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1. Einleitung

1.1 Das Kreislaufsystem
1.1.1 Der Gefaldtonus

Das Gefaldsystem ist mit Ausnahme des Kapillarbettes auf ganzer Lange mit glatter Ge-
falBmuskulatur ausgekleidet, deren kleinste Funktionseinheit die glatte Gefalmuskel-
zelle (vascular smooth muscle cell, vSMC) ist. Uber die glatte GefaBmuskulatur wird der
Ruhetonus des Gefallsystems vermittelt. Er bestimmt den totalen peripheren Wider-
stand des Gefallsystems und somit den Blutdruck.

Der Ruhetonus ergibt sich aus dem konkurrierenden Einfluss zahlreicher nervaler sowie
humoraler Stimuli. Vorherrschend, wenn auch in unterschiedlichen Organstromgebieten
in unterschiedlich starker Auspragung, ist jedoch die tonische Aktivitat der zwischen Ge-
faBmedia und Adventitia verlaufenden, sympathisch-adrenergen Nervenfasern
(Ubersichtsartikel: Parati und Esler, 2012). Aus den Varikositaten dieser terminalen Ner-
venfasern wird Noradrenalin freigesetzt, welches zur Kontraktion der glatten Gefal3-
muskulatur fuhrt.

Die Menge an freigesetztem Noradrenalin wird nicht nur durch die Frequenz der Akti-
onspotentiale, sondern auch durch die modulierende Wirkung lokaler Mediatoren be-
stimmt. Neben der selbstlimitierenden Wirkung des Noradrenalins auf seine eigene Aus-
schiittung Uber a,-Rezeptoren an der Prasynapse tben H" und K*- lonen, Acetylcholin
(ACh), Adenosin, Histamin, Serotonin und Prostaglandin E, ebenso eine hemmende
Wirkung aus.

Hingegen wird die Noradrenalinwirkung durch Angiotensin Il (ANG Il) potenziert, indem
es die Noradrenalinsynthese und die Freisetzung aus den Vesikeln steigert, sowie die
Wiederaufnahme in die prasynaptische Membran hemmt. Entscheidend fir den Einfluss
von ANG Il auf den Gefaldtonus ist somit eher die Verstarkung der sympathikoadre-
nergen Vasokonstriktion als die direkte Wirkung auf die vSMC (Barrett-O'Keefe et al.,
2013).
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Bei der lokalen Regulation des Gefal3tonus spielt auch das Endothel eine entschei-
dende Rolle, worauf im Folgenden naher eingegangen wird.

1.1.2 Regulation des Gefalltonus: Das Endothel

Das Endothel stellt einen entscheidenden Modulator des durch die vSMC vermittelten
Gefalltonus dar. Unter Ruhebedingungen kommt es im Gefal® zu einem Gleichgewicht
aus sympathisch-adrenerg vermittelter Vasokonstriktion und den vom Endothel synthe-
tisierten Faktoren, von denen neben einigen ebenfalls gefallverengenden Stoffen wie
Endothelin-1, Urotensin Il und dem bereits erwahnten ANG Il v.a. das vasorelaxierende
Stickstoffmonoxid (NO) zu nennen ist. Es entsteht aus L-Arginin durch die Aktivitat der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) (Ubersichtsartikel: Eisenreich, 2013). Die eNOS
wird konstitutiv exprimiert und sorgt fur eine kontinuierliche, basale NO-Freisetzung aus
dem Endothel (Ubersichtsartikel: Kolluru et al., 2010b). Standig auf das Endothel ein-
wirkende physikalische Reize, wie die durch die Stromung des Blutes ausgeloste Scher-
kraft, sowie die durch die Herzaktion entstehenden pulsatorischen Gefallwand-
dehnungen, verstarken die NO-Freisetzung zusatzlich (Kolluru et al., 2010a). NO diffun-
diert in die vSMC, wo es die I6sliche Guanylatzyklase aktiviert; steigende cGMP-Spiegel
innerhalb der Zelle bewirken eine Kalziumsensibilisierung und folglich eine Vaso-
dilatation. Zusatzlich vermag NO auch direkt eine Vasodilatation herbeizufuhren, indem
es durch Aktivierung kalziumabhangiger Kaliumkanale eine Hyperpolarisation der vSMC
bewirkt (Bolotina et al., 1994).

1.2 Das Herz: Hypertrophie, reaktive Fibrose und Herzinsuffizienz
1.2.1 Der Hypertrophiebegriff: Adaptation oder Maladaptation?

Im Rahmen einer Druckbelastung des Herzens, wie sie beispielsweise bei arterieller
Hypertonie oder Aortenklappenstenose vorkommt, reagiert der Herzmuskel mit einer
konzentrischen Hypertrophie. Unter Herzhypertrophie versteht man eine Grolien-
zunahme einzelner Kardiomyozyten auf einen pathologischen Stimulus hin. Sie resultiert
aus der Notwendigkeit eines gesteigerten Druckaufbaus, um trotz erhdhten syste-

mischen Druckes eine ausreichende Auswurfleistung zu gewahrleisten.
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Kurzfristig stellt die Hypertrophie einen Anpassungsmechanismus des Herzmuskels an
die veranderten hamodynamischen Verhaltnisse dar und ist bei Beseitigung des patho-
logischen Stimulus zunachst reversibel. Besteht dieser Stimulus jedoch uber einen lan-
geren Zeitraum, kommt es bei latenter Hypoxie zur kontinuierlichen Reduzierung der
hypertrophierten Kardiomyozyten (Weber et al., 2013) und zu strukturellen Veran-
derungen im Sinne einer Fibrose.

Beim Ubergang der Herzhypertrophie zur Herzinsuffizienz kann es zu einer Vermin-
derung der Relaxation wahrend der Diastole kommen. In dieser Phase kommt es zu ei-
ner erhdhten Freisetzung von Ca®" aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum und zu ei-
ner Anreicherung von Ca®* in den Mitochondrien. Durch die Kalziumiiberladung der Mi-
tochondrien gehen diese zugrunde. Die Folge ist eine verminderte ATP-Produktion und

eine Leistungsminderung der hypertrophierten Kardiomyozyten (Ling et al., 2009).
1.2.2 Reaktive Fibrose des Herzmuskels

Das Herz ist eine sehr effiziente Pumpe, welche sich aus quergestreiften Muskelzellen,
den Kardiomyozyten, und einem Gerust aus Matrixproteinen zusammensetzt. Diese ext-
razellulare Matrix (EZM) besteht im Wesentlichen aus den fibrillaren Kollagenen | und lll,
sowie elastischen Fasern und Poteoglykanen. Die EZM ist nicht minder entscheidend fur
die eigentliche Pumpleistung als die Muskelkraft, sorgt sie doch fur ein strukturelles
Netzwerk, welches die Kontraktionen einzelner Myozyten in einer systolischen Gesamt-
kontraktion bundelt. Des weiteren sorgt die EZM fur eine gewisse Steifheit des Gewe-
bes, welche einer ubermafligen Dehnung der Sarkomere - der kleinsten Funktionsein-
heit des Herzmuskels - vorbeugt und somit eine optimale Kraftentwicklung gewahrleis-
tet. Daruber hinaus schutzt die EZM vor Ubermafliger Kammerdehnung und -ruptur.

Das Verhaltnis von Kardiomyozyten zu EZM ist ein dynamisches: Ist der Herzmuskel
einer vermehrten Druckbelastung beispielsweise im Rahmen der Hypertension ausge-
setzt, so verschiebt sich dieses sensible Gleichgewicht zunehmend zugunsten der Syn-
these neuen extrazellularen Matrixmaterials. Zunachst korreliert der Zuwachs an Mus-
kelmasse mit dem Zuwachs an Bindegewebe; ist jedoch ein kritisches Herzgewicht von
250g erreicht, so vermehrt sich die EZM uberproportional bis zum Erreichen eines steti-
gen Anteils von 30% der Organmasse (Ubersichtsartikel: Creemers und Pinto, 2011).
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Infolge der Hypertension kommt es zu Einzelzellnekrosen bzw. Apoptosen (Ling et al.,
2009) der hypertrophen Kardiomyozyten. Immunzellen, T-Zellen und Makrophagen
wandern nun in die Adventitia von Koronararterien und -arteriolen ein und aktivieren die
dort ansassigen Fibroblasten. Diese transdifferenzieren unter dem Einfluss von Trans-
forming Growth Factor § (TGF-f) zu Myofibroblasten, einem stark sekretorisch aktiven
Phanotyp, welcher vermehrt Matrixproteine synthetisiert (Desmouliere et al., 1993). Die-
se werden vor allem perivaskular und im Interstitium abgelagert. Durch die sich so ent-
wickelnde fokale Fibrose wird die strukturelle Integritat des Herzmuskels wiederherge-
stellt. Gleichzeitig werden einzelne Kardiomyozyten durch die Deposition neuer EZM
buchstablich eingeschnurt; die folgende Atrophie dieser Zellen lasst die Kraftminderung
des Herzmuskels weiter voranschreiten (Ubersichtsartikel: Weber et al., 2013).
Langfristig fuhrt dieser strukturelle Umbauprozess, welcher unter dem Begriff des ,car-
diac remodeling” zusammengefasst wird, zu Ubermaliger myokardialer Steifheit und
zunehmender Dysfunktion (Sun und Weber, 2005). Auch wird das Herz als funktionelles
Synzytium durch die Fibrose in seiner Erregungsleitung beeintrachtigt: Es resultieren
eine Verlangsamung der elektrischen Fortleitung von Aktionspotentialen im Myokard
und damit ein erhdhtes Risiko fur Reentrymechanismen (Delpon et al., 2005). Lebens-
gefahrliche Herzrhythmusstorungen bis hin zum pl6tzlichen Herztod konnen die Folge
sein (Bujak und Frangogiannis, 2007; Khan und Sheppard, 2006). Die Herzhypertrophie
wird somit bei Fortbestehen der Ursache von der Herzinsuffizienz gefolgt. Allein in den
USA entwickeln jedes Jahr 700.000 Menschen eine Herzinsuffizienz (Esposito et al.,
2002) und die Pravalenz betragt 5,8 Millionen Personen im Alter uber 20 Jahre (Houser
etal.,, 2012).

Zusammenfassend wird die Herzhypertrophie in Anbetracht der stetig wachsenden
Kenntnisse uber die zellularen, subzellularen und molekularen Grundlagen zunehmend

als maladaptativer Prozess angesehen.



14

1.2.3 Das Renin-Angiotensin-System (RAS)

1.2.3.1 Lokales und systemisches RAS

ANG I, ein Octapeptid, stellt den wichtigsten Effektor des fur die langfristige Blutdruck-
regulation zustandigen RAS dar. Es entsteht im Blutstrom durch proteolytische Spaltung
aus dem Decapeptid Angiotensin |, katalysiert durch das Angiotensin-Converting-
Enzyme (ACE). Angiotensin | entsteht aus dem der Leber enstammenden Angio-
tensinogen; vermittelt wird diese Reaktion durch das im juxtaglomerularen Apparat der
Niere gebildete und in den Blutstrom abgegebene Renin.

ANG II bindet an zwei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembran-
domanen, den ATs- und den AT,-Rezeptor, welche sich in ihrer genomischen Struktur
sowie in ihrer Verteilung in unterschiedlichen Geweben unterscheiden. Der AT-Rezep-
tor ist Gy11- gekoppelt und wird an der Oberflache von vSMC, Kardiomyozyten und Fi-
broblasten exprimiert. Er vermittelt Uberwiegend die direkten und indirekten kardiovasku-
laren Effekte des ANG Il. Zu diesen Effekten zahlen die direkte Vasokonstriktion, sowie
die Stimulation der Sekretion von Aldosteron aus der Nebennierenrinde, dem Antidiure-
tischen Hormon (ADH) aus der Hypophyse und von Endothelin-1 aus dem Endothel
ebenso wie die Stimulation des sympathischen Nervensystems.

In den letzten zwei Dekaden ist zu diesem Bild der humoralen Blutdruckregulation durch
im Blutstrom zirkulierende Peptide das Wissen um ein lokales, organspezifisches RAS
hinzugetreten. Dieses findet sich in Herz, Gefalisystem, Niere und Gehirn. Es konnte
gezeigt werden, dass nahezu alle Komponenten des RAS hier lokal gebildet werden und
auto- bzw. parakrin ihre Wirkung entfalten; lediglich Uber die lokale Bildung des Renins
herrscht Uneinigkeit (Paul et al., 2006). Zudem sind mittlerweile auch ACE-unabhangige
Wege der ANG II-Bildung bekannt, beispielsweise durch die Chymase, eine Serin-
protease, welche vor allem in Mastzellen des linken Ventrikels und der GefalRwand loka-
lisiert ist und eine hohe Substratspezifitat fur Angiotensin | aufweist (Urata et al., 1993)
(Abb.1). Des weiteren gelten auch Cathepsin G (Klickstein et al., 1982), Tonin (Schiller
et al., 1976) und Gewebsplasminogenaktivator als Enzyme der ANG-II-Bildung.
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Cardiac fibroblasts under

Kﬁ-

Abb. 1: Lokales Renin-Angiotensin-System im Herzen (modifiziert nach Paul et al.,
2006). Renin und Angiotensinogen (AOGEN) werden grofdtenteils aus dem Plasma in
den Kardiomyozyten aufgenommen oder in der Zelle selbst synthetisiert. Bindung von
Renin und Prorenin an den Renin-Rezeptor aktiviert intrazellulare prohypertrophe Sig-
nalwege (MAPK und ERK 1/2). Extrazellular entstent ANG Il auch auf einem alter-
nativen Weg uber die von Mastzellen freigesetzte Chymase. Das lokal entstandene
ANG Il bindet an spezifische Rezeptoren von Kardiomyozyten, vSMC und Fibroblasten.

Cardiac blood vessel

1.2.3.2 ANG Il und TGF-$

Remodelingprozesse des Myokards, welche besonders aus Druckbelastung oder is-
chamischen Ereignissen des Herzens resultieren, wurzeln in einer durch die mechani-
sche Belastung gesteigerten autokrinen ANG Il-Sekretion und den damit einher-
gehenden trophischen Prozessen (Dostal, 2000). Zwar lasst sich tierexperimentell kein
direkter stimulatorischer Effekt von ANG Il auf adulte Kardiomyozyten (Wada et al.,
1996) zeigen, dennoch kommt es indirekt, durch Hochregulation des Wachstumsfaktors
TGF-p in Kardiomyozyten und Fibroblasten, zur Entwicklung einer kardialen Hypertro-
phie und Fibrose (Rosenkranz, 2004). Bisher sind die drei Isoformen TGF-p-1, TGF-3-2
und TGF-$-3 identifiziert worden. Im Herzen gilt vornehmlich TGF-p-1 als Induktor der
Hypertrophie und der EZM-Synthese. Erhohte Expressionsniveaus von TGF--1-mRNA
konnten im linken Ventrikel von Patienten mit idiopathischer hypertropher Kardiomyo-
pathie (Li et al., 1997) und dilatativer Kardiomyopathie (Pauschinger et al., 1999), sowie
in Tiermodellen kardialer Hypertrophie gezeigt werden (Takahashi et al., 1994; Villarreal
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und Dillmann, 1992). Die Stimulation kardialer Fibroblasten mit ANG Il in Kultur fuhrt
uber den ATq-Rezeptor zu einer Proliferation von Fibroblasten, einer Differenzierung in
Myofibroblasten und zu einer vermehrten Produktion von Proteinen der extrazellularen
Matrix, wie Kollagen | und lll, Fibronectin und Laminin (Lijnen et al., 2000; Sadoshima
und lzumo, 1993) und bedingt somit die mit der Hypertrophie einhergehende kardiale
Fibrose. Umgekehrt resultiert die TGF-p-1-Blockade durch neutralisierende Antikorper
im druckbelasteten Herzen der Ratte in einer verringerten myokardialen Fibrose und
beugt einer diastolischen Dysfunktion vor (Kuwahara et al., 2002). Einen kausalen Zu-
sammenhang von ANGII und TGF-B-vermitteltem kardialen Remodeling zeigten Schultz
et al. (2002), indem ihre TGF-p-1-Rag-1"" Mause im Gegensatz zu Wildtyptieren (WT
Tieren) keinerlei Anzeichen kardialer Hypertrophie in Folge der Verabreichung von
ANGII entwickelten.

Auf molekularer Ebene liegt diesen TGF-p-induzierten Umbauprozessen die Gg4-ver-
mittelte Induktion des MAP-Kinase-Signalwegs zu Grunde, welcher durch Veranderung
der Transkription proliferative Prozesse anregt. Auch der Rho/ROCK-Signalweg, wel-
cher zellulare Funktionen wie die Organisation des Aktin-Zytoskeletts, Zellmotilitat und
Adhasion, sowie Genregulation kontrolliert, wird von TGF- aktiviert. Folglich ist dieser
Signalweg wahrend der kardialen Fibrosierung vermehrt aktiv (Kagiyama et al., 2010).
Wegweisend fur das Verstandnis der profiborogenen Wirkung von TGF-g am Myokard
waren auch die Untersuchungen von Small et al. (2010), welche zeigten, dass TGF-p
uber eine Aktivierung des Rho/ROCK-Signalwegs Gene induziert, welche die Transfor-
mation von Fibroblasten zu Myofibroblasten begunstigen. Interessanterweise konnte fur
beide Hypertrophie vermittelnden Signalwege ein Einfluss des LIM-only Proteins FHL2
nachgewiesen werden, worauf im Kapitel 1.4 noch naher eingegangen wird.

Auch im menschlichen Herzen zeigen sich unter Druckbelastung erhohte TGF-$-1-
Niveaus. Dennoch ist bisher nicht geklart, ob es diesbezuglich auch zu einer vermehrten
Fibrose bzw. einer eingeschrankten kardialen Funktion kommt (Ubersichtsartikel:
Creemers und Pinto, 2011). Eine spezifische Blockade von TGF-f erscheint in Anbe-
tracht seiner mannigfaltigen Funktionen im menschlichen Korper problematisch. Vielver-
sprechend erscheint daher in Zukunft, ein nachgeschaltetes Molekul des TGF-f-

Signalwegs als therapeutisches Zielmolekul zu identifizieren.
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1.2.4 Pathologische Endstrecke: Herzinsuffizienz

Langfristig sind die oben geschilderten Umbauprozesse des Myokards pradisponierend
fur eine Gefugedilatation mit konsekutivem Herzversagen. Bei chronischer Aktivierung
des lokalen RAS ist die systolische Ventrikelfunktion verringert, wie Domenighetti et al.
(2005) zeigten. In einer 94 Wochen andauernden Studie untersuchten sie TG1306/1R
Mause, welche sich durch Entwicklung einer ANGlII-vermittelten Herzhypertrophie ohne
begleitende arterielle Hypertension auszeichnen. Hier wurde die systolische Dysfunktion
eindrucklich an einer 30-40% geringeren Kontraktilitat isolierter Kardiomyozyten illus-
triert. Die Tiere zeichneten sich durch eine mit dem Lebensalter zunehmende systoli-
sche und diastolische Dysfunktion und eine gegenuber den WT Tieren erhohte Mortalitat
aufgrund dilatativer Kardiomyopathie aus.

Eine dauerhafte Aktivierung des RAS fuhrt nicht nur durch zunehmende Fibrose, son-
dern auch durch eine gestorte Kalziumhomoostase zu einer diastolischen Dysfunktion
des Herzmuskels (Ling et al., 2009). Rothermund et al. (2001) zeigten in einem Tiermo-
dell der Renin-abhangigen linksventrikularen Hypertrophie, dass eine AT-Rezeptor-
blockade mit Eprosartan nicht nur eine Verringerung der Fibrose, sondern auch eine
Normalisierung des zuvor erniedrigten Ca®*-uptakes in das Sarkoplasmatische Retiku-
lum zur Folge hat, welches entscheidend zur Verbesserung der diastolischen Funktion
beitragt.

Beim Ubergang einer kompensierten Herzinsuffizienz in ein dekompensiertes Stadium
ist TGF-pB eine entscheidende Rolle zugeschrieben worden. Hierzu tragt eine erhohte
Empfindlichkeit des adrenergen Systems bei (Rosenkranz et al., 2002; Schluter et al.,
1995). In vitro hatte die Stimulation von a-Adrenozeptoren einen direkt hypertrophen
Einfluss auf Kardiomyozyten (Simpson, 1983). In vivo zeigten transgene Mause mit ei-
ner Uberexpression von TGF-p-1 eine gesteigerte Hypertrophie, Fibrose und eine er-
hohte Dichte an g-Adrenozeptoren (Rosenkranz et al., 2002). Zudem ist eine TGF-3-1
abhangige Modulation der Anzahl an p-Adrenozeptoren in verschiedenen anderen Zell-
typen bewiesen (lizuka et al., 1994; Kimura und Ogihara, 1999; Nogami et al., 1994).

In der Zusammenschau veranschaulichen diese Untersuchungen die Bedeutung des

lokalen RAS im kardiovaskularen Remodeling und erklaren einmal mehr den durch-
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schlagenden Erfolg von ACE-Inhibitoren und ATi-Antagonisten in der Bekampfung kar-
diovaskular bedingter Morbiditat und Mortalitat.

1.3 Das LIM-only-Protein FHLZ2 im kardiovaskularen System

1.3.1 Die Superfamilie der LIM-Proteine

Erstmalig beschrieben wurde die LIM-Domane 1988 (Way und Chalfie, 1988). Das Akro-
nym LIM leitet sich von dem in Caenorhabditis elegans entdeckten Protein LIN-11, dem
der Ratte enstammenden ISL-1 und dem in C. elegans gefundenen MEC-3 ab (Chu und
Chen, 2011). Der Superfamilie der LIM-Proteine ist die sogenannte LIM-Domane mit
ihrer  festgelegten, cysteinreichen Sequenz  (CX2CX16-23HX2CX2CX2CX16-
21CX(C,H,D)) gemeinsam, welche aus zwei jeweils ein Zinkatom bindenden Zinkfingern
besteht. Obgleich Zinkfingerstrukturen klassischerweise DNA direkt zu binden vermo-
gen, besteht bislang fur die LIM-Doméane hierflir, zumindest in vivo, kein Anhalt
(Johannessen et al., 20006).

Generell werden zwei Klassen von LIM-Proteinen unterschieden; jene, die zusatzlich zur
LIM-Domane andere funktionelle Domanen enthalten und sogenannte LIM-only Proteine
(Bach, 2000). LIM-only Proteine mit bis zu funf LIM-Domanen werden in einer Gruppe
zusammengefasst, welche die Mitglieder FHL1-4 und ACT zahlt. Dabei steht FHL fur
four-and-a-half, da sich N-terminal nur eine halbe, gefolgt von vier kompletten LIM-
Domanen findet. Diese finden sich in einer Vielzahl von Geweben wie Herzmuskel,
quergestreiffem Muskel, Prostata, Ovar und Hoden (Muller et al., 2000). Auf sub-
zellularer Ebene konnen LIM-only Proteine sowohl im Zytoplasma als Bestandteil des
Zytoskeletts lokalisiert sein, als auch im Zellkern, wo sie an der Regulation von Tran-
skriptionsvorgangen beteiligt sein konnen. Unter bestimmten pathophysiologischen Be-
dingungen uben Mitglieder der LIM-Familie eine Shuttle-Funktion zwischen Zytoplasma
und Zellkern aus (Purcell et al., 2004).

1.3.2 FHL2 im Herzen

Das bestuntersuchte Mitglied der four-and-a-half-LIM-Protein-Familie, FHL2, zeigt be-

reits wahrend der embryonalen Entwicklung wie auch im Erwachsenen eine besonders
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starke Expression im Herzen, insbesondere im ventrikularen Septum und in der Nahe
des atrioventrikularen Rings (Chu et al., 2000), sowie in Aorta und Intercostalarterien.
Umso erstaunlicher die Tatsache, dass FHL2" Mause einen génzlich unauffilligen kar-
dialen Phanotyp unter physiologischen Bedingungen aufweisen. Moglicherweise wird
der FHL2-Verlust durch verwandte, ebenfalls im Herzen exprimierte Moleklle wie FHL1
und FHL3 kompensiert. Unter chronischer p-adrenerger Stimulation mit Isoproterenol
kommt es zu einer exazerbierten kardialen Hypertrophie FHL2" Tiere gegenuber den
WT Tieren, begleitet von erhohten Expressionsniveaus des Hypertrophiemarkers atrial
natriuretic peptide (ANP) (Kong et al., 2001). Dies wurde kurzlich durch die Erkenntnis
erklart, dass FHL2 als endogener Repressor fungiert und so eine pathologische Herzhy-
pertrophie verhindert (Hojayev et al., 2012).

1.3.3 FHL2 im GefalRsystem

Anders als bei Skelett- oder Herzmuskelzellen kommt es bei vSMC nie zu einer termina-
len Differenzierung (Lagna et al., 2007). Vielmehr kdnnen sie bei GefalRverletzung vom
kontraktilen in einen proliferativen Phanotyp umdifferenzieren, der mit einer verminder-
ten vSMC-Marker-Genexpression und einer vermehrten Matrixdeposition einhergeht.
Diese Plastizitat ist essentiell fur die Entwicklung von Gefal3en, die vaskulare Homoo-
stase, sowie fur die Reparatur von Gefalddefekten.

Gleichzeitig bereitet sie aber auch den Boden fur Gefalipathologien und die Entwicklung
einer Hypertension. Bei der Aufrechterhaltung des kontraktilen Phanotyps von vSMC
spielen Wachstumsfaktoren der Familie der Bone Morphogenic Proteins (BMP) eine tra-
gende Rolle (Kang et al., 2012). Die BMP-Proteine sind Teil der TGF-3-Superfamilie und
aktivieren daher ebenfalls den RhoA-rho-Kinase-Signalweg. Eine Hochregulation dieses
Signalwegs ist fur zahlreiche Gefal3pathologien, wie beispielsweise fur die arterielle Hy-
pertonie, sowie fur zerebrale und koronare Gefallspasmen beschrieben worden
(Wettschureck und Offermanns, 2002).

Die Wachstumsfaktoren der BMP-Familie regulieren die Transkription vSMC spezi-
fischer Gene wie smooth muscle alpha-actin (SMA), smooth muscle calponin (CNN1),
SM22alpha (Neuman et al., 2009). Unlangst konnte FHL2 als negativer Regulator der
BMP4-vermittelten Induktion vSMC spezifischer Gene identifiziert werden. Nach BMP4-
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Stimulation kam es zu einer erheblichen Reduktion der BMP4-vermittelten Expression
von SMA und CNN1. Diese ergab sich aus einer vermehrten Anreicherung von FHL2 im
Zellkkern, wo es die Rekrutierung von Initiationsfaktoren der Transkription zum SMA-
Promotor hemmte (Neuman et al., 2009).

Nicht nur die glatte Muskulatur der Gefal3e, auch das Endothel weist eine funktionelle
Abhangigkeit von FHL2 auf. Kontraktilitatsuntersuchungen an isolierten murinen Aorten-
ringen FHL2" Tiere ergaben eine Stérung der Endothelfunktion im Sinne einer Stérung

der endothelvermittelten Relaxation (Neuman et al., 2009).
1.3.4 FHL2 vermittelt Protein-Protein-Interaktionen
1.3.4.1 FHLZ2 fungiert als Struktur- und Adapterprotein im Herzen

Auf subzellularer Ebene scheint FHL2 aufgrund seiner zytoplasmatischen Lokalisation in
der kontraktilen Einheit von Kardiomyozyten, dem Sarkomer, eine entscheidende Rolle
bei der Beibehaltung der Zytostruktur zu spielen. Einen Hinweis auf eine derartige Rolle
von LIM-Domain Proteinen gaben bereits zahlreiche Studien an Tiermodellen, bei denen
der Verlust von fur LIM-Proteine kodierenden Genen schwere kardiale Dysfunktionen
ahnlich der humanen dilatativen Kardiomyopathie ausloste (Arber et al., 1997; Knoll et
al., 2002; Pashmforoush et al., 2001). Lange et al. (2002) konnten nun zeigen, dass
FHL2 eng mit dem elastischen Filamentprotein Titin assoziiert ist, welches sich von der
M-Bande hin zur Z-Scheibe erstreckt und fur die Integritat des Sarkomers von Bedeu-
tung ist. FHL2 bindet Titin innerhalb des Sarkomers an zwei unterschiedlichen Bin-
dungsstellen innerhalb der M-Bande wie auch innerhalb der |-Bande, in direkter Nach-
barschaft der Z-Scheibe. Weiterhin bindet FHL2 metabolische Enzyme wie die Kreatin-
kinase, Adenylatkinase und Phosphofruktokinase. Auf dem Boden dieser Erkenntnisse
wurde FHL2 mutmallich eine Rolle als Adapterprotein zugesprochen, welches metabo-
lische Enzyme hin zu Orten hohen Energieverbrauchs innerhalb des kardialen Sarko-
mers rekrutiert (Lange et al., 2002).

Vor einigen Jahren konnte |-Bande-assoziiertes FHL2 als zytoplasmatischer Modulator
des MAP-Kinase-Signalwegs identifiziert werden (Hoshijima, 2006). Dieser Signalweg

wird bei mechanischem Stress sowie durch bestimmte neuroendokrine Faktoren akti-
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viert und stellt einen wesentlichen Hypertrophie-vermittelnden Signalweg im Herzen dar
(Bueno et al., 2000; Liang et al., 2001). Purcell et al. (2004) beschrieben die Bindung
von nahe der Z-Scheibe lokalisiertem FHL2 an eine der drei Effektorkinasen des MAP-
Kinase-Signalwegs, Extracellular Signal-Regulated Kinase 2 (ERK2), in vivo (Abb. 2).
Dabei ist die Affinitat von FHL2 zur phosphorylierten, aktivierten Kinase hoher, als zum
nicht phosphorylierten Enzym. Anders als die eigentlichen Zielproteine von ERK2, nam-
lich Transkriptionsfaktoren im Kern, wird FHL2 durch die ERK2 nicht phosphoryliert,
noch behindert es die Phosphorylierung von ERK2. Dennoch vermag eine Uberexpres-
sion von FHL2 die Translokation der aktivierten ERK2 in den Kern und folglich die Regu-
lation der Genexpression zu inhibieren (Purcell et al., 2004). Insgesamt deuten diese
Erkenntnisse auf eine Schlusselrolle des LIM-only Proteins FHL2 als Strukturprotein im
kardiovaskularen System, sowie als Modulator der Genexpression infolge biomechani-
schen Stresses hin.

Abb. 2: Interaktion des MAP-Kinase-Signalwegs mit Z-Scheiben nahem FHL2
durch ERK2-FHL2-Assoziation im Kardiomyozyten (modifiziert nach Ubersichts-
artikel: Hoshijima, 2006). c-Raf = c-rapidly accelerated fibrosarcoma; MEK1/2 = mito-
gen-activated kinase kinase 1/2. Bei Uberexpression von FHL2 vermag es durch Bin-
dung an die ERK2 deren Translokation in den Zellkern und somit eine Modifikation der
Genexpression zu verhindern. Kalzium (Ca2+) aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum
(SR) aktiviert Calcineurin (Cn). Cn interagiert mit Z-Scheibe-assoziierten Proteinen (z.B.
MYZQO2). Protein Kinase C (PKC) und ihre Isotypen reichern sich offenbar unter Einfluss
von PDZ-3LIM Proteinen in der Nahe der Z-Scheibe an.
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1.3.4.2 FHL2 agiert als Coaktivator und Corepressor der Genexpression

Unlangst konnte FHL2 auch als Adapterprotein des Rho-Signalwegs identifiziert werden
(Muller et al., 2002). Der Rho-Signalweg kontrolliert zellulare Funktionen wie die Organi-
sation des Aktin-Zytoskeletts, Zellmotilitat und -adhasion (Wettschureck und
Offermanns, 2002). Aulerdem ist er in pathologischen Prozessen wie Tumorgenese
und Metastasierung aktiviert. Bei rho-GTPase-Uberexprimierenden Prostatakarzinomen
konnte immunhistochemisch eine nukleare Anfarbbarkeit gegen FHL2 gezeigt werden,
die mit dem Grad der Tumordedifferenzierung und somit einem erhohten Risiko der
Progression zu maligneren Phanotypen korrelierte (Muller et al., 2000).

Des weiteren zeigte sich in der Leber transgener Mausen mit einer Uberexpression von
FHL2 eine 6-fach erhohte Proliferation, die mit einer gleichzeitig erh6hten Apoptose ein-
herging. Letzteres konnte auf eine Bindung und Aktivierung von FHL2 an den Promoter
von p53 zuruckgefuhrt werden. Nach partialer Hepatektomie kam es zu einer beschleu-
nigten Wiederherstellung des Lebergewichts. In humanem Lebergewebe korrelierte eine
erhohte FHL2-Expression mit dem Grad der Entzindung und Zirrhose (Nouet et al.,
2012).

In Myoblasten wurde FHL2 als Corepressor des p-Catenin (Martin et al., 2002) und als
Corepressor des promyelozytischen Leukamie-Zink-Finger-Proteins identifiziert
(McLoughlin et al., 2002). Doch auch als Coaktivator ist FHL2 in die Regulation der Ge-
nexpression involviert. In Epithelzellen der Prostata wird FHL2 nuklear exprimiert und
dient dort als spezifischer Coaktivator des Androgenrezeptors. Des weiteren coaktiviert
FHL2 cAMP-responsive-element-binding-protein (CREB) und Wilms-Tumor-Protein 1
(WT1), welche in Differenzierungsprozessen eine Rolle spielen, und activator protein 1
(AP-1), ein wesentlicher Transkriptionsfaktor in der Proliferation und Differenzierung von
Kardiomyozyten (Du et al., 2002; Fimia et al., 2000; Morlon und Sassone-Corsi, 2003).
Ferner scheint die Translozierung von FHL2 in den Zellkern induzierbar zu sein, so bei-

spielsweise durch 20% Serum und UV-Bestrahlung (Morlon und Sassone-Corsi, 2003).
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1.4 Tiermodelle der Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz

Zur Induktion kardialer Hypertrophie stehen verschiedene Mausmodelle zur Verfugung.
Ein denkbar einfacher, wenn auch zeitaufwendiger Ansatz, ist das Modell der ,exercise-
induced hypertrophy®, der Induktion einer physiologischen Hypertrophie durch forciertes
Schwimm- oder Lauftraining (Gay-Jordi et al., 2013; Radovits et al., 2013). Beim phar-
makologischen Modell wird durch Applikation kardiotroper Substanzen wie bei-
spielsweise dem p-Agonisten Isoproterenol Uber einen definierten Zeitraum durch eine
metabolische Aktivierung eine kardiale Hypertrophie induziert (Goonasekera et al.,
2012; Kong et al., 2001). DarUber hinaus kann eine Herzhypertrophie experimentell
durch Gendeletion bzw. Uberexpression eines bestimmten Gens erwirkt werden. Huang
et al. (2013) zeigten eine spontane Herzhypertrophie in M&ausen mit einer Uber-
expression der microRNA22, wahrend Mause mit entsprechendem Gendefekt auch un-
ter Stress durch Isoproterenol-Infusion keinerlei Zeichen der Herzhypertrophie entwi-
ckelten.

Weiterhin kann eine kardiale Hypertrophie auch mechanisch, durch Operation einer
transversen Aortenstenose (transverse aortic constriction, TAC) erreicht werden. Hierbei
wird der Aortenbogen zwischen Truncus brachiocephalicus und linker Arteria carotis
communis legiert und somit eine Aortenstenose imitiert. Die TAC-Operation wurde erst-
mals von Rockman et al. (1991) durchgefuhrt. In Folge der TAC kommt es zu einer
Druckbelastung des linken Herzens, welche mit einer Erhdhung der Wandspannung
einhergeht; diese wird durch eine Verdickung des Herzmuskels, die konzentrische Hy-
pertrophie, gesenkt. Die TAC ist das wahrscheinlich am weitesten verbreitete Modell, da
sie durch unterschiedlich starke Ligatur der Aorta eine gezielte Abstufung des Ausma-
Res der Herzhypertrophie erlaubt. Zudem kommt es durch den akuten Druckanstieg ver-
lasslich zu einer signifikanten kardialen Hypertrophie. Ein weiterer Vorteil dieser Metho-
de ist die hohe Reproduzierbarkeit der so generierten Daten. Nachteilig ist der abrupte
Anstieg des Blutdrucks infolge des plotzlichen Eingriffs; die tatsachlichen pathophysiolo-
gischen Gegebenheiten der imitierten Aortenstenose werden so nur naherungsweise
abgebildet (Patten und Hall-Porter, 2009). Dennoch stellt diese Methode ein probates
Modell dar, um Herzhypertrophie und -fibrose sowie die mit diesen Prozessen vergesell-

schaftete, graduelle Entwicklung der Herzinsuffizienz zu untersuchen.
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1.5 Zielsetzung

Das bislang bestuntersuchte Mitglied der four-and-a-half-LIM-Protein-Familie, FHLZ,
zeigt bereits wahrend der embryonalen Entwicklung wie auch im Erwachsenen eine be-
sonders starke Expression im Herzen (Chu et al., 2000). Umso erstaunlicher die Tatsa-
che, dass FHL2" Mause einen ganzlich unauffalligen kardialen Phanotyp unter physio-
logischen Bedingungen aufweisen.

In Modellen der akuten Druckbelastung durch transverse Aortenstenose hingegen erga-
ben orientierende Untersuchungen des FHL2-Verlusts echokardiographisch keinen An-
halt fir eine unterschiedliche Entwicklung kardialer Hypertrophie gegeniber den WT
Tieren nach sieben Tagen (Chu et al., 2000). Im Gegensatz dazu konnten Kong et al.
(2001) histologisch eine exazerbierte kardiale Hypertrophie FHL2™" Tiere gegeniiber den
WT Tieren infolge chronischer f-adrenerger Stimulation mit Isoproterenol zeigen.

Bis heute fehlt jedoch eine umfassende Charakterisierung des kardiovaskularen Phano-
typs FHL2" Tiere, welche auch die hdmodynamischen Verhaltnisse adaquat abbildet.
Das Ziel dieser Arbeit war daher die Bewertung der funktionellen Effekte des Fehlens
von FHL2 sowohl auf den Gefaldtonus, als auch auf die kardiale Pumpleistung am Mo-
dell der Transversen Aortenstenose der Maus unter normalen und unter ,Stressbedin-

gungen®.
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2.1 Gerate und Materialien
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2.1.1 Gerate
Gerat Hersteller
Kafige Makrolon, Typ Il L, Charles River Deutsch-
land GmbH, Sulzfeld
Waage Kern EMB 500-1, Kern & Sohn GmbH,

Balingen-Frommern

Isofluran Vapor

19.3, Drager, Telford, USA

Beatmungsgerat Minivent

Typ 845, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten

Operationsmikroskop

OpMi-191294, ZEISS, Oberkochen

OP-Tisch

Eigenanfertigung der feinmechanischen
Werkstatt des Physiologischen Instituts |l
Bonn; angeschlossenes Warmebad (42°C),
Rhema-Labortechnik, Hofheim

Operationsbesteck

Augenschere, Pinzetten, Retraktoren, Klem-
men, Castroviejo Nadelhalter,

Fine Science Tools, Foster City, Kalifornien,
USA/

Allgaier Instrumente, Frittlingen

Millar-Katheter

Mikro-Tip Pressure Katheter (Nylon) mit 1,4-
French-Drucksensor,

Millar Instruments Inc., Houston, USA

KleingefaBmyograh

Danish Myo Technology, Model 610 M, Aar-

hus, Danemark

Gefrierschrank (-20)

Liebherr, Biberach an der Ril3
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Gefrierschrank (-80)

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Osterode

Lichtmikroskop

Leitz, Wetzlar

Immunfluoreszenzmikroskop

Leica DM LB, Leica microsystems GmbH,

Wetzlar

Analysewaage

Typ Voyager, Ohaus, Zurich, Schweiz

Schieblehre Mauser, St. Denis, Frankreich
Vortexer Vortex Genie 2, Scientific Industries, USA
Zentrifuge Model 5415R, Eppendorf AG, Hamburg

FastPrep FP 120 Cell disrupter

Bio 101 Savant, Q Biogene Inc., Carlsbad
CA, USA

Thermomixer compact

Eppendorf AG

Pippetten (10ul, 100ul, 200ul, 1000 ul)

Eppendorf AG

Objekttrager

Menzel-Glaser, Braunschweig

DNA engine gradient cycler PTC-200

MJ Research, St. Bruno, Kanada

Spectrophotometer NanoDrop ND100

Spectrophotometer NanoDrop ND100

TagMan ViiA 7 Real-Time PCR system

Applied Biosystems, Life Technologies Cor-
poration, Carlsbad CA, USA

Tab. 1: Gerate

2.1.2 Reagenzien

Reagenz Hersteller
Glucose Merck, Darmstadt
NaCl Merck
KCI Merck
MgSO4 Merck
KHPO4 Merck
NaHCO3 KMF Laborchemie, Lomahr

Isofluran 100%

Abbot, lllinois, USA
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Phenylephrin Hydrochlorid

Sigma Aldrich, Munchen

Acetylcholin Chlorid

Sigma Aldrich

- Mercaptoethanol

Sigma Aldrich

Buprenorphin Hydrochlorid (Temgesic®)

Ampullen a 0,3 mg/ml Injektionslosung; Fa.
Essex Pharma GmbH, Minchen

Ethanol Merck

Methanol Merck

TagMan Gene Expression MasterMix Applied Biosystems
Laminin Sigma Aldrich

Triton X-100, Sigma-Aldrich

FHL2-Antikorper, polyklonal, Rabbit

Aviva Systems Biology, San Diego, USA

Alexa 594, polyklonal, Goat

Life Technologies Corporation, Carlsbad
CA, USA

Phalloidin Alexa Fluor 488

Life Technologies Corporation, Carlsbad
CA, USA

DAPI Sigma Aldrich

5 % Milchpulver Nestlé Research Laboratories, Vevey
Switzerland

Collagenase Sigma Collagenase Blend Typ L, Sigma
Aldrich

Trypsin Sigma Aldrich

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Sigma Aldrich

PBS Sigma Aldrich

Tab. 2: Reagenzien

2.1.3 Verbrauchsmaterialien und Reaktionskits

Material

Hersteller

Tiereinstreu

Altromin-Tiereinstreu-Granulat, Altromin

GmbH & Co. KG., Lage-Lippe

Tierfutter

Altromin Standarddiatfutter Maus und Rat-
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te,
Altromin GmbH & Co. KG. Lage-Lippe

Nahtmaterial

Prolene Faden (monofil), Starke 6-0 und 7-
0, mit attraumatischer Nadel; Johnson &
Johnson, Brussel, Belgien

Endotrachelakanulen

@ 1-1,2 mm Hugo Sachs Elektronik, D-
March-Hugstetten

Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 200 ul, 1000
ul)

Nerbe Plus GmbH, Winsen /Luhe

Spin Bead tubes

MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornien,
USA

Eppendorfrohrchen

Brand, Wertheim

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate

Applied Biosystems

MicroAmp Optical Adhesive Film

Applied Biosystems

RNeasy Mini Kit (50)

Qiagen, Dusseldorf

Superscript VILO cDNA Synthesis Kit

Invitrogen

Tab. 3: Verbrauchsmaterialien und Reaktionskits




2.1.4 Losungen

2.1.4.1 Myograph:
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Substanz Konzentration [M]
KCI 2,95M
MgSQO47H,0 0,109 M
KH2PO4 0,12 M
NaHCO; 0,625 M
CaCl, 0,331 M

Tab. 4: Stammldsungen

Substanz KBR (1000 ml) KCI (500ml)
Glucose [g] 0,0055 M 0,00275 M

NaCl [g] 0,1185 M 0

KCI [m] 0,0047 M 0,125 M

MgSOa 0,0012 M 0,0006 M

KH2PO4 0,0012 M 0,0006 M

NaHCO3 0,025 M 0,0125 M

Tab. 5: Arbeitslosungen

2.1.4.2 Langendorff-Perfusion:

Substanz Konzentration [mM]
NaCl 135
KCL 4
MgCl, 1
HEPES 2
EGTA 2

Titration auf pH 7,4 mittels NaOH

Tab. 6: EGTA-Tyrode
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Substanz Konzentration [mM]
NaCl 4
KCI 10
MgCl, 1
K-Glutamat 130
Glucose 9
HEPES 4

+ 500 pl /21 0,1 M CaCl, (Endkonzentration: 25 yM)

Titration auf pH 7,4 mittels KOH

Tab. 7: Hochkonzentrierte Kaliumlosung

Substanz Konzentration [mM]
NaCl 4,05 x 10°
KCI 120
MgCl, 30
CaCl; 54
HEPES 60

Pro 10 ml Tyrode: 0,6 g Glucose; 0,3 g BSA und 0,005 g Trypsininhibitor

Tab. 8: Tyrode
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2.2 Software

Zur Aufzeichnung der Elektrokardiogramme, der Blutdruckverlaufe und der Kontraktilitat
von Gefalringen wurde sich des Programmes LabChart Version 6, PowerLab, AD-

Instruments GmbH, Spechbach, Deutschland, bedient.
2.3 Methoden
2.3.1 Versuchstiere und ihre Haltung

Far die ex vivo und in vivo Untersuchungen wurden mannliche Mause der Inzuchtlinie
C57BL/6J verwandt. FHL2" Tiere wurden freundlich zur Verfiigung gestellt von R. Bas-
sel-Duby (Kong et al., 2001) und in institutseigener Zucht vermehrt. Mit vier Wochen
wurden die Tiere abgesetzt und nach dem Geschlecht getrennt zu je funf in trans-
parenten 365 x 207 x 140 mm messenden Polycarbonatkafigen gehalten. Diese waren
mit Altromin-Tiereinstreu, sowie Wasser und Futter ausgestattet. Die Raumtemperatur
betrug 20 bis 22 °C, die relative Luftfeuchtigkeit 50 %; zudem wurde ein 12-Stunden-
Tag-Nacht-Rhythmus eingehalten. Zum Zeitpunkt der TAC-Untersuchungen waren die
Mause acht bis zehn Wochen alt. Zum Zeitpunkt der Myograph-Untersuchungen waren
sie hingegen 20 bis 35 Wochen alt und wiesen ein Korpergewicht von 22 bis 25 g auf.
Der Tierversuchsantrag war durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz Nordrhein-Westfalen (Recklinghausen) genehmigt worden (Aktenzeichen 87-
51.04.2010.A024).

2.3.2 In-vivo-Untersuchungen
2.3.2.1 Transverse Aortenstenose

Die TAC-Operation wurde erstmals von Rockman et al. (1991) durchgefuhrt und ist seit-
her ein haufig angewendetes Modell der kardialen Hypertrophie. Die Durchfuhrung der
TAC und die anschlieRende invasive Blutdruckmessung gestalteten sich entsprechend
dem in unserem Labor etablierten Versuchsprotokoll. Acht bis zehn Wochen alte Mause

wurden gewogen und mit Isofluran 2 % intraperitoneal anasthesiert. Buprenorphin 0,05
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mgkg™ intraperitoneal diente als Analgetikum. Die Beatmung erfolgte mittels eingefiihr-
ter Endotrachealkanule durch ein Beatmungsgerat mit einem Sauerstofffluss von 1 I/min
und einem Atemzugvolumen von 200 ul bei einer Atemfrequenz von ca. 110 Atemzugen
pro Minute. Gleichzeitig wurden Korpertemperatur und Elektrokardiogramm aufgezeich-
net. Im zweiten Intercostalraum links wurde eine 3 mm messende Thorakotomie durch-
gefuhrt und die Aorta zwischen Truncus brachiocephalicus und linker Arteria carotis
communis mit einem monofilen Prolene-Faden der Starke 7-0 legiert (Abb. 3). Als Platz-
halter zur standardisierten Konstriktion wurde eine 27G Nadel verwendet, welche nach

Ligatur entfernt wurde.

Abb. 3: Legierung des Aortenbogens zwischen Truncus brachiocephalicus dexter
und A. carotis communis sinistra im Rahmen der Transversen Aortenstenose der
Maus. (Foto von Prof. Meyer, Institut fir Physiologie I, Universitatsklinikum Bonn).

AnschlieRend wurde der Thorax mit einem monofilen Faden der Starke 6-0 durch ca. 3
intercostale Situationsnahte verschlossen. Es folgte eine Hautnaht, sowie eine Bolus-
injektion von 0,1 ml Temgesic-NaCl (0,0015 mg/Tier; Temgesic®) zur postoperativen
Schmerztherapie. Nach Einsetzen von Spontanatmung und Schutzreflexen wurde die
Maus extubiert.
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2.3.2.2 Invasive Blutdruckmessung

Die invasive Blutdruckmessung mittels 1,4-French-Millar-Katheter bei geschlossenem
Thorax ist als Verfahren zur Erhebung hamodynamischer Daten bereits mehrfach vor-
beschrieben (Doevendans et al., 1998; Lorenz und Robbins, 1997).

Vierzehn Tage nach TAC-Operation erfolgte die hamodynamische Evaluation anhand
von invasiver Blutdruckmessung und anschliefender Dobutaminapplikation. Die Maus
wurde in eine Inhalationsbox gesetzt und die Narkose wurde mit 2 Vol. % Isofluran bei
einem O»- Frischgasfluss von 1 I/min eingeleitet. Das Tier wurde auf dem 37 °C warmen
Operationstisch immobilisiert, die Narkose mittels Nasenkonus aufrecht erhalten und die
Arteriae carotides freiprapariert. Im Anschluss wurde der Millarkatheter in die rechte Ar-
teria carotis eingefuhrt und retrograd bis hinter die Aortenklappe vorgeschoben. Auch
die linke Arteria carotis wurde punktiert, um dort den poststenotischen Blutdruck zu er-
fassen (Abb. 4). Die Vibration des Katheters zeigte hierbei seine korrekte Lage in der
Aorta an. Nun schloss sich eine zehnminutige Blutdruckmessung bei 0,6 % Isofloran,
1 I/min Frischgasfluss und einer Herzrate von 500/min an.
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Abb. 4: Verwendete Technik der TAC mit transverser Aortenstenose und invasiver
Blutdruckmessung uber der Stenose (modifiziert nach Rockman, 1991). (Right su-
clavian = rechte A. subclavia, Right carotid artery = rechte A. carotis, pressure transduc-
\e/iras)= Druckumwandler, Left carotid = Linke A. carotis, Left subclavian = linke A. subcla-
Die Aufzeichnung der Blutdruckdaten erfolgte durch ein an den Katheter ange-
schlossenes Power Lab Data Aquisition System (ADInstruments). Um nun entsprech-
ende Daten zur Blutdruckanstiegsgeschwindigkeit im Ventrikel und zum enddia-
stolischen linksventrikularen Druck messen zu kdnnen, wurde der Katheter etwas vor-
geschoben und erneut fur zehn Minuten gemessen. Nach Beendigung der Messung
wurde der Katheter langsam zurickgezogen. Darauf folgte die Dobutamin-Applikation in
einer Dosis von 1,5 mg kg™ intraperitoneal.

Die Auswertung der hamodynamischen Daten konnte mithilfe des Programms Chart 4
Windows® (ADInstruments) vorgenommen werden. Den peripheren Blutdruck betreffend
wurden folgende Zielgrof3en errechnet: Systolischer und diastolischer arterieller Blut-
druck (SAP und DAP), welche sich aus den gemittelten Maxima bzw. Minima der Blut-
druckkurve ergaben. Aus diesen Werten errechnet sich ebenfalls der mittlere arterielle
Blutdruck (MAP), wobei der gemittelte systolische zu 1/3, der gemittelte diastolische ar-

terielle Blutdruck zu 2/3 berlcksichtigt wird.
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Die Auswertung der ventrikularen Blutdruckkurve ergab folgende ZielgrofRen: Systo-
lischer und diastolischer linksventrikularer Blutdruck (LV SAP und LV DAP), Herzfre-
quenz, maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit wahrend der Systole (dP/dtmax), maxi-
maler Druckabfall wahrend der Diastole (dP/dtnin), sowie der linksventrikulare end-
diastolische Druck (LVEDP).

2.3.2.3 Organentnahme und Bestimmung der Organgewichte

Am Ende der Versuchsperiode (14 Tage) wurden die Tiere nach Erhebung der Blut-
druckdaten unter Narkose getotet. Herz und Lunge wurden mit PBS gespult und mit ei-
ner Prazisionswaage gewogen (Feuchtgewicht). Daraufhin wurden sie fur weitere Unter-
suchungen zusammen mit der Niere in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80
°C aufbewahrt. Weiterhin wurde eine untere Extremitat abgetrennt und die Tibia freipra-

pariert; ihnre Lange wurde mittels Schieblehre bestimmt.
2.3.2.4 Gesamt- RNA- Isolation aus schockgefrorenem Gewebe

Die RNA-Isolation erfolgte mithilfe des RNeasy Midi Kits (50) von Quiagen. Das Prinzip
der Isolation beruht hierbei auf der selektiven Bindung der RNA an eine Kieselgel-
Membran. Die zuvor bei -80 °C gelagerten Nieren wurden in spin bead tubes in 600 ul
des durch p-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich, Munchen) erganzten RLT-Puffers lysiert
und anschlieRend in einem cell disrupter homogenisiert.

AnschlielRend wurde das Lysat 3 min. mit einer Beschleunigung von 13000 x g zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorfgefal Uberfiihrt, mit 500 ul 70%igen
Ethanols versetzt und mit der Pipette vorsichtig vermischt.

Daraufhin wurden 700 ul des Ansatzes auf eine in einem collection tube befindliche
RNeasy spin column pipettiert und 15 s mit 13000 x g zentrifugiert. Dieses spezielle
Rohrchen enthalt eine Silikatmembran, an welche die RNA unter Ausbildung von Was-
serstoffbrickenbindungen zwischen den RNA- und den Silikatmolekilen bindet. Nach
dem Zentrifugieren wurde die Flussigkeit am Boden des collection tubes verworfen und
der Vorgang wiederholt, bis das gesamte Probenvolumen die spin column Membran
passiert hatte. Nun wurden erst 700 ul RW1 Puffer, dann 500 ul RPE Puffer auf die spin
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column pipettiert und 15 s mit 13000 x g zentrifugiert. Wiederum wurde die Flussigkeit
am Boden des collection tubes zwischen den einzelnen Waschschritten verworfen. Die
Waschschritte dienten der Reinigung der RNA von Proteinkontaminationen.

Zuletzt wurde die spin column in ein neues collection tube Uberfuhrt und durch Hinzu-
pipettieren von 30 ul RNase-freiem Wasser und Zentrifugieren mit 13000 x g fur 1 min.
die RNA in Wasser gelost.

Alle Schritte wurden unter Verwendung von Handschuhen zur Vermeidung von DNA-
Kontaminationen und auf Eis durchgefuhrt, bevor die isolierte RNA aufgrund ihrer Insta-
bilitat bei Raumtemperatur bei -80 °C gelagert wurde.

Im Anschluss an die RNA-Isolation wurde die in RNAse-freiem Wasser geloste RNA auf
ihre Konzentration hin untersucht. Diese wurde mithilfe eines Spectrophotometers an-
hand der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm ermittelt. Ferner konnte der
Grad der Verunreinigung mit DNA bzw. RNA gemessen werden; hierfur wurde der Quo-
tient der Extinktionen bei Wellenlangen von 260 nm zu 280 nm bzw. 260 nm zu 230 nm
ermittelt. Bei einem Ergebnis von DNA/RNA zwischen 2,0 und 2,15 bzw. Protein/RNA-
Quotient wurde die RNA-Probe als fur weitere Versuche geeignet eingestuft und bei -80
°C schockgefroren.

2.3.2.5 Synthese komplementarer DNA (cDNA)

Zur Synthese der komplementaren DNA wurde das Set SuperScript VILO cDNA Syn-
thesis Kit der Firma Invitrogen, Karlsruhe, genutzt. Fur die cDNA-Synthese wurde der
Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul aus 4 ul 5xVILO Reaction Mix,
2 ul 10x SuperScript Enzyme Mix und 1 ug RNA zusammenpipettiert. Das Restvolumen
wurde durch RNAse freies Wasser aufgefullt. AnschlieRend wurde der Ansatz zehn Mi-
nuten bei 25 °C, 60 Minuten bei 42 °C und 5 Minuten bei 85 °C im Cycler inkubiert.
Erneut wurde die Konzentration im Spectrophotometer bei einer Wellenlange von
280 nm bestimmt und die Probe anschlieend auf eine Konzentration von 50 ng/ul ver-
dunnt. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung in der quantitativen Real-Time-
PCR (grtPCR) bei -20 °C gelagert.
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2.3.2.6 Real-time-PCR

Zur quantitativen Untersuchung der Expression von Renin-mRNA in der Niere wurden
im Rahmen der grt-PCR neben dem sogenannten target gene Renin zwei house kee-
ping genes, Glycerinaldehydphosophatdehydrogenase (GAPDH) und L32 untersucht.
Die Basenfolgen der verwendeten Primer sind in Tab. 9 dargestellt.

Die Amplifikation der cDNA erfolgte mittels QuantiTect SYBR Green PCR Kit der Firma
Invitrogen, Karlsruhe. Auf einer 384 well Platte wurden pro well 5 yl 2 x QuantiFast
SYBR Green PCR Master Mix, 0,3 ul des entsprechenden Primers, je einmal forward
und einmal reverse, 1 yl cDNA in einer Konzentration von 50ng/ul sowie 3,4 ul RNAse
freiem Wasser durchmischt. Pro Probe wurde in zwei weiteren wells eine Verdinnungs-
reihe aus zwei Verdunnungsschritten von jeweils 1:10 erstellt. AnschlieRend wurde die
Platte mit einer Folie luftdicht versiegelt und far 2 min. bei etwa 500 x g zentrifugiert.
Nun erfolgte im Applied Biosystems ViiATM 7 Real Time PCR System zunachst eine
Inkubation fur 5 min bei 95 °C. Daraufhin folgten 40 Zyklen von jeweils 10 s bei 95 °C
zur Denaturierung, 30 s zum Anlagern der Primer und Verlangern der DNA-Strange bei

60 °C. AnschliefRend wurde eine Schmelzkurve erstellt.

Gen Basenfolge Primer Basenfolge Primer
forward reverse

GAPDH ACT GCC ACC CAG AAG | CAG CAC CCT GTT GCT
ACT G GTA

L32 CGG GAT GGA GCT GGA | GGA ATT CGC CAG CTG
GGT GCT GA TGC TGC TCTTTC

Renin CGG GAT CCG TGC AGC | GGA ATT CGC AGC TCG
CGC CTC TAC CTT GCT | GTG ACC TCT CCA AAG
TGT G

Tab. 9: Tabelle der in der PCR zu amplifizierenden Gene mit Basenfolgen der zu-

gehorigen Primer.
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Im Rahmen der Auswertung wurden die erhobenen Daten in Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) exportiert und die Proben quantifiziert.

Die Quantifizierung der gewonnenen DNA erfolgt mithilfe von Fluoreszenzmessungen in
Echtzeit. Dabei steigt die Fluoreszenz proportional zur Menge der PCR-Produkte. Zu
Beginn der exponentiellen Phase der PCR steigt die gemessene Fluoreszenz signifikant
an; der zugehorige Zyklus wird als threshold cycle Ct bezeichnet. Dieser Wert wurde
automatisch am Maximum der zweiten Ableitung der Amplifikationskurve identifiziert.
Standardkurven wurden fur das target generiert. Mithilfe der Steigung m sowie der Ver-

-I/m

dinnungsreihe wurde eine Effizienz von E = 10"™ perechnet. Eine Effizienz von E = 2
zeigt eine Verdopplung von cDNA in jedem PCR-Schritt der Verdinnungsreihe an. Es
resultiert fur eine ideale Amplifikation eine Steigung m der Standardkurve von m =
-1/log10(2) = -3,32. Uber den Cr-Wert und die Effizienz kann das Target quantifiziert

werden.
2.3.2.7 Isolation und Fixierung einzelner Kardiomyozyten

Zunachst wurden Kardiomyozyten von Wildtypmausen 14 Tage nach TAC Operation
isoliert. Hierzu wurde sich der Methode nach Langendorff entsprechend laborinternem
Protokoll bedient (Langendorff, 1895). Das freipraparierte Herz wurde mit EGTA-Tyrode
(Tab. 6) gespult und Uber die Aorta retrograd kanuliert. Dann wurde die Kanule mit dem
daran befestigten Herzen in das fur die Langendorff-Perfusion vorgesehene Gerat ver-
bracht (Gerat aus hauseigener Werkstatt). Bei einer Temperatur von 35,5-36°C folgte
zunachst eine 5 minutige Perfusion mit EGTA-Tyrode (Tab. 6), dann mit der hochkon-
zentrierten Kaliumlosung (Tab. 7), ebenfalls fur 5 Minuten. Dann wurde der Kaliumlo-
sung das Enzym Trypsin beigefugt (Verdinnung: 1:600) und das Herz Uber 4 min. damit
perfundiert. AnschlielRend folgte ein weiterer Perfusionsschritt mit Kaliumlosung und zu-
letzt eine 5 minutige Verdauung mit Collagenase (10 mg Collagenase auf 25 ml hoch-
konzentrierte Kaliumlosung). AnschlieRend wurde das Herz aus der Langendorff-
Vorrichtung genommen und in Tyrode (Tab. 8) mit einer Augenschere zerkleinert und
mit Hilfe einer Nylongaze filtriert. Nach einem Zentrifugierungsschritt wurde der Uber-

stand des Filtrats abpipettiert, die Zellen wurden bei 37 °C inkubiert.



39

Die in Tyrode suspendierten Zellen wurden auf einen mit Laminin (2:100 Verdinnung in
Tyrode) beschichteten Objekttrager getropft. Wahrend der anschlielenden 60 minutigen
Inkubation bei 37°C kam es zu einer Adhasion der Myozyten auf der Lamininoberflache.
Zur Fixierung auf Objekttragern wurden die Myozyten mit Methanol betropft und 3 Minu-
ten auf Eis gelagert. Daraufhin folgte eine Permeabilisierung der Zellmembran in 0,2%
Triton/PBS fur eine Stunde.

2.3.2.8 Indirekte Immunfluoreszenz

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die fixierten Kardiomyozyten gemaf
laborinternem Protokoll zunachst 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver
(Nestlé Research Laboratories, Vevey, Switzerland)/PBS inkubiert. Anschliel3end folgte
eine Inkubation mit FHL2-Antikdrper (Rabbit polyclonal antibody, Aviva, San Diego, US)
uber Nacht bei +4 °C. Am Folgetag wurden die Zellen 5 mal in Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS) gewaschen. Es folgten gleichzeitig die folgenden Farbeschritte
uber 1 Stunde bei Raumtemperatur: Inkubation mit dem Sekundarantikorper Alexa 594
(goat polyclonal secondary antibody, Life Technologies) (Verdinnung 1:500 in TRIS);
Farbung des Zellkerns mittels DAPI in TRIS (Verdinnung 1:2000); Farbung der Zellen
mit Phalloidin 488 (Life Technologies) (Verdunnung 1:200 in TRIS) zur Ildentifizierung
von Aktinfilamenten. Es folgte erneut ein 5-maliger Waschschritt in TRIS.

AnschlieRend wurden die Zellen in Moviol eingedeckelt und zur weiteren Untersuchung

am Fluoreszenzmikroskop bei +4 °C gelagert.

2.3.3 Ex-vivo-Untersuchungen

2.3.3.1 Der Mulvany-Myograph

Der KleingefalRmyograph ermoglicht die Untersuchung der Kontraktionskraft von Gefa-
Ren unter isometrischen Bedingungen (Abb. 5). Diese Methode wurde erstmals 1977
durch Mulvany und Halpern beschrieben (Mulvany und Halpern, 1977). Zur Unter-
suchung eignen sich sowohl Segmente grolRerer Gefalle wie auch kleine Wider-
standsgefalle von Mausen oder Ratten, wobei der Innendurchmesser 100 um nicht un-

terschreiten sollte. Anhand der isometrischen Kontraktion kann unter Verwendung un-
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terschiedlicher vasoaktiver Substanzen eine pharmakologische Charakterisierung des

Gefalles vorgenommen werden.

Abb. 5: A Mulvany-Myograph B Myographenkammer mit eingespanntem Gefal-
ring (Foto von Prof. Meyer, Institut fir Physiologie I, Universitatsklinikum Bonn).

Fir den Erfolg der Messung ist von besonderer Bedeutung, dass das Einspannen des
Gefaliringes in die Kammer des Myographen unter physiologischen Bedingungen er-
folgt. Daher muss das Gefald noch durchblutet entnommen und unverziglich in physio-
logische Kochsalzldsung gebracht werden. Weiterhin ist in den vier 15 ml fassenden
Edelstahlkammern des Myographen eine kontinuierliche Carbogenbegasung (95 % O
und 5 % CO,) gewahrleistet. Eine integrierte Heizung kann auf 37 °C, welches annah-
rend der Korperkerntemperatur entspricht, eingestellt werden. Ein Thermosensor misst
stetig die Temperatur mit einer Genauigkeit von 0,1 °C und sorgt flr die Konstant-
haltung derselben. Eine Kammerabdeckung, welche ein Evaporieren der Kammer-
flussigkeit verhindert, dient zur Konstanthaltung des in der Kammer befindlichen Volu-
mens. Sie enthalt Aussparungen fiur den Temperatursensor, zur Zugabe der Krebs-
Ringer- bzw. der Kaliumchloridldsung sowie fir eine Absaugvorrichtung, welche Uber
eine Vakuumpumpe mit einer Auffangflasche verbunden ist.

Die Kammern sind mit zwei Tragerbacken ausgestattet, von welchen die eine mit einem
Kraftmesser, die andere mit einer Mikrometerschraube verbunden ist (Abb. 5B). Das mit
zwei Drahten durchzogene Gefal} wird zwischen den Backen eingespannt.

Mittels Mikrometerschraube kann der Abstand der beiden Tragerbacken zueinander va-
riiert und somit das Gefald gedehnt bzw. entspannt werden. Im Kraftmesser wird die
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isometrische Kontraktionskraft mittels eines Piezo-Elements mit einer Genauigkeit von
0,1 mN in eine elektrische Spannung Uberfuhrt. Die analogen elektrischen Spannungen
werden mittels eines speziellen Interfaces (Myointerface, AD Instruments, Castle Hill,

Australien) digitalisiert und in einem PC weiterverarbeitet.

2.3.3.2 Eichung des Kraftarms

Die Eichung des Kraftarms wurde regelmafig durchgefuhrt. Dazu wurde ein Draht in die
Tragerbacke mit integriertem Kraftmesser eingespannt. AnschlieRend wurde der Hebel-
arm einer Kalibrierungswaage zwischen Draht und Tragerbacke platziert. Nun wurde der
Hebelarm der Kalibrierungswaage mit einem Gewicht von 2 g beschwert. Der resultie-
rende Ausschlag entsprach einer Kraft von 9,81 N auf den gespannten Draht.

Dies verhielt sich entsprechend folgender der Gleichung:

Frrattmesser = W X g X (Kraftarm/ Hebellange)
g=9,81N/s"

W=2g

Kraftarmlange/Hebelarmlange = 2/4

2.3.3.3 Durchfuhrung

Zunachst wurde Zellstoff in Isofluran getrankt und die Maus im Exikator narkotisiert. Um
Zugkrafte auf das aortale Endothel zu vermeiden, wurde die Maus durch Dekapitation
getotet.

Das Peritoneum wurde von kaudal bis zum Diaphragma eroffnet und letzteres durch-
trennt. Daraufhin wurden Lunge, Tachea, Osophagus und Herz entfernt, um bestmdgli-
che Sichtverhaltnisse auf die Aorta zu gewahrleisten. Unter stereomikroskopischer Sicht
bei 16-facher Vergroflerung folgte die Abpraparation periadventitiellen Fettgewebes von
der thorakalen Aorta; hierbei war besonders sorgfaltig vorzugehen, da die Integritat des
aortalen Endothels sichergestellt und somit jegliche Zugwirkung oder Quetschung der
Aorta durch die Pinzette vermieden werden musste. Die kaudale Aorta wurde explantiert

und unter dem Mikroskop in 2 mm messende Ringe geschnitten. AnschlieRend wurde,
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ebenfalls unter grof3tmadglicher Schonung des Endothels ein 40 um starker Stahldraht
(Danish Myo Technology, Aarhus, Danemark) in das Lumen eingebracht.

Jeweils zwei Ringe wurden in den Mulvany Multi Myograph gespannt und in Krebs-
Ringer-Losung unter Carbogenbegasung (95 % O2, 5 % CO3) 30 Minuten bei 37 °C und
physiologischem pH ruhen gelassen. Anschlieliend wurden die Ringe graduell auf
20 mN vorgespannt, bevor die Spannung wieder auf den Basiswert 10 mN vermindert
wurde. Die Vordehnung diente der spateren optimalen Kraftentwicklung unter Stimulati-
on. Es folgte eine erneute Ruhephase von 30 Minuten. Exposition gegenuber hochkon-
zentrierter Kaliumldsung (125 mmol/L) und 107 M Phenylephrin (PE, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Munchen) erlaubte nun die Untersuchung der isometrischen Kontrakti-
onsfahigkeit der glatten Gefallmuskulatur. Wahrend die Phenylephrinkontraktionen da-
rauf abzielten, die Intaktheit des Endothels unter Beweis zu stellen, dienten die Kalium-
kontrakturen dem Aufflllen intrazellularer Kalziumspeicher; hohe extrazellulare Kalium-
konzentrationen resultieren in einer Depolarisation der Zellmembran und in der Folge in
einem Kalziumeinstrom von extrazellular durch spannungsabhangig gedffnete Kalzium-
kanale. Dieses extrazellulare Kalzium dient intrazellular z.T. im Zuge der Kontraktion der
elektromechanischen Kopplung, z.T. wird es in das sarkoplasmatische Retikulum aufge-
nommen und dort gespeichert.

Im Anschluss an die Vorkontraktionen wurden Dosis-Wirkungs-Kurven mit dem a-
Agonisten Phenylephrin aufgezeichnet; hierzu wurde, ausgehend von einer Anfangs-
konzentration von 107'°M, die Phenylephrinkonzentration im Abstand von 3 min. um ei-
ne halbe Zehnerpotenz bis zu einer Endkonzentration von 10° M gesteigert. Alle Ago-
nistenlosungen wurden in Ascorbinsaure (1 mg/ml) angesetzt, um der Oxidation von
Phenylephrin vorzubeugen. Die isometrischen Kontraktionen wurden mittels Powerlab
(ADInstruments GmbH, Spechbach) digitalisiert und kontinuierlich mittels Chart fur
Windows aufgezeichnet.

2.4 Statistik

Im Rahmen der statistischen Analyse der ermittelten Datensatze wurden die jeweiligen
Mittelwerte (MW) und Standardfehler der Mittelwerte (standard error of mean = SEM)

errechnet. Mit Hilfe des Programms Prism 3.0 der Firma GraphPad Software, San
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Diego, USA wurden Gruppenunterschiede mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (two-
way ANOVA) und anschlieRendem Posthoc-Test nach Bonferroni errechnet. Dabei wur-
de eine statistische Signifikanz fur einen p-wert < 0,05 festgelegt. * bezieht sich auf die
statistische Auswertung zweier Gruppen mittels Mann-Whitney unpaired t-Test. Die Da-
ten wurden in Balkendiagrammen + dem Standardfehler (SEM) wiedergegeben. Die
Uberlebenszeitanalyse wurde nach der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt und an-

schlie®end mittels Log-rank Test und Wilcoxon Test getestet.
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3. Ergebnisse

3.1 TAC-Operation
3.1.1 Tierzahlen und Mortalitatsraten

WT sowie FHL2" Tiere wurden einer standardisierten TAC-Operation unterzogen. Es
wurden 36 WT Tiere, sowie 23 FHL2™ Tiere in die Untersuchung aufgenommen. Hierbei
ist die Mortalitat ein sensitiver Parameter, um die Vulnerabilitat der Tiere, eine Herz-
insuffizienz zu entwickeln, adaquat abzubilden. Wie in der Abbildung 6 dargestellt, star-
ben bis zum 10. postoperativen Tag 46 % der WT Tiere, jeweils bis zu drei Tiere pro
Tag. Die letzten beiden WT Tiere starben am 10. Tag, sodass keine Haufung in der un-
mittelbar postoperativen Phase zu beobachten war. Im Gegensatz dazu war in der
Gruppe der FHL2" Tiere die Mortalititsrate (3 Tiere) mit 13 % signifikant niedriger
(p=0,02). Am 14. Tag nach TAC standen 20 WT Tiere, 20 FHL2" Tiere zur Verfliigung.
Es wurden 7 WT Tiere und 6 FHL2" Tiere scheinoperiert. Durch die Scheinoperation
ergab sich keine Mortalitat.
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Abb. 6: 14-Tagesuberleben nach TAC-Operation von WT Tieren (schwarze Linie)
gegenuber FHL2™" Tieren (gestrichelte Linie). Wahrend nur 13 % der FHL2" Tiere
innerhalb von 14 Tagen nach TAC-Operation starben, verstarb innerhalb derselben Zeit-
spanne eine signifikant hohere Zahl von 46 % der Wildtyptiere.

3.1.2 Invasive Blutdruckmessung

Um den Einfluss der Aortenligatur gegen den Effekt der dazu notwendigen Operation
abzugrenzen, wurden die Tiere mit TAC nicht mit ganzlich unbehandelten Mausen ver-
glichen, sondern mit solchen, die einer Scheinoperation unterzogen worden waren. In
den im Folgenden beschriebenen Versuchsergebnissen zeigten scheinoperierte FHL2™
Tiere keinerlei Unterschiede in systolischem und diastolischem Blutdruck zu schein-
operierten WT Tieren (Abb. 7 A, B). Auch im Hinblick auf die systolische und dia-
stolische linksventrikulare Funktion, welche durch dP/dtmax bzw. dP/dtyin ausgedruckt
werden, ergaben sich keine nennenswerten Unterschiede. Lediglich die Herzfrequenz
war signifikant geringer in scheinoperierten FHL2-Tieren gegenuber den WT Tieren
(78,2 % £ 3,12 %) (Abb. 8).

Bei der TAC-Operation wird bei den Versuchstieren durch Ligatur des Aortenbogens
kinstlich eine Aortenstenose hervorgerufen, welche obligat zu einem prastenotischen
Druckanstieg fuhrt. 14 Tage nach TAC-Operation zeigte eine hochsignifikante Erhohung
des prastenotischen Blutdrucks in allen Versuchstieren den Erfolg der Operation an.
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FHL2™ Tiere wiesen einen noch steileren Anstieg des prastenotischen systolischen Blut-
drucks gegenuber den scheinoperierten Tieren auf (182 % % 3,14 %, p<0,001). Bei
TAC-operierten WT Tieren betrug der Anstieg nach TAC 158,03 % + 1,61 %, p<0,001.

Wahrend der prastenotische, diastolische Blutdruck in der Gruppe der Wildtyptiere bei
den TAC operierten Tieren tendenziell geringer war als bei den scheinoperierten Tieren
(93,11 % % 3,20 %), zeigte sich in der Gruppe der FHL2" Tiere eine Erhéhung des prés-
tenotischen diastolischen Blutdrucks gegenuber allen anderen Tieren (125 % £ 3,25 %,

p<0,001).
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Abb. 7: A Prastenotische systolische arterielle Blutdruckdaten der vier unter-
suchten Gruppen 14 Tage nach TAC-OP. B Prastenotische diastolische arterielle
Blutdruckdaten der vier untersuchten Gruppen 14 Tage nach TAC-OP. Sowohl der
prastenotische systolische wie auch der prastenotische diastolische Blutruck waren in
FHL2" Tieren 14 Tage nach TAC-Operation gegeniiber dem WT signifikant erhéht (***

p<0,001).
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Abb. 8: Herzfrequenz in bpm (beats per minute = Schlage pro Minute) in den vier
untersuchten Gruppen. Scheinoperierte FHL2” Tiere weisen gegenuber schein-
operierten WT Tieren eine signifikant geringere Herzfrequenz auf (** p<0,01). Wahrend
sich die Herzfrequenz nach TAC in der Gruppe der WT nicht signifikant andert, kommt
es in der Gruppe der FHL2™ Tiere zu einem signifikanten Anstieg (* p<0,05).

Zusatzlich zur Ublichen prastenotischen Blutdruckmessung wurden hier auch post-
stenotische Blutdricke erfasst (Abb. 9), um die Ursache fur die hoheren Blutdricke der
FHL2" Tiere nach TAC zu untersuchen. Bei den WT TAC Tieren wurde poststenotisch
ein systolischer Wert von im Mittel 59,58 + 3,11 mmHg gemessen (n=15), wahrend sich
bei den FHL2™ Tieren ein Mittelwert von 94,96 + 5,60 mmHg ergab (n=11, p<0,05). Der
diastolische poststenotische Wert war bei WT TAC Tieren im Mittel 35,54 + 1,95 mmHg
(n=6), wahrend er bei den FHL2" Tieren 71,94 + 1,77 mmHg betrug (n=3, p<0,05). In
der Gruppe der scheinoperierten Tiere betrug der mittlere diastolische Blutdruck
73 mmHg.

Wahrend also bei den WT Tieren poststenotisch systolischer und diastolischer Blutdruck
gegeniiber den scheinoperierten Tieren verringert waren, zeigte sich bei den FHL2™ Tie-
ren ein nur leicht erniedrigter systolischer und ein vergleichbarer diastolischer post-
stenotischer Blutdruck gegenuber den scheinoperierten Tieren. Der daraus resultierende
signifikant héhere poststenotische diastolische Blutdruck FHL2™" Tiere gegeniiber den
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WT Tieren deutet auf eine mogliche reaktive Hypersensitivitat der GefaRwand innerhalb

dieses Genotyps (siehe ex vivo Daten) hin.
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Abb. 9: Poststenotischer systolischer und diastolischer Blutdruck von TAC ope-
rierten Tieren beider Genotypen. In FHL2" Tieren ist der Blutdruck poststenotisch ge-
genuber den WT Tieren signifikant erhoht; wahrend der diastolische Druck der FHL2"
Tiere im physiologischen Bereich liegt, weisen Wildtyptiere einen diastolischen Druck
auf, der unter dem physiologischen Niveau liegt.

Um zu allen Zeiten eine Vergleichbarkeit der ermittelten Daten in allen vier Versuchs-
gruppen zu gewahrleisten, bedurfte es eines konstanten Blutdruckgradienten Uber der
Aortenstenose. Dieser war fur beide Genotypen vergleichbar (Abb. 10: WT

A =100 mmHg und FHL2"" A = 95 mmHg (n.s.)).
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Abb. 10: Systolischer Blutdruck in der Aorta (SAP) vor und hinter der Stenose bei
TAC operierten WT Tieren (wei) und TAC-operierten FHL2™ Tieren (schwarz). In
beiden Genotypen ergibt sich ein vergleichbarer Gradient (A).

3.1.2 Untersuchung der Leistungsfahigkeit des hypertrophen Herzens durch Dobutamin-

infusion
3.1.2.1 Systolische Ventrikelfunktion

Um die Leistungsfahigkeit des hypertrophierten Herzens zu untersuchen, wurden die
systolische und die diastolische Funktion gemessen. Als Mal} fur die systolische ventri-
kulare Funktion diente die maximale intraventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dtmax), fur die diastolische Funktion wurde der linksventrikulare enddiastolische
Druck herangezogen (LVEDP), unter Ruhebedingungen und direkt nach intraperitonea-
ler Dobutamin-Verabreichung. Dobutamin, ein praferentieller p-Adrenozeptoragonist,
wirkt positiv inotrop und chronotrop am Herzmuskel und steigert so das Herzzeitvolumen
und somit den Blutdruck. Gleichzeitig kommt es zu einem erhohten Sauerstoffverbrauch
des Myokards.

14 Tage nach der Operation zeigten scheinoperierte FHL2™ Tiere im Vergleich zu den
scheinoperierten WT Tieren zwar niedrigere Werte, jedoch keinen signifikanten Unter-
schied in ihrer linksventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit in Ruhe (9699 mmHg/s
vs. 12999 mmHg/s) (vgl. Abb. 11). Die scheinoperierten Tiere beider Genotypen wiesen
direkt nach Dobutaminverabreichung einen vergleichbaren, hochsignifikanten Anstieg
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von dP/dtmax (214 % vs. 194 %, p<0,001) auf (Abb. 11). Die Geschwindigkeit des Druck-
anstieges war unter Dobutamineinfluss bei den WT Mausen signifikant hoher als bei
FHL2™ Tieren (p<0,05).

Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax) betrug 14 Tage nach TAC-
Operation in Ruhe bei den FHL2" Tieren 11229 mmHg/s und bei den WT Tieren
10029 mmHg/s. Der Unterschied war nicht signifikant. Die Dobutaminverabreichung
filhrte bei FHL2" Tieren zu einem hochsignifikanten Anstieg von dP/dtna auf
18711 mmHg/s (115,78 % + 3,09 %, p<0,001). Dennoch war der Anstieg von dP/dtmax in
TAC-operierten FHL2™ Tieren geringer als bei den scheinoperierten Tieren desselben
Genotyps. Bei den TAC-operierten WT Tieren lag der Ruhewert niedriger als bei den
scheinoperierten Tieren; nach Dobutamingabe kam es zu einem nicht signifikanten An-
stieg von dP/dtmax auf 12901 mmHg (77,15 % + 4,24 %).

TAC-operierte FHL2™ Tiere zeigten infolge Dobutaminapplikation eine wesentlich bes-
sere systolische linksventrikulare Funktion gegenuber den gleichbehandelten WT Tieren
(p<0,001).

TAC operierte WT Tiere zeigten gegenuber den scheinoperierten Tieren desselben Ge-
notyps eine starke Reduktion der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit nach intra-
peritonealer Dobutamingabe (51,1 % £ 7,55 %).

Im Gegensatz dazu erfuhren TAC operierte FHL2" Tiere durch Dobutamininfusion keine
wesentliche Beeintrachtigung der systolischen Ventrikelfunktion gegenuber den schein-
operierten Tieren des gleichen Genotyps (89,9 % + 11,73 %). Somit zeigte sich eine
signifikant bessere kontraktile Antwort der FHL2™ Tiere auf den p-adrenergen Stimulus

als bei den gleichbehandelten WT Tieren.
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Abb.11: Linksventrikuldare Funktion der vier untersuchten Gruppen in Ruhe und
nach intraperitonealer Dobutaminapplikation. dP/dt,.x auf der Abszisse be-
schreibt die Druckanstiegsgeschwindigkeit in mmHg/s. Bei beiden Genotypen kam
es bei den scheinoperierten Tieren nach Dobutaminapplikation zu einer hoch-
signifikanten Steigerung der Druckanstiegsgeschwindigkeit im Vergleich zur Druckan-
stiegsgeschwindigkeit in Ruhe. Wahrend es bei den FHL2" TAC Tieren zu einer signifi-
kanten Steigerung der Druckanstiegsgeschwindigkeit nach Dobutamingabe kam, er-
reichten WT-TAC Tiere nach Dobutamingabe eine nur unwesentliche Steigerung der
Druckanstiegsgeschindigkeit.

3.1.2.2 Diastolische Ventrikelfunktion

Das funktionelle Korrelat der diastolischen Ventrikelfunktion ist der linksventrikulare
enddiastolische Druck (LVEDP). Dieser stellt einen frihen Parameter der ventrikularen
Dysfunktion dar und ist pathophysiologisch infolge einer Druckbelastung, beispielsweise
eines arteriellen Hypertonus, erhoht.

14 Tage nach der Operation zeigten scheinoperierte FHL2" Tiere in Ruhe héhere Werte
fur den LVEDP (im Mittel 6 mmHg) im Vergleich zu den scheinoperierten WT Tieren (im
Mittel 3,6 mmHg), der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Nach Dobutamin-
Verabreichung sank der LVEDP bei den scheinoperierten FHL2" Tieren auf 3,2 mmHg,
wahrend er bei den scheinoperierten WT Tieren auf 0 mmHg absank (p>0,05).

14 Tage nach TAC-Operation stieg der LVEDP in Ruhe bei den FHL2" Tieren um
ca. 80 % im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren auf 10,7 mmHg. Bei den WT Tie-
ren kam es zu einem hochsignifikanten Anstieg des LVEDP im Vergleich zu den schein-
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operierten Tieren auf 19 mmHg (ca. 400 %). Somit lag der LVEDP in Ruhe bei den
FHL2" Tieren signifikant unterhalb des LVEDP der WT Tiere (p<0,05).

Die Dobutaminverabreichung filhrte bei FHL2" Tieren zu einem Abfall des LVEDP auf
7,9 mmHg und bei den WT Tieren auf 13,9 mmHg. In beiden Fallen waren die Werte
nach Dobutaminapplikation im Vergleich zu den Ruhewerten nicht signifikant unter-

schiedlich.
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Abb.12: Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP) der vier untersuchten
Gruppen in Ruhe und nach Dobutaminapplikation. Der LVEDP TAC-operierter WT
Tiere war in Ruhe gegenuber den scheinoperierten WT Tieren hochsignifikant erhoht
(p<0,001). Im Gegensatz dazu ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede im
LVEDP TAC-operierter FHL2"" Tiere gegeniiber den scheinoperierten Tieren. Bei den
TAC-operierten Tieren lag der LVEDP in Ruhe beim WT signifikant héher als bei FHL2™"
Tieren.

3.1.3 Herz- und Lungengewicht

Scheinoperierte FHL2-defiziente und WT zeigten das relative Herzgewicht betreffend
keinerlei Unterschiede (100,3 + 7,355 vs. 85,91 + 2,22). Es imponierte das hochsignifi-
kant erhohte Herzgewicht der WT nach TAC gegenuber den scheinoperierten Tieren
(134,5 £ 21,36). Bei den FHL2-/- Tieren hingegen zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Herzgewichten scheinoperierter Tiere gegenuber den TAC-
operierten Tieren (123,6 * 25,85).
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Da das Korpergewicht Schwankungen unterworfen ist, hat sich die Normierung des
Herzgewichtes auf die Tibialange, welche nach ihrer Ausreifung eine intraindividuelle
Konstante darstellt, zur Quantifizierung einer Herzhypertrophie bewahrt (Yin et al.,
1982). WT zeigten nach TAC eine Steigerung im Quotienten aus Herzgewicht und Tibia-
lange (HW/TL) von 183 % £ 9 % (p<0,001), wahrend der Quotient in der Gruppe der
FHL2™" Tiere nur 133 % + 7 % (p<0,01) betrug (Tab.1). In &hnlicher Weise verhielt es
sich mit dem Quotienten aus Herzgewicht und Korpergewicht (HW/BW, Abb. 13 A)
(scheinoperiert vs. TAC: WT p<0,001; FHL2" nicht signifikant; Abb. 13 A und Tab.10).
Die kardiale Hypertrophie (HW/BW) in den FHL2™ Tieren war im Vergleich zum WT um
16,42 % * 4,30 % signifikant niedriger.
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Abb.13: A Relatives Herzgewicht (HW/BW = Herzgewicht/Korpergewicht) und B
relatives Lungengewicht (LW/BW = Lungengewicht/Korpergewicht) von WT- und
FHL2™" Tieren und den scheinoperierten Tieren der jeweiligen Genotypen. Die kar-
diale Hypertrophie ist 14 Tage nach TAC-Operation bei den WT Tieren signifikant star-
ker ausgepragt als bei den scheinoperierten Tieren. Ferner ist sie bei FHL2" TAC Tie-
ren signifikant geringer ausgepragt als bei den ebenso behandelten WT Tieren. B Rela-
tives Lungengewicht bezogen auf das Korpergewicht (LW/BW = Lungen-
gewicht/Kérpergewicht) von WT und FHL2™" Tieren und den scheinoperierten Tieren der
jeweiligen Genotypen. Hier sind die Veranderungen 14 Tage nach TAC analog zu den-
jenigen des Herzgewichts.
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HW/BW [mg g'] HW/TL [mg mm™] LW/BW [mg g ']
WT schein 4. 95+0,12 5,42+0,14 8,98+0,22
WT 1ac 8,32+0,49 9,63+0,60 15,41+1,58
FHL2 schein 5,76+0,12 6,10+0,27 7.60£0,44
FHL2 rac 6,95+0,30 8,10+0,38 8.63+0.39

Tab. 10: HW/BW = Herzgewicht/Korpergewicht, HW/TL = Herzgewicht/Tibialange,
LW/BW = Lungengewicht/Korpergewicht. Die drei Quotienten Herzgewicht/Korper-
gewicht, Herzgewicht/Tibialange und Lungengewicht/Korpergewicht fur die vier unter-
suchten Gruppen.

Durch die Aortenstenose kommt es im linken Ventrikel zu erhdhten Druckniveaus und
somit einem erhohten Preload. Dieser erhohte Druck ubertragt sich retrograd auf den
Lungenkreislauf und fuhrt hier zu einem Lungenédem.

14 Tage nach TAC Operation kam es bei den FHL2" Tieren zu einem nicht signifikanten
Anstieg des Lungengewichtes gegenuber den scheinoperierten Tieren (von 130 mg +
9,33 auf 153 mg + 9,08). Bei den WT Tieren hingegen kam es zu einer hochsignifi-
kanten Steigerung des Lungengewichtes (von 157,8 mg + 2,63 auf 283,8 mg + 40,72).
Es resultierte ein hoherer Quotient aus Lungengewicht und Koérpergewicht bei WT Tie-
ren (171,6 % + 14,5 %) gegeniiber FHL2" Tieren (113,6 % + 6,3 %) (Tab.10).

Wie in Abb. 13 B dargestellt ist in der Gruppe der FHL2" tac-Tiere das signifikant gerin-
ger ausgepragte relative Lungengewicht gegenuber WTrac-Tieren bemerkenswert
(p<0,001). Moglicherweise fuhrte das groRere Lungenddem in den WT Tieren zu der
hohen Sterblichkeit dieser Tiere innerhalb der ersten 10 Tage nach TAC.

3.1.4 Expressionsanalyse renaler Renin-mRNA

Wahrend scheinoperierte FHL2"" Tiere hinsichtlich der Hamodynamik keine Unter-
schiede gegenuber den scheinoperierten WT Tieren zeigten, wurde nach TAC anhand
eines poststenotisch héheren diastolischen Blutdruckes der FHL2” Tiere gegeniiber
den WT Tieren die Hypothese einer reaktiv differentiellen Blutdruckregulation durch das
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RAS in diesen Tieren aufgestellt. Eine denkbare Erklarung dieses Unterschiedes im
poststenotischen diastolischen Blutdruck war einerseits eine erhohte Bildung von ANGII
mit direkter vasokonstriktorischer Wirkung auf die Gefallwand oder im Gegenteil eine
geringere Aktivierung des RAS infolge einer mutmallich konstitutiv erhdhten Sensitivitat
der GefalRwand gegenuber vasokonstriktorischen Stimuli.

Mittels QRT-PCR wurden Nieren von schein- und TAC-operierten WT- und FHL2" Tie-
ren, welche 14 Tage zuvor einer TAC-Operation unterzogen worden waren, auf ihren
Gehalt an Renin-mRNA hin untersucht. Wahrend die TAC die renale Renin-mRNA in
den FHL2™ Tieren nicht sichtbar beeinflusste, stieg die mRNA in den WT Tieren nach
TAC deutlich an, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (Abb. 14). Die fehlen-
de Signifikanz ist sehr wahrscheinlich auf die geringe Anzahl der untersuchten TAC-
Tiere zurtuckzufuhren.

Aufgrund dieser Ergebnisse war eine erhohte ANGII-Produktion als Ursache des erhoh-
ten postenotischen Blutdrucks bei TAC-operierten FHL2" Tieren unwahrscheinlich.
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Abb. 14: Renale Renin-mRNA-Expression schein- und TAC-operierter WT (n = 6
bzw. n = 4) und FHL27/ Tiere (n = 6 bzw. n = 3). In TAC-operierten WT Tieren ist die
renale Renin mRNA gegenuber den scheinoperierten Tieren desselben Genotyps er-
hoht. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p>0,05). Bei den TAC- operierten
FHL2" Tieren lasst sich 14 Tage nach der Operation kein Anstieg der renalen Renin-
Genexpression messen.
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3.1.5 FHL2-Expression fixierter Kardiomyozyten in der indirekten Immunfluoreszenz

Abb. 15: FHL2 Immunfluoreszenz eines isolierten Kardiomyozyten eines WT-Tiers
14 Tage nach TAC Operation (x 200). A) Phalloidinfarbung B) FHL2-Farbung C) DAPI-
Farbung D) A+B. FHL2 findet sich im Zytoplasma des Kardiomyozyten, der Kern zeigt
keine erkennbare FHL2-Expression.

Ziel war es, die intrazellulare FHL2-Lokalisation in Kardiomyozyten in Reakion auf me-
chanischen Stress im Rahmen der TAC-Operation mit Hilfe der indirekten Immun-
fluoreszenzmethode sichtbar zu machen (Abb. 15).

14 Tage nach TAC zeigt sich eine breite FHL2-Expression im Zytosol des Kardio-

myozyten, wahrend der Kern keine FHL2-Expression zeigt.
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3.2 Kontraktilitatsuntersuchungen an Aortenringen

Um mogliche Kontraktilitatsunterschiede im Bereich der grolien Gefalle zwischen WT
Tieren und FHL2" Tieren zu untersuchen, wurden 2 mm lange Aortenringe aus dem
Bereich der Aorta thoracalis entnommen und in den Mulvany-Myographen eingespannt.
Hier wurden nach einer Phase der Vorspannung zunachst Vorkontraktionen aufge-
zeichnet. Diese wurden durch alternierende Gaben von hochprozentiger Kaliumlosung
und Phenylephrin hervorgerufen. Daraufhin folgte die Gabe von Phenylephrin in auf-
steigender Konzentration bis zu einer Konzentration von 10 M. Dann folgte die Gabe
des Antagonisten an der Gefallwand, Acetylcholin (ACh), bis zu einer Konzentration von
10° M, um die Relaxation zu induzieren (Abb. 15).
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Abb. 16: Originalregistrierung der Kraft eines Aortenrings in Millinewton (mN) als
Funktion der Zeit. Beispiel eines Aortenringes eines FHL2™ Tieres. Verwendet wurden
Phenylephrin (PE) als Vasokonstriktor und Acetylcholin (ACh) als Relaxans. Dabei zeig-
te PE einen protrahierten Effekt auf die GefaRwand und war bei einer Dosis von 10~
ACh antagonisiert. Die Dauer der Messung betrug insgesamt 2 Stunden.
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3.2.1 Untersuchung der Kontraktion der Aortenringe
3.2.1.1 Rezeptorunabhangig (Kalium)

Vorgedehnte Aortenringe von WT- und FHL2" Tieren wurden einer hohen Kaliumkon-
zentration (125 mmol/L) ausgesetzt. Es kam zu einer signifikant starkeren Kontraktion
der Aortenringe FHL2" Tiere gegenuber denjenigen aus WT Tieren (Abb. 17).
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Abb. 17: Untersuchung der rezeptorunabhangigen Kontraktion der Aortenringe in
hochkonzentrierter Kaliumlosung (125 mmol/L). Auf der Ordinate ist die ausgeubte
Kraft in Millinewton (mN) angegeben. Verwendet wurden Aortenringe aus 9 WT und 11
FHL2" Tieren (p<0,05).

3.2.1.2 Rezeptorabhangig (PE)

Die Tatsache, dass FHL2" Tiere trotz konstantem Druckgradienten Uber der erzeugten
Stenose einen erhohten poststenotischen Blutdruck aufwiesen, erlaubte die Hypothese,
dass eine Hypersensitivitat der GefalRwand auf vasokonstriktorische Stimuli ein phano-
typisches Merkmal FHL2™ Tiere ist. Um diese Hypothese zu prufen, wurden isolierte
Aortenringe der thorakalen Aorta von WT Tieren (n=10) und FHL2" Tieren (n=10) Kon-
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traktilitatsuntersuchungen am Mulvany-Myographen unterzogen. Diese Methode dient
der Untersuchung des funktionellen Verhaltens isolierter Blutgefale nach Gabe von va-
soaktiven Substanzen unter isometrischen Bedingungen und erlaubt so Ruckschlusse
auf den total peripheren Widerstand in vivo.

Die Applikation von Phenylephrin (PE) in Konzentrationsbereichen zwischen 107 und
10®° M filhrt zu einem konzentrationsabhéngigen Anstieg der isometrischen Kraft. Bei
halblogarithmischer Auftragung kann diese durch eine ansteigende sigmoide Kurve an-
gepasst werden. Aortenringe aus FHL2" Tieren zeigten ab einer PE-Konzentration von
107 eine signifikant erhdhte Kontraktionskraft (Abb. 18). Auch die angepasste sig-
moidale Funktion hat unter diesen Bedingungen signifikant andere Parameter (max:
1,45+0,06 *g fur WT vs. 1,75+0,08 * g fur FHL2", p<0,05). Die Konzentrations-
Wirkungs-Kurve von PE war fiir die FHL2" Tiere etwas zu den kleineren Konzen-
trationen hin verschoben (logECs = -6,95 £ 0,2 fur WT vs. logECso = -7,38 * 0,2).
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Abb. 18: Darstellung der kontraktilen Kraft isolierter Aortenringe als Funktion der
logarithmisch aufgetragenen Phenylephrinkonzentration (PE). Kumulative Dosis-
Wirkungs-Kurve des Vasokonstriktors PE (10%° M bis 10 M). Die Kraftentwicklung ist
als Konstante der Erdbeschleunigung g dargestellt. Die Darstellung entspricht dem Mit-
tel von jeweils 10 WT bzw. FHL2™ Tieren + dem Standardfehler (p< 0,05).

3.2.2 Relaxation isolierter Aortenringe (ACh)

Gleichermalen wurde anschliefend an die PE-Kontraktion die dosisabhangige Acetyl-

cholin (ACh) vermittelte Vasorelaxation untersucht.
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Abb. 19: Prozentuale Relaxation isolierter Aortenringe als Funktion der logarith-
misch aufgetragenen Acetylcholinkonzentration (ACh, 10° M bis 10 M). Die Dar-
stellung entspricht dem Mittel von jeweils 10 WT bzw. FHL2" Tieren + dem Standard-
fehler (p< 0,05).

Es wurden in Anwesenheit von 10° M PE Acetylcholinkonzentrationen von 107° M bis
10®° M eingesetzt. Dabei kommt es zu einem konzentrationsabhangigen Abfall der iso-
metrischen Kraft. Bei halblogarithmischer Auftragung kann diese durch eine abstei-
gende sigmoide Kurve angepasst werden (Abb. 19). Aortenringe FHL2™ Tiere zeigten
ab einer ACh-Konzentration von 107 eine signifikant verminderte Relaxationsfahigkeit
(Abb. 19). Dies fuhrte auch zu einer Einschrankung der maximalen Relaxation gegen-
liber den WT Tieren (84 % fiir WT vs. 37 % fiir FHL2"). Zusétzlich war die halbmaxi-
male Relaxation zu hoheren Konzentrationen verschoben (logECso=-6,84 + 0,27 fur
WT vs. logECso = -6,2 + 0,29 fiir FHL2™").
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4. Diskussion

Diese Arbeit untersucht den Einfluss einer FHL2- Defizienz auf die Entwicklung einer
Herzhypertrophie mit potentiellem Ubergang zur Herzinsuffizienz sowie den Einflusses
auf den Gefaldtonus.

4.1 Wahl des Tiermodells

Bei der Wahl eines geeigneten Tiermodells zur Darstellung pathophysiologischer Pro-
zesse bemisst sich sein wissenschaftlicher Wert vornehmlich anhand der Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse sowie anhand seiner Ubertragbarkeit auf den Menschen.
Dabei sei herausgestellt, dass kein Tiermodell pathophysiologische Prozesse im Men-
schen umfassend und in all ihrer Komplexitat abzubilden vermag, da diese sich in ihrer
Genese zumeist multifaktoriell darstellen. Tiermodelle sind daher immer als Naherung
an die tatsachliche Pathophysiologie zu betrachten.

In Tiermodellen zur Darstellung chronischer Herzleiden ergeben sich Limitationen in der
Ubertragbarkeit auf den Menschen, da die Tiere zumeist jung und die Interventionen
plotzlich sind, wahrend sich entsprechende Pathologien im Menschen zumeist schlei-
chend und erst in hoherem Alter entwickeln (Muders und Elsner, 2000). Wenn sie auch
nur eine vereinfachte Abbildung erlauben, sind standardisierte Tiermodelle fur den me-
dizinischen Fortschritt dennoch unabdingbar geworden (Houser et al., 2012), um das
Verstandnis pathologischer Prozesse zu scharfen und auf dem Boden dieses verbesser-
ten Verstandnisses neue Behandlungsstrategien zu erproben.

Bei der Untersuchung der molekularen Mechanismen der Herzhypertrophie, Herzfibrose
und Herzinsuffizienz hat sich das hier verwendete Modell der Aortenstenose der Maus in
den letzten 20 Jahren besonders etabliert (Mohammed et al., 2012; Rockman et al.,
1991). Hinzugekommen ist dann die Untersuchung der Rolle von verschiedenen Genen
bei der naturlichen Entwicklung der Herzhypertrophie, Herzfibrose und Herzinsuffizienz
mit Hilfe von transgenen (D'Angelo et al., 1997) bzw. gendefizienten Mausestammen
(Mishra et al., 2010). Die gleichen Technologien (Bernardo et al., 2012; Ling et al., 2009;



62

Park et al., 2012) sind auch verwendet worden, um die Rolle von bestimmten Genen bei
der Induktion einer Herzhypertrophie bzw. Herzinsuffizienz zu untersuchen.

Es ist mittlerweile erwiesen, dass die Folgen der TAC am linken Herzen von mehreren
tierspezifischen (Garcia-Menendez et al., 2013) und technischen Charakteristika abhan-
gen. Die Vergleichbarkeit von veroffentlichten Befunden hangt ganz wesentlich vom Vor-
liegen solcher Angaben ab (Mohammed et al., 2012). Variationen im Versuchsdesign,
beispielsweise die Hohe der erzeugten Stenose oder die Wahl der postoperativen Un-
tersuchungszeitpunkte und -methoden betreffend, erschweren dabei zusatzlich einen

Vergleich der Ergebnisse.
4.2 Einfluss der FHL2-Defizienz auf die Entwicklung der Herzhypertrophie
4.2.1 Vorarbeiten

Einzelne Aspekte des Einflusses einer FHL2-Defizienz auf die Entwicklung einer Herz-
hypertrophie sind in der letzten Dekade bereits aufgezeigt worden. Kong et al. (2001)
beschrieben eine Uberschie®end hypertrophe Antwort des Myokards FHL2" Mause auf
eine chronische p-adrenerge Stimulation mit Isoproterenol. Demgegenuber fanden Chu
et al. (2000) bei orientierenden Untersuchungen 7 Tage nach einer TAC-Operation kei-
nen relevanten Unterschied zwischen FHL2" Tieren (6 Tiere) und WT Tieren (9 Tiere) in
der myokardialen Antwort auf mechanischen Stress; auch kam es zu keiner kompensa-
torischen Erhohung von FHL1 oder FHL3 (Chu et al., 2000). Angaben uber Mortalitat
bzw. Mortalitatsunterschiede zwischen Wildtyp- und FHL2" Tieren wurden nicht ge-
macht.

Die vorliegende Arbeit stellt die erste umfassende Charakterisierung des kardiovasku-
laren Phanotyps FHL2" Tiere dar. Aufgrund der augenscheinlichen Diskrepanzen der
bereits bestehenden Daten, galt es in der vorliegenden Arbeit, hamodynamische Ver-
haltnisse FHL2" Tiere in einem prohypertrophen Kontext Uber einen Zeitraum von 14
Tagen zu beobachten und den Einfluss der Hypertrophie und des Vasotonus auf kardi-
ovaskulare Remodelingprozesse zu bewerten. Sie ist unseres Wissens daher die erste
Arbeit, die funktionelle Aspekte des kardiovaskularen Phanotyps FHL2" Tiere umfas-

send zur Darstellung bringt.
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4.2.2 Wahl des postoperativen Zeitraums

Bezuglich des fur die Entwicklung einer definitiven Herzhypertrophie erforderlichen Zeit-
raumes nach TAC ist die Datenlage nicht ganz eindeutig. Einige Autoren befanden an-
hand der Entwicklung der Zunahme des Herzgewichtes nach TAC einen Zeitraum von
7-10 Tagen als hinreichend (Nakamura et al., 2001; Velten et al., 2012). Andere konnten
nach ebendieser Zeitspanne keine nennenswerten Unterschiede zwischen den zu un-
tersuchenden Gruppen feststellen (Chu et al., 2000).

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein postoperativer Zeitraum von 14 Tagen ge-
wahlt. Dies erscheint rtuckblickend vor allem im Hinblick auf die in unserem Versuchs-
design aufgetretene Mortalitat angemessen, welche in der Gruppe der Wildtyptiere bis
zum 10. postoperativen Tag zu beobachten war. Vom 10. Bis 14. postoperativen Tag,
an dem die invasive Blutdruckmessung stattfand, waren die Tiere stabil. Somit trug der

gewahlte Zeitraum zur Homogenisierung der zu untersuchenden Gruppe bei.
4.2.3 Mortalitat

Der Erwartungshorizont lag unter Bertcksichtigung der obig zusammengefassten, be-
stehenden Literatur in einem Uberlebensnachteil FHL2™ Tiere infolge starker kardialer
Hypertrophie und Fibrose durch TAC.

Ganz im Gegenteil konnte am in vivo Mausmodell der TAC gezeigt werden, dass FHL2"
Tiere einer signifikant geringeren postoperativen Mortalitat unterliegen als WT Tiere. In
der Tat starben 46 % der Wildtyptiere innerhalb der ersten 10 Tage nach der Operation,
wahrend nur 13 % der FHL2™ Tiere im selben Zeitraum verstarben. Dies stellt die erst-
malige Beschreibung einer bemerkenswert niedrigen Mortalitdt FHL2" Tiere infolge
TAC dar.

Far die hohe Mortalitat der Wildtyptiere ist sicherlich die im Vergleich zur vorbe-
stehenden Literatur recht hoch gewahlte Auspragung der Stenose mitverantwortlich.
Sieben Tage nach TAC-Operation betrug die Mortalitat 40 %, wahrend Rockman et al.
(1991) nur 10 % Verlust der C57BL/6-Tiere verzeichneten. Rockman et al. wahlten ei-

nen Stenosegrad, welcher einen Druckgradienten von 35 bis 45 mmHg Uber der Steno-
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se produzierte; im vorliegenden Versuchsaufbau war der Druckgradient mehr als dop-
pelt so hoch gewahlt, er betrug zwischen 95 und 100 mmHg. Im Vordergrund stand hier
die Gegenuberstellung zweier Genotypen in Bezug auf ihren kardiovaskularen Phano-
typ; je starker demnach der Stenosegrad, desto deutlicher treten sowohl inter-
individuelle, wie auch durch den Genotyp bedingte Unterschiede hervor.

Eine Mdoglichkeit der Vermeidung einer solch hohen Mortalitat in der Gruppe der Wild-
typtiere unter Beibehaltung des gewahlten hohen Stenosegrades zeigt eine kurzlich er-
schienene Arbeit von Garcia-Menendez (2013) auf. Hier wurde die Auswirkung der kar-
dialen Belastung bei drei Subtypen des Mausestammes C57BL/6 am Modell der TAC zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Operation untersucht. Echokardio-
graphisch wurden folgende Parameter bestimmt: Linksventrikulare posteriore Wand-
dicke als Mal} fur die entwickelte Hypertrophie, die relative Durchmesserverkirzung
(fractional shortening, FS) und der linksventrikulare interne enddiastolische Durch-
messer als Mal fur die linksventrikulare Funktion. Bereits vor der Operation wurde ein
kleiner, aber signifikanter Unterschied in der fraktionierten Verkurzung des linken Ven-
trikels zwischen dem Subtyp ClI (39 %) und dem Subtyp JL (45 %) festgestellt. Der end-
diastolische Durchmesser des linken Ventrikels war bei den Subtypen CL und TF signifi-
kant hoher (3,3 mm) als der bei dem JL Subtyp (3,0 mm). 14 Tage nach der Operation
war die fraktionierte Verkurzung bei den CL und TF-Mausen (auf 23 %) dramatisch re-
duziert, wahrend bei dem JL-Subtyp nur eine minimale Reduktion (auf 39 %) festgestellt
wurde. Parallel und passend zu dieser Veranderung war die Zunahme des enddiastoli-
schen Durchmessers des linken Ventrikels: Dieser wurde bei den Subtypen Cl und TF
signifikant groRer, wahrend er bei dem Subtyp JL konstant blieb. Auch die Zunahme der
Wanddicke des linken Ventrikels war bei dem Subtyp JL signifikant groRer als bei den
Subtypen CL und TF. Interessanterweise lie3en also die praoperativen Messungen
Ruckschlisse auf den postoperativen Trend bezuglich der kardialen Funktion zu, wel-
ches sich auch in einem signifikant besseren Uberleben des JL-Subtyps gegeniiber den
anderen beiden Subtypen wiederspiegelte. Somit kdnnten mit einer derartigen praopera-
tiven echokardiographischen Untersuchung Tiere mit einer a priori schlechteren kardia-
len Funktion jenseits eines definierten cut-offs von der Untersuchung ausgeschlossen
werden, um die postoperative Mortalitat kinftig zu verringern.
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In dieser Arbeit wird die Bedeutung des genetischen Backgrounds der Versuchstiere
besonders anhand der frappierenden Unterschiede bezuglich der postoperativen Morta-
litatsrate beider Genotypen eindrucklich gezeigt. Die Tatsache, dass die postoperative
Mortalitat nach dem 10. Postoperativen Tag sistiert, legt ferner nahe, dass keine we-
sentlichen strukturellen Veranderungen am Herzmuskel jenseits von einer post-

operativen Phase von 14 Tagen zu erwarten sind.
4.3 Kritische Herzhypertrophie und Ubergang zur -Insuffizienz

Wie bereits oben angesprochen, tragen bei dem Modell der TAC unterschiedliche tier-
spezifische und technische Aspekte zu einer unterschiedlichen Toleranz der Tiere ge-
genuber der erhohten Druckbelastung des linken Herzventrikels bei. Dabei konnen zwei
Endpunkte unterschieden werden: Die kompensierte Hypertrophie mit erhaltener Kon-
traktilitat und die Hypertrophie mit Ubergang zur Dilatation und Insuffizienz. Die Mecha-
nismen, die dieser Transition von initial kompensierter Herzhypertrophie zu zunehmen-
der Dekompensation zugrunde liegen, sind jedoch noch weitgehend ungeklart. Dies
macht die Entwicklung adaquater Versuchsablaufe und ihre konstante Optimierung so
essentiell wichtig.

Wahrend sich die Hypertrophie anhand des absoluten Herzgewichtes und verschiede-
ner funktioneller Parameter gut beschreiben lasst, ist der Zustand der Herzinsuffizienz
weniger klar fassbar; er setzt sich in der Regel aus dem Zusammenspiel von klinischem
Aspekt und funktioneller Beurteilung der Herzleistung zusammen. Zur Beschreibung der
Hypertrophie dient einerseits die heart weight to body weight bzw. to tibia length ratio
(HW/BW bzw HW/tibia length), welche jedoch keine Unterscheidung zwischen GrofRen-
zunahme durch myozytare Hypertrophie allein oder durch zusatzliche Zunahme der Fib-
rose zuldsst. Daher dient die GroRe der Kardiomyozyten in pm?als genaueres, zusatzli-
ches Kriterium zur Beschreibung der Hypertrophie (Velten et al., 2012). Zur Beurteilung
eines Ubergangs zur Herzinsuffizienz spielen zunachst funktionelle Parameter eine ent-
scheidende Rolle. Velten et al. (2012) beschrieben anhand echokardiographischer und
invasiver Messungen die Entwicklung einer Herzinsuffizienz 28 Tage nach TAC Opera-

tion.
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In der vorliegenden Arbeit konnte eine kardiale Dekompensation 14 Tage nach TAC-
Operation durch einen Stresstest induziert werden. In der Tat konnte bereits in Ruhe
eine stark kompromittierte diastolische Funktion bei den WT Tieren 14 Tage nach TAC
gemessen werden. Eine tatsachliche kardiale Dekompensation entwickelte sich jedoch
erst durch einen akuten Stressor, in diesem Fall durch Dobutaminstimulus. Hierbei kam
es zu einer unwesentlichen Steigerung der systolischen Pumpfunktion bei den WT Tie-
ren, vereinbar mit einer akuten Herzinsuffizienz. Dieses Ergebnis steht in starkem Kon-
trast zu der guten Toleranz FHL2™" Tiere, welche diesem akuten Stress mit einer ada-
quaten Steigerung der Kontraktilitat begegnen konnten.

Ein weiteres Kriterium der Herzinsuffizienz ist das Lungengewicht, welches infolge einer
verminderten Pumpfunktion des Herzmuskels zunimmt. Interessanterweise kam es -
passend zu den Ergebnissen des Dobutamintests - in den vorliegenden Versuchen trotz
des signifikant erhdhten systolischen Druckes in der Kammer zu einem geringer ausge-
pragten Herz- und Lungengewicht in der Gruppe der FHL2" Tiere gegenuber den WT
Tieren.

Maglicherweise ist neben der geringeren Auspragung der Hypertrophie auch eine gerin-
gere Fibroseentwicklung fiir die bessere Belastbarkeit FHL2" Tiere bei akutem Stress
und bei einem Zustand nach TAC-Operation verantwortlich. Durch weniger Apoptose
leistungsfahiger Kardiomyozyten und deren konsekutiven Ersatz durch fibrosiertes Ge-
webe stehen mehr kontraktile Einheiten zur Verfugung, welche eine bessere systolische
Ventrikelfunktion erlauben. Daher ware fur zuklunftige Experimente von zentralem Inte-
resse, die Fibrose in Herzgeweben beider Genotypen zu quantifizieren.

Es bestehen bereits Strategien, welche an diesem Punkt ansetzen, um die Entstehung
einer chronischen Herzinsuffizienz zu vermeiden: Takefuji et al. (2013) zeigten, dass
unter Ausschaltung des Rho-Signalwegs mittels RhoGEF12" Tiere 4 Wochen nach TAC
Operation ein bessere Ejektionsfraktion bei geringerer Hypertrophie und Fibrose gegen-
uber den Kontrolltieren gegeben war. Interessanterweise konnte auch eine bereits ein-
getretene Verdickung der Ventrikelwand einhergehend mit einer Verschlechterung der
Ejektionsfraktion durch Tamoxifen induzierte RhoGEF12 Defizienz 14 Tage nach TAC
aufgehalten werden, wahrend Kontrolltiere einen Progress in Richtung Herzinsuffizienz

zeigten.
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Auch Kong et al. (2001) untersuchten den Einfluss eines chronisch hypertrophen Stimu-
lus auf das Herz FHL2™ Tiere. Sie beschrieben eine aggravierte kardiale Hypertrophie
zehn Tage nach subkutaner Implantation osmotischer Pumpen zur siebentagigen Appli-
kation von Isoproterenol. Nach Gewinnung des Herzgewebes wurde der hypertrophe
Effekt anhand der Histologie, sowie anhand der mRNA-Expression des Hypertrophie-
markers ANF offenbar. Dabei wurde auf eine hamodynamische Evaluation FHL2" Tiere
ganzlich verzichtet, sodass eine Beurteilung der systolischen und diastolischen Funktion
nicht moglich war. Die Diskrepanz zu den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit ist auf-
grund unwesentlich unterschiedlicher Tierzahlen (n=12 gegenuber n=10) und Alter der
verwendeten Tiere (6-7 Monate gegenuber 2-3 Monate) am ehesten auf die Verwen-
dung unterschiedlicher Tiermodelle zurlck zu fuhren.

Dabei kommt das Modell der transversen Aortenstenose den tatsachlichen patho-
physiologischen Gegebenheiten wesentlich naher. Im von Kong et al. gewahlten meta-
bolischen Modell hingegen folgt die Erhohung des total peripheren Widerstands aus der
in unphysiologischer Konzentration applizierten -adrenergen Stimulation. Daruber hin-
aus greift das exogen verabreichte Hormon in die physiologische Hormon-Homdostase
ein, indem es mit praexistenten Feedbackmechanismen interferiert; auch kommt es zu
einer Herunterregulation der Dichte von p-Adrenozeptoren am Herzen und somit zu
verminderter ventrikularer Kontraktilitat (Kudej et al., 1997).

Kong et al. (2001) spekulierten in Ermangelung eigener Untersuchungen zur bio-
chemischen Funktion von FHL2 auf einen modulierenden Effekt von FHL2 auf die Gen-
expression. Sie vermuteten, dass aufgrund der stark ausgepragten Hypertrophie in Ab-
wesenheit von FHL2, dieses Protein physiologischerweise eine hemmende Funktion in
Hypertrophie vermittelnden Signalwegen innehaben musse. Dies erscheint zumindest in
dem hier verwandten Modell der TAC unwahrscheinlich, da in fluoreszenz-
mikroskopisch untersuchten Herzen von Wilttyptieren vierzehn Tage nach TAC-
Intervention FHL2 nuklear kaum anfarbbar war.

Auch Chu et al. (2000) fuhrten eine TAC-Operation durch und bewerteten die kardiale
Hypertrophie nach sieben Tagen. Echokardiographisch wurden die Parameter links-
ventrikulare posteriore bzw. interventrikulare Wanddicke als Mal} fur die Hypertrophie
und LVEDP, LVESP und die relative Durchmesserverkurzung (fractional shortening, FS)
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als Mal} fur die linksventrikulare Funktion erhoben; im Ergebnis konnten keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen beiden Genotypen festgestellt werden.

Allerdings mussen diese Ergebnisse im Lichte unzureichender Konstanthaltung der Un-
tersuchungsbedingungen betrachtet werden; die Standardabweichungen der Druck-
gradienten Uber der Stenose betrugen in der Gruppe der WT Tiere nahezu die Halfte
des insgesamt erzeugten Druckes, in der Gruppe der FHL2" Tiere sogar mehr als die
Halfte. In der vorliegenden Arbeit konnten ein konstanter Druckgradient Uber der Steno-
se mit geringer Standardabweichung, sowie eine signifikant geringer ausgepragte kardi-
ale Hypertrophie der FHL2" Tiere festgestellt werden.

Auch die Wahl der Methode betreffend lasst sich festhalten, dass invasive Verfahren
eine genauere Untersuchung der Hamodynamik ermdglichen und daher einer allein
echokardiographischen Messung vorzuziehen sind. Insgesamt mogen die Unterschiede
zwischen den von Chu et al. erhaltenen und den vorliegenden Ergebnissen auch einer

verlangerten postoperativen Periode geschuldet sein.
4.4 FHL2-Defizienz und kardiale Fibrose

Obwonhl in der vorliegenden Arbeit keine Untersuchungen zur Feststellung des Binde-
gewebsgehaltes in den Herzen der TAC operierten Tiere durchgefuhrt wurden, muss
aus den funktionellen in Ruhe und unter Stressbedingungen erhobenen Daten ge-
schlossen werden, dass es bei den FHL2 Tieren zu keiner nennenswerten Zunahme
des Bindegewebsgehaltes gekommen ist.

Im Herzmuskel ist ein Mindestmal} an Bindegewebe zur Vernetzung der einzelnen Kar-
diomyozyten unabdingbar. Einerseits werden so die vielen Einzelkontraktionen zu einer
systolischen Kontraktion zusammengefasst. Andererseits hilft die Bindegewebsstruktur,
in der Diastole die Dehnung des Gewebes zu begrenzen. Ist das Herz jedoch einer
ubermafigen Druckbelastung ausgesetzt, so nimmt zunachst das Volumen der Kardio-
myozyten zu. Dies pradisponiert allerdings zu zunehmender Apoptose bzw. Nekrose,
Rekrutierung von Entzindungszellen und Aktivierung von Myofibroblasten. Als Resultat
entsteht die sogenannte reaktive Fibrose. Diese verursacht eine zunehmende diastoli-
sche Dysfunktion und vermag auch Herzrhythmusstorungen hervorzurufen, welche ei-

nen plotzlichen Herztod zur Folge haben konnen. Vor diesem Hintergrund ist es daher
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verstandlich, dass bestimmte antientzindlich wirkende Substanzen sowohl zur Vermei-
dung der Herzhypertrophie wie auch der Dilatation eingesetzt werden konnen
(Ehrentraut et al., 2011; Velten et al., 2012).

Abgesehen von dem Einfluss von FHL2 auf Hypertrophie vermittelnde Signalwege im
Herzen ist auch der Einfluss von FHL2 auf die Entstehung der Fibrose von Interesse.
Wixler et al. (2000) untersuchten humane Fibroblasten und fanden eine Prasenz von
FHL2 sowohl innerhalb von Zelladhasionskomplexen, wo es an sogenannte Integrine
gebunden nachweisbar ist, wie auch im Zellkern. Auch hier scheint das Protein also als
molekularer Adapter zu fungieren, indem es extrazellulare Signale in den Zellkern wei-
terleitet. Neuere Daten zeigen, dass der FHL2-Signalweg auch bei der TGF-f- induzier-
ten Myofibroblasten-Transdifferenzierung wahrend der kutanen Wundheilung wichtig ist.
Wixler et al. (2007) konnten bei FHL2” Mausen eine verzégerte Wundheilung, sowie
reduzierte transkriptionale Aktivierung von «SMA und eine reduzierte Kontraktilitat der
Myofibroblasten zeigen. Bei der intestinalen Wundheilung konnte gezeigt werden, dass
es bei Deletion des LIM-only Proteins FHL2 zu einem gestorten Bindegewebsmetabo-
lismus kommt. Dabei fuhrt eine gestorte Kollagen Ill Produktion zu Instabilitat der intes-
tinalen Narbe (Kirfel et al., 2008). Wahrend diese Daten in der Zusammenschau fur eine
verminderte Fibroseentwicklung im Rahmen der FHL2-Defizienz sprechen, konnten
Huss et al. (2013) eine verstarkte Fibrose in Lebern FHL2" Tiere feststellen, welche zu-
vor einer toxischen Schadigung mit Tetrachlorkohlenstoff unterzogen worden waren
(Huss et al., 2013). Die genaue Rolle des multifunktionalen FHL2 in der Fibroseentste-
hung bleibt demzufolge - besonders im Hinblick auf das Herz - bislang offen.

Interessant scheinen neuere Arbeiten zu sein, die die unterschiedliche Rolle der beiden
Rho-associated coiled-coil kinases-Genotypen ROCK1 und ROCK2 bei der Herzhyper-
trophie bzw. bei der Herzfibrose untersuchen. Insbesondere von grofem Interesse
konnte die mogliche Interaktion zwischen ROCK2 und FHL2 bei der Entstehung der
Herzhypertrophie sein (Okamoto et al., 2013). Die Hemmung des ROCK1-Genes konnte
hingegen entscheidend zur Vehinderung der Fibroseentwicklung beitragen (Shi et al.,
2010).

Im Rahmen zukunftiger Experimente ware es daher reizvoll, einen besonderen Fokus
auf den Zusammenhang zwischen FHL2 und Fibroseentstehung im druckbelasteten

Herzen zu legen.
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4.5 Ein reaktiv gesteigerter vaskularer Widerstand FHL2" Tiere schiitzt vor druckindu-
zierter Herzhypertophie und Fibrose

Pathophysiologisch betrachtet erfordert ein Zustand nach TAC eine gesteigerte Druck-
entwicklung im linken Ventrikel. Nur so kann eine ausreichende Auswurfleistung erzielt
werden, um eine adaquate Sauerstoffversorgung peripherer Gewebe zu gewahrleisten.
Daher kommt es nach TAC obligat zu einer prastenotischen Erhohung des Blutdrucks.
Dennoch konnte in der Gruppe der FHL2" Tiere im Vergleich zu den WT Tieren ein sig-
nifikant hoherer prastenotischer Blutdruck beobachtet werden. Dieser Effekt konnte
durch eine starker ausgepragte Stenose erzeugt worden sein. Dies konnte durch pra-
und poststotische Blutdruckmessung ausgeschlossen werden, welche einen in beiden
Genotypen vergleichbaren Druckgradienten von 95 bis 100 mmHg ergab. Auffallig bei
den FHL2" Tieren war der im Vergleich zu den WT Tieren praststenotisch hohere dia-
stolische Blutdruck. Er ist ein Hinweis auf eine reaktiv verminderte Elastizitat der aszen-
dierenden Aorta, wodurch die Windkesselfunktion der Aorta vermindert wird.

Bei der TAC resultiert infolge der Stenose poststenotisch zunachst ein Blutdruckabfall.
Hier greift nun die Niere als zentrales Organ der Langzeitblutdruckregulation ein: Die
verminderte renale Perfusion ist der adaquate Stimulus fur eine gesteigerte Reninfrei-
setzung aus dem juxtaglomerularen Apparat. Entsprechend sind gesteigerte mRNA-
Niveaus von Renin zu finden (Tufro-McReddie et al., 1993). Die anschliel3end gesteiger-
te ANGII- und Aldosteronfreisetzung sorgt letztendlich fur die Blutdruckanpassung an
die suprarenale Stenose durch Steigerung des vaskularen Widerstands und Erhdhung
des Intravasalvolumens.

Durch Unterschiede in den poststenotischen Blutdruckniveaus der beiden Genotypen
kam es insgesamt zu einer unterschiedlichen Reaktion der Niere. Wahrend die postste-
notischen Blutdruckwerte TAC operierter FHL2"" Tiere mit den scheinoperierten Tieren
vergleichbar waren, zeigten WT Tiere einen DAP, der unter dem der scheinoperierten
Tiere lag. Ein geringerer poststenotischer Blutdruck der WT Tiere ist gleichbedeutend
mit einem erniedrigten arteriellen Mitteldruck in der Niere. Entsprechend war bei diesen
Tieren eine Wiederherstellung eines adaquaten MAP durch eine gesteigerte Reninfrei-
setzung der Niere im Rahmen des Feedback-Mechanismus des RAS zu erwarten. In der
Tat zeigten sich hohere Renin-mRNA-Niveaus in den Nieren TAC-operierter WT Tiere
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gegeniiber FHL2" Tieren. Bei den FHL2™" Tieren hingegen scheint die Blutdruckregula-
tion Uber die Niere nach TAC durch andere vasokonstriktive Mechanismen ersetzt zu
werden. Nur so kann der hohere poststenotische diastolische Blutdruck bei diesen Tie-
ren erklart werden. Fur eine hohere Sensitivitat gegenuber humoralen Stimuli zur Regu-
lation der GefaRweite spricht die Beobachtung, dass in FHL2" Tieren der ECso-Wert fiir
PE in Richtung geringerer Konzentrationen verschoben war.

Der niedrigere ANGII-Spiegel kann die geringere Herzhypertrophie bei den TAC-
operierten FHL2™ Tieren erklaren. Diese Hypothese wurde in einer anderen Arbeit un-
serer Arbeitsgruppe bestatigt (Besmens, in Bearbeitung). Infusion von ANGII fuhrte in
FHL2" Tieren zu einer gegenuber den WT Tieren starkeren Herzhypertrophie.

Um diese Hypothese genauer zu untersuchen, wurde das kontraktile Verhalten isolierter
Aortenringe am Mulvany-Myograph getestet. In Erganzung zu den Arbeiten von
Neuman et al. (2009) ergab sich bei der Untersuchung isolierter Aortenringe durch ku-
mulative Dosis-Wirkungskurven des endothelabhangigen Vasodilatators Acetylcholin
nicht nur eine signifikante, sondern gar eine hochsignifikante Relaxationsstorung der
FHL2" Aorten; ebenfalls lag eine abnorm gesteigerte Kontraktionsfahigkeit der gro3en
Gefalde vor, welche sich in den Dosis-Wirkungskurve des Vasokonstriktors Phenylephrin
zeigte. Eine denkbare Erklarung fur die Diskrepanzen zu den Arbeiten von Neuman et
al. ist bezuglich der Relaxationsstorung am ehesten eine zu geringe Gruppengrole,
welche die Detektion signifikanter Unterschiede nicht erlaubt. Sie untersuchten lediglich
drei Tiere je Genotyp, wahrend hier zehn Tiere je Genotyp untersucht wurden.

Es liegt die Vermutung nahe, dass die FHL2-Defizienz moglicherweise eine Steigerung
des endothelialen, adrenergen Rezeptorbesatzes bedingt. Dies erscheint jedoch un-
wahrscheinlich, da Aortenringe FHL2" Tiere bereits auf hohe Kaliumkonzentrationen in
ahnlicher Weise reagierten wie auf Phenylephrin, wobei die Kaliumkontraktion rezeptor-
unabhangig ist. Folglich ist die Ursache dieser Veranderung der reaktiven Gefalimotorik
bei FHL2-Defizienz im Sinne eines kombinierten Vitiums aus reaktiv gesteigerter Kon-
traktion einerseits und einer Relaxationsstorung andererseits am ehesten in einer ver-
anderten Signaltransduktion der vSMC zu vermuten.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass FHL2" Tiere eine verdnderte Vasomotorik ge-
genuber den WT Tieren im Sinne eines reaktiv erhohten vaskularen Widerstands bei
gleichzeitig niedrigerer Expression des Reningens aufweisen. Da diese erhdohte Emp-
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findlichkeit der Gefallwand gegenuber vasoaktiven Stimuli bereits bei Stimulation mit
hochkonzentrierter Kaliumlosung besteht, liegt die Ursache fur diese veranderte Vaso-
motorik vermutlich in einer veranderten Signaltransduktion der vSMC. Im Ergebnis
schutzt die fehlende Aktivierung des RAS den Herzmuskel dieser Tiere vor dem unguns-
tigen Einfluss von ANGII. Es ist unklar, ob dieser Mechanismus auch die verminderte

Mortalititsrate FHL2" Tiere nach TAC-Operation erkldren kann.
4.6 Schlussfolgerungen und maogliche Bedeutung fur zukunftige Fragenstellungen

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine kardioprotektive Wirkung einer FHL2-
Defizienz auf eine druckinduzierte kardiale Hypertrophie gezeigt werden. Diese liel3 sich
im Gegensatz zu dem starken Blutdruckabfall der WT Tiere hinter der Stenose durch
einen poststenotisch physiologischen Blutdruck in der Gruppe der FHL2" Tiere erklaren.
Da unter diesen Bedingungen bei FHL2™ Tieren mit einer geringeren ANGII-Produktion
zu rechnen ist, fallt auch der prohypertrophe Stimulus auf den Herzmuskel geringer aus.
In der Konsequenz dieser Ergebnisse erscheint es sinnvoll, den poststenotischen Blut-
druckverhaltnissen mehr Aufmerksamkeit zu schenken, um die Prozesse, die zu der

Entwicklung einer Herzhypertrophie beitragen, in inrer Gesamtheit besser zu verstehen.

Des weiteren hat der Vergleich mit den WT Tieren 14 Tage nach TAC-Operation erlaubt,
zwei Modelle der positiven (bei FHL2-Defizienz) und der ,pathologischen® (Wildtyptiere)
Herzhypertrophie zu entwickeln, die fur die zukunftige Bearbeitung von Fragestellungen

des kardialen ,Remodeling” natzlich sein konnten.
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5. Zusammenfassung

Einleitung. Die Reaktion des Herzmuskels auf einen erhdhten Druck im Kreislaufsys-
tem besteht in einer Groflenzunahme der Herzmuskelzellen (Hypertrophie). Ab einer
kritischen Grenze der Hypertrophie kommt es zu zunehmendem Untergang der Herz-
muskelzellen und parallel vermehrter Ablagerung von Bindegewebe. Daraus resultiert
eine Verminderung der kardialen Kontraktionskraft, insbesondere unter Stress-
bedingungen. Unlangst ist dem LIM-only Protein FHL2 eine Rolle bei der Entstehung der
Herzhypertrophie sowie bei der Vasomotorik zugeschrieben worden. Die Auswirkungen
der Ausschaltung des FHL2-Gens auf den Hypertrophieprozess des Herzmuskels bzw.
auf die Regulation des Gefal3tonus sind allerdings bislang nur in Ansatzen untersucht
worden.

Material und Methoden: FHL2" und C57 BL6/J-Wildtyptiere wurden im Alter von 12
Wochen einer TAC- bzw. einer Scheinoperation unterzogen. 14 Tage nach der Opera-
tion wurden invasiv sowohl prastenotisch wie auch poststenotisch systolische und dia-
stolische Blutdruckdaten erhoben. Zur Beurteilung der ventrikularen Funktion wurden
linksventrikularer enddiastolischer Druck und ventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit
sowohl in Ruhe wie auch unter intraperitonealer Verabreichung von Dobutamin gemes-
sen. Die Tiere wurden dann geopfert, Herz- und Lungengewichte bestimmt. Aus Nieren-
gewebe wurde RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und zur Bestimmung der Re-
ningenexpression mithilfe der PCR-Technik verwendet. Mittels indirekter Immun-
fluoreszenzmethode wurde die intrazellulare FHL2-Expression einzelner Kardio-
myozyten von WTrac Tieren dargestellt.

Am Mulvany-Myograph wurden isolierte Aortenringe unbehandelter Tiere beider Geno-
typen bezuglich funktioneller Unterschiede der GefalRwand in ihrer Reaktion auf vasoak-
tive Stimuli untersucht.

Ergebnisse. Innerhalb der ersten zehn Tage nach TAC starben 46 % der WT Tiere und
13 % der FHL2" Tiere. Dies, obwohl der prastenotische systolische und diastolische
Druck tendenziell bei den FHL2"tac Tieren grolRer war als bei den WTrac Tieren. Der
linksventrikulare enddiastolische Druck war bei den WTrac Tieren hochsignifikant hoher
als bei den scheinoperierten und auch den FHL2"1ac Tieren. Poststenotisch war der
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systolische und diastolische Blutdruck bei den FHL2™ Tieren héher als bei den WT Tie-
ren.

Dobutaminverabreichung fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der intraventrikularen
Druckanstiegsgeschwindigkeit der FHL2"1ac Tiere gegenuber den scheinoperierten Tie-
ren, wahrend dieser Anstieg bei den WT Tieren nach TAC nicht signifikant war.

Bei WT Tieren war das relative Herzgewicht 14 Tage nach der TAC Operation sowohl
hochsignifikant hoher als bei den scheinoperierten Tieren desselben Genotyps, als auch
signifikant hoher als das relative Herzgewicht der TAC- operierten FHL2" Tiere. Bei den
TAC- operierten FHL2" Tieren war die Steigerung des relativen Herzgewichtes nicht
signifikant hoher als bei den scheinoperierten Tieren desselben Genotyps. Analoge
Verhaltnisse herrschten hinsichtlich des relativen Lungengewichts vor.

Wahrend es bei den WTrac Tieren zu einer signifikanten Steigerung der Renin-
genexpression in der Niere kam, konnte diese Steigerung bei den FHL2" Tieren nach
TAC nicht festgestellt werden.

Die ex vivo Stimulation von Aortenringen FHL2" Tiere mit Phenylephrin bzw. Acetyl-
cholin zeigte bei der Messung nach Mulvany und Halpern eine gesteigerte Kontraktilitat
bzw. verringerte Relaxationsfahigkeit gegenuber denjenigen Ringen aus WT Tieren.
Schlussfolgerungen. Die WT Tiere entwickelten nach TAC-Operation eine signifikante
Herzhypertrophie mit funktionellen Zeichen des kardialen Remodeling in Richtung einer
Herzinsuffizienz. Dies wurde eindrucksvoll gezeigt durch den massiv erhdhten links-
ventrikularen enddiastolischen Druck in Ruhe und durch die fehlende Steigerung der
intraventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit infolge Dobutamin-Verabreichung.
Trotz eines erhodhten prastenotischen Blutdruckes und eines reaktiv erhohten Gefald-
tonus entwickeln FHL2" Tiere eine geringere Herzhypertrophie bei erhaltener systoli-
scher Ventrikelfunktion im Dobutaminstresstest. Der poststenotisch erhdhte diastolische
Druck bei fehlendem Anstieg der Reningenexpression in der Niere bei FHL2" Tieren
weist auf eine konstitutiv erhohte Empfindlichkeit der Gefallwand auf bisher unbekannte
vasoaktive Stimuli hin.

In der Zusammenschau durfte eine fehlende Steigerung der Genexpression von Renin
in der Niere unter TAC-Bedingungen bei den FHL2" Tieren einen niedrigeren Spiegel
von ANGII im Blut gegenltber den WT Tieren zur Folge haben. Dies kdnnte angesichts
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der bekannten Rolle von ANGII im kardialen Remodeling eine Erklarung fur die vermin-
derte kardiale Hypertrophie FHL2™ Tiere gegeniiber den WT Tieren nach TAC sein.
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