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1. Einleitung

1.1 Herzhypertrophie

Das Herz setzt sich vor allem aus Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen sowie
der extrazellularen Matrix zusammen. Obwohl ventrikuldare Kardiomyozyten nur etwa
ein Drittel der Zellzahl ausmachen, sind sie fiir 70-80% der gesamten Herzmasse
verantwortlich [1]. Perinatal verlieren die meisten Kardiomyozyten ihre Fahigkeit zur
Zellvermehrung und zeigen nur ein Wachstum durch ZellvergrofRerung [2]. Das
Herzwachstum und die HerzgroRe sind beim Erwachsenen sehr eng mit der
funktionellen Belastung abgestimmt. Als Herzhypertrophie bezeichnet man eine
HerzmassenvergroRerung durch KardiomyozytenvergroRerung aufgrund erhdhter
Proteinsynthese und Sarkomerorganisation bei konstanter Kardiomyozytenanzahl. Sie
tritt zum einen physiologisch auf, beispielsweise beim postnatalem Wachstum oder
korperlichem Training, zum anderen kann sie eine Folge von pathophysiologischen
Stimuli, wie arterieller Hypertonie, Klappenfehlern oder genetischen Mutationen sein.
Die kardiale Hypertrophie ist demnach in eine physiologische und eine pathologische

Anpassungsreaktion einteilbar (siehe Tabelle 1):

Physiologische kardiale
Hypertrophie

Pathologische kardiale
Hypertrophie

Stimuli

Druckbelastung

(z. B. Gewichtheben)
Volumenbelastung
(z. B. Schwimmen)

Druckbelastung

(z. B. art. Hypertonie, Klappenstenosen)
Volumenbelastung

(z. B. Klappeninsuffizienz)
Kardiomyopathie

(z.B. familiar, viral, toxisch)

Kardiale Morphologie

KardiomyozytenvergroRerung
Neuformation der Sarkomere

KardiomyozytenvergroRerung
Neuformation der Sarkomere
Interstitielle Fibrose

erhéhter Mortalitat

Myozytennekrose

Apoptose
Herzfunktion normal oder vergrofRert Uiber die Zeit erniedrigt
Komplet reversibel ja haufig nicht
Herzversagen bzw. nein ja

Tabelle 1: Charakteristika

physiologischer und pathologischer

McMullen et al. [3].

Herzhypertrophie verandert

nach




Weiterhin kann man physiologische und pathologische Herzhypertrophien, je nach
vorliegendem Stimulus, in konzentrisches oder exzentrisches Wachstum unterteilen.
Konzentrische Herzhypertrophie fiihrt zu Wandverdickung bei verhaltnismaRig kleinen
Herzbinnenrdaumen auf Grund einer Druckbelastung (z. B. arterielle Hypertonie); ex-
zentrische Herzhypertrophie zu Wandausdiinnung bei dilatierten Herzbinnenrdumen

auf Grund einer Volumenbelastung (z. B. Aortenklappeninsuffizienz) [4].

Bei der Herzhypertrophie handelt sich demnach um einen adaptiven Mechanismus des
Myokards im Rahmen einer veranderten Druck- oder Volumenbelastung [1, 5-10], der
zu einer kompensatorischen Erniedrigung der Herzwandspannung fihrt. Auf diese
Weise ist im gesunden Herz eine 6konomische als auch leistungsfahige Herzarbeit
gewadhrleistet. Die Herzwandspannung kann mittels des Gesetzes von LaPlace
beschrieben werden. Stellt man sich das Herz als eine Hohlkugel vor mit dem
Innenradius r, dem transmuralen Druck p (entspricht dem Innendruck), der Wanddicke

d und der Wandspannung K, so gilt folgende Beziehung:

K=p-r/2-d

Die Wandspannung K ist also direkt proportional zum Innendruck p und Innenradius r,
aber indirekt proportional zur zweifachen Wanddicke d. Besteht beispielsweise eine
erhohte Nachlast auf Grund einer arteriellen Hypertonie, so erzeugt diese einen
erhohten transmuralen Druck und somit eine erhohte Wandspannung. Darauf reagiert
das Myokard mit Hypertrophie, die zu einer Zunahme der Wanddicke (d) fuhrt, somit
die Wandspannung primar kompensatorisch erniedrigt und die Herzleistungsfahigkeit
erhalt [11]. Sekundar flihrt pathophysiologisch eine anhaltende Nachlasterhohung zu
einer inadaquaten Ventrikelhypertrophie, bei weiterer Steigerung des transmuralen
Druckes zu einer reduzierten Ventrikelfunktion und konsekutiv einem gesteigerten
myokardialen Sauerstoffverbrauch bei zunehmend reduzierter Ventrikelfunktion.
Somit erhoht sich mit steigernder Wandspannung das Risiko einer Myokardischamie
[12]. Die inaddaquate Herzhypertrophie erhéht demnach die Inzidenz und Mortalitat fiir
ein kardiovaskuldres Geschehen [13], z. B. Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz oder Herz-

rhythmusstérungen mit plotzlichem Herztod.
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Das normale Herzgewicht des Menschen betragt zwischen 250 und 350g [12, 14].
Genetische Faktoren wie KorpergroRe, systolischer Blutdruck und Geschlecht
beeinflussen die Myokardmasse [15]. Neben diesen klassischen Faktoren gibt es noch
weitere unabhdngige Modulatoren, wie das G-Protein (-3, den R1-adrenergen
Rezeptor und die Aldosteron-Synthase [16]. Die bekanntesten Modulatoren sind die
autosomal-dominant vererbten Genmutationen, die zu einer familidaren hyper-
trophischen Kardiomyopathie fiihren [17]. Das Herz ist bis zu einem kritischen
Herzgewicht von ca. 500g zur physiologischen Adaption an eine erhohte Belastung in
der Lage. Eine zunehmende Herzhypertrophie erfordert einen hoheren Sauerstoff-
bedarf der Myozyten, deren kapillaire Versorgung nur bis zu dem kritischen
Herzgewicht gegeben ist. Wird dieses Uberschritten, besteht eine relative
Koronarinsuffizienz mit konsekutivem Sauerstoffmangel sowie pathohistologisch
folgenden kleinen Parenchymnekrosen. Konsekutive Parenchymfibrosen fihren zu
einem Verlust der Museklfaserkontakte und zu einer zunehmenden Gefligedilatation.
Die maximal erreichbare Wandspannung und damit auch der systolische Druck
nehmen ab, das enddiastolische Volumen dagegen zu. Folglich wird die Herzarbeit
zunehmend unodkonomisch. Funktionelle (z.B. Frank-Straub-Starling Mechanismus),
neurohumerale (z.B. sympathisches Nervensystem, Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System) und morphologische Adaptionsmechanismen (Myokardhypertrophie) kdnnen
somit kompensatorisch die Herzleistung in einem gewissen Rahmen aufrechterhalten.
Bei Uberschreiten dieser kommt es zur dekompensierten Herzinsuffizienz mit
Reduktion der kardialen Pumpfunktion, konsekutiv fallendem Herzminutenvolumen
und letztendlich systemischer Organminderperfusion. Hierauf reagiert der Organismus
mit weiterer Aktivierung des neurohumeralen Adaptionsmechanismus mit
konsekutiver Nachlasterhéhung, die wiederum das Herzminutenvolumen reduziert. Ein

Circulus vitiosus wird in Gang gesetzt [18].



1.2 Herzhypertrophie bei arterieller Hypertonie

Die epidemiologischen Daten der Framingham Studie zeigen, dass eine echokardio-
graphisch nachgewiesene Myokardhypertrophie mit erhohten kardiovaskuldren
Ereignissen einhergeht und hierfiir einen unabhdngigen Risikofaktor darstellt [19-22].
Weitere Studien belegen zudem, dass die Herzhypertrophie in hohem Mal} bei
Patienten mit essentieller Hypertonie einhergeht [23-26]. Dies konnte durch die
multizentrisch und prospektiv geflihrte MAVI-Studie nochmals untermauert werden
[27]. Zudem zeigte letztere, dass eine Myokardhypertrophie unabhangig von anderen
Risikofaktoren wie Alter, Nikotinabusus, Diabetes mellitus oder Serumkreatinin-
konzentration das kardiovaskuldre Risiko linear erhoht. Weiterhin zeigte sich eine
Patientengruppe mit ,inadaquater” Herzhypertrophie, die bei gering gradiger
arterieller Hypertonie eine ausgepragte Hypertrophie aufwiesen [28]. Dabei Uber-
schreiten die Anpassungsvorgange des Myokards den eigentlichen Bedarf der Arbeits-
last, diese Patienten zeigen eine besonders schlechte Prognose [28-32]. Zusammen-
fassend ergibt sich eine hochgradige Korrelation zwischen Herzhypertrophie, bereits

niedrig gradiger arterieller Hypertonie und kardiovaskularem Risiko [33].

1.3 Hypertrophische Kardiomyopathien

Kardiomyopathien sind eine Gruppe von Erkrankungen die primar den Herzmuskel
betreffen und zu Herzinsuffizienz, Arrhythmien und pl6tzlichem Herztod fiihren.
Atiologisch basieren sie nicht auf angeborene, valvulire, hypertensive, perikardiale
oder die Koronarien betreffenden Veranderungen und reprdsentieren eine
Hauptursache fiir Morbiditat und Mortalitdt sowohl im Erwachsenenalter als auch bei
Kindern [34]. Die Kardiomyopathien sind in zwei Gruppen unterteilbar: zum einen in
die primire Herzmuskelerkrankung unbekannter Atiologie, zum anderen in die
sekunddre Herzmuskelerkrankung bekannter Atiologie oder zugrunde liegender
Systemerkrankung. In vielen Fallen ist eine spezifische Ursache fiir die vorliegende
Kardiomyopathie nicht zu eruieren. Zusatzlich werden Kardiomyopathien basierend

auf Unterschieden ihrer pathophysiologischen und klinischen Prasentation (z. B.



echokardiographisch) in drei morphologische Typen (dilatativer, restriktiver und

hypertropher Typ) unterteilt [35] (siehe Abb. 1 und Tabelle 2):

Dilated cardiomyopathy

Hypertrophic cardiomyopathy  Restrictive cardiomyopathy

Abb. 1: Formen der Kardiomyopathie verdandert nach Harrison [35].

Primdrer Typ
e Idiopathisch (D,R,H)

e  Familidre hypertrophe Kardiomyopathie (D,R,H)
e Endomyokardfibrose (R)

e Endocarditis fibroplastica Loéffler (R)

Sekundarer Typ
e Infektios (D) (z.B. virale Myokarditis, bakterielle

Myokarditis)
e Toxisch (D) (z.B. Alkohol, Medikamente)
e Metabolisch (D)
e  Familidre Speichererkrankung (D,R) (z.B. Glykogen)
e Kollagenosen(D) (z.B. Lupus erythematodes)
e Neuromuskular (D) (z.B. Muskeldystrophie)

e Infiltrativ und Granulome (R,D) (z.B. Amyloidose)

Tabelle 2: Anmerkung: D= dilatativ, R= restriktiv, H=hypertroph (verdndert nach Harrison [35]).



Speziell soll hier auf die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) eingegangen werden.
Die HCM ist definitionsgemall charakterisiert durch eine Hypertrophie des linken
Ventrikels (selten zusatzlich des rechten Ventrikels), primar ohne Dilatation. Eine
augenscheinliche Ursache wie beispielsweise eine arterielle Hypertonie liegt nicht vor
[35]. Bisher galt eine arterielle Hypertonie als Ausschlusskriterium fiir eine
hypertrophische Kardiomyopathie (HCM). Die aktuelle Literatur beschreibt jedoch
zunehmend einen flieRenden Ubergang zwischen Myokardhypertrophie bei arterieller
Hypertonie und hypertrophischer Kardiomyopathie. Das Ausschlusskriterium
»arterielle Hypertonie“ ist in den neuesten Leitlinien des American College of Cardio-
logy und der European Society of Cardiology nicht mehr zu finden [36]. Somit kann
eine arterielle Hypertonie ein modifizierender Faktor der HCM sein.

Die Entitat der familidaren hypertrophen Kardiomyopathie (FHC) wurde erstmals von
dem Pathologen Donald Teare im Jahre 1958 beschrieben [37]. Clark et al. und van
Dorp et al konnten zeigen, dass die familidare HCM eine autosomal-dominant vererbte
Erkrankung ist und mit einem hohen, aber variablen Grad an Penetranz einhergeht [38,
39]. Die Pravalenz der hypertrophen Kardiomyopathie betragt 0,2% (1:500) [35, 40]
und ist folglich die haufigste, monogenetisch vererbte kardiovaskuldare Erkrankung
[41]. Die Pravalenz wird vermutlich stark unterschatzt, da die Verflgbarkeit
genetischer Tests eingeschrankt ist und Falle von milder / ausbleibender Hypertrophie
bzw. klinischer Symptomatik auftreten [42, 43]. Bei jungen, insbesonder sportlich
aktiven Menschen unter 35 Jahren ist die FHC die haufigste Ursache fiir den pl6tzlichen

Herztod durch ventrikuldare Arrhythmien [40, 42-49].



1.4 Familidre Hypertrophische Kardiomyopathie als Erkrankung des
Sarkomers

Als Sarkomer bezeichnet man die kleinste kontraktile Einheit eines Muskels. Diese
funktionelle Grundeinheit besteht aus zwei Arten parallel angeordneter Filamente,
einerseits diinnen Aktin-Filamenten (bestehend aus zwei spiralférmig gewundenen
Proteinstrangen Aktin), andererseits dicken Myosin-Filamenten (bestehend aus dem
kontraktilen Protein Myosin). Zusatzlich ist das regulatorische Protein Tropomyosin
spiralig jeweils mit einem Aktinfilament assoziiert. Das Ineinandergleiten von Aktin und
Myosin fuhrt zu einer Muskelfaserverkiirzung [50]. Der Troponinkomplex (Troponin T, |
und C) dient dabei der Regulation der Muskelkontraktion [51]. Troponin T bindet an
Tropomyosin und ist verantwortlich fiir die Positionierung des Troponinkomplexes an
Aktin. [52]. Im Ruhezustand des Muskels wird die Myosinbindungsstelle am Aktin
durch das regulatorische Protein Tropomyosin ,sterisch” blockiert. Erfolgt an der
Muskulatur ein Reiz durch ein Aktionspotenzial, werden Calciumionen aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum ausgeschiittet, die an das Troponin C binden. Hierbei
gibt Troponin C die Myosinbindungsstelle auf dem Aktin frei, die Myosinkopfe kénnen
mit dem Aktinfilament Querbriicken bilden und es kann eine Kontraktion der
Muskelzelle erfolgen. Troponin | ist dagegen ein Aktinmyosin-ATPase-hemmendes

Regulatorprotein [50].

| I-Bande I— A-Bande —| I-Bande |

»_ M-Linie

dicke
Filamente
(Myosin)

diinne
Filamente

(Actin) Z-Scheib H-Zone Z-Scheibe
|<— Sarkomer ={

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Sarkomers mit longitudinalem Blick auf diinne und dicke

Filamente [50].



In der Literatur wurden Uber 450 Mutationen in 13 Genen beschrieben, die fir
Sarkomerproteine codieren und 60% aller HCM Falle bedingen. Die meisten dieser
Genmutationen sind ,missense” Mutationen, seltener sind beispielsweise Trunk-
ierungen. Zusatzlich werden sporadische Falle durch Spontanmutationen geschildert
[35, 54-57]. Die Mutationen betreffen sowohl diinne als auch dicke Filamente mit

konsekutiver kontraktiler, struktureller oder regulatorischer Dysfunktion [55] (siehe

Tabelle 3):

Protein Gen Chromosomenlokus | Sarkomerkomponente | Prozentanteil
B-Myosin-Schwerkette MYH7 14q12 Dickes Filament 30-35%
Troponin T TNNT2 1q32 Diinnes Filament 7-15%
Myosinbindendes Protein C | MYBPC3 11p11.2 Dickes Filament 20 -30%
Troponin | TNNI3 19q13.4 Dinnes Filament <5%
a-Tropomyosin TPM1 15¢22.1 Diinnes Filament <5%
Regulat. Myosin-Leichtkette MYL2 12g24.3 Dickes Filament <1%
Essent. Myosin-Leichtkette MYL3 3p21 Dickes Filament <1%
Actin ACTC1 15914 Dinnes Filament <0,5%

Tabelle 3: Genmutationen, die eine familidare Hypertrophische Kardiomyopathie verursachen (verdndert

nach Alcalai et al. [55] und Herold [4]).

Primar werden zwei Mechanismen bezlglich der Auswirkung der autosomal-dominant
vererbten Genmutationen auf Sarkomerstrukur und —funktion diskutiert. Zum einen
der Mechanismus des dominant negativen Effekts. Dabei wird das mutierte Protein als
sogenanntes , poison peptide” in das Sarkomer eingebaut und interferiert mit der
normalen Proteinfunktion. Hierdurch entsteht eine Hemmung der kontraktilen und
diastolischen Herzfunktion. Zum anderen wird der Mechanismus der Haploinsuffizienz
beschrieben. Sie ist charakterisiert durch das Fehlen eines funktionellen Allels, einem
sogenannten ,null allel”. Die Folge ist ein mutiertes Protein mit einer Reduktion
funktioneller Anteile. Dadurch wird die Stéchiometrie der dicken und diinnen

Filamente abgewandelt und es entsteht eine verdanderte Sarkomerfunktion [42, 58].




Bisher sprechen Untersuchungen fiir den erst genannten Mechanismus des dominant
negativen Effekts [55, 58, 59].

Mehrere Mausmodelle wurden entwickelt, um die menschlichen HCM Genmutationen
zu untersuchen: Mutationen in der Myosin-Schwerkette [60, 61], im Myosin-
bindendem Protein C [62] oder Troponin T [63].

Bei ca. 40% der HCM Patienten konnte bisher jedoch keine Mutation in einem fir das
Sarkomer codierende Gen gefunden werden [64]. So sind in der Literatur weitere fir
das Sarkomer nicht codierende Genmutationen wie zum Beispiel die Mutation in der
v2 Untereinheit der AMP-abhangigen Proteinkinase beschrieben (PRKAG2). Diese
Verdanderung geht mit der pathologischen Speicherung von Glykogen in den

Kardiomyozyten einher und bedingt hier eine Hypertrophie [65, 66].

Unterschiedliche Mutationen fiihren zu unterschiedlichen Phanotypen, jedoch kann
bei gleicher Mutation zweier Individuen der Phanotyp selbst innerhalb derselben
Familie stark variieren [52, 67, 68]. Als Erklarung wird die Existenz von sogenannten
»modifier genes” erhoben, die den jeweiligen Phanotyp modulieren. ,,Modifier genes”
sind weder notwendig, noch alleine ausreichend, um eine HCM auszul6sen, sie
beeinflussen jedoch die klinische Auspragung der Erkrankung [55]. Zusatzlich zeigen
Patienten mit homozygoten oder compound-heterozygoten (zwei verschiedene
mutierte Allele eines spezifischen Genlokus) Genmutationen, kodierend fiir

Sarkomerproteine, eine friiher einsetzende und schwerer verlaufende HCM [69-71].



1.5 Transgene Mauslinien mit Mutation in der Myosin-Schwerkette

Das Gen MYH?7 fir die menschliche R-Myosin-Schwerkette (8-MyHC) befindet sich auf
Chromosom 14 im Abschnitt 14912 und stellt mit 30-35% die haufigste genetisch
bekannte Mutation fir die familiare HCM (,missense” Mutation, die zu einem
Aminosaureaustausch fihrt) [55, 72, 73] mit einer Penetranz von 95% dar [57, 74-76].
Es unterscheidet sich vom Gen der Maus a-Myosin-Schwerketten lediglich durch 3,5 kb
DNA [77]. Die 38 Exons des 22883 Basenpaar langen MYH7 codieren fiir das B-Myosin-
Schwerketten-Protein (bestehend aus 1935 Aminosduren) [78], welches mit ca. 30%

den Hauptteil der myokardialen Proteine ausmacht [79, 80].

Im Gegensatz hierzu ist die a-Myosin-Schwerkette (a-MyHC) der Maus die dominante
Isoform der myokardialen Proteine [81, 82]. Die verwendete transgene a-MyHC
Mauslinie besitzt zwei ,missense” Mutationen im a-MyHC Gen. Erstens eine
Punktmutation der Base Guanin in Position 1445 zur Base Adenin (G1445A). Diese
Substitution fiihrt zu einem Ersatz der Aminosdure Arginin im Codon 403 durch die
Aminosaure Glutamin (Arg403GIn) und gibt der Mauslinie den Namen MyHC-R403Q.
Zweitens eine Deletion der Aminosduren 468-527 in der Aktin bindenden Domane des
Proteins mit zusatzlicher Addition von neun Nichtmyosin-Aminosauren (Ser Ser Leu Pro
His Leu Lys Leu) [83, 84]. Folglich fehlt den mutierten a-MyHC der transgenen
Mauslinie die Leichtkettenbindungsdomane. Dies deckt sich mit der Hypothese, dass
Veranderungen in der funktionalen Domdne von Sarkomerproteinen eine HCM
auslésen [53, 83]. Die Mutation im Mausmodelll fiihrt somit zu einem dominant
negativen Effekt, der die Interaktion von Myosin mit Aktin verandert [83, 84]. Friihere
Untersuchungen von Vikstrom et al. [83] zeigen, dass die transgenen Mause eine HCM
mit linksventrikularer Hypertrophie ausbilden. Versuche von Maass et al. mit
transgenen Mausen ergaben weiterhin asymmetrische Hypertrophie, beschrankt auf
die vordere Wand des linken Ventrikels mit erhdhter Herzmasse. Die Herzen zeigten
zudem die typischen histologischen Merkmale einer FHC. Zusatzlich liesen Mause im
Verlauf schwere Klappenfehler erkennen [42], vergleichbar mit FHC Patienten, bei

denen es in 60% der Fille zu Klappenfehler kommt [85]. Diese Erkenntnisse
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ermoglichen so die Verwendung der transgenen a-MyHC Mauslinie als Modell fiir die

menschliche B-MyHC Mutation [60].

1.6 Transgene Mauslinien mit Mutation im Troponin T

Im Jahr 1994 wurde erstmals eine Mutation im kardialen Troponin T als Ausldser einer
familiaren hypertrophen Kardiomyopathie (FHC) beschrieben [53]. Das kardiale
Troponin T Gen ist auf dem Chromosom 1 im Abschnitt 13 lokalisiert [53, 57] und
setzt sich aus 15 Exons zusammen [86]. Die Mutationen im kardialen Troponin T (cTnT)
stellen die dritthaufigste genetische Ursache mit 7-15% aller FHC dar [4, 54, 58, 87].
Die Penetranz liegt bei etwa 75% [57, 74-76]. Das kardiale Troponin T umfasst etwa 5%
der gesamten myofibrilleren Proteine [88]. Insgesamt sind bisher neun Mutationen im
kardialen Troponin T bekannt, die zu einer FHC fihren. Es handelt sich GUberwiegend
um ,missense” Mutationen, daneben eine ,splice-site” Mutation [57, 89, 90]. Bei einer
»Splice-site” Mutation kommt es zu einer Insertion oder Deletion von Nukleotiden in
der pra-mRNA unmittelbar an der Intron-splice Stelle (5'Ende). Dies fiihrt zum
Verbleiben von Introns in der reifen mRNA und konsekutiv verdnderten Translations-

produkten [91, 92].

In der Literatur existieren viele verschiedene transgene Mausmodelle, die Mutationen
im menschlichen kardialen Troponin T Gen (siehe Abb. 3) nachbilden [51, 63, 93].

Die verwendete transgenen TnT-Trunk Mauslinie ist charakterisiert durch eine ,splice
site” Mutation (in der splice Donor Sequenz am 5°Ende von Intron 15) im kardialen
Troponin T Gen. Dabei kommt es zu einer Punktmutation der Aminosdure Guanin
durch Adenin (G->A) in der Position 1 von Intron 15, was zu einer Rahmenverschiebung

und anschlieRendem friihzeitigen Kettenabbruch fiihrt [53].
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G=A

[ Exonl '— 1skb —{  Exonls |f— 450bp —] Exonlf | AAAAA
—> €= —> —> < p—
TJ69F  114R  114F 793F 823R 115R 880R

Abb. 3: Aufbau des menschlichen kardialen Troponin T Gens, hier der Bereich Exon 14 bis Exon 16. Die
Transition G—>A betrifft das 5°Ende der Splice Donor Sequenz in Position 1 von Intron 15.

Verédndert nach Thierfelder et al. [53].

Folglich entstehen aberrante kardiale Troponin T mRNA Transkripte [94, 95]. Diese
codieren fiir TnT-Trunkiertes kardiales Troponin T, dem die Ca2+ bindende Tropo-

Ill

myosindomane fehlt [59, 96]. Diese ,null allel” Mutation fiihrt demnach zu einem
Funktionsverlust auf Phdanotypebene. Die verwendete Mauslinie exprimiert 4 % ihres
Troponin T Protein als TnT-Trunkierte Isoform, was eine abnorme Stochiometrie der
Sarkomerproteine zur Folge hat [53, 58] und gibt der Mauslinie den Namen TnT-Trunk.
Es kommt zu einer Reduktion der Kontraktionskraft und zu regionalen Rissen im
Sarkomer [97].

Vorarbeiten von Maass et al. und Tardiff et al. demonstrierten, dass diese TnT-
trunkierte Isoform bei den Herzmausen zu schmaleren linken Ventrikeln, myozellular-
er Architekturstorung, schwerer diastolische bzw. milde systolische Dysfunktion ohne
Fibrosierung oder erhohte Hypertrophiemarker fiihrt [63, 87]. Generell entwickeln
betroffene Patienten keine oder eine milde ventrikuldare Hypertrophie. Dennoch zeigen
sie eine hohes Risiko am plotzlichen Herztod zu sterben [57, 63, 98].

Die in dieser Arbeit verwendete TnT-Trunk Mauslinie cTnT fungiert als Modell flr die

humane Mutation [51, 63].
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1.7 Fragestellung

Die hypertrophe Kardiomyopathie ist die haufigste monogenetisch autosomal-
dominant vererbte kardiovaskuldre Erkrankung. Sie stellt einen unabhangiger Risiko-
faktor fir kardiovaskuldre Ereignisse und haufigste Ursache des plotzlichen Herztodes
dar. Daher sollte in dieser Arbeit anhand zweier transgener Mausmodelle die familidre
hypertrophe Kardiomyopathie hinsichtlich des kardialen Phanotyps und dessen
Veranderung durch arterielle Hypertonie untersucht werden. Hierfir wurde die
haufigste sowie dritthaufigste bekannte Mutation fir die FHC durch Mausmodelle mit
der Mutation in der a-Myosin-Schwerkette (MyHC-R403Q) und Mutation im kardialen
Troponin T (TnT-Trunk) verwendet.

Hierbei werden Blutdruckwerte vor und nach Konstriktion der linken Arteria renalis
durch Schwanz-Manometrie gemessen, des Weiteren die Herzmorphologie und
-funktion durch Echokardiographie bestimmt. Am Ende der Studie wird die nicht-
invasive Blutdruck- und Funktionsmessung mit Hilfe einer in vivo Hamodynamik,
mittels invasiver Druckmessung, validiert. Zusatzlich wird die Myokardmasse durch

Gravimetrie erhoben.
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2. Material und Methoden

2.1 Kollektivbeschreibungen

In der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1 des Universitatsklinikums Wdrzburg
(Schwerpunkt Kardiologie) erfolgte in zwei Serien, im Zeitraum von August bis Oktober
2007 und Februar bis April 2008, die Untersuchung von insgesamt 62 mannlichen
Mausen. Bei der ersten Messreihe im Jahr 2007 handelte es sich um insgesamt 17
Tiere im Alter von 7 bis 10 Monate. Sie setzte sich aus acht Tieren einer transgenen
Mauslinie mit Mutation im kardialen Troponin T (TnT-Trunk), finf Tieren einer
transgenen Mauslinie mit Mutation in der kardialen a-Myosin-Schwerkette (MyHC-
R403Q) und vier Tieren einer Wildytp Mauslinie als Kontrollgruppe zusammen. Im
Verlauf der Versuchsreihen starben insgesamt sechs Tiere. Ein Teil der Versuchstiere
wurde einer Operation mit GefaBlumeneinengung der linken Arteria renalis, der
andere Teil wurde einer ,Scheinoperation” ohne Gefdlllumeneinengung unterzogen.
Hierzu wurde die Haut eroffnet, die linke A. renalis frei prapariert, ohne Vornahme

einer GefalRkonstriktion und anschlieBendem Wundverschluss (siehe Tabelle 4):

Messreihe 2007

TnT-Trunk 8 4 4 3

MyHC-R403Q 5 3 2 2
Wildtyp 4 3 2 1

17 10 8 6

Tabelle 4: Gruppeneinteilung der Tiere nach ihrer Genmutation in TnT-Trunk, MyHC-R403Q und in die
Kontrollgruppe Wildtyp ohne Mutation. Abkirzungen siehe Anhang.

Bei den Mauslinien der Messreihe 2007 erfolgten pra- und postoperativ eine
systolische Blutdruckmessung sowie die Herz- und Nierenentnahme am Ende der

Versuchsreihe.

Bei der zweiten durchgefiihrten Messreihe im Jahr 2008 handelte es sich um insgesamt

45 Tiere, im Alter von 4 bis 7 Monaten. Sie setzte sich entsprechend zur ersten Serie
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aus drei Mauslinien mit 17 Tieren einer transgenen Mauslinie mit Mutation im
kardialen TnT (TnT-Trunk), sechs Tieren einer transgenen Mauslinie mit Mutation in
der kardialen a-Myosin-Schwerkette (MyHC-R403Q) und 22 Tieren einer Wildtyp
Mauslinie als Kontrollgruppe zusammen. Im Verlauf der Versuchsreihen starben
insgesamt 12 Tiere. Auch hier wurde ein Teil der Versuchstiere einer Operation

unterzogen, der andere Teil erhielt wiederum eine ,Scheinoperation” (siehe Tabelle 5):

Messreihe 2008:

TnT-Trunk 17 15 2 6

MyHC-R403Q 6 3 3 1
Wildtyp 22 18 4 6

45 36 9 12

Tabelle 5: Gruppeneinteilung der Tiere nach ihrer Genmutation in TnT-Trunk, MyHC-R403Q und in die
Kontrollgruppe Wildtyp ohne Mutation. Abkiirzungen siehe Anhang.

Bei den Mauslinien Messreihe 2008 erfolgten pra- und postoperativ eine systolische
Blutdruckbestimmung, elektro- und echokardiographische Untersuchungen sowie eine
Herzkatheteruntersuchung. Am Ende der Versuchsreihe wurde das Herz und die

Nieren entnommen.

Bei den verwendeten Mausen handelte es sich um den Mausestamm C57BL6/J. Dieser
Stamm ist besonders geeignet, da er bezlglich bestimmter physiologischer Kriterien
eine groRe Ubereinstimmung mit dem Menschen aufweist. So zeigt dieser Mause-

stamm beispielsweise wie der Mensch nur ein Ren-1 Gen auf [99].

Die Genehmigung des Versuchsvorhabens nach Tierschutzgesetz wurde durch die
Regierung von Unterfranken gegeben. Die Haltung der Mause erfolgte unter
Berlicksichtigung des Tierschutzgesetzes im Tierstall der Medizinischen Klinik. Dabei
hatten die Mause freien Zugang zu Wasser Uber eine Trinkflasche sowie Mausfutter
und wurden zu einer Anzahl von bis zu maximal sechs Tieren in einem

Standardlaborkafig mit Holzgranulatstreu untergebracht. Im Tierstall der
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Medizinischen Klinik herrschten durchgehend standardisierte Umweltbedingungen mit
einer Temperatur von 22° C, einer Luftfeuchtigkeit von 50% und einem

automatisierten 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus durch eine Beleuchtungsanlage.

2.2 Herstellung Avertin

Fir die Durchfihrung des operativen Eingriffs, der Echokardiographie- und EKG-
Ableitung wurde als Anasthetikum Avertin verwendet, welches in der verwendeten
Dosierung eine vernachlassigbare hamodynamische Wirkung zeigt. Zur Herstellung von
Avertin (2,5 %) wurde eine 97%ige 2,2,2-Tribromethanolldsung mit einem 98%igem
Isoamylalkohol im Verhéltnis 1g : 1ml in einem 14ml R&hrchen mit Hilfe eines
Vortexgerates gemischt. Zur Gewinnung der Stammlosung wurde diese dann vor
Applikation mit einer NaCl Losung (0,9%) im Verhaltnis 1 : 40 verdiinnt und in der Dosis

100ul pro 10g Koérpergewicht appliziert.

2.3 Mausmodell zur Hypertonie

Zur Auslosung einer arteriellen Hypertension zog man das Verfahren nach Goldblatt
heran [100]. Hierbei wird gezielt eine Nierenarterie verengt, so dass eine reduzierte
renale Perfusion resultiert. Die kontralaterale Nierenarterie bleibt unberihrt. Die
arterielle Hypertension entsteht durch das konsekutiv aktivierte Renin-Angiotensin-
System. Da Nierenclips nach Wiesel et al. [100] zum Zeitpunkt unserer Versuchsreihen
nicht lieferbar waren, erfolgte die inkomplette Ligatur der Nierenarterie mit Hilfe eines
geeigneten Fadens. Die Operation der Maus erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zur
Operationsvorbereitung wurde das Versuchstier mit 100ul Avertin pro 10g
Korpergewicht intraperitoneal narkotisiert. Daraufhin wurde die linke Flanke mittels
Enthaarungs-Mousse (Plica) enthaart und die Maus in Rechtsseitenlage auf eine
Wiarmeplatte (Arbeitstemperatur von 38,4° C) mit Temperatur-Kontrollmodul gelegt,
um einem Auskihlen der Maus entgegen zu wirken. Im nachsten Schritt wurde das Tier

mit Klebeband auf der Platte fixiert und unter binokuldarer Mikroskop-Sicht operiert.
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Die Operationsstelle wurde per Cutasept desinfiziert, anschlieRend folgte mittels
Skalpell ein etwa 3cm langer linker Flankenschnitt zur Nierenfreilegung. Die Hautldsion
wurde mit Hilfe einer Schere vorsichtig erweitert und mit einer Klemme offen
gehalten. Das Peritoneum wurde hilusnah eroffnet und storendes Fettgewebe
entfernt. Nach Aufsuchen der linken Vena renalis und linken Arteria renalis wurde die
Arterie frei prapariert und ein etwa 0,5cm langer Polyethylen-Faserfaden
(Durchmesser 0,12mm) als Abstandshalter parallel zur GefdaBwand positioniert.
AnschlieBend wurde ein Faden (6-0, Perma-Hand*Seide) um die Arterie mitsamt
Abstandshalter gelegt und zweifach verknotet. Durch die Ligatur konnte die arterielle
Versorgung des Nierengewebes vermindert werden. Der Abstandhalter wurde
anschlieend vorsichtig entfernt. Als Erfolgsparameter zeigte sich unmittelbar nach
Ligatur eine Aufhellung der minderperfundierten Niere. Nach Entnahme der Klemme
erfolgten die Wundrandadaption und der anschlieBende Wundverschluss mittels
Prolene 6/0 unter Einzelknopfnahten. Die ,Scheinoperation” bei den Kontrolltieren
beinhaltete die identische Operationsvorbereitung und —schritte ohne weitere
GefaBmanipulation nach Freilegung der linken Arterie renalis. AnschlieBend wurde die

Wunde wie oben beschrieben verschlossen.

2.4 Nicht-invasive Blutdruckmessung

Fiir die indirekte Blutdruckmessung der Mausreihen wurden das Programm ,Chart 5
Version 5.5.1 fir Windows“ (ADInstruments, Australien), das nicht-invasiven Blutdruck-
messgerat ,NIBP Controller ML125“, der Verstarker ,,Animal Bio Amp ML136“ und das
Datenerfassungsgerat ,PowerlLab/4SP“ der Firma ADInstruments (Australien) ver-
wendet. Die systolischen Blutdruckwerte wurden durch Schwanz-Manometrie mit Hilfe
der ,Tail-cuff-Methode” gemessen [101]. Die jeweilige Maus wurde aus ihrem
Metallkdfig genommen, in einen speziellen Kunststofftunnel gesetzt (ML5016,
ADInstruments) und auf eine Warmeplatte (Arbeitstemperatur von 37,4° C) platziert,

um eine fur das Messgerat detektierbaren Schwanzperfusion (Schwanztemperatur >
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32° C) zu erreichen. AnschlieRend wurde die Blutdruckmanschette mit Pulssenor tGber

den Mauseschwanz bis zu dessen proximalen Ende gestiilpt (siehe Abb. 4):

Abb 4: Systolische Blutdruckbestimmung bei einer Maus mit Hilfe der , Tail-cuff-Methode”.

Darauf folgend konnte eine Blutdruckkurve abgeleitet werden