AS

Abbildung 5: Schema der Domanenstruktur der PKC: Abgebildet sind die drei Subfamilien der
PKC-Enzymfamilie, die Subfamilie ist dabei jeweils links der Domanenstruktur benannt. Allen PKC
ist die Kinase-Domane (gelb) und ein Pseudosusbtrat am N-terminalen Ende (blau) gemeinsam. CT
(violett) bezeichnet die Endsequenz am C-terminalen Ende. cPKC und nPKC tragen eine C1-Domane,
die in zwei Teile A und B unterteilt ist (rot). Die C2-Domé&ne kommt auch bei cPKC und nPKC vor
(orange), unterscheidet sich aber bei beiden. Die aPKC tragen keine C-Doménen, sondern eine PB1-
Domane (tiirkis). Die GroRe der Abschnitte ist durch die Skala rechts unten angegeben. Abbildung
nach Newton et al. [87]

Die Regulation der PKC erfolgt strukturell und rdumlich iiber spezifische Kofaktoren. Das
Zusammenspiel mit den jeweiligen Kofaktoren wird liber diese Domanenstruktur gesteuert.
Im Ruhezustand liegen die PKCs inaktiv vor, das aktive Zentrum der Kinasedomane wird vom
Pseudosubstrat blockiert [66]. Das Pseudosusbstrat beinhaltet ein Alanin, das zwar in das kata-
lytische Zentrum passt, jedoch nicht phosphoryliert werden kann. Detaillierte Untersuchungen
hierzu stammen von House und Kemp [44] sowie Makowske und Rosen [75]. Erfolgt eine Ak-
tivierung der PKC, wird durch Konformationsanderung das Pseudosubstrat aus dem aktiven
Zentrum des Enzyms entfernt, das nun fiir die Substratphosphorylierung zur Verfiigung steht.

Die C1-Domanen der cPKCs und nPKCs werden von DAG aktiviert. Sie sind zweifach vorhan-
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den, als sogenannte Tandem-Version aus C1A und C1B. Die C-Domane der aPKCs kommt
dagegen nur einmal vor. Sie ist nicht in der Lage, DAG zu binden [47]. Der Mechanismus,
iber den das Pseudosubstrat freigegeben wird, ist in PKCC und PKCA\/u unbekannt [99]. Die
C2-Domane in cPKC kann durch Vermittlung von [Ca®* |; an das innere Blatt der Zellmembran
binden, das reich an PS ist. Die C2-Domine in nPKC ist Ca®* -insensitiv [52], aPKC dagegen
besitzen keine C2-Domane. Die spezielle PB1-Doméane der aPKCs vermittelt Protein-Protein-
Interaktionen. Durch Heterodimérisierung entstehen hochspezifische Interaktionen [122]. Dies
konnte beispielsweise fiir p62 [82] und Par6 [140] gezeigt werden. Die Heterodimarisierung ist
in einer Vielfalt von Proteindomanen moglich. Zusatzlich zur Bindung an seine Kofaktoren,
kann jedes Isoenzym noch an ein spezifisches RACK-Ankerprotein (,Receptor for activated

kinases") binden, das eine gezielte Lokalisation der PKC verbessert [79].

2.7 PKC im Herzen

Vorkommen der Isoformen

Das Expressionsmuster der unterschiedlichen PKC-Isoformen ist, wie bereits erwdhnt, spe-
ziesspezifisch hochst unterschiedlich. In menschlichem Herzgewebe wurden bisher die Subtypen
PKCa, PKCR,, PKCBy, PKC8, PKCe, PKCt und PKCC nachgewiesen. In Ratten, deren Kar-
diomyozyten oft experimentell in Zellkulturgenutzt werden, sind PKCa, PKCB, PKCy, PKCS3,
PKCe, PKCt und PKCC gefunden worden. In Maus-Ventrikeln konnten Schreiber et al [114] die
Isoformen PKCa, PKCB);, PKC8 und PKCe nachweisen, wobei die Expression aller Isoformen
mit Ausnahme von PKCe nach Geburt innerhalb der ersten 18 Tage schnell abnahmen, im
Durchschnitt auf etwa 15 % des Ausgangsniveaus am ersten Lebenstag. Generell ist zudem
PKCB in einem im Verhiltnis kleineren Anteil in M3usen exprimiert, als in Ratten oder Men-
schen [111]. Auch PKCC und PKCX kommen im Ventrikel der Maus vor [110], wobei PKCA das
Homolog zur PKCi des Menschen ist. Uber die Rolle der cPKC und nPKC in Kardiomyopathien
sind schon viele Ergebnisse verdffentlicht, sowohl in humanem Gewebe, als auch in Zellkultur-
und Tiermodellen. Einen guten Uberblick geben hier Palaniyandi et al. [92]. Dabei konnte eine
Beteiligung verschiedener PKC-Isoenzyme sowohl in chronischen Herzerkrankungen [21], als
auch in akuten Prozessen, wie Ischamie, festgestellt werden [19]. Allerdings variiert die Betei-
ligung der verschiedenen Isoformen nicht nur zwischen Spezies und Altersgruppen, wie oben
erlautert, sondern es zeigen sich auch verschiedene physiologische und pathologische Funktio-

nen, zudem abhangig von der Grunderkrankung und dem Zeitpunkt innerhalb der Progression
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der Erkrankung. Genauso sind die verschiedenen Isoformen unterschiedlich in den Geweben
verteilt; so kommen nur PKCe und PKC. bei Menschen in Atrien und Ventrikel vor, die cPKC
vorwiegend im Ventrikel, PKC8 und C eher in den Atrien [116].

cPKC und nPKC in der kardialen Hypertrophie

Fiir Ratten konnte gezeigt werden, dass im akuten Herzversagen PKCo unverdndert ist,
jedoch beim chronischen Verlauf des Herzversagens hohe Aktivitdt zeigt [5]. In Mausmodellen
forderte eine Inaktivierung von PKCa die Kontraktilitit, dagegen fiihrte eine Uberexpression
zu linksventrikuldrer Dilatation [12, 13]. PKCa scheint eine wichtige Rolle in der Entwick-
lung einer Hypertrophie zu spielen: Kombiniert man im Modell eine Ga,-Uberexpression mit
einer Hemmung der PKCa., fiihrt dies zu einer letalen Herzmassenzunahme, bei Aktivierung
der PKCa dagegen bleiben die Herzen der Mause deutlich kleiner. Offenbar reguliert PKCa
dabei vorwiegend die Kontraktilitdit des Herzens wihrend der Ausbildung des hypertrophen
Wachstums [40].

In Ratten mit Herzversagen durch Salz-induzierte Hypertonie wurden erhdhte Level an PKCR
gefunden [49]. Eine Uberexpression von konstitutiv aktiver PKCBy; induziert in adulten M3usen
Hypertrophie und ist fiir neonatale Tiere letal [10]. Eine andere Studie jedoch fand bei gene-
tischer Deletion der PKCB keine Bedeutung in Hypertrophie [108]. Obgleich PKCPB in Mausen
ohnehin geringer exprimiert ist als in Ratten und Menschen, scheinen auch diese Formen in

pathologischen Prozessen in Mausen eine Rolle zu spielen [10, 129].

Die Rolle der PKCe ist im Mausmodell genauer untersucht; bei Aktivierung tiber die RACK-
Ankerproteine werden die Kardiomyozyten kleiner, bei normaler Herzfunktion entwickelt sich
konzentrisches Remodeling; bei Hemmung iiber die RACK-Ankerproteine dagegen werden die
Kardiomyozyten groRer, es zeigt sich eine dilatative Kardiomyopathie, die abhangig von der
Starke der Hemmung, letal endet [79]. Erwdhnenswert war hierbei auch, dass sich durch die
Hemmung der PKCe-RACK das gleiche Genexpressionsmuster ergab wie bei Gov,-Uberexpression.
In einer anderen Studie, bei der PKCe-KO-M3use genutzt wurden, zeigte sich nach Hyper-
trophieinduktion durch Aortenkonstriktion zwar ein Kollagenanstieg im Herzgewebe und eine
Dysfunktion des linken Ventrikels, jedoch ersetzt eine Hochregulierung der PKC8 die iibrigen
Funktionen der PKCe [57]. Bei PKCe-KO- und PKC8-KO-Mausen bestatigte sich, dass sich
diese beiden PKC in ihrer Funktion redundant ersetzen; in einem DKO dieser beiden PKC

entwickelte sich nach der Aortenkonstriktion eine letal endende, iiberschiebende Hypertrophie
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[119]. Das lasst die Vermutung zu, dass diese beiden PKC im physiologischen Zustand mdgli-
cherweise das Wachstum des Herzmuskels begrenzen sollen. In einer PKC{-KO-Maus war eine

Hypertrophieinduktion durch Angiotensin Il nicht méglich [35].

Uberblick und kardiale Bedeutung der aPKC

Uber die Funktion der aPKC in der Herzphysiologie und -pathologie ist noch sehr wenig
bekannt. Dies liegt vor allem an den unbekannten Interaktionsmoglichkeiten der PB1-Domane
und der damit verbundenen physiologischen Aktivierung oder Hemmung, sowie der Effekte,
die sich daraus ergeben. Da PKCZ und PKCA zu 72% homolog sind, werden sie vom gleichen
Pseudosubstrat gehemmt, weshalb dieser methodische Ansatz zur Charakterisierung von einer
der beiden aPKC nicht in Frage kommt [27, 28]. Ein globaler Knockout der PKCA fiihrt zu
Embryonaltod an Tag E9.5, die Embryonen sind klein und unstrukturiert [117]. Eine wichtige
proonkogene Funktion der PKCu ist bekannt [93]; in Bezug auf kontraktile Zellen dagegen ist die
Anzahl der gewonnenen Erkenntnisse gering. Bei einer auf den Skelettmuskel begrenzten PKCA-
KO-Maus zeigte sich eine systemische Insulinresistenz bei homo- und heterozygoten Tieren,
der Verlust wurde durch die endogene PKCC nicht ausgeglichen [33]. Aufgrund der Rolle fiir die
Energiegewinnung im Skelettmuskel liegt eine groRere Bedeutung fiir PKCA in Herzmuskelzellen
sehr nahe. Lu et al. [72] konnten in Kardiomyozyten von Diabetes-Mausen zeigen, dass der
durch den genetischen Defekt verminderte Ca®T-Einstrom durch eine Aktivierung des PKCi-
Pfades wieder erhoht werden konnte. Es wird daher eine Rolle der PKCu in der diabetogenen
Kardiomyopathie postuliert. In Zellkultur von Ratten Kardiomyozyten aber zeigte sich nur
eine essentielle Rolle in der Glukoseaufnahme fiir PKCZ{, PKCA war ohne Bedeutung. Bei
Verlust von PKCX erhdhte sich die Expression von PKCC nicht [23]. Zudem besteht eine
proinflammatorische Funktion der PKCA sowie eine Lipogenese-Steigerung in der Leber. Beide
Faktoren tragen zum Gesamtbild in der Diabetes-Maus bei [32]. Beziiglich der embryonalen
Entwicklung des Herzens der Maus konnten Li et al. [62] zeigen, dass die Funktion der PKCu
als Teil des Polaritatskomplexes in der Zellteilung bei kardialem Knockout zu einem Ausbleiben

der Trabekulierung des Herzens fiihrt, was mit dem Embryonaltod an Tag E10.5 endet.

Im Kontext der Bedeutung der cPKC und nPKC in Kardiomyozyten und der bisher gefundenen
Funktionen der PKCA/u ist es folgerichtig von Interesse die Funktion der PKCA/u in Herzzellen
genauer zu untersuchen, zumal deren Vorkommen in diesem Zelltyp gesichert ist [109]. In einer

vorherigen Dissertation von Silke Wegener [132] an unserem Institut wurden Untersuchungen
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von Kardiomyozyten adulter Ratten in Zellkultur durchgefiihrt. Da keine spezifischen Aktivato-
ren oder Inhibitoren der PKCt kommerziell erhiltlich sind, wurde der Ansatz der Uberexpression
eine konstitutiv aktive (CA) und eine dominant negative (DN) Variante der humanen PKCu
gewahlt. Die Zellen wurden mittels Adenoviren transduziert und dann nach drei Tagen unter-
sucht. In den kultivierten Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation der
PKCu abhingig von ihrem Aktivititszustand anders war, genau wie der Ca®T-Haushalt der
Zellen sich verdnderte. Etwas iiberraschend blieb das Kontraktionsverhalten der Zellen davon

unbeeinflusst.

2.8 Ziele dieser Arbeit:

Die Arbeit ist in drei Teilprojekten aufgebaut, entsprechend der drei untersuchten Proteine,
sowie der Untersuchung ihrer Rolle in Physiologie und Pathophysiologie des Herzens. Diese
Studien sollen an spezifischen Mausmodellen durchgefiihrt werden, um neue Erkenntnisse im

Kontext des Gesamtorganismus bewerten zu konnen.

Teil 1: Die Aktivitat der PKCt im Herzen

In einem ersten Projekt sollte die Bedeutung der PKC. fiir das Herz innerhalb des Organismus
Maus untersucht werden. Aus den verfligharen Daten ergab sich die These, dass PKCu in
die Regulation der Zellmorphologie eingebunden sein kénnte, und dass PKCu eine Rolle in
der Vermittlung von Wachstumsprozessen des Herzens spielen konnte. Fiir den methodischen
Ansatz wurde ein Ansatz der Uberexpression einer konstitutiv-aktiven und einer dominant-
negativen Variante der PKCu gewdhlt. Die Herzfunktion und Morphologie in vivo sowie die
Zellmorphologie sollten zwischen den verschiedenen Aktivitatstypen verglichen werden. Daraus
sollten Riickschliisse auf die Funktion des Enzymes sowohl innerhalb der normalen zelluldren

Regulation, als auch im hypertrophen Herzen getroffen werden kdnnen.

Teil 2: Die Rolle der GoeyG11-Untereinheiten in Hypertrophie und Hyperalsostero-
nismus

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Wirkung eines chronischen Hyperaldosteronismus
auf die bereits bekannte Ga,G11-Mauslinie untersucht werden. Wahrend in der beschriebenen
Mauslinie bereits eine Blutdrucksenkung durch den G;;-KO auffallig war, entsteht bei Hyperal-

dosteronismus eine chronische Hypertonie, weshalb die Kombination beider Modelle in dieser
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Arbeit moglicherweise zu einer direkten Verbindung der Effekte miteinander fiihren kénnte.
Ergdnzend wurden die Auswirkungen eines operativen Hypertonie- und Hypertrophiemodelles
auf die GogG11-DKO-Mause untersucht. Zudem sollten an dieser Mauslinie ndhere Erkennt-
nisse zu der Vermittlung der profibrotischen Wirkung des chronischen Hyperalsosteronismus

sowohl in vivo, als auch bei Untersuchung des Herzgewebes gewonnen werden.

Teil 3: Die Rolle der CayR2-Untereinheit und ihrer SpleiBvarianten im Herzen

In einem dritten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, welche Rolle die B2-Untereinheit der
L-Typ Ca?* -Kanile in der Membran der T-Tubuli fiir die Funktion des adulten Herzens ha-
ben. Zum einen wurde in Mausen die Auswirkungen eines im Alter von mehreren Wochen
induzierten herzspezifischen Knockouts dieses Proteins auf die Herzfunktion in vivo studiert.
Zum anderen sollte die Rolle einer adulten und einer embryonalen Spleilvariante dieses Pro-
teins fiir die physiologische Morphologie und Funktion des Herzens untersucht werden. Ziel
war es, eine Einordnung der Bedeutung dieses Proteins und seiner Varianten fiir das gesunde
Herz zu ermoglichen. Es wurde dabei auch die These untersucht, dass der embryonale, globa-
le, letal endende Verlust der Ca,f2- Untereinheit im Herzen durch eine zusatzliche Expression
der gefundenen Ca,B2- Spleivarianten im Herzen wieder zu lebensfdhigen Nachkommen fiih-
ren kdnnte. Dabei konnte die Expression der unterschiedlichen Varianten, sowie auch ein im
adulten Stadium induzierter kardialer Verlust der Ca,32- Untereinheit unterschiedliche kardiale

Phanotypen der Tiere verursachen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materiallisten

Tabelle 1: Verwendete Gerate:

Gerat Bezeichnung Hersteller
Arbeitsplatz-Homogenisator Minilys peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Brutschrank Hera cell 150 Heraeus, Hanau, Deutschland
Dunkelkammer Fusion FX peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Feinwaage Sartorius Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Organfluoreszenz

Olympus SZX12

Olympus, Tokyo, Japan

Ultraschallgerat

Heizblock HLC - HBT 130 Klinkner & Partner GmbH,
Saarbriicken, Deutschland
in vivo-Hochfrequenz- VEVO 770 Visualsonics Inc. (Fujifilm)

Toronto, Canada

Isofluran-Verdampfer

Drager Vapor 19.3

Dragerwerk AG, Liibeck,
Deutschland

Kamera

Polarisationsmikroskopie

ORCA Flash 4.0

Hamamatsu Photonics K.K.,

Hamamatsu, Japan

Konfokalmikroskop

Leica TCS SP5

Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Deutschland

Magnetriihrer

Heidolph MR3001K

Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Mikroskop (Zellkultur)

Eclipse TS100

Nikon Instruments, Tokio,

Japan

Objekthalter rund

Eigenanfertigung

Universitat des Saarlandes,

Homburg, Deutschland

24




3 Material und Methoden

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Objektiv Histologie 20x

Nikon LWD 20x

Nikon Instruments, Tokio,

Japan

Ol-Objektiv 63x

HXC PL APO 63x QOil

Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Deutschland

Operationsmikroskop

Zeiss 50

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Osmometer

Vapro Vapor Pressure

Osmometer 5520

EliTechGroup, Puteaux,

Frankreich

Perfusionspumpe

(Zellisolation)

Ismatec Reglo

Cole-Parmer GmbH,

Wertheim, Deutschland

pH-Meter

[noLab WTW

Xylem Inc., New York, USA

Polarisationsmikroskop

Nikon TE Eclipse 2000

Nikon Instruments, Tokio,

Japan
Rotlicht-Warmelampe IRL 88254 Medisana, Neuss, Deutschland
Spektrometer Lambda Bio + Perkin Elmer, Waltham, USA
Sterilbank Holten Lamin Air Thermo Fisher Scientific Inc.,

Weltham, USA

Western-Laufkammer

Mini-Protean TetraSystem

BioRad Laboratories Inc.,

Hercules, USA

Western-Transferkammer

Novx Mini-Cell

Invitrogen

Western-Spannungswandler

Power Pack 200

BioRad Laboratories Inc.,

Hercules, USA

Zentrifuge

Napco 2019R

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Weltham, USA

Tabelle 2: Instrumente, Medikamente und Medizinprodukte fiir Versuchstiere:

Wirkstoff/Instrument

Bezeichnung

Hersteller

Aldosteron

Aldosteron 95%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
D-Miinchen (CAS: 52-39-1)
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Wirkstoff/Instrument Bezeichnung Hersteller
Arterienklemme BH 104 1INOX Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland
Butorphanol Torbugesic(R) 10mg/ml Zoetis, Florham Park, USA
Carprofen Rimadyl®), 20ml Pfizer GmbH, Berlin,
Deutschland
Dexpanthenol Bepanthen(R) Augen- und Bayer Vital GmbH,
Nasensalbe Leverkusen, Deutschland
Elektroden-Kontaktgel Signa creme Parker Laboratories Inc.,
Fairfield, USA
Enrofloxacin Baytril(®) Bayer Vital GmbH,

Leverkusen, Deutschland

Enthaarungscreme Nair Hair Remover Lotion Church & Dwight Co., Inc.,

Princeton, New Jersey, USA

Gleitgel Aquagel Parker Laboratories Inc.,
Fairfield, USA
Injektionskaniilen (263 G) BD Microlance Becton Dickinson Gmb,
Heidelberg, Deutschland
Injektionskaniilen, 33G Low dead space 33G, TSK, Emergo Europe, The Hague,
Niederlande
lodldsung zur Hautdesinfektion Braunol(®) B.Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland

[sofluran Forene(R), 250ml AbbVie Deutschland GmbH

&Co. KG, Ludwigshafen,

Deutschland

isotone Kochsalzlésung zu NaCl, 0,9% B.Braun Melsungen AG,
Injektionszwecken Melsungen, Deutschland
Ketamin Ursotamin(R), 100 ml, 50 Serumwerk Bernburg AG,

mg/ml Bernburg, Deutschland

Kniipfpinzette FD 281 R, Stainless Aesculap AG, Tuttlingen,

Deutschland
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Wirkstoff/Instrument

Bezeichnung

Hersteller

Medizinisches Klebeband

Durapore Tape

3M, Minneapolis, USA

Nadelhalter 32-0445-1, Microsurgery, 5 Snowden-Pencer, Tucker, USA
1/2"
Nahtmaterial monofil, nicht Serapren Serag-Wiessner, Naila,

resorbierbar, Polyethylen,
Starke 5/0, 6/0, 8/0, armiert

Deutschland

Nahtseide polyfil-geflochten,
Spule, Starke 6/0

Suprama Seide

Suprama, Berlin, Deutschland

Neutraldl

Miglyol 840

Apotheke der Universitat des
Saarlandes, Homburg,

Deutschland

Perfusionspumpen Maus

alzet Mini Pumps 2006

Durect Co., Cupertino, USA

Schere FST 14028-10 Stainless Fine Science Tools,
Germany 14s5 Heidelberg, Deutschland

Schere fein FST 14084-08 Stainless Fine Science Tools,
Germany 14s5 Heidelberg, Deutschland
Spritze 1ml BD Plastipak Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Spritze 2ml/5ml Injekt B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Spritze, 1ml, Injekt-F B.Braun Melsungen AG,
Totraumreduktion Melsungen, Deutschland

Tamoxifen Tamoxifen

Sigma-Aldrich GmbH,
D-Miinchen (CAS:
10540-29-1)

Tatowierfarbe

Animal Tattoo Ink

Ketchum Manufacturing Inc,

Brockville, USA

Tierwaage

EMB 500-1

Kern & Sohn GmbH,

Balingen-Frommern,

Deutschland
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Wirkstoff/Instrument

Bezeichnung

Hersteller

Tupfer, 5 cm x 5 cm und

10 cm x 10 cm

Mullkompressen

Fink & Walter GmbH,

Merchweiler, Deutschland

Ultraschall-Kontaktgel

Aquasonic 100

Parker Laboratories Inc.,

Fairfield, USA

Wattestabchen / Fink & Walter GmbH,
Merchweiler, Deutschland
Xylazin Rompun(®), 25ml, 2%ig Bayer Vital GmbH,

Leverkusen, Deutschland

Tabelle 3: Chemikalien, Antikorper, Enzyme:

Reagenz Hersteller CAS-Nummer
Aldosteron 95% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 52-39-1
D-Miinchen
Antikorper ,Goat anti-EF2 1gG Santa Cruz Biotechnology n.a.
HRP", sc13004 Inc., US-Dallas
Antikorper ,Goat anti-Mouse Santa Cruz Biotechnology n.a.
lgG HRP", HO415 Inc., US-Dallas
Antikorper ,,Goat anti-Rabbit Santa Cruz Biotechnology n.a.
lgG HRP", B1315 Inc., US-Dallas
Antikorper ,,Mouse BD Biosciences, Becton n.a.
anti-PKCiota", 610175 Dickinson GmbH,
D-Heidelberg
Antikorper ,Rabbit Evrogen, RU-Moskau n.a.
anti-TRFP", AB234
apo-Transferrin human T2036 | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 11096-37-0
D-Miinchen
Bradford Reagenz Perkin Elmer, Lambda Bio 231-633-2
Cell Mask Deep Red Plasma | Life Technologies Ltd., Paisley, n.a.
Membrane Stain(R) Schottland
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Reagenz Hersteller CAS-Nummer
Collagenase Typ Il (CLS-2, Cellsystems GmbH, 9001-12-1
Worthington); spez. Aktivitat D-Troisdorf
> 125U/mg TS
Desoxyribonuklease |, Typ 2, | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 9003-98-9
Rinderpankreas (2000U/mg) D-Miinchen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 67-68-5
D-Miinchen
Dinatriumhydrogenphosphat Griissing GmbH, D-Filsum 7558-79-4
(Na;HPO,)
DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 3483-12-3
D-Miinchen
Dulbecco’s Modified Eagle Gibro Life Technologies, New n.a.
Medium (DMEM), 500m| York (USA)
Entellan Merck, D-Darmstadt 109223-77-0
Ethanol vergillt UdS-zentrales 64-17-5
Chemikalienlager,
D-Saarbriicken
Ethylenglycoltetraessigsaure Fluka Chemie GmbH, 67-42-5
(EGTA) CH-Buchs
Extrazellulare Matrix Gel Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, n.a.
(EZM), D-Miinchen
EHS-Matrix
Detektor-Reagenz Western Biozym Scientific GmbH, n.a.
Blot FluoChemM Hessisch Oldendorf,
Deutschland
D(+)-Glukose Applichem GmbH, 50-99-7
D-Darmstadt
Glyzerin Carl Roth, D-Karlsruhe 56-81-5
Glyzin Carl Roth, D-Karlsruhe 56-40-6
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Reagenz Hersteller CAS-Nummer
Hydroxyethylpiperazin- Merck KGaA, D-Darmstadt 7365-45-9
Ethansulfonsdure (HEPES)
Immersionsdl Typ F Leica Microsystems GmbH, 120-51-4
D-Wetzlar
Insulin (Rinderpankreas) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 11070-73-8
D-Miinchen
Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 67-63-0
D-Miinchen
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, D-Darmstadt 7447-40-7
Kalziumchlorid-Dihydrat Fluka Chemie GmbH, 10035-04-8
(CaCl, *H,0) CH-Buchs
Kanamycin A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 25389-94-0
D-Miinchen
Liberase™ TM Research Grade | Sigma-Aldrich Chemie GmbH, n.a.
D-Miinchen
Magermilchpulver TSI GmbH & Co.KG, D-Zeven /
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck KGaA, D-Darmstadt 7786-30-3
Methanol UdS-zentrales 67-56-1
Chemikalienlager,
D-Saarbriicken
Natriumchlorid (NaCl) VWR international GmbH, 7647-14-5
D-Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) ICN Biochemicals Inc., 151-21-3
US-Aurora
Natriumzitrat Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, 6132-04-3
D-Miinchen
NuPAGE(®) LDS Sample Thermo-Fisher Scientific, n.a.
Buffer (4x) US-Waltham
NuPAGE® MOPS SDS Thermo-Fisher Scientific, n.a.
Running Buffer (20x) US-Waltham
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Reagenz Hersteller CAS-Nummer

NuPAGE®) Sample Reducing Thermo-Fisher Scientific, n.a.
Agent (10x) US-Waltham

Page Ruler™ Plus Prestained Thermo-Fisher Scientific, n.a.
Protein Ladder, 10-250 kDa US-Waltham

Paraformaldehyd Riedel- de Haen, D-Seelze 30525-89-4

PBS-Tabletten VWR international GmbH, n.a.
D-Darmstadt

Penicillin-Streptomycin- Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, n.a.

Glutamin

D-Miinchen

Picro-Sirius-Rot

Morphisto, D-Frankfurt

88-89-1 (Pikrinsaure)
2610-10-8 (Siriusrot-F3B)

Pluronic(R) F-127 (20% Life Technologies Ltd, Paisley, 9003-11-6
Lésung in DMSO) Schottland

Ponceau S Carl Roth, D-Karlsruhe 6226-79-5

Quick Start™ Bradford 1x Dye Biorad Laboratories Inc., n.a.

Reagent US-Hercules

Salzsdure 37% (HCI) VWR International GmbH, 7647-01-0
D-Darmstadt

Tamoxifen Sigma-Aldrich GmbH, 10540-29-1
D-Miinchen

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCl) | Promega GmbH, D-Mannheim 1185-53-1

Trizma(R)Base Sigma-Aldrich GmbH, 77-86-1

D-Miinchen

Tween(R)20 VWR International GmbH, 9005-64-5
D-Darmstadt

Xylol Merck, D-Darmstadt 1330-20-7
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Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien:

Material

Produktbezeichnung

Hersteller/Bezugsquelle

Deckglaschen

/

Paul Marienfeld GmbH,
Lauda-Kdnigshofen,

Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefalle,
GroBe 0,5 ml / 1,5 ml / 2 ml
/ 5 ml

Safe Seal Reaktionsgefal}

Sarsted AG, Nimbrecht,

Deutschland

Filterpapier

Greiner Bio One,

Kremsminster Osterreich

grole Wageschiisseln

Roti-Labo

Einmal-Wé&geschalen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Handschuhe

Vasco Nitril White

B.Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland

Homogenisator-Kit

0,5 ml - Gefale

Precellys Ceramic Kit 1.4 mm

peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

kleine Wageschiisseln

Diam Boat 30ml

VWR, Radnor, USA

Kiivetten, einmalige Nutzung

/

Sarsted AG, Niimbrecht,
Deutschland

Mundschutz virensicher

JTY Series 3000

Far Star medical, Barsbuttel,

Deutschland

Objekttrager

R.Langenbrink GmbH,

Emmendingen

Petrischalen (Durchmesser

35mm, 60mm, 94mm)

Greiner Bio One,

Kremsmiinster Osterreich

Pipetten, versch. GréBen

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

ReaktionsgefaRe 15ml/50ml

Cellstar Tubes 15ml/50ml

Greiner Bio One,

Kremsmunster Osterreich
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Material

Produktbezeichnung Hersteller/Bezugsquelle

Skalpell, einmalige Nutzung

Surgical disposable scalpels B.Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland

Western Transfer-Membran

Whatman filter paper Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

D-Miinchen

Zellkulturplatten, 12er

Cellstar 12well cell culture Greiner Bio One,

plate Kremsmiinster Osterreich

Tabelle 5: Verwendete Lésungen:

Losung

Zusammensetzung

Aldosteron-Lésung

Aldosteron 2 mg/ml (w/v), Ethanol 10 % (v/v) in 0,9 % NaCl

zu Injektionszwecken

Alkoholreihe (Histologie)

Alkohol in 90 %, 80 %, 70 % (v/v) in Aqua dest.

Analgetische

Injektionslosung

50 pl Rimadyl Injektionslésung
ad 1000 ul NaCl-Lésung zu Injektionszwecken

Antibiotisch wirksame

Injektionslosung

75 pl Baytril Injektionslosung
ad 1000 pl NaCl-Losung zu Injektionszwecken

Antikorper-Pufferlosung,

Blockierlésung

5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS-T

DNAse-Losung

15 mg Desoxyribonuklease I, Typ 2, Rinderpankreas
ad 5 ml Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT
(pH 7,35)
+ 5 ml Glyzerin; aliquotiert, gelagert bei -20 °C

Farbeldsung

Konfokalmikroskopie

1 pl Cell Mask Deep Red in 2 ml Tyrode

Formalin-Ldsung

4 % Paraformaldehyd (w/v) in PBS
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Losung

Zusammensetzung

ITS-Stammlosung

(Insulin-Transferrin-Selenit)

25 mg Insulin, Rinderpankreas
25 mg apo-Transferrin human
50 pl Selenit-Stammldsung
ad 5 ml Aqua dest

mit M-HCI bis zur Klarung versetzen; gelagert bei -20 °C

Kanamycin A-Ldsung

1 mg Kanamycin A
ad 20 ml Aqua dest, aliquotiert, gelagert bei -20°C

Liberase-Ldsung

50 mg Liberase™ TM Research Grade
ad 25 ml Aqua dest; aliquotiert (750 ul) gelagert bei -20 °C

Losung A 134 mM NaCl, 11 mM Glukose, 4 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 1,2
mM Na,HPO,, 10 mM HEPES (pH 7,35)
Losung AT 0,2 mM EGTA in Losung A

Losung At+

0,1 % (v/v) DNAse-Losung in Lésung A

Losung B

0,1 % (v/v) DNAse Lésung, 0,2 mM CaCly, in Lésung A

Medium isolierte

Kardiomyozyten

98,8 % MEM, 1% Penicillin-Streptomycin-Glutamin, 0,1%
Kanamycin A-Lésung, 0,1 % ITS

Natriumzitratlésung

11,7 mg Natriumzitrat ad 1 ml NaCl-Lésung zu

Injektionszwecken

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)

1 Tablette PBS in 100 ml Aqua dest.

PBS-Tween (Waschpuffer)

0,1 % Tween(R)20 in PBS-Losung

SDS-Laufpuffer

40 ml NuPAGE(®R) MOPS SDS Running Buffer (20x)
ad 800 ml Aqua dest.

Selenit-Stammldsung

6 mg NA,SeO3 ad 1ml Aqua dest.

Transferpuffer 25 mM Trizma(R)Base, 192 mM Glyzin, 10% (v/v) Methanol
ad 800 ml Aqua dest
Tyrode 135 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1,8 MM CaCl,, 2 mM MgCl, 10

mM Glukose, 10 mM HEPES (pH 7,35)
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3.2 Erstellung der PKCi-Konstrukte

Die Konstrukte wurden erstellt, wie bereits von Silke Wegener beschrieben [132]. Dazu wurde
die gleichen komplementédren Desoxyribonukleinsduren (cDNS) genutzt, die fiir eine kosti-
tutiv aktive, sowie eine aktivitdtsinhibierte Form der PKCi, welche dann dominant-negativ
wirkt, kodieren. Beide Isoformen wurden als C-terminale Fusionsproteine exprimiert. Durch die
Verwendung dieser CA- und DN-Variante kann das Aktivitdtsgleichgewicht der PKCu in die
jeweilige Richtung verschoben werden. Als negative Kontrolle wurde die cDNS genutzt, wel-
che fiir das Fluoreszenzprotein TagRFPT allein kodiert. Das Fluoreszenzprotein alleine sollte
keine Verdnderung induzieren; dies konnte Wegener bereits zeigen, die fiir das von ihr verwen-
dete Fluoreszenzprotein YFP in Ratten-Kardiomyozyten keine Verdnderungen gegeniiber den

nativen Zellen fand, die einer Verwendung als Negativkontrolle entgegenstand.

Das Fluoreszenzprotein TagRFPT wurde gewahlt, da seine optimale Anregungswellenlange mit
555 nm gegeniiber GFP (Green Fluorescent Protein, 488 nm) zum roten Spektralbereich hin
verschoben ist. Die Untersuchung von Zellen im langwelligen Exzitations- und Emissionsbereich
ist einerseits weniger phototoxisch, und vermeidet andererseits die Anregung stérender zellu-
|arer Autofluoreszenz. Die Erstellung der Konstrukte wurde von Frau Dr. Sandra Ruppenthal

am Institut fiir Molekulare Zellbiologie der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt.

3.3 Adeno-assoziierte Viren zur Transduktion mit PKCiw-cDNS

Die fiir die Transduktion der Versuchstiere verwendeten adeno-assoziierten Viren (AAV) des
Serotyps 9 wurden von der Klinik fiir Kardiologie, Angiologie und Pneumologie des Universi-
tatsklinikums Heidelberg, in der Arbeitsgruppe Kardiovaskuldrer Gentransfer, unter der Leitung

von Prof. Dr. Oliver Miiller erstellt.

AAV sind als nicht immunogen nachgewiesen, und nicht mit bekannten Krankheiten assoziiert
[141]. Zudem gehdren diese Viren zum Genus Dependovirus. Sie sind in ihrer Vermehrung
effektiv abhingig von der Prisenz eines Helfervirus (beispielsweise Adenoviren, daher ,,Adeno-
assoziiert”). Solange kein passendes Helfervirus die selbe Zelle infiziert, liegt die AAV-DNS
entweder episomal vor oder integriert zwar in die DNS, kann jedoch keine virale Replikation
beginnen. Die Integration der verwendeten AAV erfolgt dabei ortsspezifisch auf Chromosom
19 [59]. Insgesamt handelt es sich also um einen nicht pathogenen und nicht immunogenen

Vektor fiir den Gentransfer in vivo.
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Von den bekannten Serotypen der AAV hat sich der in dieser Arbeit verwendete Serotyp
AAV9 als besonders herzspezifisch gezeigt [48, 90, 146]. Dieser Kardiotropismus wird noch
erhéht durch die Verwendung eines Kardiomyozyten-spezifischen Promotors, wie dem hier
verwendeten MLC-Promotor. Die Starke der Expression an sich wurde durch Cytomegalie-

Virus-Enhancer (CMV,,,) verstarkt. Die Nutzung dieser beiden Promotoren ist etabliert [84].

Bei der Konstruktion der DNS fiir die rekombinanten Viren ist dabei zu beachten, dass zwi-
schen den beiden flankierenden Regionen fiir die abzulesende DNS, den so genannten inverted
terminal repeats (ITR), lediglich 4,7 kb (kilo-Basenpaare) Platz finden, was die Nutzung des

Systems auf kurze transduzierbare Genabschnitte beschrankt.

Die produzierten Viren wurden im Institut fiir Molekulare Zellbiologie aliquotiert. Fiir einen
ausreichenden Virustiter fiir die Transduktion von vier Tieren wurden jeweils 1 x 102 vg (Vek-
torgenome) pro Tier vorbereitet, je Aliquot 4 x 102 vg. Die Virusmenge je Tier orientierte
sich dabei an vorausgegangenen Veréffentlichungen zur Nutzung dieses Virensystems zur kar-
dialen Transduktion (siehe 5.4). Somit wurden Gruppen zu vier Tieren injiziert. Dies war aus
mehreren Griinden sinnvoll; zundchst konnte so die Viruslésung eines Aliquots fiir vier Tiere
in einer Spritze aufgezogen werden, und dann nacheinander fiir diese Tiere verwendet wer-
den. So wurde der Verlust an virushaltiger Injektionslosung, der durch das Totraumvolumen
in Spritze und Kaniile entsteht, mdglichst gering gehalten. Eine so moglichst 6konomische
Nutzung war wichtig, da die zur Verfligung stehende Gesamtmenge an Viruspartikeln aus einer
Viruscharge eingeschrankt war. Hinzu kommt, dass eine Versuchsgruppe zu je vier Tieren in
der weiteren Planung der Experimente eine gut nutzbare GruppengrofRe darstellte, insbesondere
bei gleichzeitiger Messung aller drei Expressionsbedingungen. Zudem wurde durch die direkte
Aliquotierung vermieden, dass die gesamte Viruslosung fiir jede einzelne Entnahme zu den
Injektionen hitte aufgetaut werden miissen. Die Lagerung der aliquotierten Losung erfolgte

bei -20 °C in 1,5 ml Eppendorf-Mikroreaktionsgefalen.

3.4 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Tierhaltung wahrend der Versuche erfolgte im Tierhaltungsraum des Instituts fiir Mole-
kulare Zellbiologie der Universitdt des Saarlandes. Die Tiere wurden in einem 12-Stunden-
Tagesrhythmus gehalten und mit standardisierter Haltungsdiat fiir Mause von Ssniff Spezi-
aldidten GmbH (Soest, Deutschland) gefiittert. Futter und Wasser standen ad libitum zur

Verfiigung. Die durchgefiihrten Versuche wurden nach § 8 TierSchG (Tierschutzgesetz) von
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der zustandigen Behdrde genehmigt (Versuchsvorhaben 37/2013 ,PKCi*, 24/2012, ,Iso/Aldo”,
31/2015 ,beta2").

Fir die Transduktion mit den verschiedenen PKCi-Subtypen wurden mannliche Mause der
Linie C57BI6/N und FVB/N genutzt. Dabei erfolgte die Begrenzung auf mannliche Mause, um
eventuelle Effekte des hormonellen Zyklus der weiblichen Tiere auf das Ergebnis auszuschlieBen.
Die FVB/N-Linie wurde im Institut fiir Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes
geziichtet und die Wiirfe nach der Geburt nach Mannchen und Weibchen getrennt, wozu ein
zeitgleicher Wurf von mindestens zwei der weiblichen Tiere angestrebt wurde. Dann wurden
die mannlichen Neonaten am sdugenden Muttertier in die Versuchshaltung des Institutes fir
Molekulare Zellbiologie, Gebdude 61, Raum 001C, iiberfiihrt, in dem alle weiteren Versuche

stattfanden.

Auch die C57BI6/N-Welpen fiir die neonatale Injektion wurden im Institut fiir Experimentelle
Chirurgie der Universitdt des Saarlandes geziichtet. Die méannlichen injizierten Welpen ver-
blieben allerdings bei ihrer eigenen Mutter, die weiblichen Tiere wurden entweder unmittelbar
neonatal, oder zu einem spateren Zeitpunkt, fiir andere Experimente genutzt. Die Unterschei-
dung zwischen méannlichen und weiblichen Tieren erfolgte bei den C57BI6/N-Welpen anhand
der schwarz pigmentierten Gonaden, die am ersten Lebenstag noch gut durch die diinne Skro-
talhaut sichtbar sind. Die Tiere wurden mit Tatowierungen der FuBsohlen eindeutig markiert.
Auch sie wurden fiir die Versuche in die Versuchshaltung des Institutes fiir Molekulare Zellbio-

logie, Geb3dude 61, Raum 001C gebracht.

Die 21 Tage alten Tiere der Linie C57BI6/N wurden direkt aus der Zucht von Charles River
bezogen. Alle Tiere wogen bei Anlieferung 8 bis 10 Gramm. Sie wurden dann zufillig den
spateren Untersuchungsgruppen zugeordnet, und mit Ohrmarken markiert. Unmittelbar vor

jeder Ultraschalluntersuchung erfolgte eine erneute Gewichtsmessung.

Fiir die GoiqGy1-Studie wurden Mause verschiedener Knockout-Genotypen geziichtet, denen
entweder eine der beiden Untereinheiten fehlte (Einzelknockout), beide fehlten (Doppel-Knockout)
oder beide vorhanden waren (Wildtyp). Eine Auflistung der mdglichen Genotypen der Tiere
ist in Tabelle 6 dargestellt. Diese Mause wurden im Institut fiir Experimentelle Chirurgie der
Universitdt des Saarlandes geziichtet. Alle verwendeten Genotypen hatten den gleichen ge-
netischen Hintergrund (C57BI6/N). Es fand regelmaRig eine genetische Auffrischung durch
Riickkreuzung auf C57BI6/N statt.

Eine unmittelbare, bereits embryonale Inaktivierung der Go-Expression war nicht moglich, da
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die Welpen nicht lebend geboren werden. Daher wurde das fiir die Goi,-Untereinheit kodieren-
de Exon 6, gefloxt”. Dies bedeutet, dass eine Gensequenz von zwei loxP-Sequenzen begrenzt
wird, was ermdglicht, dass dieser Abschnitt durch die Aktivitit eines speziellen Enzymes (Cre-
Rekombinase) aus dem Genom der Zellen ausgeschnitten werden kann. Die enzymatische Akti-
vitat der Cre-Rekombinase wird so erst durch die Applikation von Tamoxifen aktiviert. Auf diese
Weise kommt es erst in der adulten Maus zum Expressionsverlust der Gog-Untereinheit. Da
das Gen fiir die Cre-Rekombinase nur bei einem Elterntier, sowie dort nur hemizygot vorliegt,

wurden entsprechende Wurfgeschwister als , Cre-negative” Kontrollgruppe genutzt.

Der hemizygote Verlust der Gi1-Untereinheit liegt dagegen als konstitutioneller, homozygoter
Knockout schon bei Geburt statistisch in einer Halfte der Wiirfe vor, in der anderen nicht. Dieser
Ansatz ist am Institut fiir Molekulare Zellbiologie etabliert [139] und die Funktionsfahigkeit

des Modells ist vielfach iiberpriift.

Die vier genetisch unterschiedlichen Gruppen unterteilten sich dabei wie in Tabelle 6 darge-

stellt:

Tabelle 6: Genotypen GqG11: Die linke Spalte fiihrt die vier Bezeichnungen der unterschiedlichen
Genotypen auf, die den vier Studiengruppen entsprechen, eine je Zeile. Die nachste Spalte zeigt, ob die
Tiere die G11-Untereinheit homozygot exprimieren (4/+) oder nicht (-/-). Die mittlere Spalte fiihrt
auf, ob die jeweilige Gruppe die Cre-Rekombinase heterozygot exprimiert (tg/0) oder nicht (0/0).
Die folgende Spalte gibt an, ob die Tiere mit Tamoxifen behandelt wurden. In der rechten Spalte
wird noch angegeben, welche Gruppe die direkten Wurfgeschwister zu der links Gruppe dieser Zeile
darstellt.

| Genotyp/Gruppe | G11 | Cre | Tamoxifen | Geschwister zu |

Wildtyp (wt) | +/+ | 0/0 ja Gg-KO
Gg-KO +/+ | tg/0 ja wt
GI1-KO J- 1 0/0 ja GqG11-DKO

GqGILDKO | -/~ [tg/0| Ja GI1-KO

Die Uberpriifung des Genotyps der Individuen erfolgte am Tag des Absetzens von der Mutter,
durch Entnahme einer Biopsie-Stanze aus dem duBeren Ohr. Dies geschah in Zusammenhang
mit der routinemaRigen Markierung der Tiere mit Ohrmarken. Die Bestimmung des Geno-
typen wurde dabei routinemaRig von Frau Tanja Kuhn mittels Polymerase-Kettenreaktion und
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Anhand der so erzielten Ergebnisse wurden die Tiere

den vier Versuchsgruppen zugeordnet.
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Die Injektion von 40 mg/kg/Tag Tamoxifen (in Mygliol geldst, 50 ul/Tag, intraperitoneal
appliziert bei alternierendem Seitenwechsel der Injektionsstelle) erfolgte bei den mannlichen
Tieren in der fiinften Lebenswoche, tiglich {iber fiinf Tage. Da es sich bei Tamoxifen um
ein hormonell wirksames Ostrogenderivat handelt und eine Wechselwirkung mit endogenen

Hormonen besteht, wurden weibliche Tiere fiir die Experimente nicht genutzt.

Die Tiere fiir das dritte Teilprojekt zur B2-Untereinheit des Cay-Kanals wurden an der Universi-
tat des Saarlandes geziichtet, in der spezifisch pathogenfreien (SPF)-Tierhaltung des Gebiudes
61.4, unter der Leitung von Petra Weissgerber. Die Mauslinie zur konditionellen Inaktivierung
des cacnb2-Genes wurde in der Arbeitsgruppe Veit Flockerzi bereits fiir verschiedene Studien
verwendet [135]. Um eine herzspezifische, konditionelle Inaktivierung der B2-Untereinheit des
Cay-Kanals zu erreichen, wurden zunichst Tiere geziichtet, deren cacnb2-Gen , gefloxt”, also
von zwei loxP-Sequenzen flankiert war. Das erméglicht, wie auch bei den Tieren des GoGy1-
Projektes, das Ausschneiden der begrenzten Gensequenz durch eine Cre-Rekombinase. Diese
cacnb2-loxP-Tiere wurden auf einem C57BI/6 x 129/SvJ -Hintergrund geziichtet. Sie wurden
dann gekreuzt mit einer etablierten aMHC-MerCreMer-exprimierenden Maus, die, herzspezi-
fisch durch den o« MHC-Promotor, eine Cre-Rekombinase exprimiert, welche mit Tamoxifen-
Injektionen aktiviert werden konnte. Diesen Tieren wurde dann zur Inaktivierung in der 10.
bis 14. Lebenswoche iiber fiinf Tage Tamoxifen intraperitoneal in einer Dosierung von 60
mg/kg injiziert und dieses nach 2 Wochen wiederholt. Tamoxifen wurde hier ebenfalls in einer

Konzentration von 20 mg/ml in Mygliol geldst.

Die Kontrollgruppe bestand hier aus Geschwistertieren, die, dem gleichen Schema folgend,

lediglich mit Mygliol injiziert wurden.

Zur Untersuchung der Rolle der Spleivarianten N1 oder N4 des cacnb2-Gens sollten diese
konstitutiv exprimiert werden, bei gleichzeitiger Inaktivierung des wt-Gens des Cay-Kanals. Da
der totale Knockout (R27/°) zum Embryonaltod fiihrt, wurden heterozygote (B2%/-) Tiere mit
den Tieren mit N1 oder N4-Uberexpression verpaart (B2¥/+* N1t/ oder R2*/+N1%/0). Diese
Tiere wurden dann untereinander wieder gekreuzt, sodass letztendlich Tiere mit dem Genotyp
R2/"N1te/% oder R2/-N1'%/® entstehen. Diese wurden mit Geschwistertieren verglichen, die
den Genotyp B2*t/*N1te/% oder R2t/*N1%/%trugen. Aufgrund der komplexen Zucht war die
Ausbeute an Tieren mit dem gewiinschten Genotyp gering, sodass Tiere beiden Geschlechtes

und im Alter von 15 bis 28 Wochen in die Untersuchung eingingen.
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3.5 Transduktion der Versuchstiere

In der Studie zur PKC. wurden zunichst Virus-Injektionen an mannlichen neonatalen Ma3usen
der Linie FVBN durchgefiihrt. Jedoch stellte sich im Verlauf heraus, dass die Mauslinie FVB/N
in der Zellisolation eine schlechte Ausbeute fiir die Einzelzellexperimente lieferte. Daher wur-
de die Mauslinie C57BI6/N genutzt, bei der die enzymatische Zellisolation sehr konsistente
Ausbeuten ergab. Zeitgleich zum Wechsel der Mauslinie wurden wir auf eine Publikation von
Lovric et al. [71] aufmerksam, in der die Transduktionseffizienzvon AAV in Abhingigkeit vom
Alter der injizierten Mause untersucht wurde. Dort wurde beschrieben, dass eine wesentlich
spatere AAV-Injektion zu einer deutlich verbesserten Transduktionseffizienz fiihrte. Als Grund
wird ein neonatal aktives Reparatur-Enzym postuliert, welches etwa ab der zweiten Lebenswo-
che an Aktivitat verliert. Daher injizierten wir die Welpen in der Folge eine Woche nach der

Geburt.

Die fiir die Transduktion einer Maus vorgesehenen 1 x 10'? Viruspartikel wurden mit eiskal-
ter 0,9 % Natriumchlorid-Lésung (NaCl) fiir Injektionszwecke (B.Braun, Melsungen) auf ein
Injektionsvolumen von 50 pl je Maus verdiinnt und griindlich durchmischt. Dabei soll die Kiih-
lung der Injektionslosung bis unmittelbar vor der Injektion eine Degradation der Viruspartikel
verlangsamen. Fiir die Injektion wurde eine 33G-Kaniile sowie eine totraumreduzierte 1 ml-
Spritze genutzt. Die Injektion erfolgte in das proximale Drittel der Vena jugularis. Es konnte
von Kaestner et al. [54] gezeigt werden, dass diese Injektionsroute bei juvenilen M&usen ei-
ner intraventrikuldre Injektion, sowie einer Injektion in die Schwanzvene der Maus iiberlegen
ist. Dies gilt hinsichtlich der Reproduzierbarkeit, als auch fiir das Erreichen einer suffizienten

Expression.
Die Injektion der virushaltigen Losung verlief in den drei Wochen alten Tieren wie folgt:

Die Mause wurden wahrend der Injektion einer Inhalationsnarkose mit Isofluran unterzogen.
Hierzu wurde der Isofluranverdampfer Vapor (Drager, Liibeck, Deutschland) und Isofluran
(Forane, Abbvie, Ludwigshafen, Deutschland) genutzt. Die Einleitung in einer speziellen Nar-
kosebox erfolgt mit 3,5 % Isofluran bei einem Fluss von 1 |/min Sauerstoff. Bei Verlust der
Sensibilitat, gepriift durch den Riickziehreflex nach Zehenkneifprobe am Hinterbein, wurde die
Maus auf den Operationstisch verbracht. Die Augen des Tieres wurden mit Bepanthen Augen-
und Nasensalbe (Bayer, Leverkusen, Deutschland) vor Austrocknung geschiitzt. Die Narkose
erfolgte auf dem Operationsplatz iiber eine Nasenmaske (Konus einer 2 ml-Spritze, B.Braun,

Melsungen, Deutschland). Darin ist eine Schlaufe eines Fadens so angebracht, dass in Riicken-
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Abbildung 6: Transduktion der Versuchstiere: Schematische Darstellung des Verlaufes der Vena
jugularis in der Maus (Riickenlage). Die hellblauen Linien zeigen den Verlauf der beiderseitigen Vena
jugularis. Die dunkelblaue Linie zeigt die unbenannte gemeinsame Vene, in die beide Venae cavae und
Venae subclaviae (zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht skizziert) miinden, sodass sie dann die obere
Hohlvene (Vena cava cranialis) bilden. In gelb ist einseitig der Insertionsbereich der Injektionsnadel
skizziert.

lage des Tieres, die Oberkieferschneidezihne im Konus fixiert waren. Zur Unterhaltung der
Narkose wurde 1,5-1,7 % Isofluran in 1 |/min Sauerstoff appliziert. Die Maus wurde dann in
Riickenlage auf dem mit einem eingebauten Warmekissen gewarmten Operationsplatz an den
vier GliedmaBen durch medizinisches Klebeband an den Untergrund geklebt. Dabei wurde das
Vorderbein der Seite, in deren Vena jugularis die Injektion erfolgen soll, parallel zum Thorax
nach kaudal befestigt; das andere Vorderbein kann dann nach lateral oder leicht nach kranial

fixiert werden. Der Verlauf der Vena jugularis ist in Abbildung 6 skizziert.

Dann wurde die Stelle, an der die Injektion erfolgen soll, vorsichtig rasiert und mit Braunol(®
lod-Lésung (B.Braun, Melsungen, Deutschland) die Haut desinfiziert. Nun musste die Injekti-
onsstelle lokalisiert, und in der Haut dariiber eine Inzision von etwa 2 mm gesetzt werden. Die
Vene wurde dann vorsichtig durch stumpfe Priparation mit Kniipfpinzette (Aesculap FD281R,
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) und Schere (FST 14084-08, Fine Science Tools GmbH,
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Heidelberg, Deutschland) dargestellt. Danach konnte die Injektion der 50 pl Viruslésung erfol-
gen. Die Kaniile wurde dann noch einige Sekunden in der Vene belassen, und danach, unter
vorsichtigem Stau mit einem Wattetupfer, reponiert. Mit einem Tupfer musste fiir etwa ei-
ne Minute leichter Druck zur Blutstillung und Vermeidung eines Hamatoms ausgeiibt werden.
Dann wurde die Hautwunde mit einer monofilen nicht resorbierbaren Naht der Starke 5/0 USP
(United States Pharmacopeia) Serapren(R) (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) verschlossen.
Nun konnte die Maus aus der Fixierung gelést werden. Das Tier konnte in Ruhe im Kafig unter
Warmezufuhr mittels Rotlichtlampe (IRH Infrarotlampe, Medisana AG, Neuss, Deutschland)

erwachen.

Die Injektion der Virusldsung in die neonatalen Welpen erfolgte von der Positionierung gleich,
jedoch sind einige Unterschiede anzumerken: So erfolgte die Einleitung der Narkose bei den
Neugeborenen in einer verschlossenen Box mit einem Isofluran-getrankten Tupfer. Die Unter-
haltung der Narkose wurde mit 1,5-2 % Isofluran bei einem Fluss von 1 |/min eingestellt. Dabei
wurde als zusitzliche Warmequelle eine Rotlichtlampe genutzt, um Schiaden durch Unterkiih-
lung zu vermeiden; die Temperatur auf Hohe der Maus wurde mit dem Handriicken mehrfach
iberpriift. Die Narkoseunterhaltung erfolgte liber eine Maske aus einer 1 ml-Spritze, an welche
die Maus mit medizinischem Klebeband fixiert wurde. Aufgrund des Entwicklungszustandes
neonataler Mause war weder der Schutz der Augen durch Salbe noch eine Enthaarung nétig.
Die Injektion der Virenldsung erfolgte grundsatzlich gleich, allerdings langsamer, um einem
Schock durch die plétzliche Volumenbelastung vorzubeugen. Die Wunde wurde mit einem Fa-
den der Stdrke 8/0 USP verschlossen. Die Welpen wurden danach noch mit einer eindeutigen
Tatowierung an den FuBsohlen individuell markiert. Nach Ende der Narkose wurde besonders
auf eine ausreichende Warmezufuhr der Welpen geachtet. Sie wurden in benutzter Einstreu
des Heimatkafigs vorsichtig gerollt. So soll verhindert werden, dass die Mutter die Jungen

aufgrund eines unbekannten Geruches verstoRt.

3.6 Langzeit-Expressionskontrolle mittels Organfluoreszenz

TagRFPT ist ein Fluoreszenzprotein, dessen Emissionsmaximum im roten Bereich des Farb-
spektrums liegt. Es wurde in der PKCi-Studie als Indikator fiir eine erfolgreiche Transduktion
genutzt, da es von viral transduzierten Zellen stabil exprimiert werden sollte.

Die im Folgenden durchgefiihrte Messung der Fluoreszenz einzelner Organe dient dem Nach-

weis der stabilen Expression von TagRFPT iiber einen langeren Zeitraum. Zudem kann ein

42



3 Material und Methoden

relative Fluoreszenz [%]

300 400 500 600 700 200 400

Wellenldnge [nm]

Abbildung 7: Spektrum TagRFPT: Die Abbildung zeigt die Absorptions- und Emissionskurven des
exprimierten Fluoreszenzproteins TagRFPT. Aufgetragen ist die Fluoreszenz in % der maximalen Inten-
sitdt, liber die Wellenlangenbereiche des sichtbaren Lichtes. Das Absorptionsmaximum in der blauen
Kurve liegt bei 555 nm, das Emissionsmaximum in der roten Kurve bei 584 nm. TagRFPT ist dabei die
photostabilere Variante von TagRFP, das Spektrum ist bei beiden identisch. Diese Abbildung wurde
nach einer Vorlage von Evrogen erstellt (http://evrogen.com/products/TagRFP/TagRFP.shtml).

Eindruck tber die Verteilung der Expression im Zielgewebe getroffen werden. Es kann also
dargestellt werden, ob unterschiedliche Schichten des Herzens unterschiedlich gut transduziert
sind, sowie auch, ob auch andere Organe eine spezifische Fluoreszenz zeigen. Damit kann beur-
teilt werden, ob andere Organe ebenfalls von den AAV mit der spezifischen cDNS transduziert
wurden, was Riickschliisse auf die Herzspezifitit des gewahlten Vektors zuldsst. Ein weiterer
Vorteil der Fluoreszenzmessung am ganzen Organ liegt darin, dass keine Zellisolation fiir eine
erste Beurteilung der Transduktionseffizienz und -spezifitat nétig ist. Da die Zellisolation aus
den FVB/N-Tieren insgesamt schlecht verlief, bietet sich die hier mégliche Beurteilung der
Organe im Ganzen an. Ein Nachteil der Methode lag darin, dass sich die verwendeten Organe
bei dieser Untersuchung bei Raumtemperatur an der Luft befanden, daher schnell austrock-
nen oder konatminiert werden konnten. Eine weitere Verwendung der Organe ware daher nur

eingeschrankt moglich.

Fiir die Messung der Organfluoreszenz wurde je ein mit einer beliebigen Variante der Versuchs-
|6sungen neonatal injiziertes FVB/N-Mannchen im Alter von 16 oder 23 Wochen genutzt, sowie
jeweils ein mit NaCl injiziertes Kontrolltier gleichen Alters, aus dem gleichen Wurf. Die Tiere
wurden dazu schmerzlos getdtet. Die Mause wurden zunachst durch intraperitoneale Injektion

mit 85 mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ursotamin(R), Serumwerk Bernburg, Bernburg, Deutsch-
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land) und 15 mg/kg Xylazin (Rompun(R), Bayer Animal Health, Leverkusen, Deutschland) tief
sediert und auf einer Unterlage fixiert. Dann wurden mit einer kraftigen Schere die groRen
Halsgefale und die Halswirbelsaule durchtrennt, das Tier stirbt somit durch Dekapitation und
Blutverlust. Da das Herz dann noch schligt, entblutete das Tier fast vollstandig. AnschlieBend
wurden Abdomen und Throrax zur Organentnahme groRziigig erdffnet. Eine darauffolgende
beidseitige ventrikuldre Injektion von 1 ml 0,9 % NaCl-Lésung wusch die Ventrikel von Blut-
resten frei. Ein Stiick Jejunum wurde herausgetrennt, gedffnet, und ebenfalls gewaschen. Es
folgte die Entnahme des Herzens, eines Stiick der Aorta, der Oberschenkelmuskulatur und des
Jejunums, sowie der gesamten Leber und Milz, des Gehirnes, eines Lungenfliigels und einer
Niere. Die isolierten Organe wurden mit 0,9 % NaCl-Lésung gewaschen. Zuletzt erfolgte eine
Abtrennung der Vorhdfe vom Herzen. Alle zu untersuchenden Proben wurden mit etwas 0,9 %
NaCl-Losung in Eppendorf-MikroreaktionsgefaBen bis zur eigentlichen Untersuchung auf Eis

gelagert.

Die Untersuchung der Organe erfolgten mit dem Fluoreszenzmikroskop SZX12 von Olym-
pus (Tokyo, Japan). Die Wellenlange des Fluoreszenzlichtes betrug 555 nm, entsprechend
der Anregungswellenlange von TagRFPT. Die Messung des emittierten Lichtes geschah unter
Verwendung eines passenden Filters fiir die Emissionswellenlange. Fiir TagRFPT liegt diese
Emissionswellenlange bei 584 nm. Die Wellenlangenbereiche fiir Exzitation und Emission sind
in Abbildung 7 skizziert. Die VergroRerung des Bildes durch die Kamera betrug 10x, hinzu kam
die VergroBerung des verwendeten Objektivs (hier 1x). Der VergroRerungsfaktor war auBerdem
tiber ein VergroRerungs-Stellrad am Mikroskop fein variierbar, um einen zusatzlichen Faktor

zwischen 0,7x und 9x.

Zunéchst erfolgten die Messungen an den zwei neonatal injizierten FVB/N-M3usen im Alter
von 16 Wochen. Hierzu entstanden zunichst immer Aufnahmen von Atrien und Ventrikel im
Weillicht, was einen spateren Vergleich mit dem anatomischen Bild erméglichte. Danach ent-
stnaden Fluoreszenzbilder unterschiedlicher Belichtungszeiten. So sollte fiir die weiteren Auf-
nahmen die optimale Belichtungszeit fiir eine klare Darstellung des durch TagRFPT-Expression
fluoreszierenden Gewebes ermittelt werden. Die optimale Belichtungszeit lag fiir die Atrien bei
10 ms, fiir den Ventrikel bei 21 ms, diese Zeiten wurden fiir die folgenden Messungen beibe-

halten.

Um die dargestellte Fluoreszenz sicher der Expression des TagRFPT zuzuordnen und von

der Gewebe-Autofluoreszenz unterscheiden zu konnen, wurden im nachsten Schritt Vorhof
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und Ventrikel der Kontrollmaus bei gleichen Einstellungen analysiert. Zu Vergleichszwecken
wurden jeweils beide rechte und beide linke Vorhdfe der TagRFPT-exprimierenden Maus sowie

der Kontrollmaus gleichzeitig in einem Bild mit einer Belichtungszeit von 10 ms aufgenommen.

Zuletzt wurden jeweils ein weiteres der entnommenen Organe der TagRFPT-Maus gemessen
und daneben der rechte Vorhof als Positivkontrolle platziert. Alle Messungen erfolgten bei

Raumtemperatur.

Die Untersuchung wurde in gleicher Weise mit jeweils einem TagRFPT-exprimierenden Tier
und einem Kontrolltier, ebenfalls neonatal injizierte FVB/N-Mause, nach einer Expressionszeit

von 23 Wochen, durchgefiihrt.

3.7 Kontrolle der Expression auf Proteinebene

Proteinisolation

Die noch gefrorenen Organstiicke wurden unter Verwendung des kommerziell erhiltlichen
Precellys Ceramic Kit 1,4 mm (peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) homo-
genisiert. Das Gewebe wurde in die speziellen 0,5 ml-ReaktionsgefaBe verbracht, in dem kleine
Keramikkiigelchen vorgelegt waren. Es wurde Lysis-Puffer hinzugefiigt (100 mM Tris-HCI (pH
7,5) 100 mM NaCl, 0,5 % TritonX-100, 20 mM Dithiotreitol, 40 ul/ml Complete™ (Roche,
Basel, Schweiz)). Die Zellriickstande wurden dann durch Zentrifugation mit 13000x g iiber 30
min bei 4° C auf dem Boden des Reaktionsgefales abgeschieden, die zytosolischen Proteine da-
gegen befanden sich im Uberstand. Dieser Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefR

uberfiihrt.

Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der Probe wurde nach der Methode von Bradford quantifiziert. Dazu
wurde der Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G-250 genutzt. Dessen Absorptionsmaximum ver-
schiebt sich bei Bindung an basische Aminosaurereste der in der Testldsung enthaltenen Prote-
ine von 465 nm zu 595 nm. Eine bestimmte Zunahme der Absorption von Licht der Wellenlange
595 nm entsprach damit einer definierten Zunahme des Proteingehaltes der Testlosung. Die
Zusammensetzung der Testlosung bestand aus 1 ml Bradford-Reagenz und 1 pl der Probe.
Gemessen wurde in Einmal-Kiivetten (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland), mit dem Spek-
trophotometer ,Lambda Bio“ (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Der Proteingehalt bei der

gemessenen Anderung der Absorption wurde anhand einer vorab erstellten Standardreihe be-
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stimmt. Dieser Schritt diente dazu, im Anschluss das Polyacrylamidgel mit Proben vergleich-

barer Proteinkonzentration beladen zu kénnen, um direkt vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die denaturierten Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese anhand ih-
rer GroRe aufgetrennt. Dazu wurde hier zu der entsprechenden Probe mit standardisierter Pro-
teinkonzentration Sodiumdodecylsulfat (SDS), ein anionisches Detergenz hinzugefiigt. Danach
wurde die Probe fiir 5 min bei 95° C denaturiert. Die negative Ladung des SDS wurde dabei
dazu verwendet, um die Eigenladung der Aminosduren im Protein zu iiberdecken, wodurch
sich die Sekundar- und Tertidrstruktur des Proteins aufloste. Damit war das Laufverhalten
der Proteine auf dem Elektrophoresegel nunmehr nur von der GréBe der Proteinmolekiile ab-
hangig. Fiir die hier isolierten Proteine wurde ein 12 % NuPAGE Bis/Tris-Gel von Invitrogen
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) genutzt, an das eine Spannung von 100-120

V angelegt wurde.

Western Blot - Analyse

Fiir die Western-Blot-Analyse wurden die Proteine unter Zuhilfenahme eines angelegten
Stromes von dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran iibertragen, dies wird als Elektrotransfer
bezeichnet. Dazu wurde mit dem Mini-Protean(R) tetra-Systems (Biorad, Miinchen, Deutsch-
land) ein so genanntes, Sandwich” erstellt. Die Transfermembran (11 cm x 16 cm) wurde dafiir
auf das Gel aufgelegt, und beides zwischen zwei passenden Stiicken Filterpapier (Whatman,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) und zwei Schwidmmen in einer spezi-
ellen Kassette eingeklemmt. Diese Kassette wurde dann in die Blotkammer verbracht, dabei
zeigte die Transfermembran zur Anode, das Gel zur Kathode. Die Kammer wurde anschlieRend
mit Blotpuffer (NuPAGE Transferpuffer, 5% v/v Methanol) befiillt. Das Blotten erfolgt dann
bei Raumtemperatur und einem Strom von 140 mA iiber Nacht. Die erfolgreiche Ubertragung
der Proteine konnte nun tberpriift werden, indem die Membran fiir 5 min mit dem roten Farb-
stoff ,Ponceau S" (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert wurde, der an die Proteine
auf der Membran band und diese rot farbte. Diese Bindung konnte durch einen Waschschritt in
einer mit dem Detergenz Tween(R) versetzten phosphatgepufferten Salzlésung (PBST) wieder

gelost werden.

Anschlielend wurde die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur, oder 24 Stunden bei 4 °C
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in Blockierpuffer (10% v/v, RotiBlock, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. In diesem
Blockierpuffer sind Milchproteine enthalten, die nach der Inkubation mégliche unspezifische
Bindungsstellen abdeckten, damit die spater dazugegebenen Antikérper nur spezifisch binden
konnten. Es folgten drei Waschschritte von jeweils fiinf Minuten in PBST. Dann wurde der
Antikorper ,Mouse anti-PKC.* (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) als Erstantikorper,
verdiinnt auf 1 : 5000 im Blockierpuffer, auf die Membran gegeben und bei Raumtempera-
tur fiir eine Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran erneut dreimal fiir fiinf Minuten
mit PBST gewaschen, um schlieBlich fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Sekun-
darantikdrper (,,Goat anti-mouse” IgG HRP, Santa Cruz, Dallas, USA), 1 : 5000 verdiinnt in
PBST inkubiert zu werden. Die Meerrettich-Peroxidase (Horsereddish-peroxidase, HRP) sorg-
te fiir die Bildung optisch aktiver Hydroperoxide aus einem Detektionsreagenz (ECL™ Prime
Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare, Buckinghamshire, England). Das Detek-
tionsreagenz bestand dabei aus zwei Losungen, die erst auf der Membran unter Lichtabschluss
vermischt wurden: Zunachst wurde eine Luminollésung (Reagenz A) aufgetropft, dann eine
Peroxidlosung. An den Bindungsstellen der Antikorper spaltete die HRP die Peroxidase, da-
durch wurde Luminol zu seinem Hydroperoxid oxidiert, wodurch Lumineszenz entstand. Diese
Lumineszenz kann detektiert werden. Somit konnte die Bindung des Sekundarantikdrpers dann
mit einem Fluoreszenzdetektor (FluorChemM, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland) quantitativ dargestellt werden. Die lumineszierenden Membranen wurden dann
fotografiert. Die Proteinbanden, an die der Sekundarantikorper binden konnte, erschien im
Bild dunkel, die Membran selbst und alle Banden, an die kein Antikdrper gebunden hat, waren

weill.

Fiir den Nachweis der Expression von TagRFPT konnte die mit Proteinbanden beladene Mem-
barn wiederverwendet werden. Dazu muss die Bindung der Antikorper aus der vorangegangenen
Detektion wieder geldst werden. Die Ablosung der Antikorper bezeichnet man als ,Strippen™
Die Membran wird fiir 10 min in Strip-Puffer inkubiert, der durch seinen niedrigen pH-Wert
die Bindungen der Antikdrper zu den Proteinen auf der Membran [6st. Es folgen alternierend
je zwei Waschungen in PBS (10 min) und PBST (5 min), danach eine erneute Inkubation in
Blockierpuffer iiber Nacht (24 h, 4° C).

Nun wird der Antikorper ,Rabbit anti-TRFP* (Evrogen, Moskau, Russland) nach dem gleichen

Protokoll, wie schon zuvor fiir ,Mouse anti-PKC." beschrieben, mit der Membran inkubiert,

anschlieBend mit dem Sekundarantikérper ,,Anti-Rabbit” igG HRP (Santa Cruz, Dallas, USA).
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Nach den Waschschritten wurde auch hier die Lumineszenz detektiert, wie oben bereits be-

schrieben.

Als Ladekontrolle wird der in Kardiomyozyten vorkommende Elongationsfaktor 2 (EF 2) ge-
wahlt, der spezifische Antikérper dagegen ist ,anti-EF2", ebenfalls von Santa Cruz, Dallas,
USA, in einer Verdiinnung von 1 : 1000 in PBST. Diese Ladekontrolle wurde bei 100 kDa

detektiert.

3.8 Echokardiographische Untersuchung

Prinzip der Ultraschalluntersuchung des Herzens

Als Ultraschall bezeichnet man Schallwellen oberhalb des Horfrequenzbereiches des Men-
schen, beginnend ab etwa 16 kHz. Fiir die Echokardiographie zur Untersuchung kleiner Ver-
suchstiere kommen Frequenzbereiche um 20-30 MHz zum Einsatz. Die Schallwellen werden
von einem piezoelektrischen Element erzeugt. Sie breiten sich dabei im untersuchten Gewebe
unterschiedlich gut aus, werden beispielsweise reflektiert, absorbiert oder gestreut. Bedeutsam
dafiir ist dabei die Schallgangigkeit des Gewebes oder dessen Widerstand dagegen, auch Im-
pedanz genannt. Wassrige Gewebeteile sind sehr gut schallgdngig. An der Grenzflache zu Luft
werden Schallwellen dagegen vollstandig reflektiert. Dementsprechende kdnnen auch Luftbla-
sen im Kopplungsgel zwischen Schallkopf und Tierkdrper zu massiven Artefakten fiihren. Je
weniger wasserhaltig ein Gewebe ist, desto mehr reflektiert es das Signal. Das MaR dieser Re-
flexion bezeichnet man als Echogenitdt. Hoch echogen sind beispielsweise Knochen und auch
Haare, weshalb das Fell vor Beginn der Untersuchung mdglichst vollstandig entfernt werden

sollte.

Im erzeugten Bild werden echogenere Gewebe hell dargestellt; je weniger echogen das Gewebe
ist, desto dunkler ist die Darstellung. Da der Ventrikel mit stark wasserhaltigem Blut gefiillt ist,
erscheint das Lumen also dunkel, das umgebende Herzgewebe dagegen heller. Dies nutzt man
im Helligkeits-(,,Brightness”)-Modus (B-Mode), fiir eine zweidimensionale (2D) Darstellung der
Schnittebene des Herzens, und im Motion (M)-Mode, um die Bewegung des Gewebes iiber

die Zeit darzustellen.

Die Detailauflésung und die Eindringtiefe hangen dabei direkt mit der ausgesendeten Wellen-
lange der Ultraschallwellen zusammen. Eine groRere Eindringtiefe bedeutet immer einen Verlust

an Detailschirfe, da die Wellenldnge zunehmen muss, um tiefer in dasGewebe eindringen zu
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konnen. Eine hohe Frequenz der Schallwellen sorgt so zwar fiir eine hervorragende raumliche
und auch zeitliche Aufldsung, jedoch schrankt dies die Eindringtiefe des Signals ein. Hinzu
kommt, dass fiir eine hohe zeitliche Aufldsung eine hohe Frequenz der Schallwellen notwendig
ist, um bei einer Herzfrequenz der M&use von etwa 300 - 500 Schligen je Minute unter Narkose
noch eine ausreichende zeitliche Detailauflésung der sich bewegenden Gewebe zu ermdglichen.
Da bei der gewahlten Untersuchung am Herz der Maus eine hohe raumliche und zeitliche
Auflésung wesentlich ist, hat dies zur Folge, dass von der nutzbaren Eindringtiefe von etwa 21

mm bei einer Frequenz von 30 MHz das Herz der Maus gerade erfasst wird.

Das Bild, das im Brightness-Mode erzeugt wird, zeigt bei dem hier verwendeten Gerét eine
facherformige Bildflache. Dies geschieht, da ein Sektor-Schallkopf mit einem schwingenden
Kristall genutzt wird. Durch die schwingende Bewegung des Kristalls entsteht diese typische

Form des Untersuchungsbereiches.

Neben der Nutzung des Brigthness-Modus, der unterschiedliche Echogenitat in Graustufen
iibersetzt, kann man auch den Doppler-Effekt verwenden, um Bewegungen darstellen zu kon-
nen. Bei der Messung mit diesem Effekt misst man die Frequenzverschiebung, die zwischen aus-
gesendetem und reflektiertem Schall entsteht, wenn sich das untersuchte Objekt auf den Schall-
kopf zu-, oder von ihm weg bewegt. So misst man beispielsweise Blutfluss-Geschwindigkeiten
durch Herzklappen mit dem Pulswellen-Doppler-Verfahren (PW = Pulsed Wave). Bei diesem
Verfahren treffen kurze ausgesendete Schallpulse in einem begrenzten ortlichen Fenster auf
das sich bewegende Blut. Sie werden dann von diesem, mit der entsprechenden Verschiebung,
reflektiert, was wieder vom Schallkopf empfangen wird. Daraus lasst sich die Geschwindigkeit

des Blutes sowie deren Anderung iiber die Zeit bestimmen.

Vorteile der Ultraschalluntersuchung an Versuchstieren zur Klarung kardiologischer Fragestel-
lungen sind offensichtlich: Abgesehen von der nur gering belastenden Inhalationsnarkose ent-
steht dem Tier kein Schaden, es kann mehrfach im Verlauf einer Studie untersucht werden,
was einen longitudinalen Studienverlauf ermdglicht. Die Ergebnisse spiegeln aulerdem nicht
nur die Situation in vivo, sie werden auch noch mit einem in der kardiologischen Diagnostik

der Humanmedizin iiblichen Verfahren erzielt.
Versuchsaufbau und Vorbereitung des Versuchstieres

Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit dem Vevo 770 System(® (FUJIFILM Visual-

sonics, Toronto, Kanada). Bei dem Schallkopf handelte es sich um einen 30 MHz-Sektor-
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Schallkopf, ebenfalls von FUJIFILM Visualsonics. Zur Darstellung der Aufnahmen und spate-
ren Auswertung wurde die systemspezifische Vevo-Software des gleichen Anbieters genutzt.
Das Mess-System enthélt weiterhin einen beheizten Untersuchungstisch, in den Messelektro-
den integriert sind. In Abbildung 8 ist in a das genutzte Ultraschallgerat abgebildet, in b der
fertige Messaufbau inklusive der narkotisierten Maus. Zwischen dem Thorax der Maus auf dem

Messtisch und dem weifen Ultraschallkopf, ist das blaue Kopplungsgel gut zu erkennen.

Abbildung 8: Aufbau der echokardiographischen Untersuchung: a: Die mobile Vevo 770-
Echokardiographie-Station von Visualsonics Inc., Toronto Kanada (Bild vom Hersteller mit freundlicher
Genehmigung zur Verfliigung gestellt). Es kdnnen daran Sektor-Schallkdpfe unterschiedlicher Frequenz
genutzt werden, das Bild wird auf dem Monitor direkt angezeigt. Die Einstellungen kénnen iiber die
integrierte Tastatur angewahlt werden, zudem ist eine Auswertung der Messungen auch hier méglich.
b: Platzierung der Maus auf dem Untersuchungstisch; Das Tier ist mit Klebeband mit den Pfoten auf
den Elektroden des Tisches fixiert, so werden EKG und Atmung direkt aufgezeichnet. Eine Rektalson-
de (blau) misst die Kérpertemperatur, die Warmelampe (weil, links oben) kann flexibel ausgerichtet
werden. Der Tisch kann auf dem runden Anteil des Fules in der Position variiert werden, zudem
iber den Manipulator (unten, rechts des FuRes) horizontal fein verschoben werden. Der Schallkopf
(707B, 30 MHz) kann in seiner Aufhingung frei rotiert werden. Uber die Fiihrungsschiene (oben und
rechts) kann der Schallkopf nach links und rechts sowie in vertikaler Richtung verstellt werden. Im
Hintergrund ist die Anlage zur Isoflurannarkose teilweise zu erkennen (Saule: Anzeige und Regulation
des O -Flusses; rechts daneben ist teilweise der silberne Isofluran-Verdampfer sichtbar.)

Die echokardiographische Untersuchung erfolgt ebenfalls unter dem in 3.5 beschriebenen
Standard-Narkoseprotokoll. Nach der Einleitung der Narkose in einer Plexiglasbox wird das Tier

zuerst gewogen, dann wird es in Riickenlage auf den Untersuchungstisch gelegt. Die Pfoten
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des Versuchstieres wurden dort auf den Elektroden und entsprechendem Elektrodenkontakt-
gel (Signa creme, Parker Laboratories Inc., Fairfield, USA) mit Klebeband fixiert. So konnten
wahrend der Untersuchung Vitalparameter in Form von Atem- und Herzfrequenz iiberwacht
werden. Ein Elektrokardiogramm konnte so simultan zur Ultraschalluntersuchung aufgezeichnet
werden. Uber eine Rektalsonde wurde zudem die Korpertemperatur des Tieres gemessen. Diese
Daten zum physiologischen Zustand des Tieres wurden von der Software automatisch in das
Ultraschallbild integriert. Der Thorax der Maus wurde mit Enthaarungscreme (Nair Hair Re-
moval Creme(R), Church & Dwigth Co., Ewing, USA) griindlich enthaart, um Artefakte durch
das Fell im Ultraschallbild zu vermeiden. Gewdrmtes Ultraschall-Kontaktgel (Aquasonic 100,
Parker Laboratories inc., Fairfield, USA) wird méglichst luftblasenfrei auf dem zu untersuchen-
den Bereich aufgetragen, also median auf dem Thorax, sowie linksseitig an der kaudolateralen

Thoraxwand. Dort wurde der Schallkopf fiir die Einstellung des Vierkammerblicks angesetzt.

Der Untersuchungstisch ist manuell in X-Y-Richtung beweglich und kann um ein Kugelge-
lenk zudem in alle Richtungen rotiert werden. Der Schallkopf kann in einer Aufhingung in
alle Richtungen gedreht, in der Hohe variiert und in jeder Position fixiert werden. So kdnnen
einerseits die Standard-Messpositionen gut eingehalten werden. Andererseits sind feine Korrek-
turen moglich, ohne den Schallkopf in der Hand halten zu miissen. Bewegungsartefakte durch
den Untersucher spielen in der Auswertung also keine Rolle. In den Aufbau ist eine Isofluran-
Narkoseeinheit integriert. Grundsatzlich ware es auch moglich, durch Anpassung der Narkose
einen bestimmten Herzfrequenzbereich fiir die Untersuchung festzulegen. Dies wurde hier al-
lerdings nicht genutzt, um mogliche Frequenzunterschiede bei gleicher Narkose als Ergebnis

der Untersuchung erkennen zu kdnnen.

Durchfiihrung der Echokardiographie

In der folgenden Beschreibung sollen, neben den deutschen Begriffen, auch die englischspra-
chigen Abkiirzungen fiir die Messparameter eingefiihrt werden. Die internationalen Bezeich-
nungen fir diese Parameter werden auch im deutschsprachigen Raum in Forschung und Klinik

genutzt.
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Abbildung 9: Schema der Messpositionen an der narkotisierten Maus: In allen drei Bildern
ist der Strahlengang des Ultraschall-Signals im Verhéltnis zur Maus skizziert, im blauen Ausschnitt
sind Aorta (Ao), linkes (LA) und rechtes Atrium (RA), sowie linker (LV) und rechter Ventrikel (RV)
gekennzeichnet. a: Messposition der langen Herzachse, der Schallkopf steht anndhernd im 90°-Winkel
zur Thorax-Flache der Maus, der Strahlengang ist ventro-dorsal. b: Messposition der kurzen Herz-
achse, Winkel des Schallkopfes wieder 90° zur Maus, Strahlengang wieder ventro-dorsal, Schallkopf
im Verhaltnis zu a um 90° auf horizontaler Ebene rotiert. c: Messposition des Vierkammerblickes, der
Schallkopf liegt parallel zur Maus an, Strahlengang gemaR der Pfeilspitzen kaudolateral- kraniolateral.

Es wurden zunichst drei Standard-Messpositionen genutzt: Aufnahmen entlang der langen
Herzachse, der kurzen Herzachse sowie der Vierkammerblick. Fiir die erste Position, der Mes-
sung in der langen Herzachse, (Abbildung 9a) wurde die Membran des Ultraschallkopfes,
senkrecht auf dem Thorax der Maus stehend, entlang einer gedachten Linie durch Herzbasis

und Apex ausgerichtet (rechts-kranial nach links-kaudal).

52



3 Material und Methoden

Die erste Aufnahme einer Einstellung erfolgte immer im Brightness-(B-) Mode. Zunachst wurde
darauf geachtet, dass im Schallgang keine Artefakte vorliegen, die etwa durch Luftblasen,

Rippen oder restliche Haare entstanden sein kdnnen.

Die Messposition der langen Herzachse ist ein zweidimensionaler Langsschnitt des Herzens.
Hier lieR sich, bei korrekter Positionierung des Schallkopfes, die Herzspitze, die Papillarmus-
keln, das interventrikuldre Septum (Interventricular Septum, 1VS), das Lumen des Ventrikels,
die Hinterwand des Ventrikels (Left Ventricular Posterior Wall, LVPW) und die Aortenwurzel
erkennen, sieche Abbildung 10a. In dieser Position liel sich im M-Mode die Dicke des IVS und
des LVPW in der Systole und Diastole messen, ebenso wurde der Durchmesser des Ventri-
kellumens (Left Ventricular Inner Diameter, LVID) in Systole und Diastole gemessen (siehe
Abbildung 10d). Die Position der Messung wurde an der breitesten Stelle des Ventrikels ge-
wahlt, direkt hinter dem Ursprung der Papillarmuskeln. Im dann genutzten Motion-(M-)Mode
wurde die Bewegung des Gewebes iiber die Zeit dargestellt. An diesen Bildern im M-Mode
konnte nachfolgend die Auswertung in Systole und Diastole stattfinden. Das hellere Myo-
kardgewebe konnte deutlich vom dunkleren Ventrikellumen unterschieden werden. Es wurden
mindestens 10 Sekunden im M-Mode aufgenommen. Bei der Aufnahme sollte darauf geachtet
werden, die Grenzen der Ventrikelwdnde im M-Mode auf den ersten Blick bereits gut erkennen
zu kdnnen, um die spatere Auswertung zu erleichtern. Gegebenenfalls konnte die Position iiber

feine Variationen der Stellung des Schallkopfes leicht verandert werden.

Anschlielend wurde die zweite Messposition entlang der kurzen Herzachse aufgesucht, siehe
Abbildung 9b. Dazu wurde der Schallkopf um genau 90° gedreht platziert. Nun sah man in der
Bildmitte das dunkle und anndhernd kreisformige Lumen des linken Ventrikels, umschlossen
vom helleren Myokard, sieche Abbildung 10b. Auch hier wurde der Messbereich gewahlt, der
den grolten Durchmesser des Ventrikels zeigte, und in der die Ansitze der Papillarmuskeln
zu sehen waren. Proximal zum Schallkopf war in dieser Stellung die Ventrikelvorderwand (Left
Ventricular Anterior Wall, LVAW) darstellbar. Es handelte sich dabei um den schallkopfnahen
Bereich der sichtbaren Ventrikelwand, oben im Bild. Der Messbereich wurde genau durch
die Mitte der Herzschnittes platziert. Der Schallgang stand hier anndhernd rechtwinklig zur
Ventrikelwand. Es wurde wiederum etwa 10 Sekunden im M-Mode die Bewegung des LVAW
iiber die Zeit aufgenommen. In der Auswertung dieser Aufnahmen wurde dreifach die Dicke

der LVAW in Systole und Diastole bestimmt, siche Abbildung 10e.
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100ms

Abbildung 10: Messpositionen und Messung der echokardiographischen Parameter: a, b, c:
Abbildungen im B-Modus, a lange Herzachse, b kurze Herzachse, c apikaler Vierkammerblick; d, e:
gleiche Position wie die Abbildung links davon, M-Modus; f: PW-Doppler-Modus, Mitralklappe. blau:
Umrisse kardialer Strukturen: in a, b ist das Myokard teilweise eingefasst. Rot -gelbe Linie: Verlauf des
Schallwellenganges fiir die jeweilige M-/PW-Mode-Messung rechts (d-f). Die gelb-unterbrochene Linie
zeigt den Messbereich an; c: gelb-unterbrochenen Linie: Winkel der Doppler-Messung zum Schallwel-
lengang. v = Ventrikellumen, ao = Aortenwurzel, P = Papillarmuskel, m = Mitralklappensegel. Der
obere Bildbereich ist schallkopfnah: In a, b der ventrale Thorax der Maus, in ¢ der links-laterale Tho-
rax. d, e: schematische Zeichnung der Messparameter in gelb, von IVS, LVID und LVPW in a, von
LVAW in b, jeweils systolisch und diastolisch. GroRen- und Zeitverhiltnisse links im Bild. f: Zeitver-
lauf der Blutflussgeschwindigkeit durch die Mitralklappe. Gelbe Linien: Messungen E-Welle, A-Welle,
IVRT; Orange Linien: MV decel und MV decel time. Zeit- und Geschwindigkeitsverhaltnisse links im
Bild. Die Messungen in d-f werden je Tier dreimal ausgefiihrt.
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Die dritte Messposition zeigte den Vierkammerblick, der auch in der klinischen Diagnostik
angewendet wird. Dazu wurde der Schallkopf auf einer horizontalen Ebene mit dem Herz so
ausgerichtet, dass der Schallgang vom Apex des Herzens zur Basis verlief, siche Abbildung
9c. Im B-Mode erkannte man dann deutlich den linken Ventrikel sowie auch Teile des rech-
ten Ventrikels und teilweise auch beide Vorhofe, siehe Abbildung 10c. Zudem konnte man
in dieser Position bei optimaler Platzierung des Schallganges und wenig Artefakten auch die
Fliigel der Mitralklappe erkennen. In dieser Position konnte die Funktion des linken Ventrikels,
sowie indirekt die Funktion des linken Atriums analysiert werden. Dazu wurde die Geschwin-
digkeit des Blutstromes durch die Mitralklappe gemessen. Das Profil dieser Stromung wurde
iber die Zeit aufgezeichnet. Dazu wurde eine Messung mit dem Pulsed Wave (PW)-Doppler
genutzt. Hierbei wurde der Doppler-Effekt von Schallwellen genutzt, um die Geschwindigkeit
einer unidirektionalen Bewegung, in diesem Fall die des Blutstromes durch die Mitralklappe, zu
bestimmen. Der Messbereich fiir das Doppler-Signal wurde unmittelbar hinter der Mitralklappe
gewahlt. Die Position des Messfensters konnte dann anhand des PW-Signales optimiert werden.
Dabei konnte die vom Gerat ausgegebene akustische Umsetzung der Blutstromgeschwindig-
keiten herangezogen werden; das Einstromgerdusch war genau im Zentrum des Bluteinstromes
am deutlichsten, hier wurde das Messfenster platziert. Zudem konnte anhand der deutlichen
und vom Hintergrund klar abgegrenzten Darstellung des Stromungsprofiles im Bild der opti-
male Messpunkt weiter eingegrenzt werden. Die klar dargestellten Geschwindigkeitsprofile des

Blutstromes iiber die Zeit wurden fiir etwa 20 Sekunden aufgezeichnet, sieche Abbildung 10f.

Die echokardiographische Untersuchung der ersten FVBN-Mause nach neonataler Injektion
erfolgte zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten, in der 6., 10. und 12. Lebenswoche. So konnte
ein Zeitverlauf der Entwicklung eines Phanotypes abgebildet werden. Daraus konnte der op-
timale Zeitpunkt fiir nachfolgende Untersuchungen gewahlt werden. Grundsatzlich wurden in
den Studien an unserem Institut bis dahin die besten Isolationsergebnisse von Kardiomyozyten
zwischen der 10. und 12. Lebenswoche erzielt. Daher wurden auch die Ultraschallzeitpunkte
entsprechend gewahlt. Die Isolation der Kardiomyozyten aus den FVB/N-Tieren verlief jedoch
zu diesem, wie auch zu spateren Zeitpunkten, nicht ergiebig. Es waren so vernachlassigbar we-
nig Zellen isolierbar, dass Auswertungen unterblieben und mit dieser Mauslinie keine weiteren

Versuche unternommen wurden.

Es wurde dann bei den am 21. Lebenstag injizierten C57/BI6N-M&usen im Alter von 5, 7, 9

und 10 Wochen jeweils eine ultrasonographische Messung durchgefiihrt. Es zeigte sich eine
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beginnende Ausbildung des Phanotyps in Woche sieben, mit deutlicher Entwicklung in Woche
9 und 10, wie im Unterabschnitt 4.1.3 erlautert. Die Tiere fiir die folgenden Studien wurden
in der Konsequenz dieser Entwicklung dann in Lebenswoche 10 eingesetzt, also sieben Wochen

nach Injektion.

Fir die Tiere, die in den Hypertrophie-Gruppen eingesetzt wurden, war folgendes Untersu-
chungsschema angesetzt: Die erste echokardiographische Untersuchung erfolgte einen Tag vor
der Operation, im Alter von 8 Wochen. Am Tag darauf wurde die Operation durchgefiihrt
(siche Abschnitt 3.9), dabei dienten die 24 Stunden zwischen den einzelnen Schritten dem
Schutz der Tiere vor den Schaden durch wiederholte Narkosen. Der zweite Zeitpunkt der echo-

kardiographischen Untersuchung lag 14 Tage nach dem Eingriff, also in der 10. Lebenswoche.

Die echokardiographische Untersuchung und deren Auswertung fiir die Tiere der GoiqGy1-Studie
erfolgte grundsatzlich gleich. Die Untersuchungszeitpunkte lagen zunichst einen Tag vor der
Implantation der osmotischen Minipumpe, oder des Placebo-Implantates, und dann kurz vor
der Totung der Maus zur Organisolation, nach sechswochigem Verbleib des Implantates in der
Maus. Zwischen der ersten echokardiographischer Untersuchung und der Implantation sollten
dabei ebenfalls mindestens 24 Stunden liegen, um Schaden der Tiere durch die wiederholten

Narkosen in zu kurzen Abstanden zu vermeiden.

Bei den Tieren der GoyGi1-Studie, die einer Aortenkonstriktion unterzogen wurden, lag der

erste Untersuchungszeitpunkt in der 30. Lebenswoche und der zweite in der 32. Lebenswoche.

Die Echokardiographie der Tiere zur Untersuchung der Funktion der Ca,32- Untereinheit fand

einmalig statt, im Alter zwischen 14 und 25 Lebenswochen.

Auswertung der echokardiographischen Untersuchung

Hierzu stand die Software von Vevo(®) (FUJIFILM Visualsonics, Toronto, Kanada) zur Ver-
fligung. Aus den erhobenen berechnete die Software die entsprechenden morphologischen und
funktionellen Parameter. Diese Parameter und ihre Berechnung sind im Folgenden aufgefiihrt.
Anhand der M-Mode-Aufnahmen von langer und kurzer Herzachse konnte die Dicke von IVS,
LVPW und LVAW, sowie der Durchmesser des Ventrikels, LVID, jeweils in Systole und Diastole
gemessen werden. Es wurden jeweils drei Messungen wiederholt, danach wurde der Mittelwert
aus den Einzelmessungen bestimmt. Zudem berechnete die Software das endsystolische und

enddiastolische Volumen des linken Ventrikels:
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7
- . LVIDd&
LVVold 2.4 LVIDd VIDd
LVVol R S LVIDs?
o = S 4 LVIDs y

Des Weiteren wurde die Auswurffraktion des Blutvolumens (auch bezeichnet als Ejektions-
fraktion, EF) und die Verkiirzungsfraktion des linken Ventrikels (englische Fachbezeichnung

ist Fractional Shortening, FS) von dem Auswertungsprogramm berechnet:

LVVold — LVVols

EF =100 LVVold

LVIDd — LVIDs

F5 =100 LVIDd

Es ist leicht erkennbar, dass sich EF und FS immer proportional zueinander entwickelten, da
die ventrikularen Volumina, aus denen die EF bestimmt wurde, wiederum aus den internen

Ventrikeldurchmessern errechnet wurden, aus denen sich auch FS ableitet.

Aus diesen MessgroRen wurde ebenfalls die linksventrikulare Masse berechnet, die schlussend-

lich noch auf das Korpergewicht der Maus normiert wurde.

Das so gewonnene relative Gewicht des linken Ventrikels diente beispielsweise als ein Indiz zur

Erkennung einer moglichen Hypertrophie.

LVmass = 1,053 - (LVIDd + LV PWd + IV Sd)* — LVID?)

Mit Hilfe der PW-Doppler-Aufnahmen des Blutflusses wurde die diastolische Funktion des

linken Ventrikels analysiert. Das zeitliche Profil der Blutflussgeschwindigkeit im Mitralklappen-
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einstrom ergab sich dabei folgendermaBen: Der Bluteinstrom begann nach der isovolumetri-
schen Entspannungszeit (Isovolumetric Relaxation Time, IVRT) mit der frithen Fiillungsphase,
gekennzeichnet durch die friihe Einstromwelle, Early Filling Wave (E-Wave), die durch die Sog-
wirkung des relaxierenden Ventrikels entstand. Die E-Welle wurde gefolgt von einer zweiten
Welle, die durch die Kontraktion der Vorhéfe entsteht, die Atrial Filling Wave (A-Wave). Die
Spitzengeschwindigkeiten dieser beiden Fiillungswellen wurden gemessen, ebenso die IVRT.
Aus diesen Werten lieR sich noch das Verhiltnis der E- zur A-Welle bestimmen. Dieser be-
schrieb im Kontext der anderen Messwerte die dilatativen Eigenschaften des Ventrikels. Zudem
konnte die Abnahmegeschwindigkeit der E-Welle gemessen werden, die sogenannte ,,Decelera-
tion" (decel) und die dazu bendtigte Zeit, die Deceleration Time (decel time). Diese beiden

Verzogerungswerte fanden bei der Auswertung der PKCi-Tiere besondere Beachtung.

Aus der Betrachtung aller Messwerte konnte dann beurteilt werden, ob ein pathologischer
kardialer Phanotyp vorlag, und inwieweit dies schon zu einer moglicherweise dekompensierten
Beeintrachtigung der Herzarbeit gefiihrt hatte. Beispielsweise indiziert eine erhohte Wanddicke
und Zunahme des relativen Herzgewichtes grundsatzlich eine Hypertrophie. Sinken zudem EF
und FS im Verhiltnis zum Kontrollwert (beispielsweise der Messung vor Aortenkonstriktion)
und steigt der Quotient aus E-und A-Welle bei deutlich geringerer A-Welle, so sprach dies fiir
eine beginnende Dekompensation der Belastung. Stieg schliellich auch das intraventrikulare
Volumen, zunichst in der Diastole, spater in der Systole, und erhdhte sich auRerdem die Herz-
frequenz, waren dies Indikatoren deutlicher Dekompensation der Uberbelastung und baldigen
Herzversagens.

Generell kann die Atmung des Tieres zu Fehlern in den Messwerten fiihren. Daher musste
anhand der aufgezeichneten Atmungskurve im Schallbild jeweils ein Messzeitpunkt gewahlt
werden, zu dem das Tier gerade nicht einatmete. Weiterhin war darauf zu achten, die Messung

erst bei stabiler Narkose zu beginnen.

3.9 Operative Nachlasterhohung durch Aortenkonstriktion

Das Prinzip der NachlasterhGhung

Durch eine experimentelle Verengung der peripheren Zirkulation wurde im Tiermodell die
Nachlast des linken Ventrikels erhoht. Eine erhdhte Nachlast entsteht im Menschen durch eine
Erhéhung des peripheren Widerstandes. Dies ist der Fall bei peripheren Verschlusskrankhei-

ten sowie bei einer erhohten Restriktivitat des GefaRsystems, beispielsweise infolge chronisch
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Abbildung 11: Schema der Aortenkonstriktion: Die Abbildung zeigt schematisch die Positio-
nierung der Ligatur am Aortenbogen (Ao); mit ,kranial” und ,kaudal” ist die Orientierung im Tier
angegeben, mit dem roten Pfeil die Richtung des Blutflusses dargestellt, am FuBe des Pfeiles befande
sich das Herz des Tieres. (Tb) ist der Truncus brachiocephalicus, (Acs) die Arteria carotis com-
munis sinistra, (Ass) die Arteria subclavia sinistra. In blau ist das fiir die Konstriktion verwendete
Nahtmaterial skizziert.

(0)

erhohten Blutdrucks. Da die erhdhte linksventrikuldre Nachlast eine hidufige Ursache fiir chro-
nische linksventrikuldre Hypertrophie ist, wurde das im Folgenden beschriebene Tiermodell der
Aortenkonstriktion bereits in vielen Studien zur Erforschung der assoziierten Pathologien und

ihrer Behandlungsmethoden genutzt [105, 106, 46, 11].

Ublicherweise wird im Tiermodell eine Konstriktion der Aorta transversa durchgefiihrt; daher
lautet die internationale Bezeichnung auch ,transverse aortic constriction”, oder kurz TAC.
Dazu erfolgte auch in den hier verwendeten Mausen eine teilweise Ligatur der Aorta (Ao)
zwischen den ersten beiden Arterienabgangen, dem Truncus brachiocephalicus (Tb) und der
linken Arteria carotis communis (Acs), neben der direkt noch die Arteria subclavia sinistra
(Ass) abzweigt, sieche Abbildung 11. Der rote Pfeil zeigt die Blutflussrichtung des aus dem
Herzen ausgeworfenen arteriellen Blutes. Der blaue Faden skizziert die fiir die Ligatur ver-
wendete Naht an der korrekten Position. Die Ligatur reduzierte den Durchmesser dort auf ein
festgelegtes MaR, damit folglich die Menge an Blut, die je Herzschlag durch diese Engstelle
flieBen konnte. Das wiederum musste eine Angleichung der Auswurfleistung an den vermin-
derten Durchfluss nach sich ziehen, was zunichst durch eine Erhdhung der Auswurfleistung
mittels Frequenzerhéhung und Kontraktilitat geleistet wurde; mittel- und langfristig konnte

dies aber nur durch eine Anpassung des Myokards durch Hypertrophie gelingen.

Die in unserer Studie fiir die TAC-Operation genutzte Methode orientierte sich an Martin et
al. [76], wurde jedoch noch weiter modifiziert. Ziel war es, die Belastung der Tiere durch die

Operation und deren Nebeneffekte weitestgehend zu reduzieren. Dies diente nicht nur dem
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Tierschutz, sondern sorgte auch fiir geringere Ausfallraten bei den Versuchstieren und fiir

konsistentere Ergebnisse.

Bei der in dieser Arbeit modifizierten, weniger invasiven Methode nach Martin war insbeson-
dere eine Intubation und kiinstliche Beatmung vermeidbar, was eine deutliche Verbesserung
gegeniiber dem klassischen thorakalen Zugang darstellte. Denn einerseits miisste fiir das Ein-
fihren des Tubus der Schluck- und Hustenreflex ausgeschaltet sein, was eine besonders tiefe
Narkose gleich zu Beginn erfordern wiirde, was dann belastender fiir das Tier ware. Anderer-
seits besteht bei der Intubation immer das Risiko einer Fehlintubation, besonders bei derart

kleinen Tieren. Wiirde dies nicht bemerkt, wiirde das Tier wahrend der Operation ersticken.

Auf die Intubation konnte bei der hier genutzten Methode verzichtet werden, da der Zugang
zum Operationsfeld genau median erfolgte, und damit zwischen den beiden Pleuralrdumen
lag, welche die Lungen enthalten. Anatomisch betrachtet, treffen sich die beiden Brustfellaus-
kleidungen der Brusthéhle median und bilden dort das Mediastinum, das um das Herz den
Herzbeutel formt. Infolge der geschilderten anatomischen Situation waren iiber diesen Zugang
die mediastinalen Organe, wie eben das Herz und seine groRen GefiRzu- und -abginge, von
kranial aulerhalb der Pleura erreichbar. Das groRte Risiko einer Thoraxoperation, der Pneumo-
thorax, war somit bei sorgfiltiger Arbeitsweise von vorneherein vermeidbar. Die Beatmung bei
den standardméaBig genutzten thorakalen Operationsfeldern dieses Modells zwischen zweiter
und dritter Rippe wire dagegen unumganglich, da durch den Pneumothorax, der bei Offnung
der Brusthohle zwangslaufig entstiinde, der Druck innerhalb des Pleuralraumes sich schlagartig
dem &duBeren Luftdruck anpassen wiirde. Die Lunge, die normalerweise vom pleuralen Unter-
druck in ihrer Ausdehnung gehalten wird, wiirde kollabieren. Eine freie, spontane Atmung allein
durch das Heben und Senken des Thorax via Atmungsmuskulatur wire dann unmdglich, die
Lunge miisste passiv durch das Beatmungsgerat mit Luft geflutet werden. Zudem ware beim
thorakalen Zugang fiir eine TAC-Operation auch das Risiko vorhanden, dass ein Pneumothorax
noch nach der erfolgten Operation entstehen kdnnte, falls die Operationswunde nicht sorgfaltig

geschlossen wurde oder bei Manipulation des Wundverschlusses durch das Tier selbst.

Das Vermeiden einer Intubation mit Beatmung wird zudem bei einem geiibten Operateur
auch Zeit sparen: Die reine Operationszeit ware bei beiden Zugangen vergleichbar; die fiir
eine Intubation notwendige Arbeitszeit dagegen wiirde bei der hier beschriebenen Methode

entfallen.
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Durchfithrung der TAC-Operation

Die fiir die Operation notige Narkose mit Isofluran verlief generell gleich, wie bereits in
Abschnitt 3.5 beschrieben. Auch die Augen wurden wieder mit Augensalbe vor Austrock-
nung geschiitzt. Die Maus wurde mittels Oberkieferschlinge in der Narkosemaske befestigt
und mittels Verbandsklebeband am gewarmten Operationstisch fixiert. Zur Entziindungs- und
Schmerzhemmung wurden 7,5 mg/kg Carprofen (Rimadyl(R), Zoetis, Florham Park, USA),
sowie zur Pravention von Infektionen 10 mg/kg Enrofloxazin (Baytril(R), Bayer Animal Health,
Leverkusen, Deutschland) subkutan injiziert. Zusatzlich wurde Butorphanol (Torbugesic(R),
Zoetis, Florham Park, USA) mit einer Dosierung von 2 mg/kg zur stirkeren Analgesie sup-
plementiert. Dies war hier angezeigt, da die spatere Durchtrennung des Processus sterni als

zumindest mittelgradig schmerzhafte Belastung anzusehen war.

Der chirurgische Zugang befand sich iiber und direkt kranial des Sternums, genau median.
Es wurde mit Enthaarungscreme enthaart, sofern dies noch nicht ausreichend bei der vorab
durchgefiihrten echokardiographischen Untersuchung erfolgt war. Die Haut wurde mit PVP-

lod-Lésung desinfiziert.

Die Eroffnung des Operationsfeldes erfolgte durch einen etwa 7 mm langen Hautschnitt in
kraniokaudaler Richtung, genau median, direkt kranial des Processus sterni (siehe Abblidung
12a). Die Haut wurde dort stumpf vom Unterhautgewebe getrennt, durch Spreizung der Sche-

re.

Nun wurde mittels stumpfer Priparation die Trachea dargestellt, die der weiteren Orientie-
rung diente. Entlang der Trachea wurde nach kaudal vorsichtig ein stumpfer Scherenschenkel
median unter das Sternum gefiihrt, das dann um etwa 2 bis 3 mm eingeschnitten wurde. Mit
der Kniipfpinzette wurde dann in diesem Einschnitt das Sternum gespreizt und der Thymus
zwischen seinen Schenkeln stumpf getrennt (Abbildung 12b). Darunter war der Aortenbogen
mit seinen Abgdngen sichtbar (Abbildung 12c). Dieses freie Sichtfeld auf die Ligaturstelle ist
ein weiterer Vorteil dieser Operationsmethode; in der liblichen intercostalen Variante der Aor-
tenkonstriktion bestiinde kein direkter Einblick, zudem wére das notwendige Operationsfenster

deutlich kleiner.

Zwischen den ersten beiden Abgingen, dem Truncus brachiocephalicus und der linken Arteria
carotis communis, soll der Faden fiir die Stenosierung platziert werden. Es handelt sich um einen
nicht resorbierbaren, monofilen Faden der Stirke USP 6/0 (Serapren(R), Serag-Wiessner, Naila,

Deutschland). Dieser wurde durch eine zu einem J geformten, abgestumpften Injektionskaniile
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der GroRe 23G gefiihrt, deren Konus abgesetzt wurde.

Diese Fiihrungskaniile wurde dann vorsichtig von kranial aus unter die Aorta, dann dahinter
wieder nach oben gebracht (Abbildung 12d). Die Nutzung dieser speziell praparierten Kaniile
verminderte das stumpfe Trauma im Umfeld der Aorta auf ein minimal nétiges MaB, verglichen
mit etwa der Nutzung einer Kniipfpinzette. Dennoch ermdglichte die Kaniile eine gleichzeitig

sichere Fiihrung des Fadens.

Das Fadenende wurde nun kaudal der Aorta festgehalten, dann die Fiihrungskaniile wieder
nach kranial reponiert. Der Faden lag nun an der Stelle der spateren Stenose unter der Aorta
bereit. Danach wurde eine weitere abgestumpfte Kaniile genutzt, um den Durchmesser der
Stenose zu standardisieren. Je nach Fragestellung werden iiblicherweise 25-27 Gauge-Kandiilen
mit 0,4 - 0,5 mm AuRendurchmesser verwendet; im abgebildeten Beispiel wurde eine 26G-
Kaniile genutzt (Sterican(®), B.Braun, Melsungen, Deutschland). Die Kaniilen wurden zuvor
am Ende auf etwa 1 mm bis 2 mm Lange L-férmig abgebogen, danach die Spitze wurde
stumpf geschliffen. Direkt am Ubergang zum Konus war die Kaniile wiederum im 90° -Winkel
abgebogen. So konnte das untere Ende der L-Kaniile parallel auf dem Aortenbogen zu liegen
kommen, gleichzeitig konnte der Konus auf dem linken Thorax aufliegen, was diese Kaniile in

Position hielt.
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Abbildung 12: Aortenkonstriktion: Die Abbildung zeigt in Ausziigen den Verlauf der Operation;
in a: Narkotisierte Maus in der Vorbereitung der Operation, bereits mit Klebeband am Tisch fixiert,
Nase in der Maske fiir die Inhalationsnarkose. In blau ist der kraniale Thorax skizziert, in gelb der
Zugang zum Operationsfeld und in rot der Schnitt-Bereich des Sternums. In b: Schere mit dem
stumpfen Ende von kranial in den Thorax eingefiihrt. Orientierung fiir die mediane Schnittfiihrung
ist kranial die Trachea, kaudal die Verbindungspunkte der Rippen am Sternum. In c: Der Thorax ist
2-3 mm weit er6ffnet und der Thymus reponiert, der Aortenbogen und der Truncus brachiocephalicus
sind gelb schraffiert. Das Sichtfeld wird mit zwei Kniipfpinzetten dargestellt, wie auch in d-f. In d:
Fiihrungskaniile unter Aortenbogen platziert, das blaue Fadenende etwas daraus vorgezogen. In e:
Fiihrungskaniile reponiert, die zweite Kaniile ist parallel auf dem Aortenbogen aufgelegt. Der Faden
ist zu einem zweifach geschlungenen chirurgischen Knoten vorgelegt. In f: erfolgreiche Ligatur, die
Einengung der Aorta durch den blauen Faden ist deutlich sichtbar. In dieser Situation kann in situ
der vor der Ligatur abgehende Truncus brachiocephalicus als vermehrt gefiillt und pulsierend erkannt
werden.
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Um das Kaniilen-Ende und Aorta wurde nun ein chirurgischer Knoten vorgelegt (siehe Ab-
bildung 12e), vorsichtig zugezogen und mit einem zweiten Knoten fixiert. Die Kaniile wurde
anschlieBend reponiert. Dies musste ziigig geschehen, denn fiir die Zeit vom Zuziehen des
ersten Knotens bis zur Reponierung der Kaniile, war der Blutfluss komplett unterbrochen. Die
haufigste Ausfallursache war hier allerdings ein zu schnelles oder unvorsichtiges Herausziehen,
wodurch die Aorta beschadigt wurde und das Tier verblutete. Praventiv konnte daher die Kanii-
le mit Bepanthen Augen- und Nasensalbe gleitfahiger gemacht werden. Auch kdnnen in dieser
Phase durch nur kleine Unachtsamkeiten leicht Blutungen anderen Ursprunges, oder Reizun-
gen oder Dehnungen des Nervus vagus mit fatalem Ausgang geschehen. Besondere Sorgfalt

ist gerade in diesem Moment der Operation geboten.

Die visuelle qualitative Kontrolle eines erfolgreichen Stenosierens (12f) konnte sofort anhand
der beiden Halsarterien erfolgen, die im Zugangsbereich der Operation deutlich sichtbar waren:
Waihrend die Pulsation in der rechten A. carotis nach der Konstriktion deutlich verstarkt war,
war sie in der linken A. carotis abgeschwacht. Nun konnte der Thorax verschlossen werden,
hierzu wurde nicht resorbierbares, monofiles Nahtmaterial der Starke 5/0 genutzt. Die Mm.
pectorales profundi wurden mit einem Einzelheft an der Durchtrennungsstelle des Sternums
wieder verbunden, dann wurde die Hautwunde mit zwei bis drei U-Heften verschlossen. Das
Tier konnte unter Warmezufuhr im Heimatkafig erwachen. Bei gutem Verlauf der Operation
und harmonischer Gruppenstruktur konnten die Tiere auch nach der Operation zu mehreren
in einem Kafig gehalten werden. In den nichsten zwei Tagen wurde postoperativ ebenfalls
Carprofen und Enrofloxacin in der oben genannten Dosierung subkutan injiziert. Die Opera-
tionswunde und das Allgemeinbefinden des Tieres wurden taglich genau kontrolliert. Starke
Gewichtsabnahmen, schlechtes Allgemeinbefinden sowie offensichtliche Infektion der Operati-
onswunde waren unmittelbare Abbruchkriterien, das Tier wurde in einem solche Fall unverziig-
lich schmerzlos getotet. Hierzu wurde im Kontext unserer Experimente ein sogenanntes ,Score
Sheet” entwickelt, ein Belastungsbewertungsbogen. Er ist in Abbildung 13 aufgefiihrt. Der Bo-
gen ermoglichte es jeder Person, die die Tiere betreute, anhand fester Kriterien den Zustand
des Tieres zu bewerten und die entsprechenden tierschutzgerechten MaRnahmen unverziiglich

zu ergreifen.

Die Operation der Tiere der Ga,Gy1-Studie erfolgten grundsatzlich gleich, wie oben beschrie-

ben. Die weiteren zellbasierten Versuche dieses Projektes wurden in der 32. Lebenswoche
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Score 0 1 2 3
Wunde Trocken, Schwellung geringgradig Wunde offen,
geschlossen Exsudat groféflichige
(serds/eitrig), Nekrose
deutliche
Schwellung
Allgemeinbefinden unauffallig Struppiges Fell, | Bewegungen Apathie, keine
Augen in Ruhe | langsam, kalte freiwillige
geschlossen Gliedmafien, Bewegung, stark
erschwerte erschwerte
Atmung Atmung,
Seitenlage
Gewichtsverlust 0% Bis 10% 10-20% Mehrals 20%

Bewertung:

Ein Kriterium Score 3, oder zweimal 2: sofortiger Abbruch

Ein Kriterium Score 2, oder zweimal 1: Tier vereinzeln, Warmezufuhr, ggf.
antibiotische/antiinflammatorische Behandlung; erneute Beobachtung nach 2h.
Abbruch, wenn keine Verbesserung.

Ein Kriterium Score 1: Erneute Beobachtung nach 2h, Tier ggf. vereinzeln.

Abbildung 13: Score Sheet: Belastungsbewertungsbogen fiir die Beurteilung der Mause nach TAC-
Operation. Dieser Bogen kann allen mit der Betreuung der Tiere verbundenen Personen zur Verfiigung
gestellt werden, sodass eine selbststindige Beurteilung der Tiere und eine addquate Reaktion zu jeder
Zeit moglich ist. Die entsprechende Reaktion kann in der Karteikarte des Tieres im Verwaltungspro-
gramm unter Verweis auf den ,Score” (Belastungswert) eindeutig dokumentiert werden.

durchgefiihrt. Da dieser Endpunkt des Versuches beibehalten werden sollte, und zudem aus
Griinden der Vergleichbarkeit eine Dauer der Nachlasterhohung von zwei Wochen beibehalten

werden sollte, ergab sich ein Operationszeitpunkt zu Beginn der 30. Lebenswoche dieser Tiere.

Waihrend der echokardiographischen Untersuchung, die zum Ende der Studie erfolgte, konnte
die korrekte Positionierung der Ligatur im Tier iberpriift werden. Der Strahlengang weist dabei
von rechts-kranial vor dem Processus sterni, was im Bild dem oberen Bildende entspricht, nach
links kaudal, unten im Bild, gleichzeitig anndhernd parallel zur Thoraxoberfliche der Maus.
In Abbildung 14 a ist das unbearbeitete Bild zu sehen, in dem der dunkle, da blutgefiillte,
Aortenbogen mit seinen helleren Wanden gut zu erkennen ist. Zum besseren Verstandnis ist
in Abbildung 14 b in der gleichen Aufnahme der Verlauf der Aorta (Ao) mit den zwei in
dieser Position erkennbaren, auch schon in der Skizze gezeichneten Abgingen Tb und Acs
eingezeichnet. Der Abgang der Ass ist bei dem Verlauf des Strahlenganges in dieser Aufnahme
nicht zu sehen. Der rote Pfeil markiert wieder den Blutfluss; durch die Position des Schallkopfes

ist der Verlauf hier im Verhiltnis zur anatomischen Situation bei Thorakotomie gespiegelt.
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Abbildung 14: Echokardiographische Kontrolle der Stenosierung nach TAC: Zu sehen ist ei-
ne echokardiographische Aufnahme des Aortenbogens. Der Schallgang verlduft von rechts kranial des
Sternums (hier oben im Bild) nach links kaudal (hier unten), damit anndhernd parallel zur Thoraxober-
flache der Maus. a zeigt die unbearbeitete Aufnahme, in b ist in gelb der GefaRverlauf nachgezeichnet
(Ao: Aorta, Tb: Truncus brachiocephalicus, Acs: Arteria carotis communis sinistra). Der rote Pfeil
zeigt die Richtung des Blutflusses, der blaue Pfeil weist auf die Einengung durch die Ligatur.

Der blaue Pfeil weist auf die sichbare Einengung des Aortenbogens durch die Ligatur. Der

Aortenbogen vor der Ligaturstelle war dabei erkennbar dilatiert.

Diese Untersuchung diente dabei der Verifizierung der korrekt positionierten Ligatur bei Be-
darf, wie etwa nicht eindeutig sichtbarer Hypertrophie wihrend der Echokardiographie. Die

Ergebnisse hieraus wurden nicht speziell quantifiziert.

3.10 Isolation und Kultivierung muriner Kardiomyozyten

Die Maus wurde zunachst durch intraperitoneale Injektion mit 85 mg/kg Ketaminhydrochlorid
und 15 mg/kg Xylazin tief sediert, wie schon in 3.6 beschrieben. Im Verlauf des Projek-
tes wurde hierfiir eine Inhalationsnarkose mit Isofluran (s. Abschnitt 3.5) etabliert. War bei
dem Tier das Schmerzempfinden erloschen, sieht man keinen Riickziehreflex nach Zehenkneif-
probe mehr. Dann wurde Citratlésung intraperitoneal injiziert, daraufhin das Tier auf einer
saugfdhigen Unterlage fixiert. Die Haut wurde kaudal des letzten Rippenbogens auf mehre-
ren Zentimetern eingeschnitten und nach kranial abgezogen. Das Tier wurde daraufhin durch
Dekapitation getotet, dann der Thorax groBflachig erdffnet. Das Herz wurde durch Injekti-

on eiskalter Losung A in beide Ventrikel von Blutresten freigespiilt, dann vorsichtig aus dem
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Abbildung 15: Aufbau Langendorff-Perfusion zur Zellisolation: a bezeichnet die abgestumpfte
Kaniile, an der das Herz mit der Aorta fliissigkeitsdicht angebunden wird. das Herz hangt dann vor dem
weiBlich-transparenten Schutz unter dem griinen Konus frei. Der von links oben kommende Schlauch
Il fihrt neue, unbegaste Losung zu. Die begaste, gewdrmte Zirkulationsldsung befindet sich in der
Glasschale b, sie wird iiber den schmalen Schlauch | und die Pumpe ¢ zum Herzen transportiert. Wird
das Auffanggefall unter der Herzaufhingung gegen die Glasschale b getauscht, ist so ein Kreislauf
geschaffen. d ist ein Warmebad mit Pumpe, die in den Schlauchen Il 37° warmes Wasser in die
Glasschale b pumpt, um damit die darin enthaltene Zirkulationsldsung zu wirmen. Die Begasung
mit Oy wird mittels eines Schlauches mit Injektionskaniilen-Spitze, bei Bedarf in die Glasschale b
eingebracht.

umgebenden Gewebe geldst. Danach wurde die Aorta nahe vor dem ersten Abgang aus dem

Aortenbogen durchtrennt und das Herz entnommen.

Die Aorta wurde dann in eiskalter Losung A auf eine stumpfe Perfusionskaniile aufgezogen
und mit Seidenfaden der Starke 6/0 USP an der Kaniile fixiert. Diese Kaniile konnte dann
an einer Apparatur zur retrograden Perfusion angeschlossen werden, dargestellt in Abbildung
15. Das zu perfundierende Herz wurde dazu an der Kaniile (Abbildungl5a) an die Perfusi-
on angesteckt. Dabei wurde die kontinuierliche Fliissigkeitszufuhr durch eine Pumpe (Abbil-

dungl5c) gewahrleistet, die jeweilige Perfusionsldsung in einem Wasserbad (Abbildung15d)
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auf Koérpertemperatur erwdrmt. Die vom Herzen tropfende Fliissigkeit wurde mit der Schale

(Abbildung15b) aufgefangen und der Zirkulation wieder zugefiihrt.

Das Herz wurde in diesem Aufbau fiir etwa fiinf bis sieben Minuten mit kérperwarmer Lésung
A perfundiert. Dabei war unbedingt darauf zu achten, dass sich keine Lufteinschliisse im Sys-
tem befanden. Dann wurde der enzymatische Verdau des Herzens eingeleitet. Dafiir wurden
1,25 mg Liberase in 12 ml Lésung A zuerst mit Sauerstoff begast, dann zur Perfusion zuge-
geben. Die Anreicherung mit Sauerstoff war sehr wichtig fiir ein gutes Ergebnis der spateren

Einzelzellmessungen.

Die Perfusion mit Liberase wurde fiir sechs bis zwolf Minuten in einem Kreislaufsystem durch-
geflihrt. Mit einer Pinzettenspitze wurde gepriift, ob das Gewebe leicht zu durchdringen war,
was zusammen mit einer Aufhellung der Farbe des Herzens fiir einen ausreichend guten Ver-
dau sprach. War dies erreicht, wurde das Herz von der Perfusionskaniile abgenommen. Dann
wurde das Organ in eine Petrischale mit Losung A iberfiihrt, in mehrere Stiicke zerteilt,
und dann fiir zweimal fiinf Minuten in mit Sauerstoff begaster Losung A++ bei 37 °C im
Wasserbad unter Schiitteln gewaschen. Daraufhin wurden die Herzstiicke mit einer an der
Spitze abgeschnittenen Plastik-Pasteur-Pipette mehrfach auf- und abpipettiert, um vorsichtig
die Zellen mechanisch aus dem Zellverbund zu I6sen. Die Zellsuspension musste anschlieBend
etwa 10 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur ruhen. Danach wurde die Suspension in ein 50
ml-Falcon-ReaktionsgefaR tberfiihrt. Nun wurden 12 ml des Zellkultur-Mediums zugegeben,
mit der Zellsuspension durch Schwenken gemischt, und danach gleichmaBig auf eine 12-well-
Zellkulturplatte mit den beschichteten Deckglasern verteilt. Die Zellen konnten fiir eine halbe
Stunde im Inkubator an der Beschichtung der Deckglaser adharieren. Zuletzt erfolgte ein Aus-

tausch des Mediums, um bereits tote, in der Lésung frei schwimmende Zellen zu entfernen.

3.11 Konfokalmikroskopische Untersuchung muriner

Kardiomyozyten

Erstellung konfokalmikroskopischer Aufnahmen von Herzzellen

Fir die Plasmamembranfarbung zur Darstellung der T-Tubularen Struktur wurde Cell Mask™
Deep Red (Life Technologies Limited, Paisley, Schottland) als 0,05 % L&sung in Tyrode ge-
nutzt. Zur Farbung wurde das runde Deckglaschen mit den adhérierten Zellen in eine Halterung

eingebracht, mit 1 ml der Farbeldsung tiberschichtet und fiir fiinf Minuten unter Lichtschutz
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Abbildung 16: Spektrum Cell Mask™ Deep Red: Aufgetragen ist die relative Fluoreszenz in %
gegen die Wellenlange des Lichtes. Das Maximum der Anregungswellenlange liegt bei 650 nm, das
des emittierten Lichtes bei 670 nm.

Quelle: https://www.thermofisher.com (mit freundlicher Genehmigung)

inkubiert. Im Anschluss wurde die Farbelosung durch dreimalige vorsichtige Spiilung mit Ty-
rode ausgewaschen, dann wieder 1 ml Tyrode auf die Zellen aufgebracht, worin die Zellen

wahrend der Untersuchung lebensfahig blieben.

Bei der Konfokalmikroskopie rastert ein punktférmiger Lichtstrahl mit hoher Geschwindigkeit
das Praparat in zwei Dimensionen ab. So regt der Laser zu einem Zeitpunkt nur Fluoreszenz
in dem kleinen Einwirkungsbereich des Lasersstrahles an, der groBte Teil der Probe ist also im
gleichen Moment unbeleuchtet. Das ist wichtig, da durch die Einwirkung des Laserstrahles,
der viel Energie auf kleiner Flache biindelt, schnell phototoxische Effekte entstehen kdnnen,
welche die Probe méglicherweise schadigen kénnen. Dies ist insbesondere fiir lebende Zellen
bedeutsam. Eine Lochblende sorgt dafiir, dass nur emittiertes Licht aus der Fokusebene zum

Detektor durchgelassen wird.

In dieser Arbeit wurde das Laser-Scanning-Konfokalmikroskop TCS SP5 von Leica Microsys-
tems, Wetzlar, genutzt. Das Anregungs- und Emissionsspektrum des verwendeten Farbstoffes
ist in Abbildung 16 dargestellt. Die maximale Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes Cell Mask™
Deep Red liegt bei 650 nm, die Anregung erfolgte mit einem Helium-Neon-Laser bei 633 nm.
Das Spektrum des emittierten Lichtes hat ein Maximum von 670 nm. Die Trennung von
Anregungs- und Emissionswellenlange erfolgte mit Hilfe eines akustisch-optischen Strahlentei-

lers (acusto optical beam splitter, AOBS). Mit Hilfe des im TCS SP5 verbauten spektralen
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Detektors konnte der Wellenlangenbereich des emittierten Lichtes, das gemessen werden soll-
te, Nanometer-genau gewahlt werden. Fiir die Analyse der Membranfarbung mit Cell Mask™

Deep Red wurde daher ein Wellenlangenbereich von 665-685 nm gewahlt.

Das gesamte Mikroskop wird iiber die Leica-Anwendungssoftware (Leica Application Suite,
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) gesteuert. Fiir die Bildgebung wurde ein 63x
Ol-Immersionsobjektiv (Leica HXC PL APO 63x Oil, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland) verwendet. Die Leica Software erlaubte eine Drehung des Abtastvorganges, eine
zusatzliche NachvergroBerung (0,7x-1,7x) sowie eine fein abgestufte Regulierung der Anre-

gungsintensitat.

Es wurden je Praparation randomisiert 30 bis 40 vitale Zellen analysiert. Dabei wurde die
Fokusebene zunichst anhand des Durchlichtbildes voreingestellt, sodass nach Einschalten des
Lasers nur noch kleinere Korrekturen der Fokusebene nétig waren. Es wurde eine Horizon-
talebene in der Mitte der Zelle ausgewdhlt. Die Laserbeleuchtung einer Zelle dauerte dabei
nur wenige Sekunden. Sich gegenseitig liberlagernde Zellen konnten in der Regel nicht in die
Messung einbezogen werden, da ihre Fokusebene nicht parallel zu der Ebene lag, die der Laser
abtastete. Ebenfalls nicht einbezogen wurden Zellen, die Indizien fiir baldige Degradation auf-
wiesen. Dazu z3hlten Erscheinungen wie vermehrte blasenartige Strukturen im Inneren oder
eine insgesamt gekriimmte Form. Die letztendlich gemessenen Zellen dagegen wurden anhand
einer intakten, geraden, regelmaRigen, klar abgegrenzten Zellmembran ausgewahlt sowie der

fir Kardiomyozyten typischen, eher ,eckigen” duleren Form.

Es war dabei immer darauf zu achten, die Farbezeiten und Einstellungen der Software, wie etwa
Anregungsstarke und spateren Verstarkungsgrad des Fluoreszenzlichtes bei allen Messungen

moglichst gleich zu halten.

Da auch Unterschiede zwischen den Tieren oder im lIsolationsprozess das Ergebnis hitten
beeinflussen kdnnen, gingen mindestens fiinf Tiere je Gruppe mit jeweils mindestens 30 Zellen
in die Messung ein. Ebenfalls wurde nach Mdglichkeit darauf geachtet, Tiere verschiedener

Versuchsgruppen alternierend zu analysieren.

Auswertung der konfokalmikroskopischen Bilder
Zunachst wurden alle Bilder einer Messung mit dem Programm ,Imagel” [113] gedffnet.
Es wurden alle fiir eine Auswertung verwertbaren Bilder ausgewahlt und in einer speziell dafiir

von Dr. Qinghai Tian geschriebenen MatLab-Programmierung gedffnet. Eindeutig iiber- oder
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B 2D-Fourier Transformation

Starke der
Frequenz-
komponente

Abbildung 17: Auswertung konfokalmikroskopischer Bilder: Ab: konfokalmikroskopisch auf-
genommenen Herzzelle, Warmewerte der Darstellung nach Signalintensitdt der Fluoreszenz (rot =
starkere Intensitdt). Aa: Darstellung der Frequenzdoméanen aus Ab, mittels FFT in MatLab erstellt.
Blau = Hintergrundrauschen. Mit dem roten Pfeil ist der ,direct current” (DC) gekennzeichnet, der
die Summe der Intensitdtswerte aller Pixel des Bildes darstellt. Mit dem gelben Pfeil markiert ist die
erste Signalspitze der mittels FFT transformierten Frequenzkomponenten (1.FS) aus Ab, die wei-
ter nach auRen folgenden Punkte sind die harmonischen Schwingungen der ersten Signalspitze B:
Schema zur naheren Erlduterung eines Frequenzdomanen-Bildes (Ba). Der Warme-Farbwert des her-
vorgehobenen Signalpunktes in Bb entspricht der in Bc auf der Y-Achse dargestellten Starke der
Frequenzkomponente. (Bild zur Verfiigung gestellt von Dr. Qinghai Tian)

unterbelichtete Aufnahmen dagegen wurden ausgeschlossen, wie auch Zellen, deren Erschei-
nungsbild bei Betrachtung auf einen baldigen Zelltod hindeutete, erkennbar an Kriimmung,

Blasenbildung und Abrundung.

In der folgenden Analyse der einzelnen Bilder mit der speziell dafiir geschriebenen Anwendung
der Software MatLab wurde durch Markierung eines Bildbereiches von Interesse (,,Region of
interest”, ROI) sichergestellt, dass die Auswertung auf die relevanten Bereiche der einzelnen
Zelle beschrankt wurde. Dazu wurden Zellanteile, die sich nicht genau im Fokus befanden,
oder die nicht eindeutig derselben, oder einer méglicherweise darunter oder dariiber liegenden
Zelle zuzuordnen waren, nicht mit einbezogen. Es wurde dabei darauf geachtet, offensichtliche
Artefaktbereiche, die durch leichte Uberbelichtung entstanden oder Detritus, der am Zellrand
anhaftet, aus der ROl ausschlieBen, um das Ergebnis nicht zu verfalschen. Dazu wurde, unter
Anwendung der oben genannten Kriterien, eine moglichst groe Region der Zelle in der MatLab-

Programmierung markiert.

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mittels einer MatLab-Programmierung, die eine Form
der Fourier-Transformation (,fast Fourier transformation”, FFT) nutzt, um die RegelmaRigkeit
der fluoreszierenden T-Tubuli zu bestimmen. Dabei wird das Fluoreszenzbild in seine Raum-
frequenzen zerlegt. Die Starke der Raumfrequenzen ist einheitenlos; je hdher der Betrag einer

bestimmten Raumfrequenz ist, desto groRer dieser Wert. Abbildung 17Ab zeigt eine zwei-
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dimensionale Darstellung der konfokalmikroskopisch aufgenommenen Herzzelle. Je roter die

Farbe, desto starker war die Intensitat der Fluoreszenz an dieser Stelle der Zelle.

In Abbildung 17Aa ist die mittels FFT erstellte Darstellung der Raumfrequenzkomponenten
aus dem unteren fluoreszenzmikroskopischen Bild, 17Ab gezeigt. Der mittlere Punkt hoher
Signalstarke ist der Mittelwert der Signalstarke aller Pixel des Bildes der Zelle, damit aller
Intensitaten, der so genannte ,direct current” (DC). Die beiden spiegelbildlichen Punkte rechts
und links des DC, in der Abbildung gekennzeichnet durch einen gelben Pfeil, sind die erste
Signalspitze der Frequenzkomponenten des unteren 2D-Bildes, die weiter nach auBen folgenden
Punkte entsprechen den harmonischen Schwingungen hoheren Grades der ersten Signalspitze.
Der Abstand der ersten Frequenzspitze von der DC betrigt 0,5 pm™, was dem Kehrwert von
2 um entspricht, der Sarkomerlange in Ruhe, folglich also dem erwarteten raumlichen Abstand

zwischen den regelmiRig angeordneten T-Tubuli in gesunden Herzmuskelzellen.

Zur Auswertung wurde moglichst das Zentrum der ersten Frequenzspitze markiert, woraufhin
die Berechnung der RegelmaRigkeit durch den Algorithmus der Software erfolgte. Der Wert
der RegelmaRigkeit ist einheitenlos und wurde durch das Programm bereits auf das Hinter-

grundrauschen normiert. Aus diesen Werten erfolgte die statistische Analyse.

Abbildung 17B dient der Verdeutlichung des Prinzips der Auswertung. Die erste Signalspit-
ze ist in einer dreidimensionalen (3D) -Oberflichendarstellung wiedergegeben. Die Warme-
Farbwertwerte in der 2D-Darstellung in Abbildung 17Bb entsprechen den in Abbildung 17Bc

auf der Y-Achse dargestellten Signalstarken der Frequenzkomponenten.

Die Programmierung der MatLab-Funktion, sowie das Schema in Abbildung 17B wurde freund-

licherweise von Dr. Qinghai Tian zur Verfiigung gestellt.

3.12 in vivo-Applikation von Aldosteron: Osmotische Minipumpen

Diese Studie wurde an Tieren des Ga,Gy1-Projektes durchgefiihrt. Zur chronischen Applikati-
on von Aldosteron (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) wurden osmotische
Minipumpen (ALZET osmotic mini pumps(R), Typ 2006, Durect Corporation, CA-Cupertino,
USA) genutzt. Wie in der Abbildung 18 skizziert, funktioniert die Pumpe durch kontinuier-
lich zunehmenden osmotischen Druck. Die Gewebsfliissigkeit aus der Umgebung der Pumpe
konnte durch die semipermeable duRere Membran in die osmotische Schicht eindringen, aber

nicht mehr hinaus. Dabei folgte das Gewebswasser einem osmotischen Gradienten, der von der
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Zusammensetzung der osmotischen Schicht der Pumpe erzeugt wurde. Diese Schicht wieder-
um baute durch die kontinuierliche Fliissigkeitseinlagerung einen zunehmenden Druck auf das
Substanzreservoir im Inneren der Pumpe auf, das wiederum von einer impermeablen Schicht
umgeben war. Die substanzhaltige Fliissigkeit (blau) im Inneren konnte also nur durch die
Auslassoffnung des Fluss-Moderators (schwarz) entweichen. Dieser lag in Form eines langen
diinnen Metallréhrchens im gesamten Reservoir, so konnte er auch kleine Substanzreste zum
Ende der Perfusionszeit noch vollstiandig erfassen. Die Auslassoéffnung und der Flussmode-
rator waren dabei in die Kappe der Pumpe (weill) integriert, die erst nach Befiillung des
Reservoirs mit der Substanz eingesetzt wurde. Die Befiillung erfolgte mit einem speziellen

Spritzen-Kaniilen-System, das im Lieferumfang der Pumpensysteme enthalten ist.

Die in dieser Studie genutzten osmotischen Minipumpen ,, Typ 2006" gaben iiber sechs Wochen
kontinuierlich 0,15 pl/h der Lésung aus ihrem Reservoir ab, dies entsprach einer tiglichen Dosis
von 360 mg/kg Aldosteron. Die Pumpen wurden mit 200 pl einer Aldosteron-Ldsung (2 mg/ml)
befiillt. Nach Verschluss mussten sie noch fiir vier Stunden in kérperwarmer 0,9 % NaCl-Losung
(B.Braun, Melsungen, Deutschland) aufbewahrt werden (,,Priming”), bevor die Implantation
erfolgen konnte. Die Pumpen hatten eine Linge von 3 cm und einen Durchmesser von 0,7 cm,
sie wogen 1,1 g. Die Mause, denen eine Pumpe implantiert werden sollte, mussten mindestens
ein Korpergewicht von 20 g aufweisen. Narkose und praoperative Medikation erfolgten, wie

schon zuvor beschrieben.

Durchfithrung der Implantation:

Die Maus wurde bei dieser Operation in Brust-Bauch-Lage vor der Narkosemaske fixiert, im
Nacken rasiert und die Haut desinfiziert. Der Hautschnitt erfolgte latero-lateral im Nacken, iiber
etwa 1,5 cm Lange. Durch Spreizen einer Schere mit stumpfen Schenkeln wurde die Haut nach
kaudolateral in Richtung der rechten Flanke vom Unterhautgewebe geldst. In die so entstandene
subkutane Tasche wurden 1,5 ml kérperwarmer 0,9% Natriumchlorid-Lésung eingebracht, um
das Vorschieben der Pumpe zu erleichtern und ein Verkleben der Pumpendffnung im Zuge
des Heilungsprozesses moglichst zu vermeiden. Dann wurde die Minipumpe in die Tasche
eingebracht und bis an die Flanke vorgeschoben. Die Offnung der Pumpe sollte dabei zuerst
eingefiihrt werden, damit diese nicht in die N3he der heilenden Wunde gerat, ebenfalls, um ein
Verkleben méglichst zu vermeiden. Danach wurde die Hautwunde mit zwei bis drei U-Heften

verschlossen und die Maus konnte unter Warmezufuhr erwachen. Die postoperative Medikation
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Abbildung 18: Osmotische Minipumpe: a zeigt den Aufbau der Pumpe im Schema; in blau ist
die Fliissigkeit im Reservoir dargestellt, in gelb das Reservoir, das wiederum von einer Osmoseschicht
umgeben ist. Umbhiillt wird der Kdrper der Pumpe von einer semipermeablen Membran. Im Reservoir
ist ein Auslass (grau) fiir den Wirkstoff eingelassen, in cremeweil ist oben die Kappe mit der Aus-
lassoffnung dargestellt. Mit der Zeit im Tierkorper dringt freies Wasser durch die dulere Membran
in die osmotische Schicht ein, kann aber nicht mehr heraus. Dadurch baut sich langsam ein Druck
auf die Fliissigkeit im Reservoir auf, die so gleichmiRig durch den Auslass flieBt, und derart in den
Kérper der Maus gelangt. b zeigt die Platzierung der Pumpe im Tier, an der Flanke, den Auslass vom
operativen Zugang zur subkutanen Tasche (rot) abgewendet. Das GroRenverhiltnis ist zutreffend.
Die Pumpen-Bilder stammen von der Internetseite des Herstellers, mit freundlicher Genehmigung:
http://www.alzet.com

Flow Moderator
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erfolgte wie bereits beschrieben. Sechs Wochen nach Implantation wurden die Tiere getétet,
es erfolgte eine Zell- oder Organisolation. Als Kontrollgruppe dienten jeweils Tiere, denen ein
Polymethylmethacrylat-Stab mit vergleichbaren MaRen und gleichen Gewichtes im gleichen

Verfahren als Placebo (,Dummy") implantiert wurden.

Auch bei und nach dieser Operation stellt ein stark verschlechtertes Allgemeinbefinden, eine
Waundinfektion, starker Gewichtsverlust (hierbei ist das Eigengewicht der Pumpe zu beach-
ten) oder auch groRflachige Nekrosen der Haut iiber der Pumpe oder am Zugang, eindeutige
Abbruchkriterien dar. Kleinere Nekrosen am Wundrand kénnen prinzipiell durch Exzision und
Wundrandauffrischung korrigiert werden. Beides war allerdings im Verlauf dieser Studie bei

keinem Tier ndtig.

3.13 Bestimmung des Aldosterongehaltes im Serum

In dem bei der Herzentnahme aufgefangenen Blut wurde der Aldosterongehalt in Pikogramm
je Mikroliter (pg/ul) bestimmt, um die Funktion der Aldosteronapplikation zu iiberpriifen.
Hierzu wurde bei der Totung der Tiere durch Durchtrennung der Aorta abdominalis dem Tier
moglichst viel Blut entnommen, das in einer Spritze sofort aufgesogen wurde. Das Blut wurde
aus der Spritze unmittelbar in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt. In diesem Gefal
kann das Blut fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur koagulieren. Danach wird die Probe zu-
satzlich fiir 10 min bei 2500x g zentrifugiert. Bei allen Arbeitsschritten mit Vollblut war hier zu
beachten, dass die Erythrozyten bei zu groBer Krafteinwirkung zerstort werden kénnen. Die-
se iathrogene (vom Untersucher ausgeloste) Hamolyse wiirde weiterfiihrende Untersuchungen
stark beeintrachtigen; sie ist an einer deutlichen rétlichen Einfarbung des Serums mit bloRem
Auge zu erkennen. Das Risiko der iathrogenen Hamolyse besteht vor allem beim Auffangen des
Blutes mit der Spritze, hier sollte ohne Kaniile, oder, wenn nétig, mit einer moglichst groRlu-
migen Kaniile gearbeitet werden; des Weiteren ist eine zu starke Zentrifugation des Blutes zu

vermeiden.

Die koagulierten Erthryzyten befinden sich nun im Sediment, der Uberstand ist das Blutserum.
Im Blutserum ist, anders als im Plasma, das Fibrinogen durch Gerinnung ausgefallen. Das
Serum konnte nun abpipettiert werden. Es wurde in ein neues Mikroreaktionsgefil tiberfiihrt,
und dann bis zur abschlieBenden Untersuchung in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -20 °C

gelagert.

75



3 Material und Methoden

Die folgende Bestimmung des Aldosterongehaltes wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
Sandra Ruppenthal, mit Hilfe des Festphasen-Enzymimmunoassays , Aldosterone ELISA" von
DRG Diagnostics, Marburg durchgefiihrt. Das Grundprinzip besteht dabei in einer Konkur-
renz des Aldosterons aus dem Serum mit einem zugesetzten Aldosteron-Enzymkonjugat um
die Bindungsstellen der Antikoper, die in der Beschichtung der Reaktionsplatte eingebunden
sind. Nach Auswaschen der iiberstandigen Aldosteron- und Aldosteron-Enzymkonjugat-Losung
wurde das Substrat Tetramethylbenzidin zugegeben, das zu einem Farbumschlag fiihrt. Die
Intensitdt der Farbung (gemessen bei 450 nm in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat) war dabei
umgekehrt proportional zum Aldosterongehalt; aus einer Standardkurve fiir die optische Dichte

kann dadurch der Riickschluss auf den Gehalt an Aldosteron getroffen werden.

3.14 Histologische Praparation der Herzen

Das Tier wurden narkotisiert, wie in Abschnitt 3.10 beschrieben, jedoch wurde keine Citratlo-
sung appliziert. Nach Eréffnung des Abdomens wurde das Tier zunachst durch Durchtrennung
der groBen abdominalen Gefale entblutet, dann wurde das Blut fiir den oben beschriebenen

Aldosteron- Enzymimmunoassay méglichst vollstandig aufgefangen.

Danach wurde, wie bereits zur Zellisolation beschrieben, das Herz entnommen. Zur Spiilung
der Ventrikel kann auch eine andere physiologische Losung genutzt werden, wie etwa PBS
oder 0,9% NaCl-Lésung, dies ist fiir den weiteren Verlauf ohne Relevanz. Danach wurde das
Herz in 2 ml 4 % - Paraformaldehyd (PFA)-Lsung (w/v) in ein Mikroreaktionsgefall gegeben.
Darin war es besonders bei Kiihlung bei 4 °C lange lagerfihig.

Sollte das Herzgewebe teilweise noch fiir biochemische Untersuchungen genutzt werden, konn-
ten entsprechende Proben auch vor dem Einlegen in PFA-Ldsung entnommen werden; im PFA
aber gehen wesentliche Eigenschaften physiologischer Gewebe verloren, da Methylenbriicken
entstehen und Proteine denaturieren. Dementsprechend war eine spatere molekularbiologische
Verwendung von mit PFA fixierten Proben nicht méglich. Umgekehrt wiirden Gefrierschnitte
keine vergleichbare Qualitat erreichen, wie Schnitte aus PFA-fixierten Praparaten. AuRerdem
ware eine Formalinfixierung nach Einfrieren und Auftauen nicht auswertbar, da das Gewebe

durch Frieren und Tauen Schaden nehmen wiirde.

Bei entsprechender Probenentnahme fiir die mégliche Doppelnutzung war hier jedoch darauf zu

achten, dass fiir die Histologie der mittlere Teil des Herzens, mit dem grolten Ventrikeldurch-
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messer, zur Verfligung stand. Dieser Abschnitt stimmte auch mit dem fiir die echokardiographi-
sche Diagnostik genutzten Areal in den Aufnahmen der langen und kurzen Herzachse iiberein.
Dementsprechend konnte sowohl die Herzbasis, als auch der Apex, fiir andere weiterfiihrende

Untersuchungen abgetrennt werden.

Die entnommenen Proben wurden bis zur weiteren Verwendung in PFA bei 4 °C gelagert.

Anfertigung histologischer Schnitte

Die Praparate wurden aus dem Paraformaldehyd genommen, danach wurden sie mittels
eines Einbettautomaten in Paraffinwachs eingebettet. Dies wurde am Institut fiir Anatomie der
Universitdt des Saarlandes durchgefiihrt. Es folgte das Trimmen des Paraffinblockes, sodass
das Herz nahezu vertikal im Block, und demzufolge mit der langen Achse rechtwinklig zur
Schnittebene lag. Danach wurden mittels eines Mikrotoms Diinnschnitte erstellt, die einen
Querschnitt durch die breiteste Stelle des linken Ventrikels darstellen. Dies ist in Abbildung

19a zu erkennen.

Es wurden jeweils acht aufeinanderfolgende Schnitte angefertigt, dann wieder achtzig Schnit-
te verworfen, um eine andere Ebene im Herzen zu erreichen. Dieser Ablauf wurde vier mal
je Herz wiederholt. So konnte sichergestellt werden, dass die breiteste Stelle des Ventrikels
nahezu erreicht wurde, auBerdem standen so mehrere Proben fiir die letztliche Auswertung
zur Verfiigung. Die aufeinanderfolgenden Schnitte wurden in zwei Schnittsequenzen zu je vier
Schnitten in ein Bad mit warmem Wasser uberfiihrt, was die Elastizitdt erhoht und eventuelle
Falten durch das Mikrotom aufzieht. So kdnnen die Schnitte glatt auf den Objekttrager gezogen
werden. Je Objekttrager wurden die vier aufeinander folgende Schnitte der Dicke 10 um aufge-
bracht, wie aus Abbildung 19b ersichtlich. So wurden, aus den verschiedenen Schnittebenen,
acht verschiedene Objekttrager je Herz gewonnen. Die histologischen Diinnschnittprdparate

wurden in Zusammenarbeit mit Frau Tanja Kuhn erstellt.

Farbung histologischer Schnitte mit Pikrosirius-Rot

Zunachst war eine Entwasserung der Praparate mit Xylol und Alkohol nétig. Dazu wurden
die Praparate dreimal fiir drei Minuten in Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland) getaucht,
danach je drei Minuten in 100%, dann 90%, dann 70% Isopropanol (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, Deutschland), worauf eine einminiitge Waschung in destilliertem Wasser

folgte. Nun wurde das Praparat fiir 60 min mit einer 0,1 %-Sirius-Rot-Lésung in 1,2 % Pi-
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Abbildung 19: Anfertigung histologischer Praparate: In a ist der ausgehartete Paraffinblock auf
einem weillen Plastik-Trager mit im Paraffin zentral eingebettetem Herzen zu sehen. In b sind vier
Schnitte dieses Herzens auf dem Objekttrager zu erkennen, bereits mit Pikrosiriusrot gefarbt. Der bei
mikroskopischer Betrachtung hinsichtlich Farbung und Praparation beste der vier Schnitte wurde fiir
die Messung ausgewahlt. Die Beschriftung zeigt die individuelle Nummer der Maus, von der das Herz
stammte (P283) und die Nummer des Objekttragers (111).

krinsdure (Polysciences Inc, Eppelheim, Deutschland) bei einem pH-Wert von 2,0 gefarbt. Es
folgte eine Waschung in 0,01 mol Salzsaure (HCI), dann wieder eine Entwisserung in obiger
Alkoholreihe, und danach einmalig fiir wieder drei Minuten Xylol. Das anschlielende Eindecken
der Schnitte diente dem Luftabschluss, es verlangerte so die Haltbarkeit der Praparate. Hierzu
wurde, vor Aufbringen eines Deckgldschens, Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf-
getropft, dann das Deckglaschen vorsichtig luftblasenfrei aufgelegt. AbschlieRend konnte das
Entellan noch bei Raumtemperatur ausharten. Ein derart gefarbter und eingedeckter Schnitt

ist in Abbildung 19b gezeigt.

Es wurden aus den verfligbaren Schnitten pro Herz jeweils zwei Objekttrager ausgewahlt und
gefarbt. So gab es letztendlich acht einzelne gefarbte Herzschnitte eines Herzens. Da jeweils 20
Praparate in einem speziellen Halter fiir die Objekttrager auf einmal gefarbt werden konnten,

war die Farbung der Schnitte untereinander vergleichbar.

3.15 Polarisationsmikroskopie am histologischen Schnitt

Aus den acht verfiigbaren gefarbten Schnitten je Herz wurde der am besten préparierte Schnitt
fir die Aufnahmen zur Kollagenquantifizierung ausgewahlt. Es wurde dabei darauf geachtet,
dass das Gewebe nicht eingerissen, oder iibereinander gefaltet war, dass moglichst keine Berei-

che mit Anzeichen von Austrocknung zu erkennen waren, und wenig oder gar keine Blutreste
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im Ventrikel zu sehen waren. Sowohl Trocknungsbereiche, als auch Blutreste fiihren zu falsch-
lich zu hoch gemessenen Kollagenwerten. Sie sind daher im Schnitt zu vermeiden, oder spater

im Rahmen der Bildbearbeitung von der Auswertung auszunehmen.

Zur Polarisationsmikroskopie wurde ein Video-Imaging-System genutzt. Die wichtigen Kompo-
nenten dieses Systems sind das Mikroskop Nikon TE Eclipse 2000 (Nikon Instruments, Tokio,
Japan), die Kamera Orca Flash 4.0 (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu, Japan) und
ein motorisierten Tisch fiir die Bewegung in x-y-Richtung. Gesteuert wurden alle Elemente von

der Software , Live Aquisition 2.4 TILL" (FEI Corp., Oregon, USA).

Zunachst wurde von den Praparaten eine Aufnahme im WeiRlicht erstellt, die als Graustufenbild
wiedergegeben wurde. Die VergroBerung des Objektivs (Nikon LWD 20X, Nikon Instruments,
Tokio, Japan) betrug 20x. Das Herz wurde mit der Options , Tiles Scan" aufgenommen. Dies
bedeutet, dass das spater zusammengefiigte Bild zundchst in 10 x 10 Bildern aufgenommen
wurde, der motorisierte Tisch wurde dabei von der Software vollautomatisiert gesteuert. Der

Tiles Scan wurde dann mit identischen Einstellungen unter polarisiertem Licht wiederholt.

Die Farbung mit Siriusrot verstarkte dabei die schon natiirlicherweise vorhandene Doppelbre-
chung des Lichtes durch Kollagen. Dieser Effekt stellt eine spezifische Nachweismethode fiir
Kollagen im Gewebe dar [81]. Um die Polarisation messen zu kdnnen, wurden zwei orthogonal
zueinander ausgerichtete Polarisationsfilter in den Strahlengang des Lichtes gebracht, einer
zwischen Lichtquelle und Praparat, der andere zwischen Praparat und Kamera. Der erste Fil-
ter hatte dabei die Aufgabe, nur Lichtstrahlen hindurch zu lassen, die in einer bestimmten
Ausrichtung parallel zueinander sind, sodass das Praparat nur von linear polarisierten Licht-
strahlen getroffen wird. Im Praparat wurden diese linear polarisierten Strahlen, die mit Kollagen
interagierten, in der Polarisationsachse gedreht; der zweite Filter sollte dann nur noch diese
gedrehten Lichtstrahlen hindurchlassen, die schlieRlich als helle Bildpunkte erscheinen. Dazu
konnte der zweite Filter manuell rotiert werden. Die Ablekung durch den zweiten Filter war
am Echtzeitbild tberpriifbar: War das gesamte Herzgewebe noch schemenhaft zu erkennen,
reichte die Ablenkung des zweiten Filters noch nicht aus, nur bei korrekter Stellung dieses
Filters erschienen im Bild lediglich die polarisierenden Anteile des Gewebes auf dunklem Hin-
tergrund. Bei korrekter Einstellung der Filter wurden die Aufnahmen in den Einstellungen des

Graustufenbildes wiederholt.
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Abbildung 20: Prinzip der Messung mittels Polarisationsmikroskopie: a zeigt die gesamte
Gewebeflache des Herzens, in einem binidren Bild. Das Herzgewebe ist schwarz, der Hintergrund weil3.
b zeigt das durch Kollagen modulierte polarisierte Licht in der Herzflache in rot. ¢ zeigt schematisch
die Kombination aus beiden Bildern.

Auswertung der polarisationsmikroskopischen Bilder

Die Auswertung der so generierten Aufnahmen erfolgte mit dem Bildbearbeitungs- und Aus-
wertungsprogramm ,Image J* [113]. Es wurde hierzu das Polarisationsbild und das WeiRlicht-
Bild genutzt. Die 100 Einzelbilder beider Aufnahmen (in Durchlicht und in den Polarisationsein-
stellungen) wurden bereits von der Aufnahme-Software zu einem Gesamtbild kombiniert. Dann
wurde zuerst das gesamte Herzgewebe als ,Grundflache” der spateren Auswertung dargestellt.
Dazu wurde an dem Durchlicht-Bild ein Grenzwert (,, Threshold”) gesetzt, bei dem das Herz
moglichst gleichmaRig als Gewebeflache dargestellt wurde, bei dem also wenig dunkle Pixel im
Herzgewebe vorkommen. Andererseits sollen gleichzeitig moglichst wenig helle Pixel im Hin-
tergrund des Bildes erkennbar sein. Der nach diesen Kriterien ausgewahlte Grenzwert musste
dabei manuell an jedes Bild angepasst werden. Nun wurde dieses Bild binérisiert, und dann
durch die Operationen ,Dilate” und ,Erode” noch Artefaktpixel in der Herzflache eradiziert.
Im Folgenden wurde eine ROl um moglichst viel Herzgewebe markiert und deren Bildkoordi-
naten gespeichert. Die Nutzung von ROI's anstelle der Markierung des gesamten Herzgewebes
war hier nétig, da die folgende Untersuchung mittels polarisierten Lichtes sehr sensibel auf
Artefakte im histologischen Schnitt durch Einbettung, Schneiden oder Farbung und Fixierung

reagiert. Offensichtlich falsch-positive Bereiche konnten so ausgeschlossen werden.

Als nichstes wurde dann das Polarisationslichtbild bearbeitet. Auch hier wurde zuerst der
Threshold manuell so gesetzt, dass das in der Polarisation leuchtende Kollagen klar sichtbar
wurde, aber ohne zu groRe Artefaktanteile oder Hintergrundrauschen im Bild. Die individuelle

manuelle Einstellung war dabei wichtig, da ja zuvor auch die Einstellung des Ablenkwinkels
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manuell erfolgte. Eventuelle bildspezifische Abweichungen konnten schon bei der Aufnahme
entstanden sein, die an diesem Punkt nun wieder auszugleichen waren. Danach wurde auch
dieses Bild binarisiert und die zuvor gespeicherten ROl auf das bindre Polarisationsbild an-
gewendet. Nun wurden in beiden bindren Bildern in den ROI die Pixel, die im Durchlichbild
das Gewebe darstellten (in Abbildung 20a schwarz), und im Polarisationsbild das Kollagen
(in Abbildung 20b rot), durch die Option ,Measure” gezihlt. Diese Einzelergebnisse wurden
dann ins Verhiltnis zueinander gesetzt, danach wurde das Ergebnis statistisch ausgewertet.
Zur Verdeutlichung des Prinzips sind in Abbildung 20c beide Anteile iibereinandergelegt, der

Hintergrund ist in weill dargestellt.

3.16 Fluoreszenzmikroskopie am histologischen Schnitt

Angefertigt wurden die Aufnahmen ebenfalls mit dem Laser-Scanning-Konfokalmikroskop TCS
SP5 von Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland). Dessen Funtkionsweise ist bereits in Ab-
schnitt 3.11 erklart. Die Anregungswellenlange fiir die Fluoreszenz der Siriusrot-Farbung lag
bei 543 nm, die Emissionswellenldnge bei 633 nm. Die Messung der Emissionswellenlange
erfolgte daher zwischen 625 nm und 645 nm. Die BildgroRe der Aufnahmen betrug 1024 x
1024 Pixel. Die Intensitat des Lasers konnte iiber die Software so angepasst werden, dass
die sichtbare Fluoreszenz, die abhingig von der Qualitat der Farbung ist, fiir eine Auswer-
tung ausreichte und zugleich keine Uberbelichtung vorlag. Diese Intensitit wurde am ersten
untersuchten Schnitt eingestellt, dann fiir alle weiteren Schnitte beibehalten. Aufgenommen
wurden die Bilder des Herzschnittes mit dem Objektiv HC PL APO 20x von Leica Microsys-
tems (Wetzlar, Deutschland). Mit der Option , Tiles Scan” in der Bedienungssoftware konnten
die Herzschnitte so in 8 x 8 bis 8 x 10 Teilbildern aufgenommen werden, was zu einer de-
tailreicheren Wiedergabe fiihrte, als eine Aufnahme des Herzschnittes in einem einzigen Bild
bei geringerer VergroRerung. In den Aufnahmen waren innerhalb eines Bildes unterschiedliche
Fluoreszenzintensitdten zu sehen, da auch hier das Gewebe Autofluoreszenz aufwies. Davon
grenzten sich die Kollagenanteile dadurch ab, dass sie mit deutlich groRerer Intensitat spezifisch

fluoreszierten.

Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder
Die Teilaufnahmen aus der Untersuchung mittels Fluoreszenzdarstellung des Kollagens wur-

den ebenfalls mit dem Programm ,ImageJ” [113] weiter bearbeitet und ausgewertet. Zunachst
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Abbildung 21: Prinzip der Auswertung der histologischen Schnitte: Ein histologischer Schnitt
eines Herzens, aufgenommen mit dem Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop LEICA TCS SP5, unter
Verwendung von Licht der Anregungswellenlinge 543 nm, eine Emission ab 633 nm und einem 20x
Objektiv. GréBenverhiltnisse sind durch die Skala links oben angegeben. a: Die noch unbearbeitete
Aufnahme in Graustufen; der Hintergrund zeigt vernachlassigbare Fluoreszenz, ein GroRteil des Herzge-
webes eine Fluoreszenz mittlerer Intensitat, das aber von Bereichen deutlicher Fluoreszenz durchzogen
wird, insbesondere in der Umgebung von GefaBen. Aus a wurden dann die beiden folgenden Bilder
erstellt: b: Ein binares Bild des Herzgewebes, der Grenzwert fiir die Darstellung eines Bildpunktes als
2weill" lag bei einem Grauwert von 400 in a; c: Ein zweites binidres Bild, hier betrug der Grenzwert
fiir die weie Darstellung eines Bildpunktes einen Grauwert von 1300 in a. Aus b und c |4sst sich der
prozentuale Anteil des Picrosiriusrot-gefarbten Kollagens am gesamten Herzgewebe berechnen.

wurden die Teilbilder wieder zu einem gemeinsamen Bild zusammengefiigt. Dieses Bild ent-
spricht der Darstellung in Abbildung 21a. Danach wurde auf dem Bild das Herzgewebe als
ROI markiert und gespeichert. Dabei konnten offensichtliche Artefakte, sofern vorhanden, noch
ausgeschlossen werden. Daraufhin wurde zunachst ein unterer Helligkeits-Grenzwert festgelegt,
der moglichst alles sichtbare Herzgewebe einschloss und gegen den Bildhintergrund abgrenzte.
Nach Festsetzen dieses Grenzwertes in der Software (,, Threshold: 400") wurde das entstehende
Bild der Herzgrundflache in ein bindres Bild umgewandelt; so konnten alle zur Grundflache
des Herzschnittes gehorenden, nun weilen Pixel innerhalb der Bildregion von Interesse in der

Gesamtanzahl erfasst werden. Dieser Stand ist in Abbildung 21b zu sehen.

Danach wurde der Grenzwert im gleichen Ausgangsbild angehoben (,, Threshold: 1300“), zu
einer Schwelle, ab der nur noch Pixel erfasst wurden, die durch die Fluoreszenz des Siriusrot
im Bild einen deutlich hdheren Helligkeitswert aufwiesen, als das iibrige kardiale Gewebe und
der Bildhintergrund. Die so noch messbar fluoreszierenden Bereiche sind in Abbildung 21c
zu sehen. Die beiden Grenzwerte wurden auf alle Herzen der Untersuchung angewendet, da

sowohl die Farbung, als auch die Einstellungen am Konfokalmikroskop identisch waren. Die
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Aufnahme wurde dann wiederum in ein bindres Bild umgewandelt, dann wurden innerhalb
der aus der ersten Messung gespeicherten ROI die weilen Pixel, welche die fluoreszierenden
Bereiche ausmachten, erfasst und gezihlt. So war das Ergebnis nicht direkt abhangig von der
GroBe der gesamten Herzgewebes im Schnitt. Nun wurden die fluoreszenzpositiven Pixel der
unterschiedlichen Grenzwerte beider Bilder ins Verhiltnis zueinander gesetzt. So ergab sich
ein Prozentsatz des durch Siriusrot-Farbung fluoreszierenden Gewebes am Herzgewebe. Der

derart errechnete Prozentsatz entsprach dem Anteil des Kollagens am Herzgewebe.

3.17 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism, Version 5 (Graphpad Softwa-
re Inc., La Jolla, USA). Die in den oben beschriebenen Experimenten erzielten Messwerte,
die zur Auswertung verglichen werden sollten, wurden zunichst durch den ,Outlier Test” in
Graphpad Prism auf statistische Ausreiler untersucht. Gefundene Ausreiler wurden dann aus
der Auswertung ausgeschlossen. Dann wurde die Normalverteilung und die Standardabwei-
chung (SD) innerhalb der Datensitze gepriift, um das weitere Vorgehen auszuwihlen. Bei
Normalverteilung und vergleichbarer Standardabweichung wurde der Student'’s t-Test zur Si-
gnifikanzpriifung der Unterschiede zwischen zwei Datensatzen genutzt, andernfalls angepasste
Testverfahren, beispielsweise der Mann-Whitney-Test bei fehlender Normalverteilung. Bei Un-
tersuchungen mit mehr als drei Datensatzen wurde grundsatzlich eine Anova zur Priifung auf
signifikante Unterschiede durchgefiihrt. Bei einzelnen Vergleichen wurde zudem ein Student'’s
t-Test durchgefiihrt, der gegeniiber der ANOVA-Analyse einen sensitiveren Vergleich zweier

bestimmter Gruppen an Werten erlaubt.

Die Darstellung erfolgte bei gleichem Messzeitpunkt bei fehlender Normalverteilung im Boxplot-
Diagramm, mit Einzeichnung des Median, der 25% und 75%-Quartile in der Box und des Feh-
lerbalkens vom minimalen zum maximalen Wert. In gesonderten Fillen wurden die einzelnen
Werte als Punkte dargestellt, um die Verteilung der Werte zu veranschaulichen, wenn dies
in der spezifischen Beurteilung spater von Bedeutung sein konnte. Wurden Messungen der
gleichen Gruppen liber die Zeit ausgewertet, erfolgte die Darstellung in Graphen, die einzelnen
Messpunkte zeigten dabei den Median der Messwerte, die Fehlerbalken den minimalen und
maximalen Wert. Wenn zugehdrige Tabellen der Messwerte aufgefiihrt wurden oder einzelne
Messwerte hervorgehoben wurden, ist dort zusatzlich der Standardfehler (SEM, standard error

of mean) des Mittelwertes angegeben.

83



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Bedeutung der Aktivitat der PKCu in murinen Herzen und

Herzzellen
4.1.1 Allgemeiner Phanotyp der Versuchstiere

Eine grundsatzliche Beurteilung der Tiere durch Inaugenscheinnahme und Messung des Korper-
gewichtes dient der Beurteilung, ob die durchgefiihrten Manipulationen, hier die virusvermittel-
te herzspezifische Uberexpression von konstitutiv aktiver (CA) oder dominant negativer (DN)
PKCu im Vergleich zur Kontrollbedingung zu einer sichtbaren Beeintrachtigung von Gesundheit
und Entwicklungsverlauf der Versuchstiere fiihrt. Dies miisste dann in der Beurteilung aller in

vivo-Parameter beriicksichtigt werden, und beeinflusst die Beurteilung moglicher Befunde.

Die Versuchstiere dieses Projektes zeigten allerdings keine Befunde in Allgemeinbefinden oder

Verhalten.

Unter den ersten C57BI6/N-Tieren der Gruppe, die DN-PKCu iiberexprimierten (Gruppe DN,
sieche Abschnitt 4.1.3) entwickelte sich das Gewicht nach Vireninjektion weniger robust als
in den vergleichbaren Tieren der anderen Gruppen. Es ist zu beachten, dass in diese erste
Gruppe DN, wie auch in CA, lediglich 6 Tiere eingingen, in die Gruppe TagRFPT 8 Tiere. In
der Folge wurden alle Tiere zu jeder echokardiographischen Untersuchung gewogen, um diese
Beobachtung zu verifizieren. Es zeigte sich, dass der Unterschied im Kdrpergewicht zwischen
der Gruppe DN und den anderen beiden Versuchsgruppen im Laufe der gesamten Studie so

nicht bestatigt wurde, und damit keine typische Besonderheit der Versuchsgruppe DN darstellte
(Abbildung 22b).

In Abbildung 22 wird dieser anfangliche Befund der geringeren Gewichte in DN dem Ergebnis

der Gewichtsmessung aller C57BI6/N-Tiere in der 10. Lebenswoche gegeniibergestellt.

Zusatzlich miissen mogliche Tierverluste durch die experimentellen Manipulationen beachtet
werden. Bei oder infolge der Injektion der Viren verstarben insgesamt fiinf von 44 neonatalen
Welpen. Es kann dabei nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob die Injektion selbst, die Narkose,
oder der Pflegetrieb der Mutter zum Verlust der Welpen fiihrten. Die Injektion in die 21 Tage

alten Mause erfolgte dagegen ohne Verluste.
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Abbildung 22: Kérpergewichte der Versuchstiere C57BI6/N: a: Entwicklung der Kérpergewichte
der Tiere in der ersten Versuchsgruppe mit C57BI6-Tieren (sieche Abschnitt 4.1.3), in Lebenswoche
5,7, 9 und 10. b: alle C57BI6/N-Tiere des gesamten Projektes, die in der 10. Lebenswoche gewogen
wurden. Gruppe DN in rot, Gruppe CA in blau, Gruppe TagRFPT in schwarz/wei. In den Klammern
hinter der Legende ist jeweils die in die Auswertung eingegangene Tierzahl n aufgefiihrt.

4.1.2 Ergebnis der Fluoreszenzmessung an den Organen

Diese Untersuchung erfolgte, um die Expression der transduzierten Gene auf Organebene zu
analysieren. Hierbei soll insbesondere die Art und Intensitat der kardialen Expression adressiert
werden. Zudem konnte auch die Herzspezifitdt der Transduktion gegeniiber anderen ausge-
wahlten Organen untersucht werden. Genutzt wurden hierfiir die zu Anfang des Projektes

neonatal transduzierten FVB/N-Mause.

Zunichst wurde die optimale Belichtungszeit fiir eine detaillierte Darstellung der TagRFPT-
Expression ermittelt. Diese lag fiir die Vorhdfe bei 10 ms, fiir den dickeren Ventrikel bei 21

ms.

In den Abbildungen 23, 1-3a/b zeigten sich die fluoreszierenden Areale scharf abgegrenzt vom
umgebenden Gewebe. In den Vorhdfen waren die fluoreszierenden Bereiche gleichmaRig tiber
das gesamte Gewebe verteilt. Im Ventrikel war ebenfalls eine Fluoreszenz iiber das gesamte
Gewebe zu beobachten, jedoch erscheinen die lumennahen, endokardialen Bereiche starker
signalgebend, als die duleren Bereiche des Myokards. Dies liegt bei genauer Betrachtung an

haufigeren und dichteren Bereichen mit intensiver Fluoreszenz in der N3he des Lumens.

Dann wurde die Fluoreszenzintensitat transduzierten Gewebes mit der Fluoreszenz in nicht
transduzierten Tieren verglichen. Dazu wurden die Atrien einer mit TagRFPT transduzierten
Maus mit den Atrien einer Maus verglichen, die lediglich mit NaCl injiziert wurde, siehe Abbil-
dung 23, Bild 4a/b und 5a/b. Bei einer Belichtungszeit von 10 ms war dabei die Fluoreszenz
des rechten und linken Vorhofes der TagRFPT-Maus bei einer Anregungswellenlange von 555
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nm deutlich sichtbar. Der jeweilige Vorhof der Kontrollmaus zeigte keine entsprechend spe-
zifische Fluoreszenz. Auch im Ventrikel war im Herzen der TagRFPT-Maus die Fluoreszenz

deutlich darstellbar, im Ventrikel der Kontrolle fehlte sie.

Im Anschluss wurde die Organspezifitat der gewahlten Virustransduktion gepriift. Hierzu wurde
jeweils der Vorhof einer TagRFPT-Maus auf einem Bild mit anderen ausgewahlten Organe
der mit TagRFPT transduzierten Maus bei einer Belichtungszeit von 10 ms verglichen. Das
Atrium zeigte dabei jeweils deutliche Fluoreszenz. Im Speziellen wurden Aorta ascendens,
Skelettmuskel (M. vastus lateralis), Lunge, Gehirn, Darm (mittleres Jejunum), Leber, Niere und
Milz mit dem Atrium verglichen. Abbildung 24 zeigt jeweils das lichtmikroskopische Bild in b,
und das Fluoreszenzbild in a, von Aorta (1a/b), Leber (2a/b), Lunge (3a/b), Skelettmuskel
(4a/b), Darm (5a/b), Milz (6a/b), Niere (7a/b), Gehirn (8a/b).

In Aorta, Lunge, Milz und Skelettmuskel lieR sich dabei keine Fluoreszenz identifizieren. In
Gehirn und Darm war ein sehr schwaches Signal vorhanden, in Leber und Niere dagegen
ein etwas starkeres. Immer jedoch war die Fluoreszenz der anderen Organe deutlich geringer
als die des Vorhofes. Die Fluoreszenz der anderen Organe war diffus verteilt, es handelte
sich vermutlich um Autofluoreszenz des Gewebes, im Gegensatz zum distinkten Signal der

fluoreszierenden Zellbereiche im Vorhof, bei dem sogar einzelne Zellen zu erkennen waren.

Die Messungen wurden in gleicher Art an neonatal transduzierten FVB/N-M3usen in der 23.
Lebenswoche wiederholt, es zeigten sich dabei allerdings keine erkennbaren Abweichungen von

den Ergebnissen der Untersuchung in der 16. Lebenswoche der Tiere.
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Abbildung 23: Fluoreszenz Atrien und Ventrikel: Die Bilder gleicher Nummer zeigen jeweils ein
Praparat einer mit AAV-TagRFPT neonatal transduzierten FVB/N-Maus, (16. Lebenswoche) an, von
dem immer in a die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Anregungswellenldnge 555nm, Emissions-
wellenldnge 584nm), und in b die dazu passende Weiklichtaufnahme kombiniert wurde. Die Belich-
tungszeit der Fluoreszenzdarstellung betrug 10ms, nur in Bild 2a 21ms. 1a/b Der Ventrikel und die
beiden bereits abgetrennten Vorhofe, alle Bestandteile des Herzens zeigen Fluoreszenz. 2a/b: Eroff-
neter Ventrikel, es sind diskrete leuchtende Bereiche sichtbar, vor allem im Inneren. 3a/b: Vorhof
rechts, starker vergroRert, Belichtung: Die fluoreszenten Bereiche sind gleichmaRig verteilt, und deut-
lich abgegrenzt. 4a/b: rechter Vorhof, von dem TagRFPT-transduzierten Tier (linkes Praparat), und
einem mit NaCl-Vehikel injiziertem Kontrolltier (rechtes Praparat). Die Kontrolle des NaCl-injizierten
Tieres zeigt keine Fluoreszenz. Dies gilt analog fiir die linken Vorhéfe in Bild 5a/b, und die Ventrikel
in 6a/b.
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Abbildung 24: Fluoreszenz andere Organe: Abgebildet ist jeweils der rechte Vorhof aus 23 sowie
ausgewiahlte Organe, teilweise oder vollstindig. In a sind beide Praparate jeweils in der Fluoreszenzmes-
sung (Belichtungszeit 10ms, Anregungswellenlange 555nm, Emissionswellenldnge 584nm) dargestellt,
in b im WeiRlicht. Eine Fluoreszenz ist in Leber (2a) und Niere (7a) schwach, dennoch klar erkennbar;
eine noch schwichere Fluoreszenz ist in Gehirn (8a) und Darm (5a) sichtbar. In Aorta (1a), Lunge
(3a), Skelettmuskel (4a) und Milz (6a) ist eine spezifische Fluoreszenz nicht auszumachen.
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4.1.3 Beschreibung des kardialen Phanotypes in der Echokardiographie

Entwicklung eines Phinotypes in FVB/N-Mausen iiber die Zeit:

Hier wurden die neonatal injizierten FVB/N-M3use iiber mehrere Wochen echokardiogra-
phisch untersucht, um die Entwicklung kardiologischer Auffilligkeiten durch die Uberexpression
der verschiedenen PKCi-Subtypen zu analysieren. Es wurden 7 Tiere der Gruppe CA, und je-
weils 6 Tiere der Gruppen DN und TagRFPT gemessen, die alle am ersten Lebenstag mit den
entsprechenden AAV transduziert wurden (Abbildung 25). Insgesamt hatte sich bei echokar-
diographischer Untersuchung nur bei der linksventrikuldren Masse ein deutlicher Unterschied
entwickelt (Abbildung 25a), der auch nach Normierung auf das jeweilige Korpergewicht der
Maus (Abbildung 25¢) zum Untersuchungszeitpunkt Bestand hatte. In der 6. Woche nach In-
jektion zeigte sich noch keine signifikante Differenz. Jedoch wurde in der 10. Lebenswoche ein
statistisch signifikanter Unterschied gemessen, der auch bei der dritten Untersuchung in der 12.
Lebenswoche Bestand hatte. Die Kérpergewichte waren dabei nicht signifikant unterschiedlich

(Abbildung 25b).

In allen anderen untersuchten Parametern (Wanddicken in Systole und Diastole, intraven-
trikuldrer Durchmesser und Volumen, Auswurffraktion und Ventrikelverkiirzung, funktionelle
Mitralklappenparameter) ergab sich bei dieser Anordnung kein statistischer Unterschied zwi-

schen den Gruppen.

Die Untersuchung dieser Kombination aus Mauslinie und Injektionszeitpunkt wurde wegen
der insuffizienten Ergebnisse der Einzelzellisolation der Herzzellen aus FVB/N-M3usen danach

nicht weiter fortgefiihrt.
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Abbildung 25: Entwicklung der normalisierten linksventrikuliren Masse iiber die Zeit in
neonatal transduzierten, mannlichen FVB/N-Ma&usen: Messwerte aus Lebenswoche 6, 10 und
12 der Tiere. a: Entwicklung der aus der Echokardiographie errechneten linksventrikuldren Masse,
LV mass, in mg b: Entwicklung der Kérpergewichte der Tiere, in g; c: die Entwicklung des relativen
linksventrikuldren Gewichtes, normiert auf das Kérpergewicht, in mg/g. In rot ist der Verlauf der
Gruppe DN abgebildet, in blau der der Gruppe CA, und in schwarz der Verlauf der Gruppe TagRFPT.
Der schwarze Balken oberhalb der Graphen zeigt an, ab wann das gemessene, bzw. das normierte
linksventrikuldre Gewicht in der Gruppe DN signifikant groRer war, als das der anderen Gruppen. Die
Tierzahl betrug in der Gruppe DN n=6, CA n=7, TagRFPT n=6 Tiere; LW = Lebenswoche .

Entwicklung eines kardiologischen Phanotypes in C57B16/N nach Transduktion in
der dritten Lebenswoche

Wegen der schlechten Zellisolationen aus den FVB/N-Tieren wurde die Mauslinie gewech-
selt; das Tiermodell bestand ab der folgenden Untersuchung aus ménnlichen C57BI6/N-
Ma&usen, die am 21. Lebenstag transduziert wurden. Es handelte sich zunichst um die initiale
echokardiographische Untersuchung zur Bestimmung des Messzeitpunktes fiir die folgenden
Teile des Projektes. Die Untersuchung wurde an Tieren aller drei Transduktionsgruppen durch-
gefiihrt, in der 5., 7., 9. und 10. Lebenswoche. Es wurden 6 Tiere der Gruppe DN, 6 Tiere der
Gruppe CA, und 8 Tiere der Gruppe TagRFPT in die Auswertung inkludiert.

In den direkt gemessenen Parametern (IVS, LVID, LVPW, LVAW, MVE, MVA, IVRT) zeigte
sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. In den morpho-
logischen und funktionellen Parametern, die daraus berechnet wurden, ergab sich das gleiche
Bild. Einzig die auf das Kdrpergewicht der Tiere normierte linksventrikuldre Masse in der Grup-
pe DN nahm gegeniiber beiden anderen Gruppen zu. Zu der Gruppe CA zeigte sich bereits in
der siebten Lebenswoche ein signifikanter Unterschied, und ab der neunten Woche auch zur

Gruppe TagRFPT (siehe Abbildung 26a) .

Die Normierung der linksventrikuldren Masse auf das Korpergewicht ist dabei bedeutsam, da,

wie bereits beschrieben, die Gruppe DN vom ersten Messzeitpunkt an ein durchschnittlich
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geringeres Korpergewicht aufwies als die anderen Tiergruppen.

Das Wiegen der Tiere erfolgte unmittelbar vor der Ultraschalluntersuchung.
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Abbildung 26: Entwicklung der echokardiographischen Parameter in C57Bl6/N-Tieren: Ent-
wicklung wichtiger echokardiographischer Parameter in den mit 21 Tagen transduzierten C57BI6/N-
Mé&usen. Betrachtet wird der Zeitraum iber die 5., 7., 9. und 10. Lebenswoche. a: Entwicklung der
LV mass/BW, in mg/g; b: Entwicklung des diastolischen Ventrikelvolumens (LV Vol d), in pl. c: FS,
in %; d: MV E/A-Quotient des linksventrikuldren Bluteinstromprofiles. Der schwarze Balken iiber den
Graphen bezeichnet den Zeitraum, ab dem eine Gruppe (hier DN) einen signifikant héheren Wert
erreicht, als mindestens eine der beiden anderen Gruppen.

In der Abbildung 26 sind zudem auch die Graphen zum enddiastolischen Volumen des linken
Ventrikels LV Vol d in b, zur relativen Ventrikelverkiirzung FS in ¢, und zum Verhaltnis der
E- zur A-Welle, MV E/A, in d dargestellt. In diesen zur Charakterisierung des kardialen Pha-
notypen bedeutsamen Parametern zeigten sich keine Besonderheiten einer Gruppe iiber den

Beobachtungszeitraum.

Detaillierte Analyse des Phanotypes in der 10. Lebenswoche.
Fiir weitergehende Untersuchungen sollte ein Zeitpunkt nach der Transduktion gewahlt wer-

den, zu dem die bisher gefundenen Unterschiede zwischen den Gruppen signifikant ausgepragt
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waren. Hierfiir wurde die Zunahme des relativen Herzgewichtes in der Gruppe DN herange-
zogen. Zudem sollten die Mause moglichst jung sein, da dies die Qualitat der Zellen aus
Zellisolationen fiir Einzelzellexperimente erhohte. Nach den Untersuchungen aus Abschnitt
4.1.3 hatte sich die 10. Lebenswoche als Zeitpunkt mit dem deutlichsten Unterschied zwi-
schen den Gruppen etabliert. In diese Messung gingen 8 Tiere der Gruppe TagRFPT, 10 der
Gruppe DN, und 7 Tiere der Gruppe CA ein. Zum Teil bestanden die Gruppen aus den Tieren,
die bereits im Rahmen der vorigen Untersuchung (Abschnitt 4.1.3) in der 10. Lebenswoche
untersucht worden waren. Die zusatzlich in die Gruppen inkludierten Mause wurden nur einer
einmaligen Ultraschalluntersuchung zum Zeitpunkt der 10. Lebenswoche unterzogen. Die ge-
messenen mittleren Werte der Gruppen sind mit SEM (Standard Error of Mean) in Tabelle 7

zusammengestellt.

Bei den morphologischen Messparametern der Aufnahme entlang der Langsachse ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Betrachtet wurden IVS, LVID, LVPW,
jeweils systolisch und diastolisch. Und auch die LVAW aus der Messung entlang der kurzen

Herzachse zeigt in ihrer gemessenen Dicke keine statistisch signifikante Veranderung.

In der Messposition entlang der kurzen Herzachse wurde die Dicke der Vorderwand des linken
Ventrikels in der Diastole und in der Systole gemessen. Hier war diastolisch kein statistisch
signifikanter Unterschied der Mittelwerte der Messung zwischen den Gruppen erkennbar. Bei
den gemessenen Werten der Dicke der Ventrikelvorderwand in der Phase der Systole (LVAWs)
zeigte sich dann, dass die Gruppe DN einen signifikant héheren Mittelwert (p = 0,04) aufwies
als die Gruppe CA. Keine der beiden PKCi-Versuchsgruppen zeigte einen Unterschied zur
Kontrollgruppe TagRFPT.
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Tabelle 7: Echokardiographische Parameter in der siebten Woche nach Transduktion: Zu
sehen ist jeweils der gemessene Parameter mit seiner Einheit, und der dazugehdrige Wert der jeweiligen
Untersuchungsgruppe, zuziiglich SEM. Die Spalten sind in der schwarzen Kopfzeile entsprechend
beschriftet. Die Anzahl der Tiere je Gruppe ist direkt unter dem Gruppennnamen aufgefiihrt. Gleiche
Symbole kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden markierten Messwerten

in diesem Parameter.

Parameter Unit DN tagRFPT
n=7 n=10 n=8

Mittelwert + SEM
BW g 25.00+0.44  |24.20+0.39 [25.63+0.26
HF bpm |389.9+16.10 [397.6+10.17 |381.4+17.35
IvVSd mm 0.64+0.015 | 0.68+0.011 | 0.65+0.017
IVSs mm 0.84+0.041 | 0.90+0.034 | 0.86+0.038
LVIDd mm 4.33+0.086 | 4.35+0.060 | 4.25+0.096
LVIDs mm 3.47+0.144 | 3.37+0.090 | 3.38+0.144
LVPWd mm 0.62+0.026 | 0.68+0.024 | 0.63+0.024
LVPWs mm 0.81+0.042 | 0.92+0.026 | 0.86+0.048
LVAWd mm 0.60+0.017 | 0.65+0.023 | 0.61+0.024
LVAWSs mm 0.84+0.050 | 0.90+0.035| 0.86+0.032*
LV Vol d ul 84.98+3.89 | 87.07+2.97 | 80.37+4.07
LV Vol s ul 50.69+4.97 | 47.40+2.98 | 47.02+4.61
EF % 41.15+3.42 | 45.90+2.21 | 42.47+3.12
FS % 20.12+1.92 | 22.85+1.30 | 20.83+1.79
LV mass mg 79.00+3.30 | 85.47+1.65 | 76.48+1.83
LV mass /BW mg/g 3.16+0.114 “| 3.53+0.095%| 2.99+0.093+
MV E mm/s | 910.0+62.21 | 911.6+24.69 | 930.9+43.49
MV A mm/s | 600.7+45.84 | 570.1+20.89 | 631.7+27.69
MV E/MV A 1.53+0.061 | 1.61+0.034 | 1.48+0.064
IVRT ms 14.46+0.68 | 15.85+0.89 | 17.88+1.40
MV decel mm/s? |-43529+6452 *|-26471+2897|-36959+2782:
MV decel t ms 22.1742.47 *| 36.66+3.44% 24.95+1.91+

In der Schallkopfposition des Vierkammerblickes wurde mittels des Pulswellendopplers das Ge-
schwindigkeitsprofil des Blutflusses durch die Mitralklappe iiber die Zeit gemessen. Jeweils ein
beispielhafter Geschwindigkeitsverlauf iiber die Zeit ist je Untersuchungsgruppe in Abbildung
28 zu sehen. Bei der Messung ergabt sich kein statistisch signifikanter Unterschied in den
Spitzengeschwindigkeiten der beiden Fillungswellen (MV E, MV A) zwischen den Gruppen.
Setzt man nun jeweils beide Wellen einer Maus ins Verhaltnis zueinander, ergibt dies den Wert
MV E/A. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied, ebensowenig wie beim Vergleich

der isovolumetrischen Relaxationszeit (IVRT).
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Abbildung 27: Echokardiographische Grundcharakterisierung in der 10. Lebenswoche: Er-
gebnis der Echokardiographie: rot = DN (n = 10), blau = CA (n = 7), schwarz = TagRFPT (n = 8).
a: Die linksventrikuldre Masse nach Normalisierung auf das Kérpergewicht der Tiere (LV mass/BW),
in mg/g b: Die Dicke der linksventrikuldren Vorderwand (LVAWSs) in mm c: Die Verlangsamung der
E-Welle (MV decel) in mm/s?; d: Die fiir die Geschwindigkeitsabnahme benétigte Zeit (MV decel

time) in ms.
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Die letzte Messung, die im Vierkammerblick getatigt wurde, war die der Geschwindigkeitsab-
nahme der friihen Fiillungswelle, der E-Welle (,Early filling”), und die Zeit, die zwischen der
erreichten Spitzengeschwindigkeit, und dem Endpunkt der Geschwindigkeitsabnahme (bis zum
Beginn der atrialen Fiillungswelle), verging. Hier zeigte sich eine deutliche Verlangerung dieser
Zeit in der Gruppe DN gegeniiber sowohl der Gruppe CA (p = 0,01) und TagRFPT (p =
0,009). Dies ist in Abbildung 27d dargestellt. Die benétigte Zeit fiir die Verlangsamung der
Blutflussgeschwindigkeit war dabei in der Gruppe DN verlangert (gegeniiber der Gruppe CA
und der TagRFPT-Kontrolle). Die Einstromgeschwindigkeit der E-Welle selbst nahm dabei in
DN deutlich langsamer ab als in der Kontrollgruppe. So zeigte sich ein signifikanter Unterschied

zwischen DN und TagRFPT (p = 0,02), dargestellt in Abbildung 28c.

I
o
S
S

Abbildung 28: Auszug aus der PW-Doppler-Messung. PW-Doppler-Profil des Mitralklappen-
Bluteinstromes in den linken Ventrikel wahrend einer Dilatation. Die weile Linie zeigt dabei die
Blutflussgeschwindigkeit in mm/s, lber die Zeit (in ms). TagRFPT und CA zeigen das fiir eine
physiologische Herzaktion typische Stromungsprofil. E-Welle und A-Welle sind im TagRFPT-Bild mit
gelbem Pfeil hervorgehoben. In dem Auszug aus einer charakteristischen Messung der Gruppe DN fillt
die zweite Spitze der E-Welle auf, bezeichnet als L-Welle, im DN-Bild ebenfalls durch gelben Pfeil
gezeigt.

Hierbei ist insbesondere zu erwdhnen, dass die mittlere Herzfrequenz wahrend der Messung
zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich war. Da die funktionellen Parameter,
vor allem die der Mitralklappe, von der Frequenz direkt abhangig sind, ist zur korrekten spateren

Beurteilung dieser Parameter eine vergleichbare Herzfrequenz essentiell.

Ein weiterer, jedoch nicht quantitativer Messparameter ist hier zu beachten: In der Gruppe

DN trat bei 8 von 10 Tieren eine zusatzliche Geschwindigkeitsspitze im Flussprofil der Mitral-
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klappe auf. Sie lag in jedem Fall zeitlich nach der Spitze der E-Welle, mit unterschiedlicher
Auspragung, jedoch als Spitze klar abgesetzt. Diese zusatzliche Welle war in den Gruppen
CA und TagRFPT nicht erkennbar. Sie wird, analog zur vorhandenen Literatur zu dhnlichen

zusatzlichen Einstromwellen, als L-Welle bezeichnet [56].

4.1.4 Echokardiographische Befunde der neonatal injizierten C57BI6/N

Diese Untersuchung wurde aufgrund der unterschiedlichen Befunde in den neonatal transdu-
zierten FVB/N-Tieren, und den mit drei Wochen transduzierten C57BI6/N-Tieren unternom-
men. Dies soll die bisher genutzten Versuchsbedingungen erganzen, um den Einfluss von Alter
und Mauslinie auf die Ergebnisse zu beurteilen. Die Echokardiographie erfolgte ebenfalls sie-
ben Wochen nach der Injektion, um eine Vergleichbarkeit der Expressionsdauer zu erreichen.
Gemessen wurden jeweils sieben Tiere, die mit CA oder DN injiziert wurden, und sechs Tie-
re in der Kontrollgruppe TagRFPT. Die Tiere aus einer Gruppe stammten aus jeweils zwei
verschiedenen Wiirfen. Die mannlichen C57BI6/N-Welpen konnten am ersten Lebenstag mit
bloBem Auge anhand der schwarz pigmentierten Gonaden identifiziert werden, die durch die

hellrosa Haut des Skrotums hindurchschienen.

Es ergab sich wiederum ein etwas abweichendes Bild von den beiden anderen Versuchs-
Ansitzen; zum einen unterschieden sich die Tiere schon im Vergleich der Kérpergewichte.
Die Gruppe TagRFPT zeigte, wie in der Abbildung 29a dargestellt, hohere Korpergewichte,
und zwar signifikant in DN (p= 0,022) und CA (p = 0,03).

Die Herzfrequenzen waren nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 29b). Das auf das
Korpergewicht normierte linksventrikuldre Gewicht in Abbildung 29d war nicht signifikant un-
terschiedlich. Auch die Geschwindigkeitsabnahme der E-Welle zeigte in dem hier untersuchten
experimentellen Ansatz (29c) keine signifikant unterschiedlichen Befunde.

MV E/A war signifikant groBer in der Gruppe DN, gegeniiber TagRFPT (p = 0,0494), zu
sehen in 29e. Die Geschwindigkeit der E- und A-Welle war allerdings vergleichbar (29f).

Alle anderen gemessenen und errechneten Werte wiesen keine signifikanten Befunde auf.
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Abbildung 29: Ultraschall der neonatal injizierten C57BI6/N: Farbcodierung wie in Abbildung
27. a: Korpergewicht in g; b: Herzfrequenz in Schldgen/Minute (1/min) c: Geschwindigkeitsabnahme
der E-Welle, in mm/s?; d: Auf das Korpergewicht normierte Masse des linken Ventrikels, in mg/g; e:
Verhiltnis E-Welle zur A-Welle; f: Geschwindigkeit der A-Welle, in mm/s.
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4.1.5 Echokardiographische Befunde nach Nachlasterh6hung

Nach dem Befund der hoheren relativen Herzmasse in den DN-Mausen gegeniiber CA und
TagRFPT lag die Vermutung nahe, dass die Aktivitat der PKCu einen Einfluss in der Regulation
des Herzwachstums haben kdnnte. Diese Vermutung erschien auch im Kontext der bekannten
Rolle anderer PKCs in der Hypertrophie sinnvoll [21]. Daher sollte im nachsten experimentellen
Schritt pathologisches Herzwachstum induziert werden, um die Auswirkung der verschiedenen
Aktivitatszustande der PKCy auf die Hypertrophie zu beurteilen. Hierzu wurde das operative

Modell der Nachlasterhohung durch Aortenkonstriktion gewahlt.

In der folgenden Studie wurde der Einfluss der verschiedenen PKC-Subtypen auf das Herz bei
pathologischer Hypertrophie untersucht. Dazu wurden Tiere der verschiedenen Untersuchungs-
gruppen einer TAC-Operation unterzogen, und sowohl direkt vor der Operation als auch 14

Tage danach eine echokardiographischen Untersuchung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Echokardiographie 14 Tage nach TAC sind mit ihrem Standardfehler SEM
in Tabelle 8 aufgefiihrt. Verglichen wurden dabei alle Gruppen der Kontrolloperation (,,sham®)
sowie der Aortenkonstriktion (,, TAC") untereinander, und zudem auch die beiden Operationsbe-
digungen innerhalb einer Transduktionsgruppe (DN, CA, TagRFPT). Da generell eine Vielzahl
relevanter Ergebnisse erzielt werden konnte, erfolgt hier eine Untergliederung der Ergebnisse

nach den einzelnen gemessenen oder errechneten Parametern.

Zuerst ist jedoch zu bemerken, dass sich weder die Kérpergewichte noch die Herzfrequenz
wahrend der Messung, zwischen den Gruppen unterschied, wie in Abbildung 30 gezeigt. Dies

ist bedeutsam, da beide Faktoren die Ultraschallergebnisse beeinflussen kdnnen.
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Abbildung 30: Korpergewichte und Herzfrequenz unter Narkose: a: Durchschnittliche Herz-
frequenz der Mause wihrend der echokardiographischen Untersuchung in Schldgen pro Minute. b:
Gewicht der Tiere zum Untersuchungszeitpunkt, in g. Legende: Aufgetragen sind die Werte der Tiere
der Gruppe CA (blau), DN (rot), und TagRFPT (schwarz bzw. grau), die Werte der TAC-operierten
Tiere sind dabei grau hinterlegt.

Das interventrikuldre Septum:

Die Dicke des interventrikuldren Septums zeigte nach der Sham-Operation in der Phase der
Diastole eine signifikant groRere Dicke in der Gruppe DN, gegeniiber CA (p = 0,0011) und
TagRFPT (p < 0,0001), in der Systole war eine signifikant groRere Dicke des Septums lediglich
zwischen DN und TagRFPT zu messen (p = 0,0009). Nach 14 Tagen der TAC-induzierten
Hypertrophie-Entwicklung war das Septum in der Diastole in der Gruppe DN signifikant dicker
als in der Gruppe CA (p = 0,0008) oder TagRFPT (p = 0,0068). Innerhalb der Transdukti-
onsgruppen DN, CA und TagRFPT war diastolisch in jeder Gruppe eine signifikante Zunahme
dieser Dicke nach Aortenkonstriktion zu beobachten. (DN: p < 0,0001 ; CA: p = 0,0008;
TagRFPT: p < 0,0001). Auch in der Systole bestand diese hypertrophe Zunahme innerhalb
der jeweiligen Gruppe (CA: p = 0,0005); DN: p < 0,0001; TagRFPT: p < 0,0001).

Der linksventrikuldre Innendurchmesser:

Bei diesem Messparameter ist erwahnenswert, dass sich in der diastolischen Phase des Herz-
zyklus in beiden Operationsbedingungen keinerlei Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
gab. Ebenso entstanden innerhalb der verschiedenen PKCi-Versuchsgruppen keine Unterschie-

de zwischen den Operationsbedingungen.

In der systolischen Phase des Herzzyklus zeigte sich lediglich eine Zunahme des Innendurchmes-

sers in der Kontrollgruppe der TagRFPT-exprimierenden Tiere nach TAC-Operation gegeniiber
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der Kontrollbedingung der Sham-Operation (p = 0,0351). Zu bemerken ist an dieser Stelle
weiterhin, dass es innerhalb der Gruppe CA bei Aortenkonstriktion im Vergleich zur Sham-

Operation zu keiner Zunahme des linksventrikuldren Innendurchmessers kam.

Die Ventrikelhinterwand:

In den Tieren nach Sham-Operation traten Unterschiede zwischen den Transduktionsgrup-
pen auf. In der diastolischen Phase war in der Gruppe DN die Breite der Ventrikelhinterwand
groBer als in den beiden anderen Gruppen (zu CA: p = 0,0124; zu TagRFPT: p = 0,0267).
In der Phase der Systole zeigte sich dagegen lediglich zwischen den Gruppen DN und TagRF-
PT ein Unterschied, mit einer groBeren Hinterwandstarke in der Gruppe DN (p = 0,034); in
den seit 14 Tagen mit Konstriktion versehenen Tieren war auffillig, dass die Wandstarke der
Vorderwand in der Versuchsgruppe CA gegeniiber den beiden anderen Gruppen (zu DN p =
0,0008, zu TagRFPT p = 0,0488) in der diastolischen Phase deutlich kleiner war. Ein ver-
gleichbarer Unterschied entwickelte sich systolisch jedoch nicht. Durch die Aortenkonstriktion
nahm innerhalb der Versuchsgruppen die Wandstarke sowohl systolisch als auch diastolisch zu
(Diastole: CA: p = 0,0004; DN: p < 0,0001; TagRFPT: p = 0,0003; Systole: CA: p = 0,0033,
DN: p = 0,0416; TagRFPT: p = 0,0022).

Die Ventrikelvorderwand:

Die Ergebnisse hier sind vergleichbar mit den Ergebnissen der Ventrikelhinterwand. Nach der
Sham-Kontrolloperation zeigte sich in der Diastole ebenfalls eine groRere Wandstarke in der
Gruppe DN, verglichen mit CA (p = 0,0282) und TagRFPT (p = 0,0021). Dieser Unterschied
zeigte sich in der Systole lediglich zwischen den Sham-operierten Gruppen CA und DN (p =
0,0093). In allen Versuchsgruppen, sowie in systolischer und diastolischer Messung, nahm die
Wanddicke durch die Aortenkonstriktion gegeniiber der Sham-Operation signifikant zu (CA:
diastolisch p = 0,0046, systolisch p = 0,017; DN diastolisch: p < 0,0001, systolisch p =
0,0345; TagRFPT diastolisch p = 0,0003, systolisch p < 0,0001).

Das linksventrikuldre Volumen

In der diastolischen Herzphase ergab sich kein Unterschied zwischen den Gruppen, und
unter den verschiedenen Bedingungen (Abbildung 31f). In der systolischen Herzphase dagegen
nahm das linksventrikuldre Volumen innerhalb der Gruppe TagRFPT (p = 0,0292) durch die
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Konstriktion deutlich zu. Auch hier gab es innerhalb der CA-exprimierenden Tiergruppen, wie

auch in DN, zwischen Sham und TAC keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 31e).

Die Ejektionsfraktion

Innerhalb der Kontrollgruppe der Tiere, die der Sham-Operation unterzogen wurde, gibt
es keinen Unterschied durch die Expression der verschiedenen PKCi-Varianten. Infolge der
Aortenkonstriktion entwickelte sich nach 14 Tagen eine Abnahme der Ejektionsfraktion in
den Gruppen DN (p = 0,0043) und TagRFPT (p = 0,0144); diese Entwicklung blieb bei
Expression von CA vollstindig aus. Demzufolge zeigte sich innerhalb der Tiergruppen mit
Aortenkonstriktion eine deutlich gréRere Ejektionsfraktion in CA gegeniiber DN (p = 0,0117)
und TagRFPT (p = 0,0317), zu sehen in Abbildung 31d.

Die relative Ventrikelverkiirzung

Da die Berechnung die gleichen Grundparameter einschlielt, wie die Berechnung der Ejek-
tionsfraktion, verhalten sich auch die beobachteten Effekte analog: Innerhalb der Sham-Tiere
ergeben sich zwischen den Gruppen keine Unterschiede in der relativen Ventrikelverkiirzung.
Demgegeniiber nimmt diese durch die Aortenkonstriktion in den Gruppen DN und TagRFPT
deutlich ab (DN: p = 0,0032; TagRFPT: p = 0,0152). Eine entsprechende Entwicklung durch
Konstriktion ist in der Gruppe CA nicht zu beobachten. Betrachtet man alle operierten Tiere,
so zeigen die Tiere der Gruppen DN (p = 0,0116) und TagRFPT (p = 0,0351) eine geringere
relative Verkiirzung des Ventrikels als die CA exprimierenden Tiere (Abbildung 31c).
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Abbildung 31: Echokardiographische Parameter nach TAC in C57BI6/N I: Rot = DN (n(Sham)
= 8, n(TAC) = 7), blau = CA (n(Sham) = 8, n(TAC) = 7 ), schwarz = TagRFPT (n(Sham) =
8, n(TAC) = 6); satte Farben ohne Unterlegung fiir Tiere der Sham-Operation, blassere Farben auf
grauer Unterlegung 14 Tage TAC-induzierter Hypertrophie. Signifikante Unterschiede mit Sternen ge-
kennzeichnet. a: Linksventrikuldre Masse (LV mass) in mg; b: Linksventrikuldre Masse, normalisiert
auf das Koérpergewicht (LV mass/BW), in mg/g; c: Relative Ventrikelverkiirzung (FS) in % d: Aus-
wurffraktion (EF) in % e: Systolisches linksventrikuldres Volumen (LV Vol s) in ul. f: Diastolisches
linksventrikulares Volumen (LV Vol d) in pl
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Die linksventrikuldare Masse

In den der Sham-Operation unterzogenen Gruppen entsprach der Befund dem Ergebnis der
vorherigen Grundcharakterisierung in Abschnitt 4.1.3: Die Gruppe DN zeigte ein groBeres links-
ventrikulares Gewicht, als die Gruppen CA (p = 0,0089) und TagRFPT (p = 0,0058). Dieses
Verhiltnis blieb so auch nach Applikation der Aortenkonstriktion erhalten: DN-exprimierende
Tiere zeigten eine groRere linksventrikuldre Masse als CA (p = 0,023) und TagRFPT (p =
0,048). Insgesamt nahm die linksventrikulare Masse nach Konstriktion, gegeniiber der Kontroll-
Operation, in allen Expressionsgruppen zu (CA: p = 0,0024; DN: p = 0,0006; TagRFPT: p <
0,0001). Die Ergebnisse zeigt Abbildung 31a.

Normalisierung des linksventrikuldren Gewichtes auf das individuelle Koérperge-
wicht

Die Entwicklung des Herzgewichtes ist immer auch abhangig von der Entwicklung des Indivi-
duums. Um diesen Einfluss in einer Beurteilung der Resultate der Untersuchung angemessen zu
beriicksichtigen, wurde das Herzgewicht nun noch auf das Kdrpergewicht der Tiere normiert.

Diese wird als relatives Herzgewicht bezeichnet, gezeigt in Abbildung 31b.
Das Korpergewicht der Tiere war dabei zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich.

In der Betrachtung der Gruppen der Kontrolloperation dnderte sich dementsprechend der Zah-
lenwert des Signifikanzniveaus, jedoch blieb das grundsatzliche Ergebnis bestehen: Die Tiere
der Gruppe DN zeigten ein deutlich hdheres relatives Herzgewicht als die Tiere der Gruppe
CA (p = 0,0098) und TagRFPT (p = 0,0058). Unter der Bedingung der Aortenkonstriktion
zeigte sich allerdings, dass nun die Gruppe CA ein signifikant kleineres relatives Herzgewicht
nach 14 Tagen der Konstriktion entwickelte als die DN-exprimierenden Tiere (p = 0,023) oder
die TagRFPT-exprimierenden Tiere (p = 0,0488). Innerhalb der Expressionsgruppen bestatigte
sich, dass die Herzmasse in allen Fallen durch die Applikation der Aortenkonstriktion erhoht

wurde (CA: p = 0,024; DN: p = 0,0006; TagRFPT: p < 0,0001).

Mitralklappe: E- Welle, A-Welle und isovolumetrische Relaxationszeit.

Typische Beispiele aus den Messungen jeder Gruppe sind in Abbildung 32 zu sehen. Die
bei der E-Welle kennzeichnende Spitzengeschwindigkeit des Blutstromes war lediglich beim
Vergleich der Tiergruppen TagRFPT und CA nach 14 Tagen Hypertrophie in der Gruppe
TagRFPT (p = 0,0453) signifikant groRer, siehe Abbildung 33a.
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Abbildung 32: Ausziige aus der PW-Doppler-Messung, 14 Tage nach TAC: Typische Beispiele
aus Tieren jeder Untersuchungsgruppe. Die Zunahme der Geschwindigkeit E-Welle und Abnahme der
Geschwindigkeit der A-Welle in TagRFPT und DN war in einer Maus nach 14 Tagen Hypertrophie
zu erwarten. Beide Gruppen verhielten sich hier vergleichbar. In der Gruppe DN war die zusatzliche
L-Welle aus der Grunduntersuchung nicht mehr vorhanden. Die Gruppe CA zeigte ein Stromungsprofil,
das dem Zustand der Kontrollbedingung nahezu entsprach.

Bei der A-Welle in Abbildung 33b zeigte sich schon in der Situation der Kontrolloperation eine
signifikant kleinere Spitzengeschwindigkeit in den Tieren der Gruppe TagRFPT, verglichen mit
den Werten der Tiere aus der CA-Tieren (p = 0,0249). Beim Vergleich der Expressionsgruppen
unter der Bedingung der Aortenkonstriktion, zeigte sich eine Abnahme der Einstromgeschwin-
digkeit in der Gruppe DN gegeniiber CA (p = 0,013). Innerhalb der Gruppen entwickelte
sich durch Konstriktion, gegeniiber der Sham-Operation, nur in der Gruppe DN eine deutliche
Abnahme des Wertes der Spitzengeschwindigkeit (p = 0,0063).

Bei Betrachtung der isovolumetrischen Relaxationszeit in Abbildung 33d fiel kein signifikanter

Unterschied zwischen allen miteinander verglichenen Gruppen auf.

Berechnete Parameter: Das Verhiltnis der E-Welle zur A-Welle

Zwischen den Gruppen mit Sham-Operation zeigte sich kein Unterschied im MV E/A-
Quotienten (Abbildung 33c). Ebenso entwickelte sich innerhalb der Gruppe CA zwischen den
Tieren der Sham-Gruppe und der Konstriktionsgruppe kein Unterschied. Anders bei Vergleich
der Operationsbedingungen in den beiden anderen Expressionsgruppen: Hier entwickelte sich

sowohl bei DN als auch in der TagRFPT-Kontrollgruppe, durch die Hypertrophieinduktion
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eine deutliche Zunahme sowie eine starke Streuung der einzelnen Werte; dadurch betrug der
Mittelwert des Verhaltnisses in der DN-Sham-Gruppe zwar 1,62 + 0,045, und in der Gruppe
mit Aortenkonstriktion 3,27 + 0,901, jedoch fiihrte die starke Streuung der Werte in der Hy-
pertrophiegruppe gerade nicht zu einem signifikanten Unterschied (p = 0,0536). Innerhalb der

Kontrollgruppe TagRFPT zeigte sich dagegen ein signifikanter Unterschied (p = 0,0427).

Dementsprechend ergab sich bei den TAC-Gruppen zwischen CA und TagRFPT ein Unterschied
(p = 0,0381), zwischen CA und DN bestand jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied.

Die Geschwindigkeitsabnahme der E-Welle

Verglich man hier die verschiedenen Expressionsgruppen unter der Kontrollbedingung, war
die Geschwindigkeitsabnahme der E-Welle in der Gruppe DN langsamer (p = 0,036) als in den
Gruppen CA und TagRFPT (Abbildung 33e).

Zudem wurde die Zeit verglichen, die bendtigt wurde, um die minimale Blutflussgeschwindigkeit
zu erreichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 33f zu sehen. In der Kontrolloperation war der
Anstieg dieser Zeit in der Gruppe DN zu den beiden anderen Gruppen signifikant (CA: p =
0,034; TagRFPT: p = 0,026). Verglich man nun wieder innerhalb der Expressionsgruppen
die Situation nach Aortenkonstriktion oder Sham-Operation, so entwickelten sich nur in der
Gruppe DN- signifikante Differenzen, sowohl in Bezug auf die durch Hypertrophie langsamere
Geschwindigkeitsabnahme (p = 0,036) als auch in Bezug auf die dafiir zunehmend benétigten
Zeit (p = 0,013).
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Abbildung 33: Echokardiographische Parameter nach TAC in C57BI6/N Il: PW-Doppler-
Untersuchung der Mitralklappe. Farbkodierung und Anzahl der Messwerte wie in Abbildung 31. In
a: Spitzengeschwindigkeit der E-Welle (MV E) in mm/s. b: Spitzengeschwindigkeit der A-Welle (MV
A), in mm/s c: Quotient der beiden Spitzengeschwindigkeiten der Einstromwellen (MV E/A) d:
Interventrikuldre Relaxationszeit (IVRT), in ms; e: Geschwindigkeitsabnahme der E-Welle (MV decel)
in mm/s? f: Fiir die Geschwindigkeitsabnahme bendtigte Zeit (MV decel time) in ms.
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Tabelle 8: Echokardiographische Untersuchung, 14 Tage nach TAC-Operation: Die Tabelle zeigt die gemessenen Parameter samt ihrer Einheit fiir
jede gemessene Gruppe. Dem Mittelwert ist jeweils der SEM beigefiigt. Die Tierzahl ist fiir jede Gruppe angegeben. Die Beschriftung jeder Spalte findet sich
in der schwarzen Zeile. Gleiche Symbole kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden markierten Messwerten in diesem Parameter.

Parameter Unit DN sham tagRFPT sham tagRFPT TAC
Mittelwert +

: EEVI\\:'Ier n=8 n=8 n=8 n=7 n=7 n=6
BW g 24.88+1.356 [25.38+1.302 (24.13+0.835 [25.861+2.340 |26.50+1.049 |25.83+2.041
HF bpm 426.0+13.34 |390.8+13.51 [419.649.31 |441.4+11.21 |400.4+17.62 |420.0+15.92
IvVsd mm 0.61+0.011° " [0.69+0.017° *[0.59+0.010°" [0.78+0.041° |0.96+0.045° [0.77+0.030°
IVSs mm 0.81+0.028° [0.87+0.015 [0.78+0.016°° [1.03+0.042° |1.15+0.061° [0.98+0.055°
LVIDd mm 4.42+0.060 |4.45+0.090 [4.36+0.086 |4.36+0.127 |4.42+0.099 4.46+0.071
LVIDs mm 3.52+0.263 [3.43%+0.331 [3.44+0.279° |3.40+0.366 |3.76%0.369 3.75+0.173°
LVPWd mm 0.60+0.013° " [0.68+0.022° " [0.61+0.008°" [0.72+0.022"" |0.92+0.036" |0.85+0.053°"
LVPWs mm 0.83+0.033° [0.93+0.047°" |0.81%0.023°" |1.03+0.047° [1.07+0.037° |[1.01+0.050°
LVAWd mm 0.61+0.013°" [0.66+0.015° " |0.60+0.009°° |0.82+0.063° |0.87+0.034° [0.75+0.042°
LVAWSs mm 0.84+0.029°" [0.91+0.035°  [0.77+0.029° [1.07+0.084° |1.08+0.069° [0.98+0.070°
LV Vol d ul 89.60+2.98 [90.39+4.38 |[86.01+3.83 86.4816.01 |84.73+2.55 90.59+3.31
LV Vol s ul 54.76+4.24 |49.14+3.87 |49.14+3.27° |48.26%4.49 |61.07+5.70 60.15+2.68°
EF % 39.33+3.34  [43.57+1.59° |43.23+1.61°  [44.51+3.04" [32.15+2.84"" [33.26+3.44"
FS % 19.21+1.79 21.43+0.90° [21.19+0.90° |22.05+1.80"" |15.18+1.45°" |15.83+1.85°"
LV mass mg 76.93+1.41°" [91.78+4.68°" [75.00+2.16°" 105.718.07"_' 138.81-9.84': 113.744.02°" |
LV mass/BW|mg/g 3.10+0.051°" |3.62+0.167"  |3.11+0.093" |3.80+0.183 |4.94+0.306 |4.42+0.197
MV E mm/s 1038+12.99 [1053+42.59 |971+32.04 938+46.90"  [1119+104.3  [1107:59.24"
MV A mm/s 713435.74"  [653429.13° |600+27.45" [653+28.75" |[436166.01°° |539+70.47
MV E/MV A 1.4410.073 1.62+0.045 |1.63+0.058° |1.46+0.085  |3.27+0.901 2.343+0.391°"
IVRT ms 13.87+0.94 [13.91+0.78 |14.64+1.01 14.29+0.85 13.73+1.23 13.50+0.42
MV decel  |mm/s? -45721+3724 |-35430+3753 |-45152+3518 |-42645+4600 |-49705+4865 |-64600+10326
MV decel t |ms 21.41+153" [31.15+3.63°  |20.91+1.26° [22.44+2.80 [19.23+1.27° |17.60%+2.02

assiuge8iy ¢
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4.1.6 Nachweis der Expression auf Proteinebene

Die zuvor beobachteten Unterschiede zwischen den Tiermodellen kdnnten auch auf ein un-
terschiedliches Expressionsniveau der PKCi-Konstrukte bei den unterschiedlichen Mauslinien
und Altersgruppen zuriickgehen. Daher wurde diese Expression mit der Western Blot-Methode
untersucht. Zunichst wurden die neonatal transduzierten FVB/N-M3use mit den dreiwdchig

injizierten C57BI6/N-Mausen verglichen.

Gezeigt wird das Ergebnis der Western Blot-Analyse der Proteinexpression der nach viraler
Transduktion tiberexprimierten PKCi-TagRFPT-Konstrukte sowie der Ladekontrolle EF2 (eu-
karyotischer Elongations-Translokations-Faktor 2). Die Ladekontrolle wurde dabei genutzt, um

eine gleichmaRige Beladung der Geltaschen mit Protein zu zeigen.

In sdmtlichen Proben konnte die endogene PKCu auf der Héhe von 70 kDa identifiziert werden.
Es konnten keine Unterschiede im Expressionsniveau der endogenen PKCy zwischen den beiden

Mauslinien gesehen werden.

Die liberexprimierten PKCi-TagRFPT-Fusionsproteine konnten nur in den FVB/N-Mausen,
nicht aber in den C57BI6/N-Mausen auf der vorhergesagten Hohe von 100 kDa nachgewiesen
werden. Die unterschiedliche GroRe des endogenen, und des iiberexprimierten Proteines, riihrte
dabei von dem an das transduzierte Konstrukt gekoppelten TagRFPT, welches ein Molekular-
gewicht von 35 kDa besitzt. In Kombination mit den 70 kDa einer PKCu entsteht somit eine
Bande bei etwa 100 kDa. Bei der Probe der am ersten Lebenstag mit TagRFPT-transduzierten
FVB/N-Maus konnte weder endogene noch iiberexprimierte PKCt nachgewiesen werden, ob-
gleich die Bande der endogenen PKCu. erwartet wurde. Dies liegt hochstwahrscheinlich aber
an der schlechten Qualitat der zur Verfiigung stehenden Probe; andere Gewebeproben wa-
ren fiir diese Kombination aus Mauslinie und Virus nicht mehr verfiigbar, und das Generieren
einer neuen Probe war weder durch experimentelle Aspekte noch durch tierschutzrechtliche
Gesichtspunkte vertretbar. Zum Zeitpunkt der Anfertigung dieses Western Blots war bereits

bekannt, dass die FVB/N-Tiere fiir weitere Experimente ungeeignet waren.

Bei etwa 35 kDa, der spezifischen Marke fiir die Bande des TagRFPT-Expressionsmarkers
(, TagRFPT"), zeigten beide TagRFPT-Tiere eine Bande, die iibrigen Proben nicht (siehe Ab-
bildung 35). Dies war zu erwarten, da in den CA- oder DN-Tieren das TagRFPT an die
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Abbildung 34: Western Blot fiir PKCu: Vergleich neonatal injizierte FVB/N mit dreiwdchig injizier-
ten C57BI6/N. Links der Banden sind die Marker mit der zugehdrigen ProteingroRe in kDa angegeben.
Die Banden auf dem Gel zeigen die mit den spezifischen Antikdrpern markierten Proteine PKCu der
Transduktion, , PKCi-UE" (100 kDa), die endogene PKCu (hier als,,PKCi end.” bezeichnet; bei 70 kDa)
und die Ladekontrolle EF2 bei 93 kDa. CA und DN bezeichnen den Typ der iiberexprimierten PKCy,
TagRFPT die Kontrolle. ,FVBN" steht fiir die Proben der neonatal transduzierten FVB/N-Tiere, ,BI6"
steht fiir die mit 21 Tagen transduzierten C57BI6/N-Tiere.

jeweilige Form von PKCy gekoppelt war, und damit nicht bei 35 kDa erscheinen konnte. Die
Banden der TagRFPT unterschieden sich aber: Die der C57BI6/N-Maus ist deutlich schwéacher
als die der FVB/N-Probe. Es ist zu bemerken, dass die Ladekontrolle eine vergleichbare Menge

aufgetragenes Protein anzeigte.

Um das Bild der Expressionsbedingungen zu vervollstindigen, wurden abschlieBend zu allen
Versuchen auch neonatale C57BI6/N- Mause mit den verschiedenen viralen Vektoren trans-
duziert, und, nach der vergleichenden echokardiographischen Untersuchung, mit den neonatal
transduzierten FVB/N-Tieren hinsichtlich der Proteinexpression verglichen. Zudem sollte beur-
teilt werden, ob nach sieben Wochen die Proteinexpression in C57BI6/N-Tieren moglicherweise
wieder abgenommen hatte, was auch eine mogliche Erklarung fiir die fehlenden 100 kDa Ban-
den der CA- und DN-Uberexpression wire. Daher wurden auch Proben von Tieren nach der
halben Expressionszeit, bei dreieinhalb Wochen nach Transduktion, auf die Expression der Pro-
teine untersucht. Dann wurden die Befunde der Expression von PKCu zu beiden Zeitpunkten
innerhalb der Gruppe, und zu jeweils einem Zeitpunkt zwischen den Gruppen qualitativ vergli-
chen, siehe Abbildung 36. Als Ladekontrolle diente hier ebenfalls EF2, das in der Abbildung
aus Griinden der Ubersichtlichkeit oberhalb der PKC-Banden (in rotem Rahmen) gezeigt wird.
Wieder war die Bande der endogenen PKCy bei 70 kDa, und die der transduzierten PKCu bei

100 kDa zu erwarten.
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Abbildung 35: Western Blot fiir TagRFPT: Die aufgetragenen Proteinisolate entsprechen denen
in Abbildung 34, auch die Hohe der Proteinstandardbanden ist wieder mit schwarzen Balken links
skizziert, inklusive der zugehorigen GroBe. EF2 bei 93 kDa ist wieder die Bande der Ladekontrolle,
vergleichbar in allen Isolaten; mit TagRFPT ist die Laufhohe des Markerproteins bei 30 kDa bezeichnet.
Dieses wurde in den Proteinisolaten beider Kontrollmause (RFP-BI6 und RFP-FVBN) detektiert, in
der BlI6-Maus jedoch deutlich schwicher. In den anderen Tieren war hier keine Bande zu sehen, da
TagRFPT an die iiberexprimierte PKCu gebunden ist.

Die Ladekontrolle war iiberwiegend vergleichbar, lediglich die beiden FVBN-Tiere der siebten
Expressionswoche zeigten eine schwachere Beladung der Geltasche mit Protein. Ebenfalls war
dort das Signal der endogenen PKC. schwacher, als bei allen anderen, bei denen die Banden-
stirke vergleichbar war. Trotz der schwachen Beladung war jedoch in CA-FVB/N nach sieben
Wochen eine Expression der PKCu bei 100 kDa zu sehen. Insgesamt war bei neonataler Injektion
bei allen CA- und DN-PKCi-exprimierenden Tieren eine Bande zu sehen. Es gab zwischen den
beiden Zeitpunkten bei den C57BI6/N-Tieren keinen deutlichen Unterschied, bei FVB/N dage-
gen stieg die Expression, auch im Kontext der schwicheren Beladung, offenbar an. Da es sich
nur um einen exemplarische Western Blot-Untersuchungen handelt, wurde diese Boebachtung
jedoch nicht statistisch ausgewertet. Hier war zu erkennen, dass FVB/N grundsatzlich einen
Vorteil im Expressionsniveau zeigt; innerhalb der C57BI6/N-Tiere, die aufgrund der besseren
Zellisolation interessant waren, war in Bezug auf das Expressionslevel die neonatale Injektion
iiberlegen. In den TagRFPT-exprimierenden Tieren war auf gleicher Héhe keine Bande erkenn-
bar. Knapp unterhalb der 100 kDa-Bande war bei TagRFPT-FVB/N und CA-FVB/N nach
dreieinhalb Wochen eine schwache Bande erkennbar, und bei allen Proben unterhalb der 70
kDa-Bande, die jedoch nicht der endogenen oder iiberexprimierten PKC. zugewiesen werden

kann. Es handelte sich sehr wahrscheinlich um eine unspezifische Bindung des Antikdrpers. Die
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Abbildung 36: AAV-Injektion in neonatale Mause: Vergleich der Tiere der Linien C57BI6/N
und FVB/N nach neonataler Transduktion. Der Proteinstandard in der ersten Spalte links zeigt die
Laufhéhe der Banden. Die spezifische Bande der iiberexprimierten PKC. lag wieder bei etwa 100
kDa, die der endogenen PKCu bei 70 kDa, diese beiden Banden wurden zur Ubersichtlichkeit hier rot
umrandet. Links der gestrichelten roten Linie befanden sich Proben von Tieren der C57BI6/N-Linie
(BI6), rechts Proben der FVB/N-Linie (F). Es handelte sich jeweils um Proben, die 3,5 Wochen
(griiner Balken) oder 7 Wochen (blauer Balken) nach Transduktion entnommen wurden. TagRFPT
bezeichnet die Kontrolle, hier sollte sich keine Bande bei 100 kDa finden; DN und CA bezeichnen den
jeweiligen PKCi-Aktivitatstyp liberexprimierende Tiere. Die oberste Bande ist die Ladekontrolle. Die
Beladung der 7 Wo-CA F- und TagRFPT- Tasche im Gel war schwicher als bei dem Rest der Proben.
Diese Abbildung entstand in Zusammenarbeit mit Frau Monika Barth.
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hier gezeigte Abbildung entstand in Zusammenarbeit mit Frau Monika Barth, ebenfalls aus

dem Institut fiir Molekulare Zellbiologie der Universitdt des Saarlandes.

4.1.7 Konfokalmikroskopische Untersuchung der isolierten Kardiomyozyten

Da die Aktivitat der PKCi, wie aus der echokardiographischen Untersuchung ersichtlich, einen
Einfluss auf das Herzwachstum zu haben schien, war es naheliegend, die GroBe der isolierten
Herzmuskelzellen zu betrachten. Infolge typischer Hypertrophie hatte deren GroRe zugenom-

men, und damit die GroRenzunahme des gesamten Herzens bewirkt.

Anhand isolierter Kardiomyozyten sollte die ZellgroRe bestimmt werden. Diese sollte, wenn
Hypertrophie vorlage, gegeniiber der Vergleichsgruppe zugenommen haben. Die dafiir aus
den Zellisolaten konfokalmikroskopisch aufgenommenen Zellbilder wurden mit dem Programm
ImageJ prozessiert und analysiert. Aus jeweils fiinf Tieren wurden fiir die Gruppe DN n = 222
Zellen gemessen, fiir CA n = 235 Zellen, fiir TagRFPT n = 168 Zellen. Dabei wurden Bilder
von Zellen aus den gleichen Isolationen verwendet, die spater auch fiir die Bestimmung der
T-tubuldren Regularitat genutzt wurden. Da die Werte nicht normal verteilt waren, wurde der
Mann-Whitney-Test zur statistischen Analyse genutzt, und statistische Ausreiler ausgeschlos-

sen.

In Abbildung 37a sind, wie iiblich, die Werte der ZellgréBen der Gruppe TagRFPT in schwarz-
weiss, die der Gruppe CA in blau, und die der Gruppe DN in rot dargestellt, in Quadratmi-
krometern (um?). In der Kontrollgruppe TagRFPT ergab sich eine mittlere GroRe von 2181
um? mit einem SEM von & 60,7 um? fiir die gemessenen Zellen. Im Vergleich dazu waren die
Zellen der Gruppe CA kleiner (2022 + 42,7 um?), und die der Gruppe DN groRer (2229 +
48,7 um?), was allerdings nur einen signifikanten Unterschied beim Vergleich der ZellgroBen

von CA und DN ergab (p = 0,003).

In Abbildung 37b ist eine beispielhafte Zelle zu sehen, die an ihrer dueren Membran zur
Messung ihrer Fliche im Fokusbereich umrandet wurde. Die schmalen roten Streifen stellen

die Membraneinstiilpungen der T-Tubuli dar.

4.1.8 Untersuchung der Regularitit der T-Tubuli

Die rechtwinkligen Membraneinstiilpungen, die so genannten T-Tubuli, weisen in gesunden

Herzmuskelzellen eine sehr regelmaBige Anordnung auf, dagegen ist ihre Anordnung unter pa-
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Abbildung 37: Konfokalmikroskopisch gemessene ZellgroBen: a: Abgebildet sind die ZellgroBen
in wm? der konfokalmikroskopisch untersuchten Zellen der Gruppen TagRFPT (schwarz), CA (rot) und
DN (blau). Die Kontrollgruppe TagRFPT unterschied sich nicht signifikant von CA oder DN, dagegen
waren die Zellen der Gruppe CA signifikant kleiner als die der Gruppe DN. b: ZellgroRenmessung in
ImageJ, beispielhaft. In rot wurde die Zellmembran samt ihrer regelmaBigen Einstiilpungen angefarbt.
Die Zelle wurde entlang der duBeren Membran umrandet, um so den Messbereich festzulegen.

thologischen Bedingungen im Herzen in Menschen und Tiermodellen zunehmend ungeordnet,
und ihre Dichte nimmt zudem im Verlauf der Hypertrophie ab [118, 70, 73]. Somit stellte die
Messung der raumlichen Anordnung der T-Tubuli einen von der Echokardiographie unabhangig
priifbaren Parameter zur Untersuchung des pathologischen Zustandes der Herzen dar. Wenn
eine Anderung der Anordnung und Verteilung der T-Tubuli in einer Gruppe messbar wire, wire

dies ein Indiz fiir das Vorliegen einer kardialen Hypertrophie.

Es wurden aus jeweilsy 5 Tieren pro Gruppe n = 190 Zellen der Gruppe DN, n = 241 Zellen
der Gruppe CA, und n = 157 Zellen der Gruppe TagRFPT in die Messung und Auswertung
einbezogen.

Die Messung erfolgte, wie unter 3.11 beschrieben.

Schon in der zugrunde liegenden konfokalmikroskopischen Aufnahme war dabei die physiologi-
sche, regelmaRige Querstreifung der Herzmuskelzelle der TagRFPT-Gruppe (siehe Abbildung
38a) sichtbar. Die RegelmiaRigkeit der T-Tubuli in den TagRFPT-Zellen bestétigte sich in der
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Auswertung; die Stirke der Raumfrequenz betrug 12,97 + 0,33 SEM. Dies ist ein arbitrarer
Wert mit dementsprechend arbitrarer Einheit (,,arbitrary unit”, AU); je hoher, desto regelma-

Riger angeordnet waren die zugrunde liegenden Raumfrequenzen der Fluoreszenzsignale, und

damit die T-Tubuli.

a TagRFPT b CA-PKCt

d Amplitude der Raumfrequenzen
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Abbildung 38: Analyse der T-tubuldren Regularitat isolierter Kardiomyozyten: Die Graustufen-
Bilder wurden mit einem Leica TSC SP5 mit einem 63x-Objektiv aufgenommen. Abgebildet sind in
a-c jeweils unten das Graustufen-Bild einer Zelle der jeweiligen Gruppe, mittig eine Abbildung der
Fluoreszenzintensitdten, und oben die durch FFT erzeugte Abbildung der Frequenzdoméanen der Orts-
frequenzen. Die fiir das mittlere und obere Bild relevante Farbskala zeigt arbitrare Werte, um starke
Intensitaten (gelb-rote Farbgebung) hervorzuheben. Die Skala zur GréBenbeschreibung im Graustufen-
bild gilt so auch fiir das mittlere Bild der Zellen. a: Analyse eine Zelle der TagRFPT-Gruppe; b: Zelle
der Gruppe CA; c: Zelle der Gruppe DN. Bei direktem Vergleich von a, b und c war eine weniger
geordnete Struktur der Querstreifung der T-Tubuli in c erkennbar. d: Die statistische Analyse der
Messwerte der Raumfrequenzspitzen aller gemessenen Zellen aufgetragen; schwarz-weiRR: TagRFPT
(n = 157); rot: DN (n = 190); blau: CA (n = 241).

Dagegen war in den Zellen der Gruppe DN (siehe Abbildung 38c) zum Teil schon mit bloRem
Auge erkennbar, dass diese Querstreifung weniger geordnet, oder teilweise vollig aufgeldst war.

Die errechneten Werte Raumfrequenzspitzen lagen erwartungsgemall auch statistisch signifi-
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kant niedriger (11,82 + 0,29 SEM) als in den TagRFPT-Zellen.

Die hier abgebildete typische Zelle der Gruppe CA (siehe Abbildung 38b) zeigte ein vergleich-
bares Erscheinungsbild wie die TagRFPT-Zelle. Es ergab sich fiir die Amplitude der Raumfre-
quenz ein Wert von von 12,55 4+ 0,27 SEM. Damit waren die T-Tubuli der Zellen der Gruppe
CA ebenfalls signifikant regelmaRiger angeordnet als die der Gruppe DN.

Es ergab sich in der statistischen Auswertung eine im Durchschnitt deutlich geringere Regu-
laritat der T-Tubuli in der Gruppe DN als in den Gruppen CA (p = 0,0426) und TagRFPT
(p = 0,0055); die beiden letzteren Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der T-tubuldren

Regularitat nicht voneinander (siehe Abbildung 38d).

4.2 Auswirkung von Hyperaldosteronismus und Hypertrophie bei

inaktiver Gaeg- und G11- Untereinheit in Kardiomyozyten

4.2.1 Echokardiographische Untersuchung vor und nach sechswochiger

Applikation von Aldosteron

Die von Wiesen et al. durchgefiihrten Studien zu der GoeqGy1-Mauslinie ergaben, dass die Tiere
mit Go,Gi1-Knockout (DKO) einen niedrigeren Blutdruck aufwiesen als die Wildtyp (wt)-
Tiere. Zudem zeigten die DKO-Tiere eine geringere interstitielle Einlagerung von Kollagen im
Herzen [139]. Die Herkunft dieser globalen und lokalen Effekte ist noch unklar, jedoch sind sie

fir die Herzphysiologie von groRer Bedeutung.

Ein Hormon, das physiologischerweise in beide Prozesse involviert ist, ist das Aldosteron. So ist
bekannt, dass Aldosteron den Blutdruck erhéht, und dadurch einen unabhangigen Risikofaktor
fir kardiovaskuldre Ereignisse darstellt, und zudem im Herzen eine profibrinogene Wirkung

entfaltet [112, 143, 104].

Aus einer Studie in Kooperation mit unserem Institut zur Wirkung chronischer Aldosteronappli-
kation in Ratten war bekannt, dass der Gehalt an interstitiellem Kollagen durch Aldosteron
erhdht war, und auerdem vermehrt atriale Arrhythmien auftraten [101]. Die Verbindung dieses
Effektes mit der Rolle des GotyG11-Rezeptors am Herzen sollte nun untersucht werden, jedoch
war es hierzu nétig, auf das von Wiesen beschriebene Mausmodell auszuweichen, da ein KO
oder eine andere Beeinflussung der entsprechenden Ga,Gy1-Untereinheit in Ratten noch nicht
moglich ist. Es wurden von den in Tabelle 6 beschriebenen Tieren jeweils die Wildtyp (wt)-

Tiere, und die Tiere mit DKO fiir die folgenden Untersuchungen herangezogen, um in der
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hier unternommenen ersten Studie zundchst Unterschiede in den beiden ,Extrembedingungen”

messen zu konnen.

Um diese Fragestellung zu adressieren, wurden Tiere der DKO- und der wt-Gruppe fiir 6
Wochen durch kontinuierliche subkutane Applikation von Aldosteron einem chronischen Hype-
raldosteronismus ausgesetzt. Die Applikation erfolgte mit einer speziell fiir diese Dauer und fiir
die Anwendung an Mausen optimierten osmotischen Infusionspumpe, wie in Abschnitt 3.12
beschrieben. Zuerst wurden die morphologischen und funktionellen Herzparameter echokar-
diographisch in vivo untersucht, um genotypspezifische Auswirkungen der Behandlung auf die
Herzarbeit messen zu kdnnen.

Die echokardiographische Untersuchung wurde unter standardisierter Narkose vorgenommen.
Unter dieser Bedingung wurde fiir die untersuchten Genotypen bereits in der Arbeit von Wie-
sen et al. ein Unterschied in derHerzfrequenz zwischen Wildtyp und DKO beschrieben, mit
geringeren Herzfrequenzen bei den DKO-Tieren.

Es waren vor allem die finalen Werte nach sechswochiger Aldosteron-Applikation von Interesse.
Verglichen wurden dabei jeweils innerhalb des Genotyps die echokardiographischen Parameter
der Tiere mit Aldosteron-Minipumpe (Aldo), und mit Placebo-Pumpe (Dummy). Zudem wurde
innerhalb einer Behandlungsform, also Placebo oder Dummy, die beiden Genotypen, wt und
DKO, verglichen. Untersucht wurden 6 Tiere der Gruppe wt-Dummy, 6 Tiere der Gruppe wt-
Aldo, 6 Tiere der Gruppe DKO-Dummy, und 5 Tiere der Gruppe DKO-Aldo (siehe Abbildung
39). Die Tiergruppen werden entsprechend als wt-Dummy-Gruppe, wt-Aldo-Gruppe, DKO-
Dummy-Gruppe, und DKO-Aldo-Gruppe bezeichnet.

Bei dieser Messung ergaben sich fiir alle gemessenen Wanddicken (IVS, LVPW, LVAW) keine
signifikanten Unterschiede nach 6 Wochen chronischen Hyperaldosteronismus.

Der Innendurchmesser des linken Ventrikels, LVID, ist in der Systole ebenfalls in allen Gruppen
gleich. Im diastolischen Wert des LVID aber waren die Werte der Gruppe wt-Dummy signifikant
kleiner als die der DKO-Dummy-Gruppe (p = 0,0197), siehe Abbildung 39a.
Dementsprechend gab es auch in dem daraus berechneten Wert des diastolischen linksventri-
kuldren Volumens (LV Vol d) einen signifikant kleineren Wert in der wt-Dummy-Gruppe als in
der DKO-Dummy-Gruppe (p = 0,02), siehe Abbildung 39b.

Die funktionellen Werte EF und FS zeigten keine Unterschiede zwischen den Bedingungen.

Bei den Werten des linksventrikuldren Herzgewichtes zeigte sich ein signifikant groeres Ge-

wicht in der Gruppe DKO-Dummy, gegeniiber wt-Dummy (p = 0,0296, Abbildung 39c). Bei
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Abbildung 39: Echokardiographie nach 6 Wochen Hyperaldosteronismus: In schwarz/weif8 die
Gruppe wt-Dummy (n = 6), in grau die Gruppe wt Aldo (n = 6), in rot die Gruppe DKO Dummy (n
= 6), in orange die Gruppe DKO-Aldo (n = 5). a: Herzfrequenz in Schldgen pro Minute (1/min). b:
Gewicht der Tiere in g c: LV mass, in mg d: LV mass/BW, in mg/g e: LVIDd in mm f: LV Vol d in

pl.

117



4 Ergebnisse

Normierung auf das Kérpergewicht zeigte sich dann, dass es keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen der untersuchten Tiere mehr gab (Abbildung 39f).

Dies war Folge des hier deutlichsten Befundes: Die in dieser Untersuchung verwendeten Tiere
der wt-Dummy-Gruppe waren signifikant leichter, als die aus den Gruppen DKO-Dummy (p
= 0,0122) und DKO-Aldo (p = 0,0082, Abbildung 39d). Dies unterstrich die Bedeutung der
Normierung der Ergebnisse des linksventrikuldren Herzgewichtes auf das Korpergewicht. Da
ein solcher Unterschied aus anderen Studien mit der gleichen Mauslinie nicht bekannt war,
waren hier individuelle Besonderheiten der verwendeten Tiere wahrscheinlich. Hinzu kommt,
dass es sich, bedingt durch das notwendige Zuchtschema, nicht um einen Vergleich von Wurf-

geschwistern handelt, sondern um Tiere aus verschiedenen Elternpaaren.

Auch die Herzfrequenz, die hier ebenfalls signifikante Unterschiede aufwies, musste betrachtet
werden: Unter Aldosteronbehandlung war in DKO-Tieren die Herzfrequenz wiahrend der ultra-
sonographischen Untersuchung niedriger als bei den Dummy-Tieren des gleiche Genotyps (p
= 0,0442). Es gab keinen Unterschied zwischen den Genotypen innerhalb der Dummy- oder

Aldosteron-Behandlung, und keinen zwischen den Behandlungen im wt-Genotyp.

Diese Frequenzunterschiede kdnnen bedeutenden Einfluss auf die Untersuchung des Stro-

mungsprofiles des Blutflusses durch die Mitralklappe haben.

Bei Messung dieses Blutflusses zeigten sich bei den Stromungsgeschwindigkeiten der E- und
A-Welle keine Unterschiede zwischen den Gruppen, ebenso in der IVRT. Auch das Verhiltnis

der E-Welle zur A-Welle wies keine Unterschiede auf.
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Tabelle 9: Echokardiographische Parameter nach 6 Wochen Hyperaldosteronismus: Die Ta-
belle zeigt alle gemessenen Werte der echokardiographischen Untersuchung nach 6 Wochen Hyperal-
dosteronismus, aufgelistet in der linken Spalte, die Gruppen sind in der schwarzen Kopfzeile bezeichnet,
die jeweilig Tierzahl darunter angegeben. Die Werte verstehen sich als Mittelwert mit SEM. Gleich-
farbige Kreise kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den markierten Messwerten in

diesem Parameter.

Parameter Einheit wt Aldo DKO Dummy DKO Aldo
Mittelwert + SEM n=6 n=6 n=6 n=5

HF bpm 377 +13.19 (317.2+27.8° |378+32.64"° 275+ 28.3°
BW g 23+0.37° [25.83+1.70 [27.83+1.5° [28+1.58
IVSd mm 0.65+0.012 |0.64 +0.0299 |0.76+0.059 [0.69 + 0.061
IVSs mm 0.88+£0.011 |0.89+0.02 1.02+0.078 [0.97 £ 0.081
LVIDd mm 4.11+0.077° |4.23+0.094 (4.48+0.11° |4.67+0.26
LVIDs mm 3.11 £0.065 |3.14+0.143 ([3.27+0.095 |3.45%0.326
LvVPWd mm 0.67 £0.014 [0.69+0.066 |0.69+0.03 [0.66+ 0.047
LVPWs mm 0.89+0.029 [0.96+0.051 |0.96+0.047 [0.96+ 0.089
LVAWd mm 0.63+0.018 |0.67£0.057 |0.75+0.057 [0.67+0.037
LVAWs mm 0.91+0.039 [0.92+0.021 |1.07+0.1 0.98 £ 0.029
LV Vol d pl 74.7 £3.29° (80.2+4.27 91.8+5.26° |102.8+13.6
LV Vol s pl 3541266 |39.8+4.43 43.4 + 2.96 51.9+10.91
EF % 485+198 |[51+3.11 51.85+4.71 |51+6.71

FS % 24.2+1.18 |25.9+1.91 26.81+2.99 |26.6%4.42
LV mass mg 76.65 +3.71° |83.5+5.8 101.3+8.99° |98.7+12.04
LV mass/BW mg/g 3.34+0.166 |3.26+0.215 (3.63+0.23 |3.45+0.308
MV E mm/s 1045+72.8 (1008+78.1 |989+82 1027 £57.2
MV A mm/s 532 +42.2 586 £ 52.9 568 +45.1 598 + 66.8
IVRT ms 1472+0.6 [17+1.39 13.6 +0 76 15.8+ 0.6
MV E/A 206+0.28 |1.79+0.201 |1.77+0.114 |1.76+0.091
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4.2.2 Entwicklung der echokardiographischen Parameter unter Aldosteroneinfluss

Es ist moglich, dass bereits vor Implantation der Minipumpe mit Aldosteron, oder des Dummys,
Unterschiede zwischen den Gruppen vorgelegen haben. Diese kdnnen durch den unterschiedli-
chen Genotyp bedingt worden sein, oder durch Unterschiede zwischen den Wiirfen, da es sich,
bedingt durch die Kreuzungsschemata der Zucht, nicht um Geschwistertiere handeln konnte.
Durch Unterschiede, die auf diesem Umstand beruhen, kénnte das Resultat nach der Applika-
tionszeit beeinflusst worden sein. Daher wurden im Folgenden das Ergebnis einer bestimmten
echokardiographischen Messung vor Applikation der Aldosteronpumpe von dem entsprechen-
den Wert der gleichen Maus nach der Zeit des Hyperaldosteronismus abgezogen, und aus dieser
Differenz die mdgliche Entwicklung einer Besonderheit in diesem Parameter bestimmt. So kann
man nun die wihrend der medikamentdsen Manipulation erfolgte Veranderung der Parame-
ter innerhalb eines bestimmten Tieres beurteilen, wenn eine signifikante Anderung vorlag. So
konnte beispielsweise eine Zu- oder Abnahme der Auswurffrektion beurteilt werden, an Stelle
eines absoluten Endwertes. Dann wurden wieder die Ergebnisse innerhalb der Gruppen von Ge-
notypen (jeweils Dummy und Aldo) sowie die Ergebnisse einer Behandlungsbedingung (jeweils
wt und DKO), verglichen. In der Auswertung ergibt sich ein insgesamt etwas abweichendes

Bild gegeniiber dem Ergebnis aus Abbildung 39.

Zunachst haben alle Tiere wahrend dieser sechs Wochen an Kérpergewicht zugenommen, ohne,
dass darin Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar sind (Abbildung 40a). Dagegen
nahm die Herzfrequenz vor allem in den Aldo-Gruppen ab, was zu einer signifikanten Differenz

zwischen den Gruppen Wildtyp-Dummy, und Wildtyp-Aldo fiihrte (Abbildung 40d).

Die gemessenen Parameter IVS, LVID und LVPW zeigten keine signifikanten Unterschiede in
den realtiven Werten. Dagegen war die linksventrikuldre Vorderwand (LVAW) in der Diastole
in der Wildtyp-Dummy-Gruppe nach sechs Wochen nahezu unverandert. Im Vergleich dazu
war die Dicke der LVAW in der DKO-Dummy-Gruppe diastolisch signifikant gestiegen (p =
0,0264). In der Systole zeigte sich an der LVAW kein besonderer Befund.

Das systolische und diastolische linksventrikuldre Volumen nahm in allen Gruppen im unter-
suchten Zeitraum leicht zu, und es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
In der Auswurffraktion, wie auch der relativen Ventrikelverkiirzung, zeigte sich jedoch eine si-
gnifikante Anderung zwischen den Wildtyp-Dummy-Tieren, und den Wildtyp-Aldo-Tieren (p =
0,0481 in EF, siehe Abbildung 40b; p = 0,0416 in FS); EF und FS zeigten keine Signifikanten

Unterschiede in der Entwicklung.
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Abbildung 40: Entwicklung der echokardiographischen Messparameter wihrend des Hype-
raldosteronismus. Der Messwert vor Implantation der Minipumpe wird vom Messwert der gleichen
Maus nach 6 Wochen Hyperaldosteronismus oder Dummy abgezogen Farbcode und Tierzahl, wie in
Abbildung 39. a: Korpergewichts-Differenz (A BW) in g; b: A EF in %; c: A MV E, in mm/s; d:
A HF in Schlagen/min; e: A MV A in mm/s; f: A IVRT in ms .
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In allen Tieren hat das linksventrikuldre Gewicht zugenommen, das auf das Korpergewicht
normierte linksventrikuldre Gewicht dagegen dnderte sich innerhalb der Gruppen kaum. Keine

Gruppe wich in dieser Entwicklung besonders von den anderen ab.

Bei Betrachtung der Geschwindigkeit der E-Welle zeigte sich, dass die Geschwindigkeit bei den
DKO-Tieren zugenommen hatte, wihrend sie bei beiden Wildtyp-Gruppen anndhernd gleich
blieb. Dieser Unterschied war zwischen den Wildtyp-Aldo- und DKO-Aldo-Tieren signifikant
(p = 0,0303), siche Abbildung 40c. Bei der Geschwindigkeit der A-Welle fielen keine signifi-
kanten Unterschiede in der Entwicklung durch Aldosteron auf, gezeigt in Abbildung 40e. Die
isovolumetrische Relaxationszeit zeigt dagegen eine signifikante Zunahme dieser Zeit in der
Wildtyp-Gruppe nach Aldosteron-Behandlung verglichen mit der Wildtyp-Dummy-Gruppe (p
= 0,0021) in Abbildung 40f. Das Verhaltnis der E-Welle zur A-Welle zeigte keine signifikanten

Verdnderungen in einer Gruppe gegeniiber den anderen Versuchsgruppen.

4.2.3 Der Aldosterongehalt im Serum

Diese Messung war notwendig, um die Erhéhung des Aldosteronspiegels im Blutserum infolge
der Applikation zu quantifizieren. Dies sollte die Funktionsfahigkeit des Modelles, und damit

die Aussagekraft der echokardiographischen Befunde untermauern.

Die fiir diese Messung genutzten Proben wurden aus den gleichen Tieren gewonnen, die auch
mittels Echokardiographie untersucht wurden. Eine Probe in der Gruppe DKO-Dummy war
dabei aufgrund von Hamolyse nicht messbar. Die gesamte Messung wurde in Zusammenarbeit
mit Frau Dr. Sandra Ruppenthal durchgefiihrt. Die statistische Auswertung der Messungen
ist in Abbildung 41 zu sehen. Der Aldosterongehalt im Serum in Wildtyp-Tieren mit Pumpe
war deutlich hoher (p = 0,012) als in Wildtyp-Tieren mit Dummy; gleiches galt fiir die mit
Aldosteronpumpe behandelten Tiere des DKO-Genotypen, gegeniiber deren Dummy-Kontrolle
(p = 0,0008). Die beiden Aldosteron-behandelten Gruppen unterschieden sich im Aldosteron-
gehalt des Serums nicht. In den Proben der Dummy-Tiere zeigte sich, dass die Wildtyp-Tiere
einen signifikant hoheren Serum-Aldosterongehalt aufwiesen als die DKO-Dummy-Gruppe (p
= 0,047). Die Schwankungsbreite der Werte war teilweise gro, besonders in den Tieren mit
chronischer Applikation; die Gruppe wt Aldo zeigte eine Konzentration von 1315 + 940,8 pg/ml
(Standardabweichung), DKO-Aldo 1347 + 604,4 pg/ml. Demgegeniiber waren in den Dummy-
Tieren nicht nur die Aldosteronlevel geringer, sondern auch die Abweichung: wt-Dummy mit

405,5 + 220,3 pg/ml, DKO-Dummy mit 168,4 + 64,59.
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Abbildung 41: Aldosterongehalt im Serum: Gemessen wurde der Aldosterongehalt in Pikogramm
(pg) je ml Serum. Tierzahlen und Farbkodierung wie in 39, nur in DKO Dummy n=5. Die Serum-
Aldosteron-Werte der mit Aldosteron-Minipumpe behandelten Tiere waren erwartungsgemiaB deut-
lich hoher als in den Dummy-Gruppen. Die beiden Aldo-Gruppen unterschieden sich nicht. Bei den
Kontrolltieren waren die Aldosteronwerte in den DKO-Tieren signifikant niedriger als in den Wildtyp-
Tieren.

4.2.4 Kollagengehalt in den histologischen Schnitten

Aldosteron wirkt profibrinogen [18], wahrend in den DKO-Tieren bereits gezeigt wurde, dass
sich in dlteren Tieren weniger interstitielles Kollagen im Herzen gebildet hatte als in den
wt-Tieren [139]. Folglich konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass der Go,G11;-DKO
moglicherweise dem profibrinogenen Effekt des Hyperaldosteronismus entgegenwirken kdnnte,
und unter Umstinden die Kollageneinlagerung durch Aldosteron verhindern konnte. Da aus den
echokardiographischen Daten bereits ein Effekt ersichtlich wurde, namlich, dass die Wirkung
von Aldosteron auf den kardialen Phanotyp in verschiedenen Parametern abhingig war vom
Vorhandensein oder Fehlen der GoyG11-Untereinheiten, sollte nun auch iiberpriift werden, ob
der profibrinogene Effekt von Aldosteron im DKO wesentlich milder ausfiele als in den Wildtyp-

Herzen, oder sogar ausbliebe.

Hierzu wurden die Herzen der entsprechend behandelten Tiere entnommen, histologisch pra-
pariert, und mit Pikrosiriusrot gefarbt, wie in Abschnitt 3.14 beschrieben. Die Auswertung
erfolgte dann, wie im Abschnitt 3.15 beschrieben. Dabei ist zu erwdhnen, dass die fluores-

zenzmikroskopische Darstellung des gefarbten Kollagens zur Ergdnzung der Polarisationsmi-
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Abbildung 42: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der histologischen Schnitte: a Wildtyp-
Dummy b Wildtyp-Aldo ¢ DKO-Dummy d DKO-Aldo; kleine GefaRe, erkennbar am ringférmig sicht-
baren kollagenen Bindegewebe der GefdBwand, wurden oval umrandet; Pfeile auf hellrote Bereiche
markieren Siriusrot-Fluoreszenz des angefarbten Kollagens. Helligkeit und Farbintensitat der gesamten
Abbildung wurden nachtraglich erhéht. Das Kollagen zeigte deutlich mehr Emission als das umgeben-
des Herzgewebe. Man sah die fiir interstitielle Fibrose typische ,Banderung” des Gewebes durch die
Kollagenanordnung.

kroskopie vor allem deshalb gewahlt wurde, weil eine parallele Anordnung der Kollagenfasern,
die fiir eine korrekte Messung durch Ablenkung des Lichtes im richtigen Winkel n&tig ware,
nicht fiir das gesamte enthaltene Kollagen angenommen werden kann. Andererseits zeigte sich,
dass auch Praparationsartefakte eine Polarisation aufweisen konnten, und damit ebenfalls die
Aussagekraft des Ergebnisses beeintrachtigten. Zudem konnte eine spezifische Unterscheidung
zwischen ,echtem” Kollagen und anderen Strukturen, die das Licht entsprechend polarisierten,
mit dieser Methode nicht getroffen werden. Daher wurde eine ergdnzende Messung mit ei-
ner zweiten Messmethode durchgefiihrt, die auf dem Prinzip der spezifischen Fluoreszenz von

Siriusrot beruhte.

Es zeigte sich vor allem, dass die Ergebnisse dieser Untersuchungen wie vermutet davon ab-
hingen, welches Messprinzip und Messsystem genutzt wurde. Die verwendeten Praparate in
diesen Messungen waren identisch, und in beiden Fillen wurde ein 20x-Objektiv genutzt. Somit

beruhen Unterschiede zwischen den Ergebnissen nur auf der Messmethode.

Die Messung des Kollagengehaltes mittels polarisierten Lichtes ergab keine statistisch signifi-
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kanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen, und zudem fielen die Messwerte insgesamt
geringer aus als Werte der fluoreszenzmikroskopischen Messung (Abbildung 43a). In der Pola-
risationsmessung ergab sich fiir die Herzschnitte der DKO-Dummy-Tiere ein mittleren Anteil
an polarisierndem Kollagen von 3,116 + 2,205 % (SD); fiir die Schnitte der mit Aldosteron
behandelten DKO-Tiere ergab sich ein Wert von 4,652 + 1,778 %. Zur Kontrolle wurden
Schnitte von Wildtyp-Tieren mit Dummy untersucht, diese zeigten 4,044 + 2,988 % polarisie-
rendes Kollagen. Wildtyp-Tiere mit sechswochiger Aldosteron-Behandlung zeigten einen Anteil

von 3,958 + 2,48 % polarisierendes Kollagen.

polarisierendes Gewebe, fluoreszierendes Gewebe,
a Anteil am Gesamtgewebe b Anteil am Gesamtgewebe
p= 0,06
20~ 20~ w 1
I T |
15+ 15+ v
A

[
5= 5= °
° A
b A
T T L T
& &° & &°

Abbildung 43: Analyse des Kollagenanteils im Herzgewebe mittels Lichtpolarisation und
Konfokalmikroskopie: In beiden Graphen ist der Anteil des gemessenen Kollagens pro Herzgewebe (in
%) je Gruppe dargestellt, aufgrund teilweise geringer Tierzahlen in Form der einzelnen Datenpunkte.
Rote Dreicke: DKO-Dummy, n = 9 (n = 8 in der Fluoreszenzmessung, da ein statistischer Ausreifer
herausgenommen wurde); orange Dreiecke: DKO Aldo, n = 5; schwarze Kreise: wt Dummy, n = 6;
graue Quadrate: wt Aldo, n = 5. a: Untersuchung mit polarisiertem Licht In b: Ergebnis der Analyse
nach Fluoreszenzmikroskopie.

Die Resultate der Fluoreszenzmessung der Siriusrot gefarbten Schnitte ergab schon grund-
satzlich hohere Messwerte. Die Herzschnitte der DKO-M3&use zeigten einen mittleren Anteil
fluoreszierenden Gewebes von 6,406 + 4,073% nach Implantation des Dummys, und 9,059 +
3,544 % nach der sechswochigen Applikation von Aldosteron. Abbildung 43b zeigt die statisti-

sche Auswertung dieser Methode. In den DKO-Tieren hatte dabei das fluoreszierende Gewebe
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durch Aldosteronapplikation gegeniiber der Kontrollbedingung zwar im ersten Eindruck zuge-
nommen, es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollbedingung

(Abbildung 42c) und dem Herzgewebe der behandelten Maus (Abbildung 42d).

Die histologischen Herzpraparate der Wildtyp-Tiere dagegen hatten in der Dummy- Kontroll-
bedingung einen mittleren Anteil fluoreszierenden Herzgewebes von 5,001 4+ 1,706 %, und
nach Aldosteronapplikation einen Anteil von 9,967 + 2,254 % (Abbildung 43b). Hierbei stieg
der Anteil innerhalb der Wildtyp-Gruppe durch die Aldosteronapplikation signifikant an (p =
0,0024), und auch die DKO-Tiere zeigten nach Aldosteronapplikation einen signifikant groRe-
ren Kollagengehalt (p = 0,034) als die Wildtyp-Dummy-Gruppe. Abbildung 42a zeigt einen
Ausschnitt des Herzgewebes einer Maus ohne Aldosteronapplikation, 42b einen Ausschnitt

einer mit Aldosteron behandelten Wildtyp-Maus.

Beim Vergleich von Wildtyp und DKO ergaben sich innerhalb der Dummy-Bedingung keine
signifikanten Unterschiede. Auch innerhalb der Aldosteron-Bedingung waren beide Genotypen

vergleichbar.

4.2.5 Effekt der Hypertrophie durch NachlasterhGhung

Dieser Ansatz stellt eine andere Methode zur Uberpriifung des Effektes des DKO auf einen
pathologisch erhohten Blutdruck dar, der nun durch eine akute Erhohung der Nachlast mittels
Aortenkonstriktion erfolgte. Dabei kommt es, anders als im chronischen Modell mit Aldosteron,
innerhalb von Tagen zu einer hypertrophen Anpassung des Herzens an die erhohte Arbeitslast.
Wettschureck et al. konnten bereits zeigen, dass die hypertrophe Antwort von einem dhnlichen
Modell des Goig- und Gy1-KO abgemildert wurde, wobei es sich dort jedoch um einen globalen,
nicht herzspezifischen KO handelte, der noch dazu konstitutiv, also vom ersten Embryonaltag
an, vorlag [136], und nicht, wie bei dem in der hier beschriebenen Studie verwendeten Modell,
erst flinf Wochen post natum induziert wurde. Um die von Wettschurek et al. beschriebenen
Effekte auch in dem hier verwendeten Tiermodell zu untersuchen, wurde die Aortenkonstrik-
tion auch auf das hier verwendete herzspezifische Tiermodell des GoqG11-KO angewendet,
allerdings in der 32. Lebenswoche deutlich spater als im Modell von Wettschurek et al. Das
zur Untersuchung bestimmte Alter der Tiere riihrte daher, dass die von Wiesen et al. gefun-
denen Effekte auf Herzfrequenz und Blutdruck in der von uns genutzten Mauslinie zu diesem

Zeitpunkt am deutlichsten auftraten.

Mannliche Tiere der Genotypen Wildtyp oder DKO, wie sie schon fiir die vorausgegangenen
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Experimente zum Aldosteron genutzt wurden, wurden in der 30. Lebenswoche jeweils einer
Sham- oder einer TAC-Operation unterzogen. Daraus ergaben sich die Gruppen wt Sham (n =
4), wt TAC (n = 6), DKO Sham (n = 3), DKO TAC (n = 5). Jeweils vor der Operation sowie
nach 14 Tagen (32. Lebenswoche) wurden die Mause einer echokardiographischen Untersu-
chung unterzogen, und vor jeder Untersuchung gewogen. Die Kdrpergewichte unterschieden

sich dabei nicht.

Die Auswurffraktion, EF (siehe Abbildung 44a) und die relative Muskelverkiirzung FS unter-
schieden sich zwischen den Gruppen nicht. Die Herzfrequenz dagegen ist in DKO sham signifi-
kant niedriger als in wt-Tieren mit Aortenkonstriktion (siehe Abbildung 44b (p = 0,0113). Die
linksventrikuldre Masse Abbildung (Abbildung 44c) steigt nach Aortenkonstriktion in wt (p =
0,0035) und DKO (p = 0,034) gegeniiber der jeweiligen Kontrollgruppe an. Verglich man wt
Sham-Kontrolle, und DKO mit Konstriktion, war auch hier das Herzgewicht der TAC-Gruppe
signifikant groRer (p = 0,022). Dagegen unterschieden sich die Genotypen innerhalb der je-
weiligen Operationsbedingung nicht. Die Verhiltnisse der Herzgewichte bleiben in dieser Form
auch nach Normierung auf das Korpergewicht erhalten, die Signifikanzniveaus unterschieden

sich nicht wesentlich (Abbildung 44d).

Weitere Unterschiede zeigten sich noch bei Betrachtung des systolischen (Abbildung 44f)
und diastolischen (Abbildung 44e) linksventrikuldren Volumens: Hier zeigt sich eine deutliche
Zunahme nach Aortenkonstriktion in den DKO-Tieren gegeniiber allen anderen Gruppen: wt
Sham (p = 0,016), wt TAC (p = 0,0007), DKO sham (p = 0,0019). Dagegen steigt das
systolische Volumen nur bei DKO TAC gegeniiber wt TAC an (p = 0,039).
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Abbildung 44: TAC-Hypertrophie und GogG11-DKO in Mausen: Schwarze Kreise: wt sham, n
= 4; graue Quadrate: wt TAC, n = 6; rote Dreiecke: DKO sham, n = 3; orange Dreiecke: DKO TAC,
n = 5; a: EF in %; b: Herzfrequenz, in bpm; c: LV mass, in mg; d: LV mass normiert, in mg/g e:
Diastolisches Volumen, in pl; f: Systolisches Volumen, in pl.
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4.3 Rolle der verschiedenen Ca,1.2-B2- Isoformen fiir

Morphologie und Funktion des Herzens
4.3.1 Auswirkungen des induzierten kardialen Ca,1.2-f2-KO

Die kardiomyozytaren Effekte des Knockout der Ca,-B2-Untereinheit wurden bereits von Weiss-
gerber et al. beschrieben [134]. Dabei starben die Embryonen bereits vor Geburt, offenbar durch
das vollige Fehlen der Herzaktion. Auf zellulirer Ebene war die Ca?*-Homdostase stark verin-
dert. Da es gelang, dieses Knockout der Ca,-B2-Untereinheit als induzierbares, herzspezifisches
KO zu etablieren, waren nun lebende Tiere verfiigbar, deren Ca,-B2-KO erst postnatal wirk-
sam wurde. Es war infolge der vorherigen Befunde allerdings konsequent, eventuelle Effekte
des spaten herzspezifischen Ca,2-KO auf den kardialen Phanotyp in vivo zu studieren. Hier-
zu wurden die entsprechenden Ca,2-KO-Tiere sowie deren nicht mittels Tamoxifeninjektion

induzierte Geschwister einer echokardiographischen Untersuchung unterzogen.

Beide Tiergruppen umfassten jeweils neun Tiere, die zwischen der 12. und 25. Lebenswoche un-
tersucht wurden sowie weibliche und mannliche Tiere, und damit verhaltnismaRig inhomogene

Gruppen. Dies war aufgrund der schwierigen Zucht dieser Tiere nicht anders mdglich.

Bei Betrachtung des induzierten kardialen Knockout der Ca,-f2-Untereinheit zeigten sich eini-
ge Auffalligkeiten bei der Echokardiographie. So war vor allem die Herzfrequenz in der Gruppe
Ca,B2-KO niedriger als in der Wildtyp-Vergleichsgruppe (p = 0,0040; siche Abbildung 45a).
Das Korpergewicht dagegen war in der Ca,B2-KO-Gruppe deutlich niedriger als in der Ver-
gleichsgruppe (p = 0,0051, Abbildung 45b). Betrachtete man das linksventrikuldre Volumen,
fallt auf, dass dieses sowohl in der Diastole (p = 0,0162) als auch in der Systole (p = 0,0094),
in den Ca,B2/--KO-Tieren deutlich niedriger war (Abbildung 45c). Dies riihrte daher, dass der
Durchmesser des linken Ventrikels ebenfalls in der Diastole (p = 0,0163) und der Systole (p
= 0,0108) in den Ca,B2-KO-Tieren kleiner war als in den Wildtyp-Kontrolltieren (Abbildung
45d). Auch andere funktionelle Parameter waren beeinflusst. So war die Auswurffraktion EF
in der Ca,B2-KO-Gruppe zwar noch vergleichbar, dafiir die relative Ventrikelverkiirzung FS in
Ca,B2-KO signifikant (p = 0,0466) groRer (Abbildung 45e). Die isovolumetrische Relaxations-
zeit (siehe Abbildung 45f) war in der Gruppe Ca,2-KO langer als in der Wildtyp-Kontrolle
(p = 0,0192).

Die hier nicht gezeigten echokardiographischen Parameter wiesen keine signifikanten Unter-

schiede auf. Insbesondere war das normierte linksventrikulare Gewicht unverandert.
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Abbildung 45: Wichtige echokardiographische Grundparameter der Ca,1.2-B27/--KO: In

schwarz-weifl ist die Kontrollgruppe dargestellt (n

9), in schwarz-blau die f2-KO-Gruppe (n

9). a Herzfrequenz in 1/min; b: Das Korpergewicht in g c: linksventrikuldres Volumen, in pl. d:

Durchmesser des linken Ventrikels, in mm e: EF und FS in % f: IVRT, in ms.
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4.3.2 Expression spezifischer SpleiBvarianten im konstitutiven Knockout

Da der klassische globale Ca,$2-KO zum Embryonaltod durch Fehlfunktion des Herzens fiihr-
te, lag die Vermutung nahe, dass eine kompensatorische herzspezifische Expression der Ca,[32-
Untereinheit in einem , Rescue-Ansatz diesen Effekt verhindern kdnnte, was sich auch bereits
so zeigen lieR [55]. In dieser Studie von Katiyar et al. wurde eine von zwei Spleivarianten der
Ca,B2-Untereinheit kardial exprimiert, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Entwicklung
der Maus im Herzen gefunden wurden. Beide fiihren bei kardialer Expression auf dem Hinter-
grund eines globalen Ca,2-KO zu lebensfahigen Nachkommen, Genotyp und Ziichtung dieser
Tiere sind in dem Abschnitt 3.4 genauer beschrieben. Allerdings stellte sich die Frage nach
den Effekten der Expression auf den adulten kardialen Phanotyp in vivo. Dieses sollte in einer

echokardiographischen Untersuchung adressiert werden.

In den folgenden Experimenten wurden Ca,1.2-p2/-KO-Tiere verwendet, bei denen, im Rah-
men so genannter ,Rescue’-Experimente, in den Herzen jeweils ein Allel der embryonalen
SpleiRvariante der Untereinheit, Ca,1.2-B2*¥/*-N1, oder der adulten SpleiRvariante Ca,1.2-
B2*/+-N4 | exprimiert wurde. Als Kontrollgruppe dienten Geschwistertiere, die, zusitzlich zu
den neuen SpleiBvarianten, eine funktionelle normale Ca,1.2-B2*/*-Untereinheit exprimierten.

Diese trugen also insgesamt drei Allele der Ca,1.2-B2+/*+-Untereinheit.

Weil die Kreuzungsschemtata zur Erzeugung der gewiinschten Genotypen relativ komplex wa-
ren, ergab sich nur eine geringe Anzahl nutzbarer Tiere fiir diese Studie. Da sich aber die
Kontrollgruppen Ca,1.2-2+/*-N1 und Ca,1.2-21/*-N4 nicht unterschieden, wurden die Tie-
re beider Genotypen zu einer gemeinsamen Kontrollgruppe zusammengefasst. So ergaben sich
15 Kontrolltiere, gegeniiber jeweils 10 Tieren in den B2N1- oder B2N4-Gruppen. Die Untersu-

chung umfasste mannliche und weibliche Tiere im Alter von 18 bis 25 Wochen.

Zundachst fiel auf, dass die Herzfrequenz in der Ca,32-N4-Gruppe signifikant niedriger war, als in
der Ca,1.2-B2*/+-N1-Gruppe (p = 0,0029, siche Abbildung 46a). Beide SpleiRvarianten zeigen
allerdings keinen Frequenzunterschied zur Kontrollgruppe. Dann wurde das Korpergewicht
der Tiere der verschiedenen Gruppen verglichen, es zeigten sich keine Abweichungen (siehe
Abbildung 46b). Das Volumen des linken Ventrikels ist, sowohl in der Diastole, als auch in der

Systole, in alle Untersuchungsgruppen vergleichbar (Abbildung 46c).

Die Spitzengeschwindigkeit der E-Welle, zu (Abbildung 46d) war in der Ca,1.2-B2*+/*-N1-
Gruppe niedriger, als in der Kontrollgruppe (p = 0,0358), zur Ca,1.2-B2*/+-N4 -Gruppe be-
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Abbildung 46: Echokardiographische Untersuchung Ca,f2-KO mit Expression der Spleillva-
rianten N1 und N4: In schwarz-weil ist die Kontrollgruppe dargestellt (n = 15), in schwarz-rot die
Tiere, die die embryonale SpleiBvariante N1 exprimieren (n = 10), in schwarz-gelb die Tiere, die die
adulte Spleilvariante N4 (n = 10) kardial exprimieren. a: Herzfrequenz der Tiere in Schldgen pro Mi-
nute (1/min). b: Korpergewicht in g. c: Diastolisches und systolisches Volumen des linken Ventrikels,
in pl. d: Geschwindigkeit der E-Welle und der A-Welle, in mm/s. e: Intraventrikuldre Relaxationszeit
in ms f: Quotient aus E- und A-Welle
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stand jeweils kein Unterschied. Ebenso bestand in der Spitzengeschwindigkeit der A-Welle kein
Unterschied zwischen allen Gruppen. Die intraventrikuldre Relaxationszeit war in den Herzen
der Ca,1.2-B2*/*-N4 linger, als in der Kontrollgruppe (p = 0,0192), die der Ca,1.2-B2*/+-
N1-Gruppe lag zwischen den beiden anderen Werten (Abbildung 46e). Der Quotient aus der
Spitzengeschwindigkeit der E- und A-Welle war in allen Gruppen vergleichbar (Abbildung 46f).

In den iibrigen Parametern war ebenfalls kein Unterschied zwischen den Gruppen erkennbar.

4.3.3 Vergleich beider Studien

Es war naheliegend, die Ergebnisse der beiden vorausgegangenen Studien zum Ca,2-KO,
und zu den beiden SpleiRBvarianten zu vergleichen, um vor allem eine eventuelle ,Rettung”
des Phanotyps der kardialen Ca,f2-KO-Tiere durch die Expression der beiden verschiedenen
SpleiRvarianten erkennen zu konnen. Dazu jedoch muss erst die grundsatzliche Vergleichbarkeit
der beiden vorausgegangenen Studien in den untersuchten Parametern gepriift werden. Daher
wurden in jedem gewonnenen echokardiographischen Parameter beider Teilstudien zuerst die
jeweilige Kontrollgruppe mit der der anderen Untersuchung verglichen. Unterschieden sich die
beiden Kontrollen statistisch nicht voneinander, kdnnen die iibrigen Gruppen direkt gegen-
einander abgeglichen werden. Die jeweiligen Kontrollen wurden dann zu einer gemeinsamen
Kontrollgruppe zusammengefasst, mit n = 24 Tieren.

Die einzelne Untersuchung beider Kontrollgruppen war nur beim Vergleich der Herzfrequenzen
notig, hier war der Unterschied mit p = 0,0356 zwischen beiden Kontrollen signifikant (Ab-
bildung 47b), was bei der spateren Diskussion der iibrigen Befunde in diesem Parameter zu
beachten war.

Insgesamt muss angemerkt werden, dass sowohl weibliche als auch mannliche Tiere untersucht
wurden, und auch hier das Alter zwischen 12 und 25 Wochen variierte. Eine strengere Auswahl
war jedoch aufgrund der schwierigen Ziichtung der Tiere nicht méglich.

Zunichst wurde das Korpergerwicht der Tiere verglichen; hier war auffillig, dass die Ca,B2-KO-
Gruppe ein deutlich niedrigeres durchschnittliches Kérpergewicht zeigte als die Kontrollgruppe
(p < 0,0001), die Ca,1.2-B2*/+-N1-Gruppe (p = 0,0361), und die Ca,1.2-B2+/*-N4-Gruppe
(p = 0,0028; Abbildung 47a).

Die Herzfrequenzen, gemessen wihrend der Echokardiographie unter Narkose, wiesen abseits
des Unterschieds zwischen den Kontrollen, ebenfalls signifikante Befunde auf (Abbildung 47b).

So war, wie bereits in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, die Herzfrequenz in Ca,2-KO-Tieren im
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Tabelle 10: Echokardiographische Parameter aller Genotypen des B2-Projektes: Die Tabelle
zeigt alle gemessenen Werte der echokardiographischen Untersuchung der verschiedenen Genotypen,
aufgelistet in der linken Spalte. Die Gruppen sind in der schwarzen Kopfzeile bezeichnet, die jewei-
lig Tierzahl darunter angegeben. Die Werte verstehen sich als Mittelwert mit SEM. Gleichfarbige
Kreise kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den markierten Messwerten in diesem

Parameter.

Parameter Einheit Kontrolle B2KO B2N1 B2N4

Mittelwert +

SEM n=24 n=9 n=10 n=10

BW g 29 +0,89e 24,5 + 0,459 |28,5 + 1,45 |30,5+ 1,22

IVSd mm 0,67 £0,015 0,72 £0,035 |0,74+0,043 (0,675+0,014

IVSs mm 0,92 £ 0,02 0,92 +£0,035 |0,995 +0,046(0,875 + 0,027

LVIDd mm 4,375 +£0,064 (4,07 +0,086 |4,25+0,162 (4,475 0,093

LVIDs mm 3,425 +0,063 |2,99+0,118 (3,445 +0,169|3,64 + 0,084

LVPWd mm 0,695 +0,016 (0,66+0,02 |0,665+0,043(0,725+0,024

LVPWs mm 0,76 £ 0,022 0,85+0,031 |0,89+0,062 |0,92+ 0,026

LVAWd mm 0,705 £ 0,02 0,67 £0,032 |0,68 £0,026 (0,685 + 0,022

LVAWSs mm 0,95 £ 0,025 0,94 +£0,043 |0,975 +0,035(0,935 + 0,028

LV Vold pl 86,53 £2,9¢ 72,73 £3,600180,93+7,4 (91,26+4,4

LV Vol s pl 48,31 +2,13e |34,71 +3,2¢°|48,98 +5,3¢ |55,97 +3,0

EF % 44,49 + 1,33 50,56 £3,21 |41,16 £2,59 |39,96+1,68

FS % 21,83 +0,77¢ |25,34 % 1,59: 20,77 £0,680|19,33 £1,04

LV mass mg 88,66 £4,15 72,13+4,61 |84,34+7,3 |91,72+3,89

LV mass/BW|mg/g |3,098 +0,074 (2,797 £0,172(3,090 + 0,151 (3,064 £ 0,135

MV E mm/s |949 + 29,23 907 +53,93 |893,6+42,3 (1011 +59,36

MV A mm/s |633,5+33,95 |604,7+32,8 |614,1+35,75|675,2 + 58,39

IVRT ms 15,38 £ 0,65 13,33+0,64°|15+0,51 15,83 +1,1

MV E/A 1,43 £ 0,065 1,467 £0,098(1,44 + 0,08 |1,413 +0,092
Parameter Einheit B2KO Kon B2KO B2N1 B2N4 B2N1N4 Kon
Mittelwert +

SEM n=9 n=9 n=10 n=10 n=15
HF bpm 365,5+11ee [430+15e 440 + 8,8¢ 378,5+11ec |408 1+ 11°
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Abbildung 47: Direkter Vergleich des Ca,1.2-B2/--KO mit den beiden Rettungsvarianten:
Die Farbgebung ist an die Abbildungen 45 und 46 angepasst: In weil sind beide Kontrollgruppen
zusammengefasst, wenn sie sich nicht voneinander unterschieden (dann n = 24); in hellblau sind die
Daten der Gruppe Ca,B2-KO abgebildet, in rot die der f2-N1-Tiere, in gelb die der f2-N4-Tiere. a:
Korpergewicht in g. b: Herzfrequenz in Schldgen pro Minute (1/min). c: FS in %; d: IVRT in ms. e:
Diastolisches Volumen des linken Ventrikels in in pl; f: SystolischesVolumen des linken Ventrikels, in
pl.
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Mittel hoher als in der Kontrollgruppe (p = 0,004), aber auch hoher als in den Ca,1.2-B2*/+-
N4-Tieren (p = 0,0172). Wie ebenfalls bereits in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, war die Frequenz
in Ca,1.2-B2+/*-N4 groRer, als in Ca,1.2-B2*/*-N1 (p = 0,0029).

Die relative Ventrikelverkiirzung (in Abbildung 47c) zeigte ebenfalls Auffalligkeiten der Tiere
mit Ca,B2-KO, hier war deren Wert héoher, als in allen anderen Gruppen (Kontrolle: p =
0,0019; Ca,1.2-B2+/*-N1: p = 0,0021; Ca,1.2-B2+/*-N4: p = 0,0074). Demgegeniiber fand
sich in der isovolumetrischen Relaxationszeit (Abbildung 47d) nur zwischen Ca,f2-KO und
Ca,1.2-B2+/*-N4 ein signifikanter Unterschied (p = 0,0139), wobei die Ca,p2-KO-Tiere auch

insgesamt die niedrigste mittlere IVRT aufwiesen (im Mittel 13,66 ms).

Dann wurden die diastolischen ventrikuldren Volumina verglichen (Abbildung 47e). Auch hier
zeigte die Ca,f2-KO-Gruppe einen deutlich niedrigeren Wert, signifikant gegeniiber der Kon-
trollgruppe (p = 0,0064) und der Ca,1.2-B2+/*-N4-Gruppe (p = 0,0074). Die Werte des
systolischen Volumens, zu sehen in Abbildung 47f, verhielten sich analog fiir die Kontrolle (p
= 0,0008) und Ca,1.2-B2+/*-N4 (p = 0,0003), wobei nun der Wert der Ca,B2-KO-Gruppe
auch signifikant kleiner war als der der Ca,1.2-B2*/+-N1-Gruppe (p = 0,0445).

Abseits der Besonderheiten beim Vergleich der Herzfrequenz, zeigte keine der beiden Gruppen

der SpleiRvarianten einen Unterschied zur gemeinsamen Kontrollgruppe.
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5.1 Phanotyp der Tiere bei Expression der verschiedenen PKCuy

-Aktivitatstypen

In der echokardiographischen Untersuchung fand sich sowohl initial bei den FVB/N-Tieren,
als auch in den C57BI6/N-Tieren der Hauptstudie ein klarer Phanotyp. Die Tiere mit der
DN-PKCu zeigten eine vergroRerte linksventrikuldre Masse, auch nach Normalisierung auf das
individuelle Korpergewicht. Dieser Befund deutet darauf hin, dass durch diese Uberexpression
moglicherweise postnatales Herzwachstum initiiert worden sein kénnte. Dieses ist zundchst
grundsatzlich als Hypertrophie, als Zunahme der Masse durch Zellwachstum, zu betrachten;
physiologisch ist das Herzwachstum durch Zellvermehrung post natum beendet, die Herzzellen
haben den Zellzyklus verlassen, und morphologische Anpassungen an verdnderte Belastungen
konnen nur noch durch Modulation der ZellgroBe erfolgen. Die Hypertrophie dient dabei dem
Zweck, eine erhohte Belastung, etwa durch Training oder Krankheit, durch eine Anpassung
der Herzleistung auszugleichen. Dadurch wird die Herzleistung im kompensatorischen Stadium
aufrecht erhalten. Jedoch ist das hypertrophe Herzwachstum limitiert, und es folgt ab einer
bestimmten Belastung der Ubergang in ein dekompensatorisches Stadium der Hypertrophie, in
dem die maximal gesteigerte Herzleistung den Bedarf an Mehrleistung nicht mehr deckt. Dies
ist gekennzeichnet durch eine Abnahme der Auswurfleistung, messbar mittels der EF, einem
verschlechterten Kontraktionsverhalten, zu sehen in der FS, danach durch Volumenzunahme
des Ventrikels. Da die zunehmende Volumeniiberlastung durch die Auswurfleistung nicht mehr
gedeckt werden kann, miindet sie in eine sekundare Dilatation, und schlieBlich ins Herzversa-
gen. Die Elastizitat der Herzwande nimmt ab, wodurch sich auch die dilatativen Eigenschaften
des linken Ventrikels verschlechtern, was in Form spezifischer Veranderungen der E-und A-
Welle zu sehen ist. Insbesondere nimmt die Geschwindigkeit der E-Welle zu, und die A-Welle
verschwindet zunehmend. Der Ventrikel hat nicht mehr die elastische Reservekapazitit, das
zusatzliche Blut, das durch die Vorhofkontraktion einstromt, aufzunehmen. Die Herzfrequenz
steigt im Verlauf an, da das verminderte Auswurfvolumen durch mehr Kontraktionen ausge-
glichen werden soll, jedoch ist auch dies ab einem bestimmten MaR insuffizient. Alle diese

Prozesse enden schlieBlich im Herzversagen mit Kammerflattern und -flimmern.

Die in der echokardiographischen Typisierung der hier untersuchten Tiere erhobenen Befunde

zeigen ein frithes Stadium der Hypertrophie in den DN-PKC. -exprimierenden Tieren. Die links-
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ventrikuldre Masse ist dabei, normiert auf das individuelle Korpergewicht der Tiere, deutlich
erhdht. Gleichzeitig aber sind in EF, FS, und dem systolischen und diastolischen linksventri-
kuldren Volumen, keine Unterschiede zu finden. Eine solche Entwicklung der Werte deutet
auf ein noch kompensiertes Stadium der Hypertrophie hin. Dennoch indiziert die verlangerte
Relaxationszeit eine verzogerte aktive Relaxation, was mit einem erhdhten Widerstand der
Ventrikelwande assoziiert ware, auch einem Befund im Verlauf der kardialen Hypertrophie.
Chinali et al. [20] sowie Mishra et al. [78] beurteilten diese Relaxationszeit, besonders nach
Normalisierung auf die E-Welle, in klinischen Studien als aussagekraftigen Parameter auf die
Prognose von Patienten mit Herzversagen. Dabei war auch eine deutlich verlangerte Relaxation

allein mit verschlechterter Prognose assoziiert [144].

Ein weiteres Indiz fiir das Vorliegen einer pathologischen Verdnderung des linken Ventrikels be-
steht in dem Auftreten der zusatzlichen Einstromwelle im fallenden Abschnitt der E-Welle bei
der Mehrheit der DN-PKCu -exprimierenden Tiere. Diese Welle wird in der Literatur als L-Welle
bezeichnet, liber die jedoch bisher kaum publizierte Erkenntnisse vorliegen. Zuerst beschrieben
von Keren [56], wurde diese Welle zunichst als direkter Einstrom aus der Pulmonalvene in
den linken Ventrikel zwischen den beiden reguldren Wellen angesehen. In computerbasierten
Simulationen [96, 37] wurde diese Welle entweder oszillierenden Druckverhaltnissen oder Be-
sonderheiten des Bluteinstromes in Kombination mit Fehlern der durchfiihrenden Person bei
der Auswahl des Messbereiches zugeschrieben. Dabei wurde vermutet, dass eine Messung, de-
ren Messbereich nicht unmittelbar im Zentrum des Einstroms des Blutes in das Kammerlumen
platziert wird, aufgrund von Verwirbelungen im Blutstrom zu falschen Ergebnissen und dem
scheinbaren Auftreten einer eigentlich nicht vorhandenen L-Welle gefiihrt habe. In anderen
klinischen Studien konnte dagegen gezeigt werden, dass die L-Welle bevorzugt bei Patienten
mit linksventrikuldrer Hypertrophie und erhohtem Fiillungsdruck im Ventrikel auffillt, bei de-
nen allerdings noch keine Veranderung der EF vorliegt; dies ware zu der Situation der von uns
untersuchten DN-PKCi-Tiere vergleichbar. In experimentellen Studien an Mausen wurde dieser
Befund im Kontext einer Pathologie bisher nicht in der Literatur beschrieben. Dennoch sehen
wir diese Welle auch in den bei uns untersuchten Tieren der GqG11-DKO-Linie. Hier tritt
diese Welle bei vielen DKO-Tieren regelmaRig und klar abgegrenzt auf, wurde bisher aber fiir
sich noch nicht genauer untersucht. Dementsprechend wollen wir in Zukunft der L-Welle wei-
terfiihrendes Forschungsinteresse widmen, insbesondere, da ein neues echokardiographisches

Messsystem verfligbar ist, mit dem diese Welle in Zukunft besser charakterisiert werden kann.
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Zur Beurteilung der genauen Druckverhiltnisse im linken Ventrikel waren an dieser Stelle ent-
sprechende Messungen mit Blutdruckkathetern notig gewesen, diese sind jedoch zum bisherigen

Zeitpunkt nicht erfolgt. Die Planung der weiterfiihrenden Studien sieht dies allerdings vor.

Entsprechend zu den Befunden einer moglichen Hypertrophie im friihen Stadium bei {iberex-
primierter inaktiver DN-PKCu war in der Folge interessant, inwieweit die Uberexpression der
konstitutiv aktiven CA-PKCu zu einer moglicherweise positiven Beeinflussung einer induzierten
Hypertrophie fiihrt. Daher wurden an Mausen aller drei Gruppen Aortenkonstriktionen durch-
gefiihrt. Eine solche Erhohung der Nachlast ist ein etabliertes Modell zur akuten Induktion
von Hypertrophie, und ist dementsprechend gut charakterisiert [106, 46, 95, 11]. Auch die
echokardiographische Messung der linksventrikuldren Masse als Mal fiir die Hypertrophie ist
etabliert [63]. Weiterentwickelt wurde diese Methode von Martin et al. [76], bei der durch den
auch hier genutzten operativen, sternalen Zugang die Maus frei atmen kann, und so Schaden
und Nebenwirkungen durch die Intubation ausbleiben. Diese Methode wurde auch bereits von
anderen Autoren genutzt [31]. In unserem Institut etablierten wir einige Modifikationen, die den
Ablauf weiter verbessern; so wurde die Kaniile, um die der Faden zur Konstriktion gebunden
wird, speziell geformt und abgestumpft, wodurch weniger Verletzungspotential besteht. Auch
wurde eine Inhalationsnarkose angewendet, die leicht steuerbar ist, und Anpassungen an den
Zustand des Tieres erlaubt, wie etwa eine direkte Vertiefung der Narkose beim Auftreten von

Schmerzreflexen oder eine Verringerung der Narkosetiefe bei zu flacher Atmung des Tieres.

Die erneute echokardiographische Messung erfolgte nach 14 Tagen, um ein friihes Stadium der
hypertrophen Reaktion des linken Ventrikels abbilden zu kénnen. Es zeigte sich hier tatsichlich,
dass in Tieren der Gruppe CA-PKC. die Hypertrophie deutlich abgemildert war, gegeniiber
den Tieren der anderen Gruppen. Neben einer (absolut und normiert) geringeren Zunahme
der linksventrikuldren Masse gegeniiber den beiden anderen Expressionsgruppen nach TAC-
Operation, blieben auch EF und FS in CA-PKCu. in einem physiologischen Bereich. Beide
Werte sanken in den beiden anderen Gruppen auf ein bei Hypertrophie zu erwartendes Niveau
ab. In der TagRFPT-Gruppe war zudem bereits eine Erhohung des systolischen Volumens zu

erkennen.

Auch diastolische Veranderungen wurden gefunden. So blieb eine Erhhung des Quotienten
aus E- und A-Welle in den CA-PKCi-Tieren aus, in den beiden anderen Gruppen erhéhte
dieser Wert sich aber deutlich, was einem zunehmend restriktiven Ventrikel geschuldet sein

wird. Dies bedeutet, dass der Ventrikel aufgrund zunehmender Einlagerung kollagenen Binde-
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gewebes in die Wandmuskulatur, bei gleichzeitiger hypertropher Verdickung der Wand, immer
weniger in der Lage ist, sich durch Erschlaffung der Muskelwéande zu erweitern; die kollagenen
Anteile sind an sich erheblich weniger elastisch, als die kardiomyozytdren Anteile. Somit wird
einerseits die E-Welle schmaler, da die Ausdehnung des Ventrikels durch die erhohte Wand-
steifigkeit friiher beendet ist. Andererseits wird die Spitzengeschwindigkeit der E-Welle gréRer,
da der Fiillungsdruck aus dem Vorhof infolge der verschlechterten Fiillungseigenschaften des
Ventrikels gestiegen ist, und das Blut so mit groerem Druck einstromt. Gleichzeitig ist die
A-Welle deutlich vermindert oder setzt ganz aus, da der Vorhof weniger oder nicht mehr in der
Lage ist, durch seine aktive Kontraktion mehr Blut in den restriktiven Ventrikel zu pumpen.

Dadurch steigt dann folglich das Verhaltnis der E-Welle zur A-Welle an.

Die Zunahme der Schwankungsbreite dieses Wertes in den anderen Gruppen mag an individu-
ellen Unterschieden der Tiere in der hypertrophen Antwort liegen, oder auch an Unterschieden
in der Starke und Qualitat der Konstriktion, die, als manuelle Technik, auch entsprechend

fehleranfallig ist.

Ebenso kann darin das Ergebnis der einzelnen Betrachtung von E- und A- Welle liegen, bei
denen einerseits die Schwankung der Werte in DN-PKCy zunahm, und andererseits zwar si-
gnifikante Unterschiede entstanden, jedoch nur in einzelnen Betrachtungen; dennoch ist es
augenfillig, dass sich durch die TAC-Hypertrophie in CA-PKCv Tieren nicht viel verandert,
wahrend die E-Welle in den beiden anderen Gruppen tendenziell steigt, und die A-Welle an

Geschwindigkeit abnimmt.

Dies gilt auch fiir die Geschwindigkeitsabnahme der E-Welle, und der dafiir bendtigten Zeit; ein
Trend ist in beiden Fallen fiir DN-PKCu und die TagRFPT-Kontrolle erkennbar, dennoch konnte
die Signifikanz nur fiir DN-PKCu gezeigt werden. Hier ist erwdhnenswert, dass sich DN-PKCu
und die TagRFPT-Kontrolle in der Hypertrophie durch Aortenkonstriktion einander angleichen,
wohingegen DN-PKCu unter der Kontrollbedingung eine verzogerte Geschwindigkeitsabnahme
der E-Welle zeigt. Dies gibt Grund zu der Annahme, dass die verzdgerte Relaxation der DN-
PKCw-Herzen in der Kontrollbedingung nicht mit einem klassischen Hypertrophie-Phanotypen
verbunden sein konnte. Um hier eine genauere Charakterisierung des kardialen Phanotypen
treffen zu konnen, ist allerdings eine Untersuchung des intraarteriellen und intraventrikularen

Blutdruckes notwendig, die in zukiinftigen Experimenten noch erfolgen soll.

Zudem sind histologische Untersuchungen der Kontroll- und TAC-Gruppen anzuraten, um die

Wanddicke, ZellgroRe, und den Kollagengehalt am fixierten Praparat bestimmten zu kdnnen.
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Diese Untersuchungen sind ebenfalls bereits geplant, um die hier gefundenen Ergebnisse zu

erganzen.

Obgleich alle in vivo-Befunde auf einen Einfluss der Aktivitat der PKCu in der Hypertrophie
deuten, muss dennoch bedacht werden, dass grundsatzlich auch eine Hyperplasie fiir ein Her-
zwachstum in Frage kdme. Eine Hyperplasie wurde in Studien zu andern PKC bereits von
Mochly-Rosen et al. [79] postuliert. Dagegen spricht jedoch in den Einzelzelluntersuchungen
der Befund der groleren Zellen in DN-PKCi, mit vermindert reguldren T-Tubuli, die dem

Zustand in Hypertrophie entsprechen.

Insgesamt muss jedoch festgehalten werden, dass fehlende statistische Signifikanz in diesem
Teil der Studie mitunter darin begriindet liegt, dass die Tierzahlen relativ niedrig waren, und
auch deshalb, trotz klarer Tendenzen, keine statistisch haltbaren Unterschiede zustande kamen.
Um dies zu umgehen, sollten, gerade fiir Studien mit TAC-induzierter Hypertrophie, zukiinftig

mehr Tiere fiir die Operation eingeplant werden.

5.2 Beurteilung der Bedeutung der RegelmaBigkeit der T-Tubuli:

Aus den Herzen der Tiere der Gruppe CA, und der Kontrollgruppe TagRFPT, ergaben die
Isolationen eine zufriedenstellende Zelldichte auf den Objekttragern, die mit Isolationen aus
C57BI6/N-Tieren aus anderen Studien vergleichbar waren. Es wurden, je Tier, ein Objekttrager
fiir die konfokalmikroskopische Untersuchung ausgewahlt, um die Zielzahl von mindestens 30
Zellen je Tier ziigig zu erreichen, da isolierte murine Kardiomyozyten selbst in einem speziellen
Kulturmedium schnell an Vitalitat verlieren. In der Gruppe DN war die Ausbeute an Zellen
deutlich geringer, und die Zellen auf den Objekttragern bei lichtmikroskopischer Kontrolle
weniger vital. Daher waren je Tier zwei Objekttrager notig, um die nétigen 30 augenscheinlich
vitale Zellen aufnehmen zu kdnnen, wobei die dadurch mehr bendtigte Zeit zusatzlich zu
einem Zellverlust gefiihrt haben kann. Diese Beobachtung wurde nicht statistisch erfasst, da
dies einen zusatzlichen Zeitverlust fiir die konfokalmikroskopische Beurteilung bedeutet hatte.
Dennoch ist dieser Umstand bei der folgenden Auswertung und anschlieBenden Beurteilung

der Einzelzellergebnisse zu beachten.

Bei kardialer Uberexpression von DN-PKCL zeigte sich eine Abnahme der reguldren Anordnung
der T-Tubuli, gegeniiber der Uberexpression von CA-PKCt. Dieser Verlust der regelmaRigen

Anordnung der T-Tubuli ist bei vielen Herzerkrankungen von menschlichen Patienten beschrie-
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ben [73, 70], und auch in Tiermodellen mit Herzversagen [118, 69] . Die T-tubuldre Struktur
ist dabei in M&usen erst post natum entwickelt. Zudem ist diese Irregularitdt auch in Zellkultur
induzierbar [15, 16], und dort mit pathologischen Veranderungen in Ca®t-Homgostatse verbun-
den. Letztendlich tritt diese morphologische Veranderung auch nach einiger Zeit in Zellkultur
spontan auf [41], und stellen eine Herausforderung in der Nutzung adulter kardiomyozytarer
Zellkulturen dar. Der Verlust in Zellkultur kann beispielsweise durch Supplementierung von

Cytochalasin D verzdgert [126], jedoch nicht verhindert werden.

Wei [133] konnte zeigen, dass die Auflésung der regelmaRigen Struktur in TAC- Hypertrophie-
modellen bereits einsetzt, bevor ein klinischer Phianotyp erkennbar ist; aus eigenen Erkennt-
nissen im Rahmen anderer Studien ist uns bekannt, dass diese Veranderungen in Zellen von
TAC-operierten Mausen schon nach 7-10 Tagen auftreten. Welche Mechanismen genau zum
Verlust der T-Tubuli fiihren, ist bislang nicht bekannt. Ein direkter oder indirekter Zusammen-
hang mit Signalkaskaden, die zur Hypertrophie fiihren, ist moglich, genau wie mechanischer

Stress die Ursache sein kann.

PKCu zeigt sich in anderen Zellen als bedeutsam im Aufbau des Zytoskeletts, und ein Verlust
der PKCu durch kardialen Knockout bewirkte in Maus-Embryonen den Verlust der polarisierten
Zellteilung, wodurch eine Trabekulierung des Herzens nicht zustande kam, und die Embryonen
an Tag E 10,5 abstarben [94]. Insofern scheint eine Rolle der Aktivitdt der PKCu auch im
zytoskelettalen Aufbau adulter Kardiomyozyten naheliegend. Es ist demzufolge auch méglich,
dass die morphologischen Veranderungen der T-Tubuli nicht eine indirekte Auswirkung des
hypertrophen Stresszustandes sind, sondern eine direkte Folge der verringerten Aktivitat der

PKCu.

Die hier untersuchten Tiere zeigten auch im kardiologischen Phanotyp in der Gruppe DN-
PKCu Anzeichen einer gewissen Form der Hypertrophie; so war vor allem die charakteristische
VergroRerung der Herzmasse, normiert auf das individuelle Korpergewicht der Tiere, in dieser
Gruppe vorhanden. Dabei stammten die fiir die Zellisolation genutzten Tiere aus Tiergruppen,
die einer echokardiographischen Untersuchung unterzogen wurden, die Ergebnisse sind also

direkt miteinander vergleichbar.

Des Weiteren wurde besonders darauf geachtet, die Isolationsbedingungen immer gleich zu
halten, um die Ergebnisse nicht durch Unterschiede in diesem Prozess zu beeinflussen. Es ist
beschrieben, dass die mechanische, enzymatische und chemische Beeinflussung zur Losung der

Herzzellen aus ihrem Gewebeverbund zu einer Schadigung der Zellen fiihrt [45]. AuRerdem ist
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generell ein zunehmender T-tubuldrer Verlust mit Dauer der Kultivierung der Zellen nach Iso-
lation bekannt [125]. Zellen mit einer bereits vorhandenen Beeintrachtigung der T-tubularen
Struktur, wie sie durch die hier erfolgte genetische Manipulation grundsatzlich stattgefunden
haben kann, reagieren deutlich sensibler auf die enzymatische Verdauung, die mechanische
Auslsung der Zellen, und schwankenden Ca?*-Haushalt [42]. Da die Bedingungen in unserer
Studie konstant waren, konnten die gefundenen Unterschiede zwischen den Zellen der verschie-

denen Gruppen auf die Aktivitat der PKCu zuriickgefiihrt werden.

Eine Losung der Problematik von durch die Kulturbedingungen beeintrachtigen Zellen bestiinde
in der Nutzung von nach Langendorff perfundierten Herzen fiir die Erstellung der konfokal-
mikroskopischen Bilder, wie von Wei et al. [133] beschrieben. Das wiirde die Effekte einer
Zellisolation auf das Untersuchungsergebnis ausschlieBen. Diese Methode konnte in zukiinfti-
gen Projekten moglicherweise zusatzlich etabliert werden. Jedoch wére es bei ausschlieRlicher
Nutzung einer solchen Methode nicht mehr moglich, an den Herzzellen eines getoteten Tieres
mehrere verschiedene Versuche durchzufiihren, was schon allein aus Griinden des Tierschutzes
ein deutlicher Nachteil ware. Hier sind Nutzen und Schaden oder, in diesem Fall, die Qualitat
eines Ergebnisses im Vergleich zum moglichen Erzielen mehrerer Ergebnisse, sorgfiltig abzu-
wagen. Hinzu kommt, dass die Farbung der Zellen mittels Gewebsperfusion erfolgen muss, was

zu einer ungleichmaRigeren Anfarbung der Strukturen fiihren konnte.

Weiterhin kann das Ergebnis von der gewahlten Art der Auswertung beeinflusst worden sein.
Hier wurde zwar die Hohe der Signalspitzen aus der FFT-Analyse auf den Hintergrund normiert;
dennoch kdnnten eine unterschiedliche Giite der Farbung, und dementsprechende unterschied-
liche Helligkeit der gefarbten Strukturen, Einflisse auf die Hohe und deutliche Abgrenzung
der ersten Frequenzkomponente haben, da helle Pixel bei der Analyse von Grauskalenbildern

starker in das Ergebnis eingehen, als dunkle.

Letztendlich ist auch eine Auswertung in Form mehrerer manueller Schritte immer fehleranfal-
lig, individuelle Bias ist immer ein bedeutender Faktor, zumal in Kenntnis vorheriger Resultate
der Studie, und entsprechender Erwartungshaltung. Hier hitte eine personelle Trennung der
Messung und der Auswertung, und/oder eine Blindstudie gegeniiber der Zugehdrigkeit der
untersuchten Zellen zu einer bestimmten Gruppe stattfinden kdnnen, was jedoch im Verlauf
nicht umsetzbar war, da die Planung des Versuchstages, Zellmessung und unmittelbar voran-
gehende Ultraschalluntersuchung der Maus von der gleichen Person durchgefiihrt wurden. Eine

personelle Trennung der Messungen sollte aber fiir die Zukunft angestrebt werden.
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Guo et al. [38] schlagen daher mehrere Modifikationen der Messverfahren vor: Eine Automa-
tisierung, um die Bias durch den Untersucher zu minimieren, eine Minimierung der Hellig-
keitseffekte durch Bindrisierung der Bilder, eine Nutzung der Option ,Skeletonize”, um nur
die Architektur der T-Tubuli, und nicht deren Breite, zu beurteilen. AuBerdem sollte nicht
nur die Regularitat der Tubuli Eingang in die Betrachtung finden, sondern auch die Dichte
der T-Tubuli im Herzen; wenn beispielsweise nur wenige Tubuli erhalten sind, diese aber re-
gelmiaRBig, verfalscht dies das Ergebnis. Daher sollte ein Messwert entwickelt werden, der den
Einfluss beider Faktoren einbezieht. Diese Vorschlage von Guo et al. sollten in kiinftigen Stu-
dien zum T-Tubuldren Verlust hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit auf die von uns untersuchten

Fragestellungen gepriift werden.

Zusammenfassend bestatigen all diese Ergebnisse aber, dass ein Funktionsverlust der PKCu zu
einem Bild der T-tubularen Architektur fiihrt, wie es aus Kardiomyozyten in Hypertrophie und
Herzversagen bekannt ist, wahrend die konstitutive Aktivitdt der PKCy das physiologische Bild

reguldr angeordneter T-Tubuli zeigt.

Die gemessenen Zellen der Gruppe DN- PKCy waren im mittel groRer, als die Zellen der Gruppe
CA-PKCu. Hier ist zwar die mogliche Selektionierung der Zellen im Laufe der Isolation zu
bedenken, wie bereits geschildert; dennoch unterstreicht dieses Ergebnis die Vermutung, dass
PKCuv im Signalweg der kardialen Hypertrophie eine Bedeutung zukommt; bei Inaktivitat der
PKCu vergrolern sich die Kardiomyozyten. In Kombination mit dem beschriebenen Verlust der
Regularitat der T-Tubuli entsteht das Bild einer Hypertrophie-Antwort, auf zelluldrer Ebene,
die dem pathologischen Phinotyp aus Hypertrophie-Patienten [73, 70] und Modellen [118, 69]

sehr dhnlich sieht.

Aus anderen PKC-Subtypen ist bekannt, dass sie das Zellwachstum beeinflussen: Eine derartige
Zunahme der Zellfliche ist fiir die Uberexpression von PKCa beschrieben [12], und bei einer
moderaten Hemmung des RACK-Ankerproteins der PKCe [79]. Ein kardialer Verlust von PKCe
und PKC8 im Maus-Fetus ist fatal, die Kardiomyozyten wachsen unkontrolliert, und auch im
adulten Tier entsteht nach Aortenkonstriktion eine iiberschieBende Hypertrophie [119], wobei

sich diese beiden PKC in ihrer Funktion redundant ersetzen kdnnen.

Insofern ist es denkbar, dass auch PKCy, wie die hier gezeigten Ergebnisse vermuten lassen,
einen Einfluss auf das Zellwachstum haben kann. Die Vermutung liegt auch hier nahe, dass
die Aktivitat der PKC. fiir die Aufrechterhaltung der physiologischen ZellgroRe verantwortlich

sein kann, wahrend eine Herunterregulierung oder ein Funktionsverlust der PKCu zu einem
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hypertrophen Zellwachstum fiihrt.

5.3 Der Einfluss von Nicht-Studien-Parametern

Ein zu beachtender Punkt bei der Betrachtung der Ergebnisse ist sicher die interindividuelle
Variation zwischen den Versuchstieren, die auch unabhangig von einem Einfluss der jeweiligen
Manipulation im Versuch besteht. Beispielhaft ist hier die in der Hauptstudie an C57BI6/N (in
der dritten Lebenswoche injiziert) festgestellte anfangliche Unterscheidung der Gruppe DN ge-
geniiber den beiden anderen Gruppen im Korpergewicht, in der Ubersichtsstudie zu Wahl des
geeigneten Untersuchungszeitpunktes. Im Verlauf aller anderen Untersuchungen an diesem
Mausmodell anderte sich dieses Ergebnis, es bestand bei allen Tieren zum finalen Untersu-
chungszeitpunkt kein gruppenbezogener Unterschied im Korpergewicht mehr. Dies kann darin
begriindet sein, dass bei der zufalligen Auswahl der ersten Tiere (sechs bis acht je Gruppe)
in die Transduktionsgruppen schon eine ungliickliche Verteilung der Unterschiede im individu-
ellen Entwicklungsstand der Tiere vorgelegen haben kann. Daraus kann sich eine Kumulation
schlechter entwicklungsfahiger Tiere in der Gruppe DN ergeben haben. Die Bedingungen wur-
den dabei dennoch mdglichst vergleichbar gehalten: Alle Tiere wogen bei Anlieferung 8-10
Gramm. Sie wurden in Gruppen so zusammengesetzt, dass immer ein Kafig nur Tiere einer

bestimmten Transduktionsgruppe enthielt, mit maximal vier Tieren je Kafig.

Es ist auch mdglich, dass innerhalb der ersten DN-Gruppe ein Stressor vorlag (beispielsweise
aggressives Verhalten der Tiere innerhalb der Gruppe), der zu einer verschlechterten Futter-
aufnahme oder erhdhtem Energiebedarf gefiihrt haben kann. Zwar sind keine Tiere mit Ver-
letzungen aufgefallen, jedoch ist Aggression innerhalb einer Gruppe mannlicher Mause immer
moglich.

Auch nicht ausgeschlossen werden kann eine negative Auswirkung der Injektion auf die Tiere
der ersten DN-Gruppen. Beispielsweise sind Infektionen durch invasive Manipulationen wie
der Injektion viraler Vektoren immer mdglich, und kdnnen die Entwicklung des Individuums
bedeutend verzégern. Anzeichen einer allgemeinen Erkrankung waren allerdings bei taglicher
Inspektion der Tiere nicht festzustellen. Dennoch ist bei dem Verlauf der Gewichtskurven
auffallig, dass der Unterschied zwischen den Gruppen bereits zu einem Zeitpunkt deutlich ist,
zu dem sich die Transduktion selbst noch nicht auf den restlichen Phanotyp ausgewirkt haben

sollte.
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Letztendlich sind sogar innerhalb von eindeutigen Geschwistergruppen, wie wir aus anderen
Versuchen wissen, markante interindividuelle Entwicklungsunterschiede zu sehen, ohne, dass
ein offensichtlicher Grund dafiir vorliegt. In jedem Fall stellte sich die Auswahl der Individuen
in den ersten Gruppen als wahrscheinliche Ursache fiir die Differenzen heraus. Dem kann und
sollte in Zukunft moglicherweise entgegengewirkt werden, indem noch unmittelbar vor Appli-
kation der viralen Vektoren eine individualisierte Wiegung des Tieres stattfindet, und auf eine
regelmaBige Aufteilung unterschiedlich schwerer Jungtiere geachtet wird. Eine VergroBerung
der Tierzahl fiir diese wiederholte Ultraschalluntersuchung war im Rahmen des beantragten
Tierversuches leider nicht moglich. Alle anderen genutzten Tiere dieser Gruppen wurden in
der 10. Lebenswoche, und damit vor dem finalen Versuch oder der Organentnahme, gewogen.
Der anfangliche Befund der unterschiedlichen Korpergewichte zwischen den Gruppen ist nach

Auswertung all dieser Tiere als falsch positiv zu klassifizieren.

5.4 Betrachtungen zur Optimierung des viralen Gentransfers

In dieser Studie wurden verschiedene Mauslinien und Transduktionszeitpunkte verwendet. Be-
gonnen wurde das Experiment mit mannlichen Welpen des FVB/N-Mausstammes, da diese
aus der Tierhaltung des Institutes fiir Experimentelle Chirurgie verfiigbar waren. In den ers-
ten Untersuchungen zeigte sich dann echokardiographisch ein deutlich verdnderter kardialer
Phanotyp. Auch waren die Ergebnisse aus dem Proteinnachweis, sowie die Ergebnisse der
Organfluoreszenz zufriedenstellend. Jedoch zeigte sich diese Mauslinie als ungeeignet fiir Ein-
zelzellexperimente, da bei Isolation kaum vitale Zellen gewonnen werden konnten. Es wurde
daher dann der Mausstamm gewechselt, zu C57BI6/N. Um eine noch effizientere Transduktion
zu ermdglichen, wurde nach den Ergebnissen von Lovric et al. [71], auf ein Transduktionsalter
von 21 Tagen gewechselt. Die von uns gewshlte Dosierung von 10'? vg (Vektorgenomen) je
Tier, bei einem durchschnittlichen Gewicht der Tiere von 10 g, lag nach der verfiigbaren Lite-
ratur im wirksamen Bereich fiir eine fast vollstindige Transduktion des Herzgewebes, von den
bisherigen Autoren wurden bereits Dosierungen von 10 vg erfolgreich genutzt [90, 8, 146].
Es zeigte sich auch in diesen Tieren ein klarer Phianotyp in den echokardiographischen Studien,
jedoch waren im Proteinnachweis mittels Western Blot die artifiziell iberexprimierten PKCu
-Konstrukte nicht nachweisbar. Die Einzelzellisolation funktionierte dafiir mit sehr guter Zel-
lausbeute, eine direkte Fluoreszenz der Zellen durch spezifische Anregung der TagRFPT war

wiederum nicht zu zeigen. Die Autofluoreszenz der Zellen iiberdeckte etwa im gleichen Wel-
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lenlangenbereich eine mogliche, geringe spezifische Fluoreszenz. Neben den hier geschilderten
Einzelzellexperimenten wurden im Rahmen des Projektes aber noch einige andere Versuche
mit den Isolaten durchgefiihrt, bei denen in Zusammenarbeit mit Mitgliedern der Arbeitsgrup-
pe die Expression des TagRFPT mittels Immunfluoreszenz (Antikdrper mouse anti-TagRFPT)

gezeigt werden konnte.

Somit hieRe dies, dass eine Expression von TagRFPT (und damit der Transgene) vorhanden ist,
die spezifische Fluoreszenz in dem genutzten Modell aber nicht stark genug fiir einen direkten
Nachweis ausgepragt war. Dies wird unterstiitzt durch den Befund im Western Blot-basierten
Nachweis der TagRFPT-Expression, die eine deutlich geringere Expression in C57BI6/N-Tieren
zeigte als in FVB/N. Dementsprechend ist festzuhalten, dass die Nutzung neonataler FVB/N-
Welpen zwar keine Einzelzellexperimente erlaubt, dafiir aber die Proteinexpression iiberlegen
ist; bei Nutzung 21 Tage alter C57BI6/N ist die Proteinexpression im Western Blot kaum bis
nicht nachweisbar, dennoch zeigen diese einen kardialen Phanotyp in der Echokardiographie,

und liefern in der Zellisolation eine fiir weitere Versuche ausreichende Ausbeute an Zellen.

Da bis zu diesem Zeitpunkt nicht nur zwei verschiedene Altersgruppen, sondern auch zwei
verschiedene Mauslinien untersucht worden waren, musste nun noch gepriift werden, inwieweit
die deutlichen Unterschiede vom Alter oder der verwendeten Mauslinie abhdngig waren. Zur
Vervollstandigung der Befunde wurden also noch neonatale C57BI6/N transduziert, und deren
Ergebnisse mit den beiden anderen Modellen verglichen. Diese Tiere zeigten nach gleicher Ex-
pressionszeit keinen deutlich verdnderten kardiologischen Phanotyp in der Echokardiographie.
Ein Proteinnachweis mittels Western Blot war zwar im direkten Vergleich mit FVB/N noch

schwacher, aber moglich.

Eine mogliche Ursache fiir die fraglichen Befunde in der Western Blot-Untersuchung ware
eine geringe Spezifitdt der verwendeten Antikorper. Sollte beispielsweise im Rahmen der Pro-
zessierung der Proteine in bestimmten Mauslinien oder Entwicklungsstadien der Herzzellen
ein Schritt stattgefunden haben, der die Bindungsstelle fiir den Antikdrper auch nur gering
modifiziert, wire das Ergebnis falsch negativ. Zudem konnte eine moglicherweise nur gerin-
ge Proteinmenge in der Probe unterhalb der Nachweisgrenze im Western Blot liegen. So-
mit sind ergdnzende Untersuchungen angezeigt, die von anderen Mitgliedern des Projektes
durchgefiihrt wurden. Es wurde von Monika Barth im Rahmen des Projektes eine quanita-
tive Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)-Untersuchung durchgefiihrt, die einen Nachweis der

transduzierten Gene auf RNA-Ebene ermdglichte. Dabei wird gemessen, ab wieviel PCR-Zyklen
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sich die RNA deutlich findet; je mehr RNA enthalten ist, desto weniger Zyklen sind nétig. Es
konnte von Monika Barth dabei gezeigt werden, dass die Expression der DN- und CA-PKCu auf
RNA-Ebene deutlich vorhanden war. Somit kann angenommen werden, dass eine Expression
stattfindet, deren Ergebnis auf Proteinebene jedoch quantitativ zu gering ist, um mit Western
Blot detektiert werden zu kénnen. Dass dennoch der verdnderte kardiologische Phanotyp bei
geringgradig gednderter Expression zu zeigen ist, kann fiir eine bedeutende Rolle der Aktivitat
der PKCu sprechen. Eine nur geringe Uberexpression bietet hier zudem den Vorteil, deutlich
naher am physiologischen Zustand zu sein. Dadurch ist das Auftreten massiver Gegenregula-
tionen weniger wahrscheinlich, und das Ergebnis der Experimente mit groRerer Sicherheit auf

die Uberexpression der PKCi-Aktivititstypen zuriickzufiihren.

Es ist in der Summe jedoch festzuhalten, dass bei Transduktion der C57BI6/N-Tiere in der
dritten Lebenswoche, wie dies von Lovric et al. [71] verdffentlicht wurde, tiberraschenderweise
weniger Protein detektiert wird, als bei neonataler Injektion in diese Mauslinie oder in FVB/N-
Mausen. Unsere Ergebnisse widersprechen den Befunden von Lovric et al. 2012, zumindest fiir

das von uns genutzte System.

Zum viralen Gentransfer wurden dort ebenfalls andeno-assoziierte Viren genutzt. Diese werden
so bezeichnet, da sie ohne ein begleitendes Helfervirus (beispielsweise ein Adenovirus) nicht zur
Replikation in der Lage sind. Dies erhoht die Biosicherheit dieses System gegeniiber Adeno-
oder Lentiviren stark. Es gibt zudem weitere methodische Vorteile: Die Expression der mit
AAV transduzierten Proteine setzt zwar erst etwa ein bis zwei Wochen nach Transduktion ein,
gegeniiber dem Beginn nach drei Tagen bei Adenoviren, dafiir aber persistiert die Expressi-
on aber fiir Monate auf einem hohe Level, eine Infektion ist fiir die Zellen nicht zytotoxisch,
und ruft keine nennenswerte Immunreaktion der Tiere hervor [141]. Bei deren Studie zeig-
te eine intraperikardiale oder intramyokardiale Injektion eine gute selektive Transduktion von
Herzgewebe [127]. Allerdings ist eine solche Applikationsroute mit hohem Risiko fiir das Tier
verbunden, und auch fiir eine mogliche spatere klinische Anwendung nicht praktikabel. Zudem
sollte eine solche Injektion unter visueller Kontrolle erfolgen, etwa durch Injektion unter Echo-
kardiographie [120]. Eine systemische Applikation iiber periphere Applikationsstellen ist daher
von Interesse. Hierzu ist allerdings eine exakte Zielfindung der Viren auf spezifische Zellen und
Gewebe unumganglich, um einerseits das Zielgewebe mit ausreichend infektiésen Partikeln zu
erreichen, und andererseits unerwiinschte Auswirkungen der Transduktion anderer Gewebe zu

vermeiden. Hier war es fiir die Entwicklung spezifischer Systeme hilfreich, die verschiedenen,
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nacheinander identifizierten Serotypen auf ihren Tropismus zu untersuchen. Die Serotypen un-
terscheiden sich nur gering, an einer speziellen Lokalisation, dem Kapsidprotein VP1 in den
so genannten ,looped out domains” [34], das dennoch fiir deutlich unterschiedliche Tropismen
und Expressionsergebnisse verantwortlich scheint. Hierdurch wurde von Pacak [90] gezeigt,
dass eine Applikation von 10 Vektorgenomen (vg) des Serotyps AAV9 in die Vena temporalis
zu einer bevorzugten Transduktion kardialen Gewebes fiihrte. Hier war bei Applikation der glei-
chen Dosierung in zwdlf Wochen alte Tiere das Expressionslevel allerdings niedriger. Inagaki et
al. [48]zeigten, dass AAV9 dem bis dahin als optimal postulierten AAV8 in der Transduktion
kardialen Gewebes iiberlegen war. Es zeigte sich, dass mit 3 x 10! vg der AAV9 etwa 80% der
Kardiomyozyten transduziert wurden, aber nur 14% von AAVS8 dieser Dosierung. In den hier
mit sechs bis acht Wochen auf unterschiedlichen peripheren Routen (Schwanzvene, Portalve-
ne, subkutan, intraperitoneal) transduzierten Tiere erreichte die Expression von der zweiten
bis sechsten Woche nach Applikation einen konstanten Hohepunkt, der danach nur langsam
abnahm. Eine mdoglichst lange Expression der transduzierten Gene ware auch fiir eine klinische
Anwendung bedeutsam, da Herzerkrankungen generell einen chronischen Charakter haben,
und somit fiir deren mogliche Behandlung via Gentransfer eine lange Expression bedeutsam
ist, auch, um mdogliche Immunreaktionen durch wiederholte Applikation zu vermeiden. Dabei

war nur die subkutane Injektion weniger effizient, als die anderen Routen.

Von Bish et al. [8] wurde AAV9 dann hinsichtlich des Gewebstropismus mit AAV1, AAV6,
AAV7 und AAVS verglichen. Die Viren wurden neonatalen Miusen mit 2,5 x 10'!Partikeln
subxiphoidal in das Perikard injiziert, wie schon von Zhang et al. [145] beschrieben. Auch
hier zeigte sich AAV9 den anderen Serotypen hinsichtlich der Herzspezifitdt iiberlegen. Dies
wurde in derselben Studie auch fiir adulte Ratten gezeigt. Die systemische Applikation via
Schwanzvene wurde mit den Serotypen AAV1-AAV9 von Zincarelli et al. [146] verglichen. Hier
wurden 10! vg in adulte, 8 bis 10 Wochen alte Miuse der Linie BalbC injiziert. Auch hier zeigte
AAV9 die beste kardiomyozytdre Expression, von Tag sieben bis liber ein Jahr der Beobachtung.
Zudem wurde die Persistenz der Viruspartikel im Blut untersucht. AAV1 und AAV4 wurden
innerhalb einer Stunde, AAV6, AAV 7 und AAV8 nach ein bis sechs Stunden, AAV9 aber
erst nach sechs bis 48 Stunden eliminiert. Neben dem Herzen exprimierten durch AAV9 vor
allem der Skelettmuskel und die Leber das transduzierte Protein. Die verzdgerte Elimination
der AAV9 aus dem zirkulierenden Blut wurde auch von Kotchey et al. [58] untersucht. Hier

wurde festgestellt, dass AAV9 besonders widerstandsfahig gegen die Entfernung aus dem Blut
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durch die Kupffer'schen Sternzellen in der Leber ist, und somit eine langere Zeit fiir den
transepithelialen Ubergang in die Zielzellen besteht. Hier wurden 10*? vg je Maus in adulte
C57BI6-Tiere peripher injiziert.

Zusammenfassend ist auffillig, dass in vielen Studien nicht nur unterschiedliche Transduktions-
routen, sondern auch verschiedene Mauslinien und Altersgruppen an Mausen genutzt werden.
Bostick et al. [9] verglichen daher neonatale und adulte Tiere, und verschiedene Routen der
Transduktion (intrakardial oder periphere Vene) in C57BI10-Mausen unter Verwendung von
AAVO-Viren. Zwolf Wochen nach Applikation zeigte sich, dass das Alter das Expressionsmus-
ter beeinflusste, aber nicht die Route der Applikation. Hier wurden 3,5 x 10! vg je Gramm
Korpergewicht appliziert. Die Expression in Skelettmuskel und Herz war unabhingig von al-
len Faktoren, die Retina wurde juvenil besser transduziert, Aorta, Leber und Niere dagegen
eher in adulten Tieren. Dem steht das Ergebnis von Kaestner et al. [53] entgegen, bei dem
fir unterschiedliche Transduktionsrouten (intrakardial, V. jugularis und Schwanzvene), und
verschiedene Altersklassen, unterschiedlich gute Transduktionsergebnisse gefunden wurden; es
wurde zudem gezeigt, dass auch die Reproduzierbarkeit der Transduktionsergebnisse stark me-
thodenabhiangig ist, was die Vergleichbarkeit der Tiere untereinander stark beeinflusst, und

deshalb bei der Planung einer Studie bedacht werden sollte.

Insgesamt kann das von uns verwendete AAVO-Vehikel also als vielfach erprobte, erfolgsver-

sprechende Variante des viralen kardiomyozytdre Gentransfers betrachtet werden.

Miiller et al. [84] zeigten, dass der Gewebstropismus durch herzspezifische Promotoren wei-
ter verbessert werden kann. Ein starker Promotor, der sogenannte Zytomegalievirus-Promotor
(CMV), beschleunigt dabei die transkriptionale Aktivitdt in den transduzierten Kardiomyozy-
ten. Ein zusatzlicher MLC (Myosin light chain)- Promotor erhoht die Spezifitat fiir Kardio-
myozyten zusatzlich. Dieses CMV,,,/MLC800 -System wurde in dieser Form auch in den von

uns applizierten AAV9-Viren genutzt.

Eine Begriindung fiir mdgliche Altersunterschiede in der Transduktionseffizienz zeigten Lovric
et al. [71], die als Grund fiir eine bessere Transduktion von Kardiomyozyten in 21 Tage alten
Tieren, gegeniiber neonatal transduzierten Tieren, in einer Abnahme der Effizienz von DNA-
Reparaurmechanismen in Herzzellen mit Reifung der Tiere sehen. Dementsprechend ist eine
Nutzung von AAV besonders zur Transduktion von Geweben interessant, deren Zellen terminal
differenziert sind. In anderen Zellen wiirden AAV-Genome als ,beschddigte DNS" erkannt, und

entsprechend degradiert. Auch aufgrund dieser Resultate wurde in unserem Projekt ein Alter
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von 21 Tagen fiir die Transduktion der Tiere im Hauptversuch gewihlt.

Trotz der inzwischen vielfaltigen Publikationen werden in unterschiedlichen Studien weiterhin
unterschiedliche Mauslinien, Altersklassen, Applikationsrouten, und auch Dosierungen der Vi-
ruspartikel je Gramm oder je Tier genutzt. Ein optimiertes Protokoll zur Nutzung des Systems
in kardiologischen Fragestellungen ist bisher nicht publiziert. Wie aus unseren Ergebnissen
hier ersichtlich ist allerdings nicht nur das Alter der Applikation, sondern auch die genutzte
Mauslinie fiir unterschiedliche Werte der Proteinexpression verantwortlich, und damit auch fiir
teilweise unterschiedliche Phianotypen bei Expression des gleichen Proteins. Es zeigte sich, dass
allein fiir die Proteinexpression unserer Zielproteine, offenbar eine Kombination aus neonata-
ler Transduktion und der Mauslinie FVB/N optimal scheint. Dennoch wurde diese Mauslinie
aufgrund der schlechten Einzelzellisolationen fiir nicht weiter nutzbar befunden. Zu diesem
Zeitpunkt wurde das Protokoll anhand der Ergebnisse von Lovric et al. optimiert, und es zeig-
te sich ein klarer Phanotyp der C57BI6/N -Tiere in der Echokardiographie. Die Injektion der
gleichen Virusmenge (10 vg) in neonatale Tiere bewirkte zwar eine etwas groRere Proteinex-
pression, nachgewiesen im Western Blot und der qPCR, jedoch trat der in der Hauptuntersu-
chung gefundene Phanotyp nach sieben Wochen der Expression nicht auf. Um eine mdgliche
Verzdgerung der Expression als Ursache fiir das Fehlen der kardiologischen Auffalligkeiten in
Betracht zu ziehen, wurden auch Proben neonantal transduzierter Mause beider Linien nach
dreieinhalb Wochen der Expression untersucht. Eine Expression der Zielproteine war zu diesem
Zeitpunkt vorhanden. Es sollte allerdings noch gepriift werden, wie sich eine Angleichung der

Virendosierung auf das jeweilige Korpergewicht der Tiere auswirken wiirde.

Das virale System der AAV9 -Viren selbst, kombiniert mit dem CMV,,, /MLC800 -Promotoren-
System kann jedoch unserer Ansicht nach sowohl aufgrund der Literaturlage, als auch aufgrund

der eigenen Ergebnisse, als grundsatzlich wirksam erachtet werden.

Als eine wesentliche Nebenerkenntnis aus dieser Arbeit ist festzuhalten, dass eine Nutzung eines
viralen Transduktionssystemes grundsatzlich immer in einer Pilotstudie getestet werden sollte.
Dabei sind mindestens zwei verschiedene Altersgruppen (neonatal, adult), verschiedene Titer,
und nach Mdglichkeit verschiedene Injektionsrouten und auch Mausstamme zu untersuchen.
Ein Wechsel der Mauslinie im Experiment sollte nur vollzogen werden, wenn, wie hier, aus
methodischen Griinden unvermeidbar. Ein Standardprotokoll gibt es nach derzeitigem Stand
der Forschung nicht. Es ist, bei der Vielfalt der in der Literatur genutzten Protokolle, auch

nicht moglich, herauszufinden, welche Varianten davon bisher nicht funktioniert haben.
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Es gibt des Weiteren andere Mdglichkeiten, die Kardiomyozyten spezifisch mit Fremd-DNS
zu transduzieren [83]. Zum einen kdnnten Lenti- oder Adenoviren genutzt werden. Allerdings
spricht, neben der geringeren Persistenz im Organismus, besonders die Immunogenitat dieser
Partikel dagegen. Hinzu kommen erhohte Anforderungen an die Biosicherheit, da diese viralen
Systeme replikationskompetent sind. Zudem werden mit Adenoviren transduzierte Zellen vom
Organismus eliminiert. Nicht virale Applikationsarten konzentrieren sich auf die direkte intra-
kardiale Applikation von DNS, die jedoch erstens invasiv, und zweitens lokal sehr begrenzt ist.
Auch moglich ist eine periphere Applikation von Liposomen oder so genannten ,Microbub-
bles”. Das sind kleine, befiillbare Gasblaschen, die mit einem starken Ultraschallpuls lokal und

kontrolliert zum Platzen gebracht werden kénnen.

Die Liposomen haben dabei den groBen Nachteil, dass sie per se nur sehr begrenzt gezielt auf
ein Gewebe gerichtet werden kdnnen. Microbubbles dagegen sind nur lokal anwendbar, und
nur in Kombination mit speziellen, teuren Ultraschallgerdten. Zudem ist die Produktion der
Microbubbles selbst an bestimmte Gerate gebunden, und relativ kostenintensiv. Allerdings sind
diese Microbubbles auch wieder mit dem Einsatz von AAV oder anderen Viren kombinierbar.
Die Evaluierung und Etablierung dieser Technik fiir 3hnliche Fragestellungen soll fiir zukiinftige

Projekte angedacht werden, da das dafiir bendtigte Ultraschallgerat seit kurzem verfiigbar ist.

5.5 Aldosteron beeinflusst die Herzfunktion abhdngig von Goa,G1;

Wir haben Gruppen von Tieren der Genotypen ,Wildtyp” und ,Doppel-Knockout” jeweils mit
Placebo-Implantaten, oder Aldosteron-Minipumpen versehen. Die vier Gruppen waren dement-
sprechend wt Dummy, wt Aldo, DKO Dummy, und DKO Aldo. Nach sechswochiger Aldoste-
ronapplikation war, gegeniiber der jeweiligen Kontrollgruppe, bei beiden Genotypen die Herz-
frequenz gesunken. Dies war der auffilligste Unterschied, alle weiteren Parameter miissen in
dem Kontext unterschiedlicher Kdrpergewichte betrachtet werden. Die DKO-Tiere wiesen zum
Zeitpunkt der Messung nach der sechswochigen Applikationsphase signifikant hohere Kérper-
gewichte auf, unter beiden Bedingungen. Daher muss davon ausgegangen werden, dass zu
diesem Zeitpunkt eine heterogene Versuchstierpopulation vorlag. Darunter muss vor allem das
in DKO Dummy gegeniiber wt Dummy groRere linksventrikuldre Volumen betrachtet werden,
auch wenn dies in der Systole gerade kein Signifikanzniveau erreicht. Ein statistisch signifikan-
ter Unterschied zwischen den wt-Gruppen und DKO Aldo besteht dagegen nicht, sicherlich

auch wegen der auffallend groReren Schwankung der DKO Aldo-Werte. Betrachtet man die
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Herzgewichte isoliert, ergeben sich Unterschiede, die jedoch durch Normalisierung auf das Ko-
pergewicht entfallen, und damit dem moglichen Entwicklungsunterschied zugeordnet werden

konnen.

Ein solcher Unterschied im Korpergewicht kann durchaus schon vor Beginn des eigentlichen
Experimentes vorgelegen haben. Daher erscheint es sinnvoll, die Befunde vor, und nach Beginn
der Aldosteronapplikation zu vergleichen. So wurden in einer folgenden Auswertung nur die sich
entwickelnden Differenzen der Echokardiographie-Befunde vor und nach der Applikationszeit
verglichen. Hier zeigte sich, dass unter Aldosteronbehandlung im Wildtyp einige Effekte er-
kennbar sind: Die Auswurffraktion EF, und die IVRT steigen durch die Aldosteronbehandlung,
wahrend die Herzfrequenz im Verlauf abnimmt. Diese drei Parameter kdnnen voneinander ab-
hangig sein; Sinkt die Herzfrequenz, so kann auch die Relaxationsphase bis zur Klappenéffnung
langer dauern. Dagegen kdnnte die Auswurffraktion steigen, um das benétigte Herzminuten-
volumen bei niedriger Frequenz zu erhalten. Allerdings konnte eine verlangerte IVRT auch mit
einer verzogerten Relaxation des Ventrikels verbunden sein, dann wéren iiblicherweise auch
Anderungen im Einstromprofil durch die Mitralklappe erkennbar. Wie eng die funktionellen
Parameter unter Narkose mit der Hohe der Herzfrequenz zusammenhangen, ist allerdings in
dieser Studie nicht genau gepriift worden. In Zukunft sollte bei solchen Tiermodellen, bei denen
ein Effekt auf die Herzfrequenz zu vermuten sein kdnnte, die exakte Auswirkung der Narkose
sowie einer medikamentds verringerten Herzfrequenz an Tieren aller verwendeten Genotypen

in einem Vorversuch getestet werden.

Unter Aldosteronapplikation fiel bei Betrachtung der untersuchten Genotypen eine Zunahme
der E-Wellen-Geschwindigkeit in der DKO-Gruppe gegeniiber der wt-Gruppe auf. Da aber die
A-Welle in den DKO-Tieren auch tendenziell groRer wurde, wenn auch nicht signifikant, ist der
Quotient aus E- und A- Welle wieder zwischen den Genotypen vergleichbar. Bei den absoluten

Werten nach sechswochiger Applikation war kein Unterschied in diesem Parameter aufgefallen.

Der genannte Unterschied in der E-Wellen Geschwindigkeit kommt allerdings vermutlich auch
durch die groRen Unterschiede in der Standardabweichung zustande, besonders zwischen wt
Aldo und DKO Aldo. Eine VergréRerung der E- und A-Welle kann ebenfalls mit einer Anderung
der diastolischen Ventrikelrelaxation in Zusammenhang gebracht werden. Die fehlende Ande-
rung des MV E/A-Quotienten sprich allerdings gegen einen klaren pathologischen Phanotyp.
Gleichzeitig muss das Absinken der Herzfrequenz durch den Aldosteroneinfluss als Faktor fiir

eine Anderung der Mitralklappenfliisse bedacht werden.
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Und abschlieBend ist auch hier die Tierzahl, besonders mit den fiinf Tieren in Gruppe DKO-
Aldo, sehr gering. Die Aussage der Ergebnisse ware gesicherter und fundierter, und maglicher-

weise mehr oder andere Befunde zu erkennen, wiirde die Tierzahl hier noch erhoht.

Aldosteron beeinflusst bekanntermalen ET-1 und Ang I, und ET-1 und Ang Il wirken auf den
GoqGy1-Signalweg. Eine Verkniipfung dieser beiden Mechanismen lag also nahe. Die Erwar-
tung, dass bei einem DKO von Gay und Gy; Effekte des Aldosterons blockiert sein konnte,
konnte in unseren Untersuchungen in vivo bestatigt werden. Dies fligt sich gut in den derzei-

tigen Stand der Forschung ein.

Zwischen den Tieren der wt- und der DKO-Linie liegen Unterschiede im kardialen Phanotyp
vor, die sich in unserer Kontrollbedingung in einem groReren diastolischen, und einem nicht
ganz signifikant groBeren systolischen linksventrikuldren Volumen duBern, wie durch die Un-
tersuchungen von Wiesen et al. [139] gezeigt. Zudem ist bekannt, dass der GoyG11-Signalweg
bedeutsam ist fiir die Dauer und Héhe des Aktionspotentials, die Aufrechterhaltung der Mem-

brankapazitit und die Membranstréme, und ein physiologisches Ca®*-Verhalten [91].

Eine milde dauerhafte Aktivitdt des Go,Gi1-Signalweges tragt zum Schutz der physiologi-
schen Eigenschaften der Zelle bei [136], aber eine chronische Stimulation kann zur Entwick-
lung von Herzerkrankungen und Anderungen im Genexpressionsmuster fiihren [39, 26]. Fiir
Goyist bekannt, dass die Aktivierung dieses Signalweges Hypertrophie und Herzversagen sowie
kardiomyozytire Apoptose verursacht [3]; eine Uberexpression von Gagsenkt dagegen die Kon-
traktilitdt der Kardiomyozyten ab [22]. An globalen KO-M3&usen iiberlappen die Effekte von
Gagqund Gy; dabei partiell, wie von Offermanns et al. [88] gezeigt. Eine teilweise Hemmung

der Go, schwachte eine induzierte Hypertrophie ab [4].

Auch Aldosteron spielt eine wichtige Rolle in pathologischen Prozessen im Herzen. Dartsch et
al. [24] zeigten bei Ratten ein strukturellen und elektrischen Umbau der Herzzellen nach vier-
wochiger chronischer Applikation von Aldosteron. Dies ware durch die Gabe von Aldosteron-
Antagonisten zu unterdriicken. Auch in klinischen Studien verbessert Spironolacton, ein oft
genutzter Aldosteron-Antagonist, die Langzeitprognose bei Hypertrophie und anderen Patho-
logien [98, 38].

Eine reine chronische Applikation von Aldosteron bewirkt dabei eine Hypertrophie ohne eine
periphere Hypertonie; diese hatte bei frilheren Modellen, bei denen zusatzlich eine einseitige
Nephrektomie und eine salzhaltige Didt angewendet wurden, immer einen zusatzlichen, schwer

bestimmbaren Einfluss auf das Ergebnis [17, 142]. Durch Aldosteron-Antagonisten nimmt auch
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ventrikuldre Arrhythmogenitdt ab [100], wodurch eine Rolle des Aldosterons in ventrikularen

Arrhythmien naheliegt.

Ein erhohter Aldosteron-Spiegel ist dabei als ein unabhangiger Risikofaktor fiir kardiovaskula-
re Ereignisse beschrieben [112, 143, 104]. Die Aldosteron-Antagonisten binden an spezifische
Matrix-Metalloproteinasen (MR), die die Aldosteronwirkung vermitteln. [67, 68]. Unabhangig
von der Produktion in der Nebennierenrinde findet auch eine Aldosteronsynthese im Herzgewe-
be selbst statt [115]. Die subzelluldren Wirkungsmechanismen des Aldosterons in Kardiomyo-
zyten sind teilweise bekannt [137]. Aldosteron beeinflusst die Genexpression und Funktion von
ET-1 und Ang Il; in Zellkultur stimuliert Aldosteron das Angiotensin-konvertierende Enzym
(ACE) [130]. Die Anzahl der Angiotensin-1-Rezeptoren (AT-1) steigt durch Aldosteron und
salzhaltige Diat [103].

5.6 Interstitielle Kollagenablagerung durch Aldosteron in

Abhdngigkeit von GoyG1g

Die Verwendung der spezifischen Fluoreszenz von mit Siriusrot angefarbten Geweben zeigte
sich in unserem Vergleich als geeignet fiir die Untersuchung der histologischen Schnitte der Her-
zen aus der Aldosteron-Goi,G11-Studie. In der Untersuchung zeigte sich, dass die Applikation
von Aldosteron zu einer Erhohung des Kollagengehaltes im Herzgewebe der wt-Tiere fiihrte. In
den GoyG11-DKO-Tieren blieb dieser Kollagenanstieg aus. Dies unterstiitzt die These, dass die
Wirkung von chronisch appliziertem Aldosteron auf das Herzgewebe iiber Go,G11-gekoppelte
Rezeptoren vermittelt wird. Schon von Wiesen et al. konnte an unserem Institut gezeigt werden,
dass im histologischen Vergleich die altersbedingte kardiale Fibrose in den wt-Tieren deutlich
starker ausfallt, als im GoqG11-DKO. Dementsprechend war es fraglich, ob dies auch fiir ei-
ne Fibrose durch pathologische Prozesse zutrifft. Aldosteron ist bei chronischer Applikation
als profibrotisch bekannt [18, 64] und fiihrt, wie von Sun 2002 [123] gezeigt, zu oxidativem
Stress. Die NADPH-Oxidase ist dabei in die Entstehung der interstitiellen Fibrose im Herzen
involviert [51], und damit die Hochregulierung der Transkription von NFkB und MMP2. Die-
se Hochregulierung wiederum geschieht unter anderem iiber die Aktivierung des Signalweges
des Gaq-gekoppelten AT1-Rezeptors fiir Angiotensin, deren Anzahl durch Aldosteron steigt
[103]. Das hier erzielte Ergebnis zeigt also diese mdgliche Verkniipfung der profibrotischen

Eigenschaften von Aldosteron mit dem GoqGy1-Signalweg. Hier ware es moglicherweise noch
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von Interesse, in einer Weiterfiihrung dieses Projektes auch die Herzen von den separaten

KO-Mausen fiir Ga,, oder Gy; auf den Kollagengehalt hin zu untersuchen.

Wie schon bei Wiesen et al. veroffentlicht, erfolgt die Messung des Kollagengehaltes anhand
einer Siriusrot-Farbung, die fiir Kollagen spezifisch ist. Jedoch wurde in der vorherigen Studie
der Anteil magenta-roter Bereiche (Kollagen) am gesamten Herzgewebe (angefarbter Bereich)
im Durchlichtbild gemessen. Diese Methode wurde in fritheren Studien oft genutzt [81, 86, 89].
Allerdings ist sie fehleranfallig, da unterschiedliche Qualitaten der Praparation oder der Farbung
zu unterschiedlichen Nuancen fiihren konnen. Zudem werden sehr diinne Kollagenfasern so

nicht erfasst, und der Kollagenanteil dann unter Umstinden unterschatzt.

Daher wurde hier in einer ersten Untersuchung die Pikrosiriusrot-Farbung mit der Messung mit
linear polarisiertem Licht gewahlt. Diese ist etabliert seit Jalil [50] und Weber [131]. Die ohnehin
vorhandene Polarisation des Kollagens wird dabei durch die der Farbung noch verstarkt. Jedoch

war mit dieser Methode zwischen den Untersuchungsgruppen hier kein Unterschied zu finden.

Die Sensitivitat dieser Methode wird allerdings von verschiedenen Autoren auch bezweifelt;
so zeigten Rich et al. [102], dass die Verwendung von zirkular polarisiertem Licht zu deutlich
sensitiveren Ergebnissen fiihrt. Dies wird damit erklart, dass bei linear polarisiertem Licht die
Kollagenfasern nicht erfasst werden, die anndhernd parallel zum Strahlengang stehen [138].
Eine entsprechende Anordnung des Messplatzes, beispielsweise in Form eines rotierbaren Ob-

jekttisches, ist am von uns genutzten Versuchsaufbau jedoch nicht ohne weiteres moglich.

Des Weiteren war im Verlauf unserer Untersuchung erkennbar, dass diese Messmethode sehr
anfallig war fir falsch positive Befunde aufgrund von Artefakten. Tatsachlich ist bekannt, dass
verschiedene kristalline Strukturen [97], wie sie auch bei Trocknung entstehen, von polarisier-
tem Licht erfasst werden, aber auch Formalin-Ham-Komplexe [124], oder Starkemolekiile [60],
mit denen auch die Handschuhe bepudert sein kdnnen, mit denen die Proben gewonnen oder
prapariert wurden. Entsprechende als , positiv" erscheinende Verunreinigungen wurden auf eini-
gen Schnitten gefunden, weshalb das Ergebnis der Untersuchung mit dieser Methode sicherlich

aulerst kritisch betrachtet werden sollte.

Auch deshalb wurden die gleichen Proben mit einer zweiten Nachweismethode fiir Picrosiriusrot-
positive Gewebe gemessen, die deutlich sensitiver ist, namlich mit Fluoreszenzmikroskopie an
einem Konfokalmikroskop. Die Anregungswellenlange von 543 nm und die Emissionswellen-
lange bei 633 nm bedeuten eine Fluoreszenz im orange-roten Bereich des Spektrums. Die

Siriusrot-Fluoreszenz ist also von der starksten Autofluoreszenz im griinen Bereich des Spek-
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trums (Anregung 440-490 nm, Emission 500-550 nm) deutlich unterschiedlich, wie von Vogel
et al. [128] gezeigt werden konnte. Auch spielt die Orientierung der Kollagenfdden im Bezug
zum Strahlengang bei der Fluoreszenzmessung keine Rolle. Zudem werden die oben genannten
Artefakte mit dieser Methode nicht erfasst; lediglich zeigte das in wenigen Schnitten durch
Austrocknung geschadigte Gewebe eine starkere Anfarbung, weshalb diese Schnitte in beiden

Messungen von der Auswertung ausgenommen wurden.

Mit der Fluoreszenzmessung zeigte sich dann auch, dass der Kollagenanteil in den Herzen der
mit Aldosteron behandelten wt-Mause signifikant hoher lag als bei den unbehandelten wt-
Ma3usen. Dies war aus dem bisherigen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse zu erwarten,
und zeigt vor allem die grundsatzliche Funktionalitdt des Modelles; dagegen unterschieden
sich die Tiere der Ga;G1;-DKO Gruppen mit und ohne Aldosteron nicht deutlich voneinander.
Dies deckt sich mit der aufgestellten These, dass der Go,Gi1-gekoppelte Signalweg auch
in der Entstehung der durch chronischen Hyperaldosteronismus hervorgerufenen Fibrose des
Herzens eine wesentliche Rolle spielen kénnte. Bei Ga,G11-DKO geht auch folgerichtig diese

profibrotische Eigenschaft der Aldosteronapplikation verloren.

Beim Vergleich beider Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden ist iiberdies auffillig, dass,
obgleich die Anfalligkeit fiir Artefakte in der Polarisationsmethode hoher war, die gemessene
Kollagenmenge mit dieser Methode niedriger ausfillt als bei der Fluoreszenzmessung. Dies
deckt sich mit den erwdhnten Befunden von Whittaker [138], die eine grundlegende Unter-

schatzung des Kollagengehaltes mit der Polarisationsmikroskopie bestatigen.

Bei der Beurteilung der Ergebnisse muss jedoch wieder beachtet werden, dass die Aussagekraft
der statistischen Analyse durch die geringe Anzahl an Proben beeinflusst wird. Da allerdings
die Herzen nur entweder fiir eine histologische Untersuchung fixiert, oder die Zellen fiir Einzel-
zellexperimente isoliert werden kdnnen, waren nicht mehr Proben unterschiedlicher Individuen
verflighbar. Auerdem wurden auch, wie bereits erwihnt, einige Schnitte wegen der Artefakte

durch Austrocknung von der Untersuchung ausgeschlossen.

5.7 TAC in GagG11-DKO: Wenig Unterschied zum Wildtyp

In der hier durchgefiihrten Studie wurden im Rahmen der Goi,Gy1- Projektes Aortenkonstrik-
tionen an 30 Wochen alten Tieren der Gruppen wt und DKO durchgefiihrt. Das Alter wurde so

gewahlt, da aus Wiesen et al. [139] bekannt ist, dass im Alter von 32 Wochen in dieser Mausli-
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nie der prominenteste kardiale Phanotyp vorliegt: Die EF und FS war in DKO signifikant erhoht,
genau wie MV E/A, verglichen mit den Wildtyp-Tieren. Zudem war die Herzrate in DKO si-
gnifikant geringer. Es konnte jedoch in den wt-Tieren gezeigt werden, dass die Erhéhung der
EF und des FS nicht nur durch die verringerte Herzfrequenz bedingt sein kdnnen, sondern, bei
medikamentdser Erniedrigung der Herzfrequenz, diese beiden Parameter in den Tieren sogar
fielen. Demnach miissten die gesehenen Effekte direkt oder indirekt mit dem Funktionsverlust
von Gag und Gy; zusammenhdngen. Zudem war der Blutdruck in DKO-Tieren signifikant nied-
riger als in den Wildtyp-Tieren. Insgesamt zeigte sich das Bild eines erniedrigten peripheren
Widerstandes in den Tieren mit G1;-KO. Daraus ergab sich die Frage, welche Auswirkungen
eine operative Erhohung dieses Widerstandes mittels Aortenkonstriktion hatte. Um dies zu

beantworten, wurden die hier beschriebenen Untersuchungen durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass bei weiterhin niedrigerer Herzfrequenz in den TAC-operierten DKO-Tieren
schon nach 14 Tagen das ventrikuldre Volumen gegeniiber der DKO-Sham-Gruppe groRer
wurde, wahrend dies in der Wildtyp-Kontrolle ausblieb; dabei fand in beiden TAC-Gruppen hy-
pertrophes Herzwachstum statt, gekennzeichnet durch Zunahme der normalisierten Herzmasse.
Es kann nun abgeleitet werden, dass der Goi,Gy;1-Verlust zu einem verminderten Widerstand
des Herzens bei Belastung durch periohere Hypertonie fiihrt. Das erginzt den Befund von
Wiesen et al., der auf einen generell geringeren peripheren Widerstand in GoiqG11-DKO-Tieren

hindeutete.

Die Erhohung des ventrikuldren Volumens bei gleichzeitiger Zunahme der Herzmasse kann ein
frilhes Stadium der Dekompensation anzeigen, oder die eingeschrankte oder fehlende Fahigkeit
zur Kompensation der Volumeniiberlastung. Dabei ist zu bemerken, dass die EF zwar statistisch
in der Gruppe DKO-TAC noch nicht geringer ist als in den anderen Gruppen, betrachtet
man jedoch die einzelnen Werte, so fillt auf, dass lediglich ein einzelner hoherer Wert die
Entstehung einer statistischen Signifikanz verhindert. Es gibt keine statistischen Griinde, dieses
Tier auszuschlieRen, dennoch beeinflusst dieser Wert das Ergebnis deutlich. Eine VergroRerung
der Tierzahl muss daher in der gesamten Studie angestrebt werden, um die Beobachtungen

insgesamt zu veri- oder falsifizieren.

Die Untersuchung der Reaktion von Ga,G11-KO-Tieren auf eine induzierte Hypertrophie er-
folgte in dhnlicher Weise schon bei Wettschurek et al. [136]. Dort jedoch waren die Tiere mit
12-16 Wochen deutlich jiinger, und das Knockout durch eine konstitutive Cre-Rekombinase

induziert, nicht, wie bei uns genutzt, durch eine konditionelle, mit Tamoxifen aktivierbare Cre-
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Rekombinase. Dadurch starben in deren Studie auch etwa 75% der Tiere perinatal, und zeigten
bei genauerer Untersuchung hypoplastische Herzen. Des Weiteren erfolgte dort die Aortenkon-
striktion an der A. abdominalis, in groRerer Distanz zum Herzen. Mit diesem Versuchsaufbau
erzielten Wettschurek et al. die Erkenntnis, dass das Goa,G11- KO Hypertrophie verhindern
konne, was sich jedoch in den von uns erzielten Resultaten nicht bestatigte. Der Phanotyp der
von uns genutzten Tiere zeigte nach TAC auch im DKO zur Hypertrophie, allerdings zu einer
beginnend dekompensierten Form. Zusammenfassend muss also die Einschrankung getroffen
werden, dass die Ergebnisse aus den hier durchgefiihrten Experimenten, wie auch die von Wie-
sen et al., nur bedingt mit den Ergebnissen von Wettschurek verglichen werden kdnnen. Die
gefundenen Differenzen zwischen den Resultaten beider Studien sind bei derzeitiger Datenlage

allerdings kaum erklarbar, und bediirfen einer genaueren Priifung.

Einschrankend fiir das Ergebnis ist auch, wie bereits erwadhnt, dass in der hier durchgefiihr-
ten Studie bisher nur wenige Tiere genutzt werden konnten. Somit sind die Tierzahlen, vor
allem in den Sham-Kontrollgruppen, eigentlich zu gering fiir ein statistisch valides Ergebnis;
da beispielsweise keine Normalverteilung gepriift werden konnte, musste diese angenommen
werden, um die entsprechenden Vergleiche zu treffen. Dennoch muss und wird hier eine er-
ganzende Untersuchung von mehr Tieren notig sein, um diese Ergebnisse valide zu best3tigen.
Des Weitere kann bei den geringen Tierzahlen und dem fortgeschrittenen Alter der Tiere nicht
ausgeschlossen werden, dass die gefundenen Unterschiede auf individuellen Auswirkungen des
Alterungsprozesses beruhen. Genauso kdnnten altersbedingte Einfliisse aber auch andere Ef-

fekte maskieren.

5.8 Bedeutung der B-Untereinheit fiir die Herzfunktion

Im ersten Teil der hierzu durchgefiihrten Untersuchung wurde die Ca,B2- Untereinheit kon-
ditionell inaktiviert, und das zu einem Zeitpunkt, zu dem die untersuchten Mause als adult
zu betrachten sind. Dies vor allem aufgrund der beschriebenen Letalitit einer entsprechenden
konstitutionellen Inaktivierung, sowohl herzspezifisch als auch ubiquitdr [135]. Daher beschrei-
ben die Ergebnisse aber nur die Konsequenzen der Inaktivierung der Ca,f2- Untereinheit in
einem bereits entwickelten adulten Herzen, was bei der Beurteilung bedacht werden muss.
Die Kontrollgruppen setzen sich aus den direkten Geschwistertieren zusammen, die lediglich
nicht mit Tamoxifen behandelt wurden. Dadurch sind die Gruppen untereinander bestmdglich

vergleichbar.
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Zunichst ist zu beachten, dass die Tiere mit Ca,2-KO ein geringeres Kérpergewicht zeigen,
was bei dem hier méglichem Vergleich von Wurfgeschwistern aus mehreren Wiirfen grund-
satzlich auf eine erhohte Belastung der Ca,f2-KO gegeniiber den Tieren der Kontrollgruppe
schlieBen lasst. Dies vor allem, da die Inaktivierung von Ca,B2 erst in einem adulten Entwick-
lungsstadium erfolgt. Eine Wachstumsverzégerung ist als Ursache fiir den Gewichtsunterschied

nicht bekannt.

Gleichzeitig war der intraventrikuldre Durchmesser in den Mausen mit Ca,2-KO erniedrigt,
wie auch das ventrikuldre Volumen, und das gleichermalen in Diastole und Systole. Fiir die
embryonale Form dieses Ca,f2-KO ist von Weissgerber et al. bekannt, dass die Pumpleistung

der nicht lebensfahigen Embryonen massiv verschlechtert war gegeniiber den Kontrollen.

Die funktionelle Herzleistung in Form der Auswurffraktion und der relativen ventrikuldre Ver-
kiirzung, war dabei zum Untersuchungszeitpunkt zwar in den Tieren mit Ca,B2-KO leicht
erhdht (signifikant nur die relative ventrikuldre Verkiirzung). Eine Steigerung der Herzarbeit
in diesen Tieren, die ja durch die erhohte Herzfrequenz besteht, scheint dabei trotz kleinerem
ventrikuldren Volumen zu einer leichten Erhohung der Herzleistung zu fiihren. Die erhdhte

Herzfrequenz begriindet auch die Erniedrigung der intraventrikuldren Relaxationszeit direkt.

Insgesamt zeigt sich also, dass durch die erhohte Herzfrequenz zwar die Leistung erhalten ist
oder gering steigt, jedoch im Kontext eines geringeren intraventrikuldren Volumens, was eine
insgesamt geringere Effizienz der Herzarbeit bedeutet. Darin kdnnte der gefundene Gewichts-
unterschied begriindet liegen, da durch eine weniger Effiziente Herzarbeit die Belastung steigt,
und damit weniger Energie fiir die Gewichtsentwicklung zur Verfligung steht. Weiterfiihrend
konnte es von Interesse sein, inwieweit sich der echokardiographische Befund in einer langeren

Beobachtungszeigt entwickeln wiirde, was jedoch im Rahmen dieser Studie nicht méglich war.

Die hier untersuchte Mauslinie wurde bereits von Meissner et al. [77] zur Bestimmung der
Effekte des adulten kardialen Ca,f2-KO auf der kardiomyozytdren Ebene verwendet. Dort
wurde gezeigt, dass durch den induzierten Knockout des Genes die Ca,[2-Expression um 96%
des Kontrollwertes in Kardiomyozyten sank, und um 74% in der gesamten Proteinfraktion des
Herzens. Der verbleibende Rest wird mit einer Expression des Proteins in Fibroblasten erklart,
was jedoch wenig Riickschliisse auf die von uns gefundenen Effekte zuldsst. Die Mause zeigten
auch hier keine Auffalligkeiten bei duBerer Beurteilung. Es wurden keine kompensatorischen
Effekte gefunden, wie eine Hochregulierung anderer Ca,B- Untereinheiten, oder eine Anderung

der Ca,1.2-Kanéle generell.
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Bei Untersuchung der Kalziumstréme fiel allerdings auf, dass diese, trotz des hohen Riick-
ganges der Expressions der Ca,-Untereinheit, nur um 29% gemindert waren. Dieser residuale
Kalziumstrom war allerdings immer noch durch Dihydropyridin modulierbar. Die Auswirkungen

des Ca,B-KO in vivo waren also weniger gravierend, als zunéchst zu vermuten war.

Uber die genaue Funktion der Ca,B- Untereinheiten liegen dabei nur wenige Erkenntnisse vor.
Dolphin et al. [25] konnten zeigen, dass die Ca,B-Untereinheiten das Expressionsniveau der
Ca,1.2-Kalziumkanile beeinflussen, ebenso wie das spannungsabhingige Offnungsverhalten.
Es ist also nicht auszuschlielen, dass die bei unserer Studie beobachtete Herzfrequenzerho-
hung aus einer Verdnderung der Reaktionskinetik der Kanile riihrt, welche durch die Ca,2-
Untereinheit reguliert sein kdnnten. Dieser Verdacht wird dadurch erhartet, dass fiir eine Inak-
tivierung der Gene, die fiir die anderen Ca,-Untereinheiten kodieren, kein Effekt beobachtet
werden konnte [121]. Demensprechend ware ein mdglicher nachster Schritt, die Herzfrequenz
der Tiere iiber einen langeren Zeitraum und im Wachzustand zu priifen, und die elektrische

Aktivitat dabei mittels EKG genauer zu beschreiben.

Bekannt ist zudem, dass von den verschiedenen Untereinheiten verschiedene Spleivarianten
vorkommen, die zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten auftreten [65]. Es wiére also
moglich, dass der Unterschied zwischen dem fatalen embryonalen Ca,2-KO, und dem offen-
sichtlich weniger massiven Effekt des adulten Ca,B2-KO, auf der altersabhidngig unterschied-

lichen Dominanz verschiedener SpleiRvarianten beruht.

5.9 Experimente zur Rettung des pathologischen Phanotypes bei
Ca,2-KO

Im zweiten Teil der Studie wurden in Mausen bei ubiquitdren Ca,2-KO entweder die do-
minante embryonale SpleiRvariante (Ca,f2-N1), oder die adulte SpleiRvariante (Ca,$2-N4)
auf einem Allel kardial exprimiert. Diese gezielte Uberxpression der jeweiligen Variante der
Ca,B2-Untereinheit bestand in diesem Versuchskonzept schon in der Embryonalentwicklung.
Dazu waren komplexere Kreuzungsschemata nétig; heterozygote Trager des konstitutionellen
Ca,B2-KO wurden mit den Tragern der jeweiligen N1- oder N4-Untereinheit verpaart. Dar-
aus konnten nur die Tiere genutzt werden, die, bei globalem Ca,f2-KO, kardial die N1 oder
N4-Spleivariante exprimierten. Daraus ergab sich ein so geringer Anteil an verwendbaren Tie-

ren aus der Zucht, dass fiir diese Experimente mannliche und weibliche Tiere genutzt werden
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mussten. Als Kontrollgruppe wurden Tiere genutzt, die bei reguldrer Ca,B2-Expression kardial
noch zusatzlich die N1- oder N4-Variante exprimierten. Die Ca,2-N4-Linie wurde dabei be-
reits von Katiyar et al. [55] erfolgreich genutzt, um die Auswirkungen der extrakardialen KO
an den Photorezeptor-Synapsen des Auges zu beurteilen. Hier war ein erster Befund, dass mit
der kardialen Expression dieser SpleiRvariante der embryonal letale Phanotyp des konstitutiven
Ca,B2-KO bereits gerettet werden konnte, weshalb es interessant wurde, diese Tiere mit dem

adulten, konditionellen Ca,f2-KO zu vergleichen.

Die entsprechenden Tiere wurden lebensfahig geboren und zeigten keine duReren Anzeichen
eines pathologischen Phanotypes. Auch bei der hier durchgefiihrten Echokardiographie zeigten
sich wenig Befunde bei Vergleich der Expression beider Spleilvarianten mit der gemeinsamen
Kontrollgruppe; lediglich war die Herzfrequenz unter Narkose in den Ca,2-N4- exprimierenden
Tieren erniedrigt, und infolge dessen die intraventrikuldre Relaxationszeit in den Tieren dieser

Gruppe verlangert.

Ein direkter Vergleich der gefundenen Auffilligkeiten in beiden Gruppen lag nahe. Zunichst
musste jedoch gepriift werden, ob eine direkte Vergleichbarkeit iiberhaupt vorlag. Dazu wur-
den initial die beiden Kontrollgruppen aus den beiden Studien in den ausgewahlten Parametern
verglichen. Mit Ausnahme der Herzfrequenz unter Narkose, bestand in allen Parametern kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollgruppen, sodass dann eine direk-
te Vergleichbarkeit zwischen den Tiergruppen mit den Genotypen Ca,1.2-p2*/*-N1, Ca,1.2-
B2*+/*-N4 und dem Ca,B2-KO angenommen wurde. Die Kontrollen wurden dann zu einer ge-
meinsamen Kontrollgruppe zusammengefasst. Es zeigte sich, dass das Korpergewicht und das
systolische wie diastolische Volumen in den Tieren mit Ca,f2-KO auch gegeniiber der gemein-
samen Kontrollgruppe deutlich geringer war, und die relative Ventrikelverkiirzung deutlich gro-
Rer. Beide Rettungs-Gruppen zeigten in diesen Parametern keinen Unterschied zur Kontrolle,
und tiberwiegend einen deutlichen Unterschied zum Ca,f2-KO. Daraus kann abgeleitet werden,
dass in diesen Betrachtungen die ,Rettung” des vom Normalen abweichenden Phanotypes der
Ca,B2-KO-Tiere erfolgreich war. Dagegen war ein solcher Vergleich bei Betrachtung der Herz-
frequenz direkt nicht moglich. Die Knotrollgruppen konnten nicht zusammengefasst werden,
da sie einen unterschiedlichen Frequenzbereich der Herzfrequenz zeigten. Jedoch ist die Herz-
frequenz ein hoch variabler Parameter, und von vielen Faktoren, wie vorausgegangenem Stress,
beispielsweise aufgrund von Agression in der Gruppe, aber auch vom Alter abhangig. Das Al-

ter der Tiere war in der Studie stark variabel, wie auch die Geschlechterzusammensetzung.
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5 Diskussion

Dies kann den leichten Frequenzunterschied in den Kontrollen bedingen. Zudem stammten
die beiden Kontrollgruppen auch aus unterschiedlichen Zuchtstammen, was mdoglicherweise
einen Einfluss auf die Stressanfalligkeit haben konnte. Unabhangig vom Unterschied zwischen
den Kontrollen, war die Herzfrequenz der Ca,2-KO-Gruppe nicht nur gegeniiber der eigenen
Kontrollgruppe erhoht, sondern auch gegeniiber der Ca,1.2-2+/*-N4-Gruppe, was zu den Be-
funden der iibrigen echokardiographischen Parametern passt. Unklar ist jedoch, aus welchem
Grund die Herzfrequenz in der Gruppe Ca,1.2-p2*/*-N1 gegeniiber Ca,1.2-B2+/*-N4 erhdht
ist, und keinen Unterschied zum Ca,2-KO zeigt. Mdglicherweise aber ist die Herzfequenz auch
ein Parameter, der auf die méglichen Eigenschaften der verschiedenen Spleivarianten sehr sen-
sibel reagiert. Dann wére in weiteren Experimenten zu priifen, inwiefern Ca,1.2-B2+/*-N4 eine
starkere Rettungsvariante ist, als Ca,1.2-2*/*-N1. Dies kann anhand der echokardiographi-
schen Befunde hier nicht geklart werden, die Untersuchung mittels EKG-Transmittern kénnte
aber Aufschluss liber den generellen Charakter der Frequenzunterschiede geben, und ware ei-
ne mogliche weitere Methode zur Charakterisierung der Befunde. Vor dem Hintergrund der
Frequenzunterschiede miissen dann auch die Werte des IVRT interpretiert werden. Hier zeig-
te sich nur eine knapp signifikante Erhohung der IVRT in Ca,1.2-B2+/*-N4 gegeniiber dem
Ca,B2-KO, dies wiirde aber zu der Frequenzerniedrigung in Ca,1.2-27/*-N4 gegeniiber dem
KO passen. Ca,1.2-B2+/+-N1 scheint in seiner Auswirkung auf das KO zwischen diesen beiden

Extremen angesiedelt zu sein, ebenso wie die Kontrolle.

Zusammenfassend kann also mit kleinen Einschrankungen festgestellt werden, dass die kardia-
le Expression von Ca,1.2-B2*7/*-N4 die pathologischen Verianderungen bei Ca,B2-KO rettet,
und dies in mehreren Messparametern auch mit Ca,1.2-B2*/*-N1 gelingt. Als Referenz wird
hierbei, wo méglich, eine gemeinsame Kontrollgruppe genutzt. Die Unterschiede in der Herz-
frequenz unter Narkose erfordern ein differenzierteres Bild, und damit méglichst weiterfiihrende

Untersuchungen, wie etwa Langzeit-EKG-Messungen, auch im wachen Zustand.
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Einleitung und eigene Fragestellung
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Abbildung 2: Gleitfilamenttheorie: a: gesamter Komplex im Ruhezustand. Der Myosinkopf (violett)
mit gebundenen ATP (rot) steht in 90° zu Aktin (grau) und Troponin (griin), tubuldre Systeme
(gelb): Die T-Tubuli der Zellmembran, rechtwinklig dazu die L-Tubuli des SR. b: trifft ein AP ein
(schwarzer Blitz), wird aus dem SR Ca®* freigesetzt, das an Troponin bindet. c: Konformations- und
Lokalisationsianderung Troponin, die Myosinbindestelle wird frei. d: Myosin kann an Aktin binden;
e: Myosin knickt um 40° ab (,,Rudern”), ATP wird zur Energiegewinnung gespalten, ADP verbleibt
noch an der Bindungsstelle, Aktin wird um ca. 6,7 nm in die Sarkomermitte gezogen f: ADP lost
sich auch ab, weiteres Abknicken um 5°, Bewegung um weitere 1,3 nm; g: ein neues ATP bindet
an Myosin h: Myosin 16st sich von Aktin, Kopf geht wieder zuriick auf 90°-Winkel. i: abhingig von
[Ca%* ]i: Bei geringem Level (< 1 mol/l) Ubergang in den Ruhezustand, bei mehr [Ca?* |; Beginn
einer neuen Kontraktion. ,,Molekulare Mechanismen der Muskelfunktion”, Hank van Helvete 2006,
creative commons -Lizenz, Wikimedia commons
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2 Einleitung und eigene Fragestellung
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Abbildung 3: Kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung: Durch ein Aktionspotential (gelber Blitz)
wird die Zellmembran (blau) samt T-Tubulus depolarisiert, Ca?* -lonen (orange Kreise) kdnnen durch
L-Typ - Ca?* -Kanile (pink) in das Zytoplasma austreten. Dort diffundiert Ca?>* zu den RyR (tiirkis)
im L-Tubulus des SR (hellbraun) und binden an die Ca?* -Bindungsstelle (rot). Ca?* tritt aus dem

SR aus und diffundiert zu seiner Bindungsstelle am Troponin (oliv), was eine Kontraktion auslést. Das
intrazellulire Ca%* wird dann von der SERCA (violett) in das SR und dem Na*-Ca?* -Austauscher
(griin) in den Extrazelularraum gepumpt. Abbildung erstellt nach Bers et al. [7]

tration intrazelluldrer Kalziumionen, [Ca®T |;, reicht nun, um mit der Bindung an Troponin
(Abbildung 3, oliv) eine Kontraktion auszuldsen, die auch in der gesamten Zelle synchron
erfolgt. Daraus folgt jedoch, dass ein Verlust der T-Tubuli, oder deren aberrante Anordnung,

zwangslaufig zu einem beeintrachtigten Kontraktionsverhalten der Zellen fiihrt.

Nach Ende der Kontraktion muss das [Ca?* ]; von speziellen Ca?* -Transportern (SERCA-
Pumpe, siehe 3, violett) sowie von dem Na*-Ca?*-Austauscher NCX (Abbildung 3, griin)
wieder zuriick in das SR gebracht werden. Hier spielt die weite Verzweigung des SR iiber die
L-Tubuli eine wichtige Rolle; in der grolen Membranoberflache sind viele Pumpen fiir den
Riicktransport der Kalziumionen vorhanden, durch die der [Ca?* |i-Spiegel in der gesamten
Herzmuskelzelle schnell und synchron sinkt. Ein kleinerer Teil wird wieder von dem Na*-Ca?*-

Austauscher in den Extrazellularraum ausgeschleust (Abbildung 3, griin).

13



2 Einleitung und eigene Fragestellung

es ein bis zwei Zielsteuerungssequenzen, welche die Spezifitat der einzelnen Subfamilien fiir
ihre Bindungspartner bestimmen. Die cPKCs tragen dabei eine C2-Doméne (orange) und eine
C1A- und C1B-Domane (rot). Die nPKC haben auch eine C1A- und C1B-Domine, aber eine
Ca?*-insensitive C2-Domine. Die aPKC unterscheiden sich hier grundsitzlich von den anderen
Subfamilien, sie tragen eine PB1-Domane (tiirkis) fiir die bei ihnen typischen Protein-Protein-

Interaktionen.

Pseudosubstrat

*

cPKC N—_Ic1AlciB— €2 Kinase CT |—C

nPKC lneue C2— |C1A|C1B Kinase ~ CT |

aPKC | PB1 = [aC = Kinase —~CT |
100 AS

Abbildung 5: Schema der Domanenstruktur der PKC: Abgebildet sind die drei Subfamilien der
PKC-Enzymfamilie, die Subfamilie ist dabei jeweils links der Doméanenstruktur benannt. Allen PKC
ist die Kinase-Domane (gelb) und ein Pseudosusbtrat am N-terminalen Ende (blau) gemeinsam. CT
(violett) bezeichnet die Endsequenz am C-terminalen Ende. cPKC und nPKC tragen eine C1-Doméne,
die in zwei Teile A und B unterteilt ist (rot). Die C2-Domé&ne kommt auch bei cPKC und nPKC vor
(orange), unterscheidet sich aber bei beiden. Die aPKC tragen keine C-Domaénen, sondern eine PB1-
Domane (tiirkis). Die GroRe der Abschnitte ist durch die Skala rechts unten angegeben. Abbildung
nach Newton et al. [87]

Die Regulation der PKC erfolgt strukturell und rdumlich lber spezifische Kofaktoren. Das
Zusammenspiel mit den jeweiligen Kofaktoren wird iiber diese Domanenstruktur gesteuert.
Im Ruhezustand liegen die PKCs inaktiv vor, das aktive Zentrum der Kinasedomane wird vom
Pseudosubstrat blockiert [66]. Das Pseudosusbstrat beinhaltet ein Alanin, das zwar in das kata-
lytische Zentrum passt, jedoch nicht phosphoryliert werden kann. Detaillierte Untersuchungen
hierzu stammen von House und Kemp [44] sowie Makowske und Rosen [75]. Erfolgt eine Ak-
tivierung der PKC, wird durch Konformationsinderung das Pseudosubstrat aus dem aktiven
Zentrum des Enzyms entfernt, das nun fiir die Substratphosphorylierung zur Verfiigung steht.

Die C1-Domanen der cPKCs und nPKCs werden von DAG aktiviert. Sie sind zweifach vorhan-
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3 Material und Methoden

Abbildung 6: Transduktion der Versuchstiere: Schematische Darstellung des Verlaufes der Vena
jugularis in der Maus (Riickenlage). Die hellblauen Linien zeigen den Verlauf der beiderseitigen Vena
jugularis. Die dunkelblaue Linie zeigt die unbenannte gemeinsame Vene, in die beide Venae cavae und
Venae subclaviae (zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht skizziert) miinden, sodass sie dann die obere
Hohlvene (Vena cava cranialis) bilden. In gelb ist einseitig der Insertionsbereich der Injektionsnadel
skizziert.

lage des Tieres, die Oberkieferschneidezihne im Konus fixiert waren. Zur Unterhaltung der
Narkose wurde 1,5-1,7 % Isofluran in 1 |/min Sauerstoff appliziert. Die Maus wurde dann in
Riickenlage auf dem mit einem eingebauten Warmekissen gewarmten Operationsplatz an den
vier GliedmaBen durch medizinisches Klebeband an den Untergrund geklebt. Dabei wurde das
Vorderbein der Seite, in deren Vena jugularis die Injektion erfolgen soll, parallel zum Thorax
nach kaudal befestigt; das andere Vorderbein kann dann nach lateral oder leicht nach kranial

fixiert werden. Der Verlauf der Vena jugularis ist in Abbildung 6 skizziert.

Dann wurde die Stelle, an der die Injektion erfolgen soll, vorsichtig rasiert und mit Braunol(R)
lod-Lésung (B.Braun, Melsungen, Deutschland) die Haut desinfiziert. Nun musste die Injekti-
onsstelle lokalisiert, und in der Haut dariiber eine Inzision von etwa 2 mm gesetzt werden. Die
Vene wurde dann vorsichtig durch stumpfe Praparation mit Kniipfpinzette (Aesculap FD281R,
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) und Schere (FST 14084-08, Fine Science Tools GmbH,
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Abbildung 7: Spektrum TagRFPT: Die Abbildung zeigt die Absorptions- und Emissionskurven des
exprimierten Fluoreszenzproteins TagRFPT. Aufgetragen ist die Fluoreszenz in % der maximalen Inten-
sitdt, iber die Wellenldangenbereiche des sichtbaren Lichtes. Das Absorptionsmaximum in der blauen
Kurve liegt bei 555 nm, das Emissionsmaximum in der roten Kurve bei 584 nm. TagRFPT ist dabei die
photostabilere Variante von TagRFP, das Spektrum ist bei beiden identisch. Diese Abbildung wurde
nach einer Vorlage von Evrogen erstellt (http://evrogen.com/products/ TagRFP/TagRFP.shtml).

Eindruck tber die Verteilung der Expression im Zielgewebe getroffen werden. Es kann also
dargestellt werden, ob unterschiedliche Schichten des Herzens unterschiedlich gut transduziert
sind, sowie auch, ob auch andere Organe eine spezifische Fluoreszenz zeigen. Damit kann beur-
teilt werden, ob andere Organe ebenfalls von den AAV mit der spezifischen cDNS transduziert
wurden, was Riickschliisse auf die Herzspezifitat des gewahlten Vektors zuldsst. Ein weiterer
Vorteil der Fluoreszenzmessung am ganzen Organ liegt darin, dass keine Zellisolation fiir eine
erste Beurteilung der Transduktionseffizienz und -spezifitdt notig ist. Da die Zellisolation aus
den FVB/N-Tieren insgesamt schlecht verlief, bietet sich die hier mogliche Beurteilung der
Organe im Ganzen an. Ein Nachteil der Methode lag darin, dass sich die verwendeten Organe
bei dieser Untersuchung bei Raumtemperatur an der Luft befanden, daher schnell austrock-
nen oder konatminiert werden konnten. Eine weitere Verwendung der Organe ware daher nur

eingeschrankt moglich.

Fiir die Messung der Organfluoreszenz wurde je ein mit einer beliebigen Variante der Versuchs-
|6sungen neonatal injiziertes FVB/N-Mannchen im Alter von 16 oder 23 Wochen genutzt, sowie
jeweils ein mit NaCl injiziertes Kontrolltier gleichen Alters, aus dem gleichen Wurf. Die Tiere
wurden dazu schmerzlos getdtet. Die Mause wurden zunachst durch intraperitoneale Injektion

mit 85 mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ursotamin(R), Serumwerk Bernburg, Bernburg, Deutsch-
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Schallkopf, ebenfalls von FUJIFILM Visualsonics. Zur Darstellung der Aufnahmen und spate-
ren Auswertung wurde die systemspezifische Vevo-Software des gleichen Anbieters genutzt.
Das Mess-System enthalt weiterhin einen beheizten Untersuchungstisch, in den Messelektro-
den integriert sind. In Abbildung 8 ist in a das genutzte Ultraschallgerat abgebildet, in b der
fertige Messaufbau inklusive der narkotisierten Maus. Zwischen dem Thorax der Maus auf dem

Messtisch und dem weiRRen Ultraschallkopf, ist das blaue Kopplungsgel gut zu erkennen.

Abbildung 8: Aufbau der echokardiographischen Untersuchung: a: Die mobile Vevo 770-
Echokardiographie-Station von Visualsonics Inc., Toronto Kanada (Bild vom Hersteller mit freundlicher
Genehmigung zur Verfligung gestellt). Es kdnnen daran Sektor-Schallkdpfe unterschiedlicher Frequenz
genutzt werden, das Bild wird auf dem Monitor direkt angezeigt. Die Einstellungen kénnen iiber die
integrierte Tastatur angewahlt werden, zudem ist eine Auswertung der Messungen auch hier moglich.
b: Platzierung der Maus auf dem Untersuchungstisch; Das Tier ist mit Klebeband mit den Pfoten auf
den Elektroden des Tisches fixiert, so werden EKG und Atmung direkt aufgezeichnet. Eine Rektalson-
de (blau) misst die Kérpertemperatur, die Warmelampe (weil, links oben) kann flexibel ausgerichtet
werden. Der Tisch kann auf dem runden Anteil des Fules in der Position variiert werden, zudem
iber den Manipulator (unten, rechts des FuRes) horizontal fein verschoben werden. Der Schallkopf
(707B, 30 MHz) kann in seiner Aufhingung frei rotiert werden. Uber die Fiihrungsschiene (oben und
rechts) kann der Schallkopf nach links und rechts sowie in vertikaler Richtung verstellt werden. Im
Hintergrund ist die Anlage zur Isoflurannarkose teilweise zu erkennen (Saule: Anzeige und Regulation
des O -Flusses; rechts daneben ist teilweise der silberne Isofluran-Verdampfer sichtbar.)

Die echokardiographische Untersuchung erfolgt ebenfalls unter dem in 3.5 beschriebenen
Standard-Narkoseprotokoll. Nach der Einleitung der Narkose in einer Plexiglasbox wird das Tier

zuerst gewogen, dann wird es in Riickenlage auf den Untersuchungstisch gelegt. Die Pfoten
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Abbildung 9: Schema der Messpositionen an der narkotisierten Maus: In allen drei Bildern
ist der Strahlengang des Ultraschall-Signals im Verhéltnis zur Maus skizziert, im blauen Ausschnitt
sind Aorta (Ao), linkes (LA) und rechtes Atrium (RA), sowie linker (LV) und rechter Ventrikel (RV)
gekennzeichnet. a: Messposition der langen Herzachse, der Schallkopf steht anndhernd im 90°-Winkel
zur Thorax-Flache der Maus, der Strahlengang ist ventro-dorsal. b: Messposition der kurzen Herz-
achse, Winkel des Schallkopfes wieder 90° zur Maus, Strahlengang wieder ventro-dorsal, Schallkopf
im Verhaltnis zu a um 90° auf horizontaler Ebene rotiert. c: Messposition des Vierkammerblickes, der
Schallkopf liegt parallel zur Maus an, Strahlengang gemaR der Pfeilspitzen kaudolateral- kraniolateral.

Es wurden zunichst drei Standard-Messpositionen genutzt: Aufnahmen entlang der langen
Herzachse, der kurzen Herzachse sowie der Vierkammerblick. Fiir die erste Position, der Mes-
sung in der langen Herzachse, (Abbildung 9a) wurde die Membran des Ultraschallkopfes,
senkrecht auf dem Thorax der Maus stehend, entlang einer gedachten Linie durch Herzbasis

und Apex ausgerichtet (rechts-kranial nach links-kaudal).
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Abbildung 10: Messpositionen und Messung der echokardiographischen Parameter: a, b, c:
Abbildungen im B-Modus, a lange Herzachse, b kurze Herzachse, c apikaler Vierkammerblick; d, e:
gleiche Position wie die Abbildung links davon, M-Modus; f: PW-Doppler-Modus, Mitralklappe. blau:
Umrisse kardialer Strukturen: in a, b ist das Myokard teilweise eingefasst. Rot -gelbe Linie: Verlauf des
Schallwellenganges fiir die jeweilige M-/PW-Mode-Messung rechts (d-f). Die gelb-unterbrochene Linie
zeigt den Messbereich an; c: gelb-unterbrochenen Linie: Winkel der Doppler-Messung zum Schallwel-
lengang. v = Ventrikellumen, ao = Aortenwurzel, P = Papillarmuskel, m = Mitralklappensegel. Der
obere Bildbereich ist schallkopfnah: In a, b der ventrale Thorax der Maus, in ¢ der links-laterale Tho-
rax. d, e: schematische Zeichnung der Messparameter in gelb, von IVS, LVID und LVPW in a, von
LVAW in b, jeweils systolisch und diastolisch. GroBen- und Zeitverhiltnisse links im Bild. f: Zeitver-
lauf der Blutflussgeschwindigkeit durch die Mitralklappe. Gelbe Linien: Messungen E-Welle, A-Welle,
IVRT; Orange Linien: MV decel und MV decel time. Zeit- und Geschwindigkeitsverhiltnisse links im
Bild. Die Messungen in d-f werden je Tier dreimal ausgefiihrt.
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Abbildung 11: Schema der Aortenkonstriktion: Die Abbildung zeigt schematisch die Positio-
nierung der Ligatur am Aortenbogen (Ao); mit ,kranial” und ,kaudal” ist die Orientierung im Tier
angegeben, mit dem roten Pfeil die Richtung des Blutflusses dargestellt, am FuRe des Pfeiles befande
sich das Herz des Tieres. (Tb) ist der Truncus brachiocephalicus, (Acs) die Arteria carotis com-

munis sinistra, (Ass) die Arteria subclavia sinistra. In blau ist das fiir die Konstriktion verwendete
Nahtmaterial skizziert.

erhohten Blutdrucks. Da die erhdhte linksventrikuldre Nachlast eine hidufige Ursache fiir chro-
nische linksventrikuldre Hypertrophie ist, wurde das im Folgenden beschriebene Tiermodell der
Aortenkonstriktion bereits in vielen Studien zur Erforschung der assoziierten Pathologien und

ihrer Behandlungsmethoden genutzt [105, 106, 46, 11].

Ublicherweise wird im Tiermodell eine Konstriktion der Aorta transversa durchgefiihrt; daher
lautet die internationale Bezeichnung auch ,transverse aortic constriction”, oder kurz TAC.
Dazu erfolgte auch in den hier verwendeten Mausen eine teilweise Ligatur der Aorta (Ao)
zwischen den ersten beiden Arterienabgangen, dem Truncus brachiocephalicus (Tb) und der
linken Arteria carotis communis (Acs), neben der direkt noch die Arteria subclavia sinistra
(Ass) abzweigt, siche Abbildung 11. Der rote Pfeil zeigt die Blutflussrichtung des aus dem
Herzen ausgeworfenen arteriellen Blutes. Der blaue Faden skizziert die fiir die Ligatur ver-
wendete Naht an der korrekten Position. Die Ligatur reduzierte den Durchmesser dort auf ein
festgelegtes Mak, damit folglich die Menge an Blut, die je Herzschlag durch diese Engstelle
flieBen konnte. Das wiederum musste eine Angleichung der Auswurfleistung an den vermin-
derten Durchfluss nach sich ziehen, was zunadchst durch eine Erhéhung der Auswurfleistung
mittels Frequenzerhéhung und Kontraktilitat geleistet wurde; mittel- und langfristig konnte

dies aber nur durch eine Anpassung des Myokards durch Hypertrophie gelingen.

Die in unserer Studie fiir die TAC-Operation genutzte Methode orientierte sich an Martin et
al. [76], wurde jedoch noch weiter modifiziert. Ziel war es, die Belastung der Tiere durch die

Operation und deren Nebeneffekte weitestgehend zu reduzieren. Dies diente nicht nur dem
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Abbildung 12: Aortenkonstriktion: Die Abbildung zeigt in Ausziigen den Verlauf der Operation;
in a: Narkotisierte Maus in der Vorbereitung der Operation, bereits mit Klebeband am Tisch fixiert,
Nase in der Maske fiir die Inhalationsnarkose. In blau ist der kraniale Thorax skizziert, in gelb der
Zugang zum Operationsfeld und in rot der Schnitt-Bereich des Sternums. In b: Schere mit dem
stumpfen Ende von kranial in den Thorax eingefiihrt. Orientierung fiir die mediane Schnittfiihrung
ist kranial die Trachea, kaudal die Verbindungspunkte der Rippen am Sternum. In c: Der Thorax ist
2-3 mm weit er6ffnet und der Thymus reponiert, der Aortenbogen und der Truncus brachiocephalicus
sind gelb schraffiert. Das Sichtfeld wird mit zwei Kniipfpinzetten dargestellt, wie auch in d-f. In d:
Fiihrungskaniile unter Aortenbogen platziert, das blaue Fadenende etwas daraus vorgezogen. In e:
Fiihrungskaniile reponiert, die zweite Kaniile ist parallel auf dem Aortenbogen aufgelegt. Der Faden
ist zu einem zweifach geschlungenen chirurgischen Knoten vorgelegt. In f: erfolgreiche Ligatur, die
Einengung der Aorta durch den blauen Faden ist deutlich sichtbar. In dieser Situation kann in situ
der vor der Ligatur abgehende Truncus brachiocephalicus als vermehrt gefiillt und pulsierend erkannt
werden.

63



3 Material und Methoden

Score 0 1 2 3
Wunde Trocken, Schwellung geringgradig Wunde offen,
geschlossen Exsudat groféflichige
(serds/eitrig), Nekrose
deutliche
Schwellung
Allgemeinbefinden unauffallig Struppiges Fell, | Bewegungen Apathie, keine
Augen in Ruhe | langsam, kalte freiwillige
geschlossen Gliedmafien, Bewegung, stark
erschwerte erschwerte
Atmung Atmung,
Seitenlage
Gewichtsverlust 0% Bis 10% 10-20% Mehrals 20%

Bewertung:

Ein Kriterium Score 3, oder zweimal 2: sofortiger Abbruch

Ein Kriterium Score 2, oder zweimal 1: Tier vereinzeln, Warmezufuhr, ggf.
antibiotische/antiinflammatorische Behandlung; erneute Beobachtung nach 2h.
Abbruch, wenn keine Verbesserung.

Ein Kriterium Score 1: Erneute Beobachtung nach 2h, Tier ggf. vereinzeln.

Abbildung 13: Score Sheet: Belastungsbewertungsbogen fiir die Beurteilung der M3use nach TAC-
Operation. Dieser Bogen kann allen mit der Betreuung der Tiere verbundenen Personen zur Verfiigung
gestellt werden, sodass eine selbststindige Beurteilung der Tiere und eine addquate Reaktion zu jeder
Zeit moglich ist. Die entsprechende Reaktion kann in der Karteikarte des Tieres im Verwaltungspro-
gramm unter Verweis auf den ,Score” (Belastungswert) eindeutig dokumentiert werden.

durchgefiihrt. Da dieser Endpunkt des Versuches beibehalten werden sollte, und zudem aus
Griinden der Vergleichbarkeit eine Dauer der Nachlasterhohung von zwei Wochen beibehalten

werden sollte, ergab sich ein Operationszeitpunkt zu Beginn der 30. Lebenswoche dieser Tiere.

Wahrend der echokardiographischen Untersuchung, die zum Ende der Studie erfolgte, konnte
die korrekte Positionierung der Ligatur im Tier iiberpriift werden. Der Strahlengang weist dabei
von rechts-kranial vor dem Processus sterni, was im Bild dem oberen Bildende entspricht, nach
links kaudal, unten im Bild, gleichzeitig anndhernd parallel zur Thoraxoberflache der Maus.
In Abbildung 14 a ist das unbearbeitete Bild zu sehen, in dem der dunkle, da blutgefiillte,
Aortenbogen mit seinen helleren Wanden gut zu erkennen ist. Zum besseren Verstandnis ist
in Abbildung 14 b in der gleichen Aufnahme der Verlauf der Aorta (Ao) mit den zwei in
dieser Position erkennbaren, auch schon in der Skizze gezeichneten Abgdngen Tb und Acs
eingezeichnet. Der Abgang der Ass ist bei dem Verlauf des Strahlenganges in dieser Aufnahme
nicht zu sehen. Der rote Pfeil markiert wieder den Blutfluss; durch die Position des Schallkopfes

ist der Verlauf hier im Verhiltnis zur anatomischen Situation bei Thorakotomie gespiegelt.
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Abbildung 14: Echokardiographische Kontrolle der Stenosierung nach TAC: Zu sehen ist ei-
ne echokardiographische Aufnahme des Aortenbogens. Der Schallgang verlauft von rechts kranial des
Sternums (hier oben im Bild) nach links kaudal (hier unten), damit anndhernd parallel zur Thoraxober-
fliche der Maus. a zeigt die unbearbeitete Aufnahme, in b ist in gelb der GefdRverlauf nachgezeichnet
(Ao: Aorta, Tb: Truncus brachiocephalicus, Acs: Arteria carotis communis sinistra). Der rote Pfeil
zeigt die Richtung des Blutflusses, der blaue Pfeil weist auf die Einengung durch die Ligatur.

Der blaue Pfeil weist auf die sichbare Einengung des Aortenbogens durch die Ligatur. Der

Aortenbogen vor der Ligaturstelle war dabei erkennbar dilatiert.

Diese Untersuchung diente dabei der Verifizierung der korrekt positionierten Ligatur bei Be-
darf, wie etwa nicht eindeutig sichtbarer Hypertrophie wihrend der Echokardiographie. Die

Ergebnisse hieraus wurden nicht speziell quantifiziert.

3.10 Isolation und Kultivierung muriner Kardiomyozyten

Die Maus wurde zunichst durch intraperitoneale Injektion mit 85 mg/kg Ketaminhydrochlorid
und 15 mg/kg Xylazin tief sediert, wie schon in 3.6 beschrieben. Im Verlauf des Projek-
tes wurde hierfiir eine Inhalationsnarkose mit Isofluran (s. Abschnitt 3.5) etabliert. War bei
dem Tier das Schmerzempfinden erloschen, sieht man keinen Riickziehreflex nach Zehenkneif-
probe mehr. Dann wurde Citratlésung intraperitoneal injiziert, daraufhin das Tier auf einer
saugfdhigen Unterlage fixiert. Die Haut wurde kaudal des letzten Rippenbogens auf mehre-
ren Zentimetern eingeschnitten und nach kranial abgezogen. Das Tier wurde daraufhin durch
Dekapitation getdtet, dann der Thorax groRflichig eroffnet. Das Herz wurde durch Injekti-

on eiskalter Losung A in beide Ventrikel von Blutresten freigespiilt, dann vorsichtig aus dem
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Abbildung 15: Aufbau Langendorff-Perfusion zur Zellisolation: a bezeichnet die abgestumpfte
Kaniile, an der das Herz mit der Aorta fliissigkeitsdicht angebunden wird. das Herz hangt dann vor dem
weiBlich-transparenten Schutz unter dem griinen Konus frei. Der von links oben kommende Schlauch
Il fihrt neue, unbegaste Losung zu. Die begaste, gewarmte Zirkulationslésung befindet sich in der
Glasschale b, sie wird iiber den schmalen Schlauch | und die Pumpe ¢ zum Herzen transportiert. Wird
das Auffanggefall unter der Herzaufhingung gegen die Glasschale b getauscht, ist so ein Kreislauf
geschaffen. d ist ein Warmebad mit Pumpe, die in den Schlduchen Il 37° warmes Wasser in die
Glasschale b pumpt, um damit die darin enthaltene Zirkulationsldsung zu wirmen. Die Begasung
mit O, wird mittels eines Schlauches mit Injektionskaniilen-Spitze, bei Bedarf in die Glasschale b
eingebracht.

umgebenden Gewebe geldst. Danach wurde die Aorta nahe vor dem ersten Abgang aus dem

Aortenbogen durchtrennt und das Herz entnommen.

Die Aorta wurde dann in eiskalter Losung A auf eine stumpfe Perfusionskaniile aufgezogen
und mit Seidenfaden der Stdrke 6/0 USP an der Kaniile fixiert. Diese Kaniile konnte dann
an einer Apparatur zur retrograden Perfusion angeschlossen werden, dargestellt in Abbildung
15. Das zu perfundierende Herz wurde dazu an der Kaniile (Abbildungl5a) an die Perfusi-
on angesteckt. Dabei wurde die kontinuierliche Flissigkeitszufuhr durch eine Pumpe (Abbil-

dungl5c) gewahrleistet, die jeweilige Perfusionsldsung in einem Wasserbad (Abbildung15d)
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Abbildung 16: Spektrum Cell Mask™ Deep Red: Aufgetragen ist die relative Fluoreszenz in %
gegen die Wellenldnge des Lichtes. Das Maximum der Anregungswellenlange liegt bei 650 nm, das
des emittierten Lichtes bei 670 nm.

Quelle: https://www.thermofisher.com (mit freundlicher Genehmigung)

inkubiert. Im Anschluss wurde die Farbelosung durch dreimalige vorsichtige Spiilung mit Ty-
rode ausgewaschen, dann wieder 1 ml Tyrode auf die Zellen aufgebracht, worin die Zellen

wahrend der Untersuchung lebensfahig blieben.

Bei der Konfokalmikroskopie rastert ein punktférmiger Lichtstrahl mit hoher Geschwindigkeit
das Praparat in zwei Dimensionen ab. So regt der Laser zu einem Zeitpunkt nur Fluoreszenz
in dem kleinen Einwirkungsbereich des Lasersstrahles an, der grofte Teil der Probe ist also im
gleichen Moment unbeleuchtet. Das ist wichtig, da durch die Einwirkung des Laserstrahles,
der viel Energie auf kleiner Flache biindelt, schnell phototoxische Effekte entstehen kdnnen,
welche die Probe moglicherweise schadigen konnen. Dies ist insbesondere fiir lebende Zellen
bedeutsam. Eine Lochblende sorgt dafiir, dass nur emittiertes Licht aus der Fokusebene zum

Detektor durchgelassen wird.

In dieser Arbeit wurde das Laser-Scanning-Konfokalmikroskop TCS SP5 von Leica Microsys-
tems, Wetzlar, genutzt. Das Anregungs- und Emissionsspektrum des verwendeten Farbstoffes
ist in Abbildung 16 dargestellt. Die maximale Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes Cell Mask™
Deep Red liegt bei 650 nm, die Anregung erfolgte mit einem Helium-Neon-Laser bei 633 nm.
Das Spektrum des emittierten Lichtes hat ein Maximum von 670 nm. Die Trennung von
Anregungs- und Emissionswellenlange erfolgte mit Hilfe eines akustisch-optischen Strahlentei-

lers (acusto optical beam splitter, AOBS). Mit Hilfe des im TCS SP5 verbauten spektralen
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B 2D-Fourier Transformation

Starke der
Frequenz-
komponente

Abbildung 17: Auswertung konfokalmikroskopischer Bilder: Ab: konfokalmikroskopisch auf-
genommenen Herzzelle, Warmewerte der Darstellung nach Signalintensitat der Fluoreszenz (rot =
starkere Intensitdt). Aa: Darstellung der Frequenzdoméanen aus Ab, mittels FFT in MatLab erstellt.
Blau = Hintergrundrauschen. Mit dem roten Pfeil ist der ,direct current” (DC) gekennzeichnet, der
die Summe der Intensitdtswerte aller Pixel des Bildes darstellt. Mit dem gelben Pfeil markiert ist die
erste Signalspitze der mittels FFT transformierten Frequenzkomponenten (1.FS) aus Ab, die wei-
ter nach aulen folgenden Punkte sind die harmonischen Schwingungen der ersten Signalspitze B:
Schema zur naheren Erlduterung eines Frequenzdomanen-Bildes (Ba). Der Warme-Farbwert des her-
vorgehobenen Signalpunktes in Bb entspricht der in Bc auf der Y-Achse dargestellten Starke der
Frequenzkomponente. (Bild zur Verfiigung gestellt von Dr. Qinghai Tian)

unterbelichtete Aufnahmen dagegen wurden ausgeschlossen, wie auch Zellen, deren Erschei-
nungsbild bei Betrachtung auf einen baldigen Zelltod hindeutete, erkennbar an Kriimmung,

Blasenbildung und Abrundung.

In der folgenden Analyse der einzelnen Bilder mit der speziell dafiir geschriebenen Anwendung
der Software MatLab wurde durch Markierung eines Bildbereiches von Interesse (,,Region of
interest”, ROI) sichergestellt, dass die Auswertung auf die relevanten Bereiche der einzelnen
Zelle beschrankt wurde. Dazu wurden Zellanteile, die sich nicht genau im Fokus befanden,
oder die nicht eindeutig derselben, oder einer méglicherweise darunter oder dariiber liegenden
Zelle zuzuordnen waren, nicht mit einbezogen. Es wurde dabei darauf geachtet, offensichtliche
Artefaktbereiche, die durch leichte Uberbelichtung entstanden oder Detritus, der am Zellrand
anhaftet, aus der ROl ausschlieRen, um das Ergebnis nicht zu verfalschen. Dazu wurde, unter
Anwendung der oben genannten Kriterien, eine moglichst grole Region der Zelle in der MatLab-

Programmierung markiert.

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mittels einer MatLab-Programmierung, die eine Form
der Fourier-Transformation (,fast Fourier transformation”, FFT) nutzt, um die RegelmaRigkeit
der fluoreszierenden T-Tubuli zu bestimmen. Dabei wird das Fluoreszenzbild in seine Raum-
frequenzen zerlegt. Die Stirke der Raumfrequenzen ist einheitenlos; je hoher der Betrag einer

bestimmten Raumfrequenz ist, desto groRer dieser Wert. Abbildung 17Ab zeigt eine zwei-
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Semipermeable
Membrane

Flow Moderator
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Abbildung 18: Osmotische Minipumpe: a zeigt den Aufbau der Pumpe im Schema; in blau ist
die Fliissigkeit im Reservoir dargestellt, in gelb das Reservoir, das wiederum von einer Osmoseschicht
umgeben ist. Umbhiillt wird der Kdrper der Pumpe von einer semipermeablen Membran. Im Reservoir
ist ein Auslass (grau) fiir den Wirkstoff eingelassen, in cremeweil ist oben die Kappe mit der Aus-
lassoffnung dargestellt. Mit der Zeit im Tierkdrper dringt freies Wasser durch die dulere Membran
in die osmotische Schicht ein, kann aber nicht mehr heraus. Dadurch baut sich langsam ein Druck
auf die Fliissigkeit im Reservoir auf, die so gleichmiRig durch den Auslass flieBt, und derart in den
Korper der Maus gelangt. b zeigt die Platzierung der Pumpe im Tier, an der Flanke, den Auslass vom
operativen Zugang zur subkutanen Tasche (rot) abgewendet. Das GréRenverhiltnis ist zutreffend.
Die Pumpen-Bilder stammen von der Internetseite des Herstellers, mit freundlicher Genehmigung:
http://www.alzet.com
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Abbildung 19: Anfertigung histologischer Praparate: In a ist der ausgehartete Paraffinblock auf
einem weilen Plastik-Trager mit im Paraffin zentral eingebettetem Herzen zu sehen. In b sind vier
Schnitte dieses Herzens auf dem Objekttrager zu erkennen, bereits mit Pikrosiriusrot gefarbt. Der bei
mikroskopischer Betrachtung hinsichtlich Farbung und Préparation beste der vier Schnitte wurde fiir
die Messung ausgewahlt. Die Beschriftung zeigt die individuelle Nummer der Maus, von der das Herz
stammte (P283) und die Nummer des Objekttragers (111).

krinsdure (Polysciences Inc, Eppelheim, Deutschland) bei einem pH-Wert von 2,0 gefarbt. Es
folgte eine Waschung in 0,01 mol Salzsaure (HCI), dann wieder eine Entwésserung in obiger
Alkoholreihe, und danach einmalig fiir wieder drei Minuten Xylol. Das anschlieRende Eindecken
der Schnitte diente dem Luftabschluss, es verlangerte so die Haltbarkeit der Praparate. Hierzu
wurde, vor Aufbringen eines Deckgldschens, Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf-
getropft, dann das Deckglaschen vorsichtig luftblasenfrei aufgelegt. AbschlieRend konnte das
Entellan noch bei Raumtemperatur ausharten. Ein derart gefarbter und eingedeckter Schnitt

ist in Abbildung 19b gezeigt.

Es wurden aus den verfligbaren Schnitten pro Herz jeweils zwei Objekttrager ausgewahlt und
gefarbt. So gab es letztendlich acht einzelne gefarbte Herzschnitte eines Herzens. Da jeweils 20
Praparate in einem speziellen Halter fiir die Objekttrager auf einmal geférbt werden konnten,

war die Farbung der Schnitte untereinander vergleichbar.

3.15 Polarisationsmikroskopie am histologischen Schnitt

Aus den acht verfiigbaren gefarbten Schnitten je Herz wurde der am besten praparierte Schnitt
fir die Aufnahmen zur Kollagenquantifizierung ausgewahlt. Es wurde dabei darauf geachtet,
dass das Gewebe nicht eingerissen, oder iibereinander gefaltet war, dass moglichst keine Berei-

che mit Anzeichen von Austrocknung zu erkennen waren, und wenig oder gar keine Blutreste
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Abbildung 20: Prinzip der Messung mittels Polarisationsmikroskopie: a zeigt die gesamte
Gewebeflache des Herzens, in einem binadren Bild. Das Herzgewebe ist schwarz, der Hintergrund weil.
b zeigt das durch Kollagen modulierte polarisierte Licht in der Herzflache in rot. c zeigt schematisch
die Kombination aus beiden Bildern.

Auswertung der polarisationsmikroskopischen Bilder

Die Auswertung der so generierten Aufnahmen erfolgte mit dem Bildbearbeitungs- und Aus-
wertungsprogramm ,Image J* [113]. Es wurde hierzu das Polarisationsbild und das WeiRlicht-
Bild genutzt. Die 100 Einzelbilder beider Aufnahmen (in Durchlicht und in den Polarisationsein-
stellungen) wurden bereits von der Aufnahme-Software zu einem Gesamtbild kombiniert. Dann
wurde zuerst das gesamte Herzgewebe als ,Grundflache” der spateren Auswertung dargestellt.
Dazu wurde an dem Durchlicht-Bild ein Grenzwert (,, Threshold”) gesetzt, bei dem das Herz
moglichst gleichmaRig als Gewebeflache dargestellt wurde, bei dem also wenig dunkle Pixel im
Herzgewebe vorkommen. Andererseits sollen gleichzeitig moglichst wenig helle Pixel im Hin-
tergrund des Bildes erkennbar sein. Der nach diesen Kriterien ausgewahlte Grenzwert musste
dabei manuell an jedes Bild angepasst werden. Nun wurde dieses Bild binérisiert, und dann
durch die Operationen ,Dilate” und , Erode” noch Artefaktpixel in der Herzfliche eradiziert.
Im Folgenden wurde eine ROl um mdglichst viel Herzgewebe markiert und deren Bildkoordi-
naten gespeichert. Die Nutzung von ROI's anstelle der Markierung des gesamten Herzgewebes
war hier notig, da die folgende Untersuchung mittels polarisierten Lichtes sehr sensibel auf
Artefakte im histologischen Schnitt durch Einbettung, Schneiden oder Farbung und Fixierung

reagiert. Offensichtlich falsch-positive Bereiche konnten so ausgeschlossen werden.

Als nichstes wurde dann das Polarisationslichtbild bearbeitet. Auch hier wurde zuerst der
Threshold manuell so gesetzt, dass das in der Polarisation leuchtende Kollagen klar sichtbar
wurde, aber ohne zu grole Artefaktanteile oder Hintergrundrauschen im Bild. Die individuelle

manuelle Einstellung war dabei wichtig, da ja zuvor auch die Einstellung des Ablenkwinkels
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Abbildung 21: Prinzip der Auswertung der histologischen Schnitte: Ein histologischer Schnitt
eines Herzens, aufgenommen mit dem Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop LEICA TCS SP5, unter
Verwendung von Licht der Anregungswellenlinge 543 nm, eine Emission ab 633 nm und einem 20x
Objektiv. GroRenverhiltnisse sind durch die Skala links oben angegeben. a: Die noch unbearbeitete
Aufnahme in Graustufen; der Hintergrund zeigt vernachldssigbare Fluoreszenz, ein GroRteil des Herzge-
webes eine Fluoreszenz mittlerer Intensitit, das aber von Bereichen deutlicher Fluoreszenz durchzogen
wird, insbesondere in der Umgebung von GefaBen. Aus a wurden dann die beiden folgenden Bilder
erstellt: b: Ein bindres Bild des Herzgewebes, der Grenzwert fiir die Darstellung eines Bildpunktes als
.weill" lag bei einem Grauwert von 400 in a; c: Ein zweites bindres Bild, hier betrug der Grenzwert
fiir die weiBe Darstellung eines Bildpunktes einen Grauwert von 1300 in a. Aus b und c |4sst sich der
prozentuale Anteil des Picrosiriusrot-gefarbten Kollagens am gesamten Herzgewebe berechnen.

wurden die Teilbilder wieder zu einem gemeinsamen Bild zusammengefiigt. Dieses Bild ent-
spricht der Darstellung in Abbildung 21a. Danach wurde auf dem Bild das Herzgewebe als
ROI markiert und gespeichert. Dabei konnten offensichtliche Artefakte, sofern vorhanden, noch
ausgeschlossen werden. Daraufhin wurde zunachst ein unterer Helligkeits-Grenzwert festgelegt,
der moglichst alles sichtbare Herzgewebe einschloss und gegen den Bildhintergrund abgrenzte.
Nach Festsetzen dieses Grenzwertes in der Software (,, Threshold: 400") wurde das entstehende
Bild der Herzgrundflache in ein binires Bild umgewandelt; so konnten alle zur Grundflache
des Herzschnittes gehdrenden, nun weilen Pixel innerhalb der Bildregion von Interesse in der

Gesamtanzahl erfasst werden. Dieser Stand ist in Abbildung 21b zu sehen.

Danach wurde der Grenzwert im gleichen Ausgangsbild angehoben (,, Threshold: 1300), zu
einer Schwelle, ab der nur noch Pixel erfasst wurden, die durch die Fluoreszenz des Siriusrot
im Bild einen deutlich hdheren Helligkeitswert aufwiesen, als das iibrige kardiale Gewebe und
der Bildhintergrund. Die so noch messbar fluoreszierenden Bereiche sind in Abbildung 21c
zu sehen. Die beiden Grenzwerte wurden auf alle Herzen der Untersuchung angewendet, da

sowohl die Farbung, als auch die Einstellungen am Konfokalmikroskop identisch waren. Die
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Abbildung 22: Kérpergewichte der Versuchstiere C57BI16/N: a: Entwicklung der Kdrpergewichte
der Tiere in der ersten Versuchsgruppe mit C57BI6-Tieren (sieche Abschnitt 4.1.3), in Lebenswoche
5, 7,9 und 10. b: alle C57BI6/N-Tiere des gesamten Projektes, die in der 10. Lebenswoche gewogen
wurden. Gruppe DN in rot, Gruppe CA in blau, Gruppe TagRFPT in schwarz/weiB. In den Klammern
hinter der Legende ist jeweils die in die Auswertung eingegangene Tierzahl n aufgefiihrt.

4.1.2 Ergebnis der Fluoreszenzmessung an den Organen

Diese Untersuchung erfolgte, um die Expression der transduzierten Gene auf Organebene zu
analysieren. Hierbei soll insbesondere die Art und Intensitat der kardialen Expression adressiert
werden. Zudem konnte auch die Herzspezifitat der Transduktion gegeniiber anderen ausge-
wahlten Organen untersucht werden. Genutzt wurden hierfiir die zu Anfang des Projektes

neonatal transduzierten FVB/N-Mause.

Zunichst wurde die optimale Belichtungszeit fiir eine detaillierte Darstellung der TagRFPT-
Expression ermittelt. Diese lag fiir die Vorhdfe bei 10 ms, fiir den dickeren Ventrikel bei 21

ms.

In den Abbildungen 23, 1-3a/b zeigten sich die fluoreszierenden Areale scharf abgegrenzt vom
umgebenden Gewebe. In den Vorhdfen waren die fluoreszierenden Bereiche gleichmiRig tiber
das gesamte Gewebe verteilt. Im Ventrikel war ebenfalls eine Fluoreszenz iiber das gesamte
Gewebe zu beobachten, jedoch erscheinen die lumennahen, endokardialen Bereiche starker
signalgebend, als die duBeren Bereiche des Myokards. Dies liegt bei genauer Betrachtung an

haufigeren und dichteren Bereichen mit intensiver Fluoreszenz in der N3he des Lumens.

Dann wurde die Fluoreszenzintensitat transduzierten Gewebes mit der Fluoreszenz in nicht
transduzierten Tieren verglichen. Dazu wurden die Atrien einer mit TagRFPT transduzierten
Maus mit den Atrien einer Maus verglichen, die lediglich mit NaCl injiziert wurde, siehe Abbil-
dung 23, Bild 4a/b und 5a/b. Bei einer Belichtungszeit von 10 ms war dabei die Fluoreszenz
des rechten und linken Vorhofes der TagRFPT-Maus bei einer Anregungswellenlange von 555
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Abbildung 23: Fluoreszenz Atrien und Ventrikel: Die Bilder gleicher Nummer zeigen jeweils ein
Praparat einer mit AAV-TagRFPT neonatal transduzierten FVB/N-Maus, (16. Lebenswoche) an, von
dem immer in a die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Anregungswellenlange 555nm, Emissions-
wellenldnge 584nm), und in b die dazu passende Weillichtaufnahme kombiniert wurde. Die Belich-
tungszeit der Fluoreszenzdarstellung betrug 10ms, nur in Bild 2a 21ms. 1a/b Der Ventrikel und die
beiden bereits abgetrennten Vorhofe, alle Bestandteile des Herzens zeigen Fluoreszenz. 2a/b: Eroff-
neter Ventrikel, es sind diskrete leuchtende Bereiche sichtbar, vor allem im Inneren. 3a/b: Vorhof
rechts, starker vergroRert, Belichtung: Die fluoreszenten Bereiche sind gleichmaRig verteilt, und deut-
lich abgegrenzt. 4a/b: rechter Vorhof, von dem TagRFPT-transduzierten Tier (linkes Pr3parat), und
einem mit NaCl-Vehikel injiziertem Kontrolltier (rechtes Praparat). Die Kontrolle des NaCl-injizierten
Tieres zeigt keine Fluoreszenz. Dies gilt analog fiir die linken Vorhéfe in Bild 5a/b, und die Ventrikel
in 6a/b.
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| 0,5mm | 0,5mm

Abbildung 24: Fluoreszenz andere Organe: Abgebildet ist jeweils der rechte Vorhof aus 23 sowie
ausgewahlte Organe, teilweise oder vollstandig. In a sind beide Praparate jeweils in der Fluoreszenzmes-
sung (Belichtungszeit 10ms, Anregungswellenlange 555nm, Emissionswellenldnge 584nm) dargestellt,
in b im WeiRlicht. Eine Fluoreszenz ist in Leber (2a) und Niere (7a) schwach, dennoch klar erkennbar;
eine noch schwachere Fluoreszenz ist in Gehirn (8a) und Darm (5a) sichtbar. In Aorta (1a), Lunge
(3a), Skelettmuskel (4a) und Milz (6a) ist eine spezifische Fluoreszenz nicht auszumachen.
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Abbildung 25: Entwicklung der normalisierten linksventrikuldren Masse iiber die Zeit in
neonatal transduzierten, mannlichen FVB/N-Ma&usen: Messwerte aus Lebenswoche 6, 10 und
12 der Tiere. a: Entwicklung der aus der Echokardiographie errechneten linksventrikuldren Masse,
LV mass, in mg b: Entwicklung der Kérpergewichte der Tiere, in g; c: die Entwicklung des relativen
linksventrikuldren Gewichtes, normiert auf das Kérpergewicht, in mg/g. In rot ist der Verlauf der
Gruppe DN abgebildet, in blau der der Gruppe CA, und in schwarz der Verlauf der Gruppe TagRFPT.
Der schwarze Balken oberhalb der Graphen zeigt an, ab wann das gemessene, bzw. das normierte
linksventrikuldre Gewicht in der Gruppe DN signifikant groRer war, als das der anderen Gruppen. Die
Tierzahl betrug in der Gruppe DN n=6, CA n=7, TagRFPT n=6 Tiere; LW = Lebenswoche .

Entwicklung eines kardiologischen Phanotypes in C57B16/N nach Transduktion in
der dritten Lebenswoche

Wegen der schlechten Zellisolationen aus den FVB/N-Tieren wurde die Mauslinie gewech-
selt; das Tiermodell bestand ab der folgenden Untersuchung aus mannlichen C57BI6/N-
Ma3usen, die am 21. Lebenstag transduziert wurden. Es handelte sich zundchst um die initiale
echokardiographische Untersuchung zur Bestimmung des Messzeitpunktes fiir die folgenden
Teile des Projektes. Die Untersuchung wurde an Tieren aller drei Transduktionsgruppen durch-
gefiihrt, in der 5., 7., 9. und 10. Lebenswoche. Es wurden 6 Tiere der Gruppe DN, 6 Tiere der
Gruppe CA, und 8 Tiere der Gruppe TagRFPT in die Auswertung inkludiert.

In den direkt gemessenen Parametern (IVS, LVID, LVPW, LVAW, MVE, MVA, IVRT) zeigte
sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. In den morpho-
logischen und funktionellen Parametern, die daraus berechnet wurden, ergab sich das gleiche
Bild. Einzig die auf das Kdrpergewicht der Tiere normierte linksventrikuldre Masse in der Grup-
pe DN nahm gegeniiber beiden anderen Gruppen zu. Zu der Gruppe CA zeigte sich bereits in
der siebten Lebenswoche ein signifikanter Unterschied, und ab der neunten Woche auch zur

Gruppe TagRFPT (siehe Abbildung 26a) .

Die Normierung der linksventrikuldren Masse auf das Korpergewicht ist dabei bedeutsam, da,

wie bereits beschrieben, die Gruppe DN vom ersten Messzeitpunkt an ein durchschnittlich
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geringeres Korpergewicht aufwies als die anderen Tiergruppen.

Das Wiegen der Tiere erfolgte unmittelbar vor der Ultraschalluntersuchung.
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Abbildung 26: Entwicklung der echokardiographischen Parameter in C57Bl6/N-Tieren: Ent-
wicklung wichtiger echokardiographischer Parameter in den mit 21 Tagen transduzierten C57BI6/N-
Ma&usen. Betrachtet wird der Zeitraum iber die 5., 7., 9. und 10. Lebenswoche. a: Entwicklung der
LV mass/BW, in mg/g; b: Entwicklung des diastolischen Ventrikelvolumens (LV Vol d), in I. c: FS,
in %; d: MV E/A-Quotient des linksventrikuldren Bluteinstromprofiles. Der schwarze Balken iiber den
Graphen bezeichnet den Zeitraum, ab dem eine Gruppe (hier DN) einen signifikant hoheren Wert
erreicht, als mindestens eine der beiden anderen Gruppen.

In der Abbildung 26 sind zudem auch die Graphen zum enddiastolischen Volumen des linken
Ventrikels LV Vol d in b, zur relativen Ventrikelverkiirzung FS in ¢, und zum Verhaltnis der
E- zur A-Welle, MV E/A, in d dargestellt. In diesen zur Charakterisierung des kardialen Pha-
notypen bedeutsamen Parametern zeigten sich keine Besonderheiten einer Gruppe liber den

Beobachtungszeitraum.

Detaillierte Analyse des Phanotypes in der 10. Lebenswoche.
Fiir weitergehende Untersuchungen sollte ein Zeitpunkt nach der Transduktion gewahlt wer-

den, zu dem die bisher gefundenen Unterschiede zwischen den Gruppen signifikant ausgepragt
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Tabelle 7: Echokardiographische Parameter in der siebten Woche nach Transduktion: Zu
sehen ist jeweils der gemessene Parameter mit seiner Einheit, und der dazugehdrige Wert der jeweiligen
Untersuchungsgruppe, zuziiglich SEM. Die Spalten sind in der schwarzen Kopfzeile entsprechend
beschriftet. Die Anzahl der Tiere je Gruppe ist direkt unter dem Gruppennnamen aufgefiihrt. Gleiche
Symbole kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden markierten Messwerten

in diesem Parameter.

Parameter Unit DN tagRFPT
n=7 n=10 n=8

Mittelwert + SEM
BW g 25.00+0.44  |24.20+0.39 |[25.6310.26
HF bpm [389.9+16.10 [397.6+10.17 [381.4+17.35
IVSd mm 0.64+0.015 | 0.68+0.011 | 0.65:0.017
IVSs mm 0.84+0.041 | 0.90+0.034 | 0.86%0.038
LVIDd mm 4.33+0.086 | 4.35:+0.060 | 4.25:0.096
LVIDs mm 3.47+0.144 | 3.37+0.090 | 3.38+0.144
LVPWd mm 0.62+0.026 | 0.68+0.024 | 0.6310.024
LVPWs mm 0.81+0.042 | 0.92+0.026 | 0.86%0.048
LVAWd mm 0.60+0.017 | 0.65+0.023 | 0.61:0.024
LVAWSs mm 0.84+0.050 | 0.90+0.035*| 0.86%0.032*
LV Vol d pl 84.98+3.89 | 87.07+2.97 | 80.37+4.07
LV Vol s pl 50.69+4.97 | 47.40+2.98 | 47.02+4.61
EF % 41.15#3.42 | 45.90+2.21 | 42.47+3.12
FS % 20.12+1.92 | 22.85+1.30 | 20.83+1.79
LV mass mg 79.00£3.30 | 85.47+1.65 | 76.48+1.83
LV mass /BW mg/g 3.16+0.114 *| 3.5340.095%| 2.99+0.093+
MV E mm/s | 910.0£62.21 | 911.6+24.69 | 930.9+43.49
MV A mm/s | 600.7+45.84 | 570.1+20.89 | 631.7+27.69
MV E/MV A 1.53+0.061 | 1.61+0.034 | 1.48+0.064
IVRT ms 14.46+0.68 | 15.85+0.89 | 17.88+1.40
MV decel mm/s? |-43529+6452 *|-26471+289%(-36959+27824
MV decel t ms 22.1742.47 *| 36.6613.44% 24.95+1.91+

In der Schallkopfposition des Vierkammerblickes wurde mittels des Pulswellendopplers das Ge-
schwindigkeitsprofil des Blutflusses durch die Mitralklappe iiber die Zeit gemessen. Jeweils ein
beispielhafter Geschwindigkeitsverlauf iiber die Zeit ist je Untersuchungsgruppe in Abbildung
28 zu sehen. Bei der Messung ergabt sich kein statistisch signifikanter Unterschied in den
Spitzengeschwindigkeiten der beiden Fiillungswellen (MV E, MV A) zwischen den Gruppen.
Setzt man nun jeweils beide Wellen einer Maus ins Verhiltnis zueinander, ergibt dies den Wert
MV E/A. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied, ebensowenig wie beim Vergleich

der isovolumetrischen Relaxationszeit (IVRT).
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Abbildung 27: Echokardiographische Grundcharakterisierung in der 10. Lebenswoche: Er-
gebnis der Echokardiographie: rot = DN (n = 10), blau = CA (n = 7), schwarz = TagRFPT (n = 8).
a: Die linksventrikuldre Masse nach Normalisierung auf das Kdrpergewicht der Tiere (LV mass/BW),
in mg/g b: Die Dicke der linksventrikuldren Vorderwand (LVAWSs) in mm c: Die Verlangsamung der
E-Welle (MV decel) in mm/s?; d: Die fiir die Geschwindigkeitsabnahme benétigte Zeit (MV decel
time) in ms.
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Die letzte Messung, die im Vierkammerblick getdtigt wurde, war die der Geschwindigkeitsab-
nahme der friihen Fiillungswelle, der E-Welle (,Early filling”), und die Zeit, die zwischen der
erreichten Spitzengeschwindigkeit, und dem Endpunkt der Geschwindigkeitsabnahme (bis zum
Beginn der atrialen Fiillungswelle), verging. Hier zeigte sich eine deutliche Verlangerung dieser
Zeit in der Gruppe DN gegeniiber sowohl der Gruppe CA (p = 0,01) und TagRFPT (p =
0,009). Dies ist in Abbildung 27d dargestellt. Die benétigte Zeit fiir die Verlangsamung der
Blutflussgeschwindigkeit war dabei in der Gruppe DN verlangert (gegeniiber der Gruppe CA
und der TagRFPT-Kontrolle). Die Einstromgeschwindigkeit der E-Welle selbst nahm dabei in
DN deutlich langsamer ab als in der Kontrollgruppe. So zeigte sich ein signifikanter Unterschied

zwischen DN und TagRFPT (p = 0,02), dargestellt in Abbildung 28c.

E-Welle
Ta g RFPT L-Welle

e
/

Abbildung 28: Auszug aus der PW-Doppler-Messung. PW-Doppler-Profil des Mitralklappen-
Bluteinstromes in den linken Ventrikel wahrend einer Dilatation. Die weile Linie zeigt dabei die
Blutflussgeschwindigkeit in mm/s, liber die Zeit (in ms). TagRFPT und CA zeigen das fiir eine
physiologische Herzaktion typische Stromungsprofil. E-Welle und A-Welle sind im TagRFPT-Bild mit
gelbem Pfeil hervorgehoben. In dem Auszug aus einer charakteristischen Messung der Gruppe DN fallt
die zweite Spitze der E-Welle auf, bezeichnet als L-Welle, im DN-Bild ebenfalls durch gelben Pfeil
gezeigt.

Hierbei ist insbesondere zu erwdhnen, dass die mittlere Herzfrequenz wahrend der Messung
zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich war. Da die funktionellen Parameter,
vor allem die der Mitralklappe, von der Frequenz direkt abhangig sind, ist zur korrekten spateren

Beurteilung dieser Parameter eine vergleichbare Herzfrequenz essentiell.

Ein weiterer, jedoch nicht quantitativer Messparameter ist hier zu beachten: In der Gruppe

DN trat bei 8 von 10 Tieren eine zusatzliche Geschwindigkeitsspitze im Flussprofil der Mitral-
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Abbildung 29: Ultraschall der neonatal injizierten C57BI6/N: Farbcodierung wie in Abbildung
27. a: Korpergewicht in g; b: Herzfrequenz in Schldgen/Minute (1/min) c: Geschwindigkeitsabnahme
der E-Welle, in mm/s?; d: Auf das Korpergewicht normierte Masse des linken Ventrikels, in mg/g; e:
Verhaltnis E-Welle zur A-Welle; f: Geschwindigkeit der A-Welle, in mm/s.
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Abbildung 30: Korpergewichte und Herzfrequenz unter Narkose: a: Durchschnittliche Herz-
frequenz der Mause wihrend der echokardiographischen Untersuchung in Schlagen pro Minute. b:
Gewicht der Tiere zum Untersuchungszeitpunkt, in g. Legende: Aufgetragen sind die Werte der Tiere
der Gruppe CA (blau), DN (rot), und TagRFPT (schwarz bzw. grau), die Werte der TAC-operierten
Tiere sind dabei grau hinterlegt.

Das interventrikuldre Septum:

Die Dicke des interventrikuldren Septums zeigte nach der Sham-Operation in der Phase der
Diastole eine signifikant groRere Dicke in der Gruppe DN, gegeniiber CA (p = 0,0011) und
TagRFPT (p < 0,0001), in der Systole war eine signifikant groRere Dicke des Septums lediglich
zwischen DN und TagRFPT zu messen (p = 0,0009). Nach 14 Tagen der TAC-induzierten
Hypertrophie-Entwicklung war das Septum in der Diastole in der Gruppe DN signifikant dicker
als in der Gruppe CA (p = 0,0008) oder TagRFPT (p = 0,0068). Innerhalb der Transdukti-
onsgruppen DN, CA und TagRFPT war diastolisch in jeder Gruppe eine signifikante Zunahme
dieser Dicke nach Aortenkonstriktion zu beobachten. (DN: p < 0,0001 ; CA: p = 0,0008;
TagRFPT: p < 0,0001). Auch in der Systole bestand diese hypertrophe Zunahme innerhalb
der jeweiligen Gruppe (CA: p = 0,0005); DN: p < 0,0001; TagRFPT: p < 0,0001).

Der linksventrikuldre Innendurchmesser:

Bei diesem Messparameter ist erwahnenswert, dass sich in der diastolischen Phase des Herz-
zyklus in beiden Operationsbedingungen keinerlei Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
gab. Ebenso entstanden innerhalb der verschiedenen PKC -Versuchsgruppen keine Unterschie-

de zwischen den Operationsbedingungen.

In der systolischen Phase des Herzzyklus zeigte sich lediglich eine Zunahme des Innendurchmes-

sers in der Kontrollgruppe der TagRFPT-exprimierenden Tiere nach TAC-Operation gegeniiber
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Abbildung 31: Echokardiographische Parameter nach TAC in C57BI6/N I: Rot = DN (n(Sham)
= 8, n(TAC) = 7), blau = CA (n(Sham) = 8, n(TAC) = 7 ), schwarz = TagRFPT (n(Sham) =
8, n(TAC) = 6); satte Farben ohne Unterlegung fiir Tiere der Sham-Operation, blassere Farben auf
grauer Unterlegung 14 Tage TAC-induzierter Hypertrophie. Signifikante Unterschiede mit Sternen ge-
kennzeichnet. a: Linksventrikuldre Masse (LV mass) in mg; b: Linksventrikuldre Masse, normalisiert
auf das Koérpergewicht (LV mass/BW), in mg/g; c: Relative Ventrikelverkiirzung (FS) in % d: Aus-
wurffraktion (EF) in % e: Systolisches linksventrikuldres Volumen (LV Vol s) in |. f: Diastolisches
linksventrikulares Volumen (LV Vol d) in |
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Abbildung 32: Ausziige aus der PW-Doppler-Messung, 14 Tage nach TAC: Typische Beispiele
aus Tieren jeder Untersuchungsgruppe. Die Zunahme der Geschwindigkeit E-Welle und Abnahme der
Geschwindigkeit der A-Welle in TagRFPT und DN war in einer Maus nach 14 Tagen Hypertrophie
zu erwarten. Beide Gruppen verhielten sich hier vergleichbar. In der Gruppe DN war die zusatzliche
L-Welle aus der Grunduntersuchung nicht mehr vorhanden. Die Gruppe CA zeigte ein Stromungsprofil,
das dem Zustand der Kontrollbedingung nahezu entsprach.

Bei der A-Welle in Abbildung 33b zeigte sich schon in der Situation der Kontrolloperation eine
signifikant kleinere Spitzengeschwindigkeit in den Tieren der Gruppe TagRFPT, verglichen mit
den Werten der Tiere aus der CA-Tieren (p = 0,0249). Beim Vergleich der Expressionsgruppen
unter der Bedingung der Aortenkonstriktion, zeigte sich eine Abnahme der Einstromgeschwin-
digkeit in der Gruppe DN gegeniiber CA (p = 0,013). Innerhalb der Gruppen entwickelte
sich durch Konstriktion, gegeniiber der Sham-Operation, nur in der Gruppe DN eine deutliche
Abnahme des Wertes der Spitzengeschwindigkeit (p = 0,0063).

Bei Betrachtung der isovolumetrischen Relaxationszeit in Abbildung 33d fiel kein signifikanter

Unterschied zwischen allen miteinander verglichenen Gruppen auf.

Berechnete Parameter: Das Verhiltnis der E-Welle zur A-Welle

Zwischen den Gruppen mit Sham-Operation zeigte sich kein Unterschied im MV E/A-
Quotienten (Abbildung 33c). Ebenso entwickelte sich innerhalb der Gruppe CA zwischen den
Tieren der Sham-Gruppe und der Konstriktionsgruppe kein Unterschied. Anders bei Vergleich
der Operationsbedingungen in den beiden anderen Expressionsgruppen: Hier entwickelte sich

sowohl bei DN als auch in der TagRFPT-Kontrollgruppe, durch die Hypertrophieinduktion
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Abbildung 33: Echokardiographische Parameter nach TAC in C57BI6/N Il: PW-Doppler-
Untersuchung der Mitralklappe. Farbkodierung und Anzahl der Messwerte wie in Abbildung 31. In
a: Spitzengeschwindigkeit der E-Welle (MV E) in mm/s. b: Spitzengeschwindigkeit der A-Welle (MV
A), in mm/s c: Quotient der beiden Spitzengeschwindigkeiten der Einstromwellen (MV E/A) d:
Interventrikuldre Relaxationszeit (IVRT), in ms; e: Geschwindigkeitsabnahme der E-Welle (MV decel)
in mm/s? f: Fiir die Geschwindigkeitsabnahme benétigte Zeit (MV decel time) in ms.
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Tabelle 8: Echokardiographische Untersuchung, 14 Tage nach TAC-Operation: Die Tabelle zeigt die gemessenen Parameter samt ihrer Einheit fiir
jede gemessene Gruppe. Dem Mittelwert ist jeweils der SEM beigefiigt. Die Tierzahl ist fiir jede Gruppe angegeben. Die Beschriftung jeder Spalte findet sich
in der schwarzen Zeile. Gleiche Symbole kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden markierten Messwerten in diesem Parameter.

Parameter Unit CAsham DN sham tagRFPT sham CA TAC DN TAC tagRFPT TAC
Mittelwert +

! SeE\:\vﬂer n=8 n=8 n==8 n=7 n=7 n=6
BW g 24.88+1.356 [25.38+1.302 (24.13+0.835 [25.861+2.340 |26.50+1.049 |25.83+2.041
HF bpm 426.0£13.34 |390.8+13.51 [419.619.31 441.4+11.21 |400.4+17.62 |420.0+15.92
IVSd mm 0.6140.011° " [0.69+0.017° *[0.59+0.010°" |0.78+0.041° [0.96+0.045° |0.77+0.030°
IVSs mm 0.81+0.028° [0.87+0.015 |[0.78+0.016°° [1.03+0.042° |1.15+0.061° [0.98+0.055°
LVIDd mm 4.42+0.060 |4.45+0.090 |[4.36+0.086 4.36+0.127 |4.42+0.099 4.46+0.071
LVIDs mm 3.52+0.263 3.43+0.331 |3.44+0.279° |3.40+0.366 |[3.76+0.369 3.75+0.173°
LVPWd mm 0.60+0.013° " [0.68+0.022° " [0.61+0.008°" [0.72+0.022"" |0.92+0.036" [0.85+0.053°"
LVPWs mm 0.83+0.033° [0.93+0.047" " |0.81#0.023°" [1.03+0.047° |1.07%0.037° [1.01+0.050°
LVAWd mm 0.61+0.013°" |0.66+£0.015° ~ |0.60+0.009°° [0.82+0.063° |0.87+0.034° [0.75+0.042°
LVAWSs mm 0.84+0.029°" [0.91+0.035°" [0.77+0.029° [1.07+0.084° |1.08+0.069° [0.98+0.070°
LV Vol d ul 89.60+2.98 |90.39+4.38 |86.01+3.83 86.48+6.01 |84.73+2.55 90.59+3.31
LV Vol s ul 54.76+4.24 |49.14+3.87 |[49.14+3.27° |48.26%4.49 |61.07+5.70 60.15+2.68°
EF % 39.33+3.34 |43.57+1.59° |43.23+1.61° |44.51#3.04"" [32.15+2.84°" [33.26%3.44°"
FS % 19.21+1.79 21.43+0.90° [21.19+0.90° [22.05+1.80"" |15.18+1.45°" |15.83+1.85°"
LV mass mg 76.93+1.41°" [91.78+4.68°" [75.00+2.16°° [105.748.07° = [138.8+9.84°" [113.7+4.02""
LV mass/BW|mg/g 3.10+0.051°" |3.62+0.167"" [3.11+0.093° |3.80+0.183  |4.94+0.306  |4.42%0.197
MV E mm/s 1038+12.99 [1053+42.59 |971+32.04 938+46.90" |1119+104.3 |1107+59.24"
MV A mm/s 7134+35.74"  |6534+29.13° |600+27.45" |[653+28.75° [436+66.01° |539+70.47
MV E/MV A 1.441+0.073 1.62+0.045 |[1.63+0.058° |[1.46+0.085 |3.27+0.901 2.343+0.391°"
IVRT ms 13.87+0.94 13.91+0.78 |14.64+1.01 14.29+0.85 13.73+1.23 13.50+0.42
MV decel  |mm/s? —45721+3724 |-35430+3753 |-45152+3518 (-42645+4600 |-49705+4865 |-64600+10326
MV decelt |ms 21.41+1.53" [31.15#3.63°  [20.91+1.26° [22.44+2.80 [19.23+1.27° |17.60%2.02

assiu@ediy ¢
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Abbildung 34: Western Blot fiir PKC : Vergleich neonatal injizierte FVB/N mit dreiwdchig injizier-
ten C57BI6/N. Links der Banden sind die Marker mit der zugehdrigen ProteingroRe in kDa angegeben.
Die Banden auf dem Gel zeigen die mit den spezifischen Antikdrpern markierten Proteine PKC der
Transduktion, , PKCi-UE" (100 kDa), die endogene PKC (hier als,PKC end.” bezeichnet; bei 70 kDa)
und die Ladekontrolle EF2 bei 93 kDa. CA und DN bezeichnen den Typ der iiberexprimierten PKC ,
TagRFPT die Kontrolle. ,FVBN" steht fiir die Proben der neonatal transduzierten FVB/N-Tiere, ,BI6"
steht fiir die mit 21 Tagen transduzierten C57BI6/N-Tiere.

jeweilige Form von PKC gekoppelt war, und damit nicht bei 35 kDa erscheinen konnte. Die
Banden der TagRFPT unterschieden sich aber: Die der C57BI6/N-Maus ist deutlich schwacher
als die der FVB/N-Probe. Es ist zu bemerken, dass die Ladekontrolle eine vergleichbare Menge

aufgetragenes Protein anzeigte.

Um das Bild der Expressionsbedingungen zu vervollstandigen, wurden abschlieBend zu allen
Versuchen auch neonatale C57BI6/N- Mause mit den verschiedenen viralen Vektoren trans-
duziert, und, nach der vergleichenden echokardiographischen Untersuchung, mit den neonatal
transduzierten FVB/N-Tieren hinsichtlich der Proteinexpression verglichen. Zudem sollte beur-
teilt werden, ob nach sieben Wochen die Proteinexpression in C57BI6/N-Tieren moglicherweise
wieder abgenommen hatte, was auch eine mogliche Erklarung fiir die fehlenden 100 kDa Ban-
den der CA- und DN-Uberexpression wire. Daher wurden auch Proben von Tieren nach der
halben Expressionszeit, bei dreieinhalb Wochen nach Transduktion, auf die Expression der Pro-
teine untersucht. Dann wurden die Befunde der Expression von PKC zu beiden Zeitpunkten
innerhalb der Gruppe, und zu jeweils einem Zeitpunkt zwischen den Gruppen qualitativ vergli-
chen, siehe Abbildung 36. Als Ladekontrolle diente hier ebenfalls EF2, das in der Abbildung
aus Griinden der Ubersichtlichkeit oberhalb der PKC-Banden (in rotem Rahmen) gezeigt wird.
Wieder war die Bande der endogenen PKC bei 70 kDa, und die der transduzierten PKC bei

100 kDa zu erwarten.
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Abbildung 35: Western Blot fiir TagRFPT: Die aufgetragenen Proteinisolate entsprechen denen
in Abbildung 34, auch die Hohe der Proteinstandardbanden ist wieder mit schwarzen Balken links
skizziert, inklusive der zugehorigen GroBe. EF2 bei 93 kDa ist wieder die Bande der Ladekontrolle,
vergleichbar in allen Isolaten; mit TagRFPT ist die Laufhohe des Markerproteins bei 30 kDa bezeichnet.
Dieses wurde in den Proteinisolaten beider Kontrollmause (RFP-BI6 und RFP-FVBN) detektiert, in
der Bl6-Maus jedoch deutlich schwicher. In den anderen Tieren war hier keine Bande zu sehen, da
TagRFPT an die iiberexprimierte PKC gebunden ist.

Die Ladekontrolle war liberwiegend vergleichbar, lediglich die beiden FVBN-Tiere der siebten
Expressionswoche zeigten eine schwachere Beladung der Geltasche mit Protein. Ebenfalls war
dort das Signal der endogenen PKC schwacher, als bei allen anderen, bei denen die Banden-
starke vergleichbar war. Trotz der schwachen Beladung war jedoch in CA-FVB/N nach sieben
Wochen eine Expression der PKC bei 100 kDa zu sehen. Insgesamt war bei neonataler Injektion
bei allen CA- und DN-PKC -exprimierenden Tieren eine Bande zu sehen. Es gab zwischen den
beiden Zeitpunkten bei den C57BI6/N-Tieren keinen deutlichen Unterschied, bei FVB/N dage-
gen stieg die Expression, auch im Kontext der schwicheren Beladung, offenbar an. Da es sich
nur um einen exemplarische Western Blot-Untersuchungen handelt, wurde diese Boebachtung
jedoch nicht statistisch ausgewertet. Hier war zu erkennen, dass FVB/N grundsatzlich einen
Vorteil im Expressionsniveau zeigt; innerhalb der C57BI6/N-Tiere, die aufgrund der besseren
Zellisolation interessant waren, war in Bezug auf das Expressionslevel die neonatale Injektion
tiberlegen. In den TagRFPT-exprimierenden Tieren war auf gleicher Hohe keine Bande erkenn-
bar. Knapp unterhalb der 100 kDa-Bande war bei TagRFPT-FVB/N und CA-FVB/N nach
dreieinhalb Wochen eine schwache Bande erkennbar, und bei allen Proben unterhalb der 70
kDa-Bande, die jedoch nicht der endogenen oder iiberexprimierten PKC zugewiesen werden

kann. Es handelte sich sehr wahrscheinlich um eine unspezifische Bindung des Antikdrpers. Die
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Abbildung 36: AAV-Injektion in neonatale Mause: Vergleich der Tiere der Linien C57BI6/N
und FVB/N nach neonataler Transduktion. Der Proteinstandard in der ersten Spalte links zeigt die
Laufhéhe der Banden. Die spezifische Bande der iiberexprimierten PKC lag wieder bei etwa 100
kDa, die der endogenen PKC bei 70 kDa, diese beiden Banden wurden zur Ubersichtlichkeit hier rot
umrandet. Links der gestrichelten roten Linie befanden sich Proben von Tieren der C57BI6/N-Linie
(BI6), rechts Proben der FVB/N-Linie (F). Es handelte sich jeweils um Proben, die 3,5 Wochen
(griiner Balken) oder 7 Wochen (blauer Balken) nach Transduktion entnommen wurden. TagRFPT
bezeichnet die Kontrolle, hier sollte sich keine Bande bei 100 kDa finden; DN und CA bezeichnen den
jeweiligen PKC -Aktivitatstyp liberexprimierende Tiere. Die oberste Bande ist die Ladekontrolle. Die
Beladung der 7 Wo-CA F- und TagRFPT- Tasche im Gel war schwicher als bei dem Rest der Proben.
Diese Abbildung entstand in Zusammenarbeit mit Frau Monika Barth.
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Abbildung 37: Konfokalmikroskopisch gemessene Zellgr6llen: a: Abgebildet sind die ZellgroRen
in - m? der konfokalmikroskopisch untersuchten Zellen der Gruppen TagRFPT (schwarz), CA (rot) und
DN (blau). Die Kontrollgruppe TagRFPT unterschied sich nicht signifikant von CA oder DN, dagegen
waren die Zellen der Gruppe CA signifikant kleiner als die der Gruppe DN. b: ZellgroBenmessung in
ImageJ, beispielhaft. In rot wurde die Zellmembran samt ihrer regelmaRigen Einstiilpungen angefarbt.
Die Zelle wurde entlang der dueren Membran umrandet, um so den Messbereich festzulegen.

thologischen Bedingungen im Herzen in Menschen und Tiermodellen zunehmend ungeordnet,
und ihre Dichte nimmt zudem im Verlauf der Hypertrophie ab [118, 70, 73]. Somit stellte die
Messung der raumlichen Anordnung der T-Tubuli einen von der Echokardiographie unabhangig
priifbaren Parameter zur Untersuchung des pathologischen Zustandes der Herzen dar. Wenn
eine Anderung der Anordnung und Verteilung der T-Tubuli in einer Gruppe messbar wire, wire

dies ein Indiz fiir das Vorliegen einer kardialen Hypertrophie.

Es wurden aus jeweilsy 5 Tieren pro Gruppe n = 190 Zellen der Gruppe DN, n = 241 Zellen
der Gruppe CA, und n = 157 Zellen der Gruppe TagRFPT in die Messung und Auswertung
einbezogen.

Die Messung erfolgte, wie unter 3.11 beschrieben.

Schon in der zugrunde liegenden konfokalmikroskopischen Aufnahme war dabei die physiologi-
sche, regelmaRige Querstreifung der Herzmuskelzelle der TagRFPT-Gruppe (siehe Abbildung
38a) sichtbar. Die RegelmiRigkeit der T-Tubuli in den TagRFPT-Zellen bestatigte sich in der
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Auswertung; die Starke der Raumfrequenz betrug 12,97 + 0,33 SEM. Dies ist ein arbitrarer
Wert mit dementsprechend arbitrarer Einheit (,,arbitrary unit”, AU); je hdher, desto regelmi-

Riger angeordnet waren die zugrunde liegenden Raumfrequenzen der Fluoreszenzsignale, und

damit die T-Tubuli.

a TagRFPT b CA-PKCt

d Amplitude der Raumfrequenzen

30+

1T T T

10+

AU

0
{ T T
qg‘z & s
O
<

Abbildung 38: Analyse der T-tubuldren Regularitat isolierter Kardiomyozyten: Die Graustufen-
Bilder wurden mit einem Leica TSC SP5 mit einem 63x-Objektiv aufgenommen. Abgebildet sind in
a-c jeweils unten das Graustufen-Bild einer Zelle der jeweiligen Gruppe, mittig eine Abbildung der
Fluoreszenzintensititen, und oben die durch FFT erzeugte Abbildung der Frequenzdomanen der Orts-
frequenzen. Die fiir das mittlere und obere Bild relevante Farbskala zeigt arbitrdre Werte, um starke
Intensitaten (gelb-rote Farbgebung) hervorzuheben. Die Skala zur GréRenbeschreibung im Graustufen-
bild gilt so auch fiir das mittlere Bild der Zellen. a: Analyse eine Zelle der TagRFPT-Gruppe; b: Zelle
der Gruppe CA; c: Zelle der Gruppe DN. Bei direktem Vergleich von a, b und c war eine weniger
geordnete Struktur der Querstreifung der T-Tubuli in ¢ erkennbar. d: Die statistische Analyse der
Messwerte der Raumfrequenzspitzen aller gemessenen Zellen aufgetragen; schwarz-weiR: TagRFPT
(n = 157); rot: DN (n = 190); blau: CA (n = 241).

Dagegen war in den Zellen der Gruppe DN (siehe Abbildung 38c) zum Teil schon mit bloRem
Auge erkennbar, dass diese Querstreifung weniger geordnet, oder teilweise vollig aufgeldst war.

Die errechneten Werte Raumfrequenzspitzen lagen erwartungsgemall auch statistisch signifi-
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Abbildung 39: Echokardiographie nach 6 Wochen Hyperaldosteronismus: In schwarz/weil} die
Gruppe wt-Dummy (n = 6), in grau die Gruppe wt Aldo (n = 6), in rot die Gruppe DKO Dummy (n
= 6), in orange die Gruppe DKO-Aldo (n = 5). a: Herzfrequenz in Schldgen pro Minute (1/min). b:
Gewicht der Tiere in g c: LV mass, in mg d: LV mass/BW, in mg/g e: LVIDd in mm f: LV Vol d in
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Tabelle 9: Echokardiographische Parameter nach 6 Wochen Hyperaldosteronismus: Die Ta-
belle zeigt alle gemessenen Werte der echokardiographischen Untersuchung nach 6 Wochen Hyperal-
dosteronismus, aufgelistet in der linken Spalte, die Gruppen sind in der schwarzen Kopfzeile bezeichnet,
die jeweilig Tierzahl darunter angegeben. Die Werte verstehen sich als Mittelwert mit SEM. Gleich-
farbige Kreise kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den markierten Messwerten in

diesem Parameter.

Parameter DKO Dummy DKO Aldo
Mittelwert + SEM n=6 n=6 n=6 n=5

HF bpm 377+13.19 (317.2+27.8° |378+32.64"° |275 +28.3°
BW g 23+0.37° [25.83+1.70 |27.83+1.5° |28+1.58
IVSd mm 0.65+0.012 |0.64 + 0.0299 |0.76 +0.059 |0.69 + 0.061
IVSs mm 0.88+0.011 |0.89+0.02 |(1.02+0.078 |0.97 + 0.081
LVIDd mm 4.11+0.077° |4.23+0.094 |(4.48+0.11° |4.67+0.26
LVIDs mm 3.11 +0.065 (3.14+0.143 |3.27+0.095 |3.45+0.326
LVPWd mm 0.67 £+0.014 |0.69+0.066 |0.69+0.03 |0.66+ 0.047
LVPWs mm 0.89+0.029 |0.96+0.051 |0.96+0.047 |0.96+ 0.089
LVAWd mm 0.63+0.018 |0.67 +0.057 |0.75+0.057 |0.67 + 0.037
LVAWSs mm 0.91+0.039 |0.92+0.021 (1.07+0.1 0.98 + 0.029
LV Vol d ul 74.7 +3.29° (80.2+4.27 |91.8+5.26° |102.8+13.6
LV Vol s ul 35.4+2.66 [39.8+4.43 |43.4+296 |51.9%10.91
EF % 485+198 |51+3.11 51.85+4.71 |[51+6.71

FS % 242+1.18 [259+191 |26.81+2.99 |26.6+4.42
LV mass mg 76.65 +3.71° (83.5+5.8 101.3 £8.99° |98.7 + 12.04
LV mass/BW mg/g 3.34+0.166 [3.26+0.215 |3.63+0.23 |3.45+0.308
MV E mm/s 1045+ 72.8 |1008+78.1 (989 82 1027 +57.2
MV A mm/s 532+42.2 |[586+52.9 568 +45.1 598 + 66.8
IVRT ms 14.72+0.6 |17+1.39 13.6 +0 76 15.8 £+ 0.6
MV E/A 206+0.28 [1.79+0.201 |1.77+0.114 |1.76+0.091
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Abbildung 40: Entwicklung der echokardiographischen Messparameter wihrend des Hype-

raldosteronismus. Der Messwert vor Implantation der Minipumpe wird vom Messwert der gleichen

Maus nach 6 Wochen Hyperaldosteronismus oder Dummy abgezogen Farbcode und Tierzahl, wie in

Abbildung 39. a: Koérpergewichts-Differenz ( BW) in g; b: EF in %; c: MV E, in mm/s; d:
HF in Schlagen/min; e: MV A in mm/s; f:  IVRT in ms..
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Aldosteron im Serum
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Abbildung 41: Aldosterongehalt im Serum: Gemessen wurde der Aldosterongehalt in Pikogramm
(pg) je ml Serum. Tierzahlen und Farbkodierung wie in 39, nur in DKO Dummy n=5. Die Serum-
Aldosteron-Werte der mit Aldosteron-Minipumpe behandelten Tiere waren erwartungsgemal deut-
lich hoher als in den Dummy-Gruppen. Die beiden Aldo-Gruppen unterschieden sich nicht. Bei den
Kontrolltieren waren die Aldosteronwerte in den DKO-Tieren signifikant niedriger als in den Wildtyp-
Tieren.

4.2.4 Kollagengehalt in den histologischen Schnitten

Aldosteron wirkt profibrinogen [18], wahrend in den DKO-Tieren bereits gezeigt wurde, dass
sich in alteren Tieren weniger interstitielles Kollagen im Herzen gebildet hatte als in den
wt-Tieren [139]. Folglich konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass der G ,G1;-DKO
moglicherweise dem profibrinogenen Effekt des Hyperaldosteronismus entgegenwirken kdnnte,
und unter Umstinden die Kollageneinlagerung durch Aldosteron verhindern kénnte. Da aus den
echokardiographischen Daten bereits ein Effekt ersichtlich wurde, namlich, dass die Wirkung
von Aldosteron auf den kardialen Phanotyp in verschiedenen Parametern abhangig war vom
Vorhandensein oder Fehlen der G Gy;-Untereinheiten, sollte nun auch iiberpriift werden, ob
der profibrinogene Effekt von Aldosteron im DKO wesentlich milder ausfiele als in den Wildtyp-

Herzen, oder sogar ausbliebe.

Hierzu wurden die Herzen der entsprechend behandelten Tiere entnommen, histologisch pra-
pariert, und mit Pikrosiriusrot gefarbt, wie in Abschnitt 3.14 beschrieben. Die Auswertung
erfolgte dann, wie im Abschnitt 3.15 beschrieben. Dabei ist zu erwdhnen, dass die fluores-

zenzmikroskopische Darstellung des gefarbten Kollagens zur Ergdnzung der Polarisationsmi-

123



4  Ergebnisse

kanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen, und zudem fielen die Messwerte insgesamt
geringer aus als Werte der fluoreszenzmikroskopischen Messung (Abbildung 43a). In der Pola-
risationsmessung ergab sich fiir die Herzschnitte der DKO-Dummy-Tiere ein mittleren Anteil
an polarisierndem Kollagen von 3,116 + 2,205 % (SD); fiir die Schnitte der mit Aldosteron
behandelten DKO-Tiere ergab sich ein Wert von 4,652 + 1,778 %. Zur Kontrolle wurden
Schnitte von Wildtyp-Tieren mit Dummy untersucht, diese zeigten 4,044 + 2,988 % polarisie-
rendes Kollagen. Wildtyp-Tiere mit sechswochiger Aldosteron-Behandlung zeigten einen Anteil

von 3,958 + 2,48 % polarisierendes Kollagen.

polarisierendes Gewebe, fluoreszierendes Gewebe,
a Anteil am Gesamtgewebe b Anteil am Gesamtgewebe
p= 0,06
20~ 20~ w 1
I T |
15+ 15+ v
A
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Abbildung 43: Analyse des Kollagenanteils im Herzgewebe mittels Lichtpolarisation und
Konfokalmikroskopie: In beiden Graphen ist der Anteil des gemessenen Kollagens pro Herzgewebe (in
%) je Gruppe dargestellt, aufgrund teilweise geringer Tierzahlen in Form der einzelnen Datenpunkte.
Rote Dreicke: DKO-Dummy, n = 9 (n = 8 in der Fluoreszenzmessung, da ein statistischer Ausreifer
herausgenommen wurde); orange Dreiecke: DKO Aldo, n = 5; schwarze Kreise: wt Dummy, n = 6;
graue Quadrate: wt Aldo, n = 5. a: Untersuchung mit polarisiertem Licht In b: Ergebnis der Analyse
nach Fluoreszenzmikroskopie.

Die Resultate der Fluoreszenzmessung der Siriusrot gefarbten Schnitte ergab schon grund-
satzlich hohere Messwerte. Die Herzschnitte der DKO-M3&use zeigten einen mittleren Anteil
fluoreszierenden Gewebes von 6,406 + 4,073% nach Implantation des Dummys, und 9,059 +
3,544 % nach der sechswochigen Applikation von Aldosteron. Abbildung 43b zeigt die statisti-

sche Auswertung dieser Methode. In den DKO-Tieren hatte dabei das fluoreszierende Gewebe
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Abbildung 44: TAC-Hypertrophie und G §G;1;-DKO in Mausen: Schwarze Kreise: wt sham, n
= 4; graue Quadrate: wt TAC, n = 6; rote Dreiecke: DKO sham, n = 3; orange Dreiecke: DKO TAC,
n = 5; a: EF in %; b: Herzfrequenz, in bpm; c: LV mass, in mg; d: LV mass normiert, in mg/g e:
Diastolisches Volumen, in |; f: Systolisches Volumen, in 1.
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Abbildung 45: Wichtige echokardiographische Grundparameter der Ca,1.2- 27/--KO: In
schwarz-weifl ist die Kontrollgruppe dargestellt (n

9), in schwarz-blau die 2-KO-Gruppe (n
9). a Herzfrequenz in 1/min; b: Das Korpergewicht in g c: linksventrikuldres Volumen, in |.

Durchmesser des linken Ventrikels, in mm e: EF und FS in % f: IVRT, in ms.
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Abbildung 46: Echokardiographische Untersuchung Ca, 2-KO mit Expression der Spleiva-
rianten N1 und N4: In schwarz-weil ist die Kontrollgruppe dargestellt (n = 15), in schwarz-rot die
Tiere, die die embryonale SpleiRvariante N1 exprimieren (n = 10), in schwarz-gelb die Tiere, die die
adulte Spleilvariante N4 (n = 10) kardial exprimieren. a: Herzfrequenz der Tiere in Schldgen pro Mi-
nute (1/min). b: Korpergewicht in g. c: Diastolisches und systolisches Volumen des linken Ventrikels,
in |. d: Geschwindigkeit der E-Welle und der A-Welle, in mm/s. e: Intraventrikulire Relaxationszeit
in ms f: Quotient aus E- und A-Welle
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Tabelle 10: Echokardiographische Parameter aller Genotypen des 2-Projektes: Die Tabelle
zeigt alle gemessenen Werte der echokardiographischen Untersuchung der verschiedenen Genotypen,
aufgelistet in der linken Spalte. Die Gruppen sind in der schwarzen Kopfzeile bezeichnet, die jewei-
lig Tierzahl darunter angegeben. Die Werte verstehen sich als Mittelwert mit SEM. Gleichfarbige
Kreise kennzeichnen einen signifikanten Unterschied zwischen den markierten Messwerten in diesem

Parameter.

Parameter Einheit Kontrolle B2KO B2N1 B2N4

Mittelwert +

SEM n=24 n=9 n=10 n=10

BW g 29 +0,89e 24,5 + 0,459 |28,5 + 1,45 |30,5+ 1,22

IVSd mm 0,67 £0,015 0,72 £0,035 |0,74+0,043 (0,675+0,014

IVSs mm 0,92 £ 0,02 0,92 +£0,035 |0,995 +0,046(0,875 + 0,027

LVIDd mm 4,375 +£0,064 (4,07 +0,086 |4,25+0,162 (4,475 0,093

LVIDs mm 3,425 +0,063 |2,99+0,118 (3,445 +0,169|3,64 + 0,084

LVPWd mm 0,695 +0,016 (0,66+0,02 |0,665+0,043(0,725+0,024

LVPWs mm 0,76 £ 0,022 0,85+0,031 |0,89+0,062 |0,92+ 0,026

LVAWd mm 0,705 £ 0,02 0,67 £0,032 |0,68 £0,026 (0,685 + 0,022

LVAWSs mm 0,95 £ 0,025 0,94 +£0,043 |0,975 +0,035(0,935 + 0,028

LV Vol d pl 86,53 £2,9¢ 72,73 £3,600180,93+7,4 (91,26+4,4

LV Vol s pl 48,31 +2,13e |34,71 +3,2¢°|48,98 +5,3¢ |55,97 +3,0

EF % 44,49 + 1,33 50,56 £3,21 |41,16 £2,59 |39,96+1,68

FS % 21,83 +0,77¢ |25,34 % 1,59: 20,77 £0,680|19,33 £1,04

LV mass mg 88,66 £4,15 72,13+4,61 |84,34+7,3 |91,72+3,89

LV mass/BW|mg/g |3,098 +0,074 (2,797 £0,172(3,090 + 0,151 (3,064 £ 0,135

MV E mm/s |949 + 29,23 907 +53,93 |893,6+42,3 (1011 +59,36

MV A mm/s |633,5+33,95 |604,7+32,8 |614,1+35,75|675,2 + 58,39

IVRT ms 15,38 £ 0,65 13,33+0,64°|15+0,51 15,83 +1,1

MV E/A 1,43 £ 0,065 1,467 £0,098(1,44 + 0,08 |1,413 +0,092
Parameter Einheit B2KO Kon B2KO B2N1 B2N4 B2N1N4 Kon
Mittelwert +

SEM n=9 n=9 n=10 n=10 n=15
HF bpm 365,5+11ee [430+15e 440 + 8,8¢ 378,5+11ec |408 1+ 11°
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Abbildung 47: Direkter Vergleich des Ca,1.2- 27/--KO mit den beiden Rettungsvarianten:
Die Farbgebung ist an die Abbildungen 45 und 46 angepasst: In weill sind beide Kontrollgruppen
zusammengefasst, wenn sie sich nicht voneinander unterschieden (dann n = 24); in hellblau sind die
Daten der Gruppe Ca, 2-KO abgebildet, in rot die der 2-N1-Tiere, in gelb die der 2-N4-Tiere. a:
Korpergewicht in g. b: Herzfrequenz in Schldgen pro Minute (1/min). c: FS in %; d: IVRT in ms. e:
Diastolisches Volumen des linken Ventrikels in in |; f: SystolischesVolumen des linken Ventrikels, in
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