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Zusammenfassung

Herz- und Kreislauferkrankungen stehen in Deutschland und in anderen Industrie-
nationen an der Spitze der Mortalitatsstatistiken. Komorbiditaten verschlechtern zu-
satzlich die Prognose betroffener Patienten. Wir haben untersucht, welchen Einfluss
angeborene Herzmuskelerkrankungen auf die morphologischen Veranderungen
des Herzgewebes nach einem Myokardinfarkt haben.

Dafur wurden drei Mausmodelle mit humanen Punktmutationen im kardialen
Myosin, die hypertrophische Kardiomyopathien (HCM, Mutationen R719W und
R453C) bzw. dilatative Kardiomyopathien (DCM, Mutation F764L) induzieren, sowie
Wildtyp-Geschwistertiere vergleichend untersucht. Im Alter von elf Wochen wurde
operativ durch 60-minatige Ligatur des Ramus interventricularis anterior eine lokale
myokardiale Ischamie mit anschlieRender Reperfusion (I/R) induziert. Vier Wochen
spater wurden die Herzen dieser Tiere und altersgleicher Kontrollen ohne I/R
entnommen, gewogen und serielle histologische Schnitte angefertigt. Auf unter-
schiedlichen transversalen Schnittebenen durch die linken Ventrikel wurden ge-
farbte Praparate (Siriusrot, wheat germ agglutinin) hinsichtlich der Parameter
VentrikelgroRe, Myokardflache, Myozytengrof3e und interstitielle Fibrose quantitativ
analysiert. Die GroRe der Myozyten des remote Myokards, dem nicht-ischamischen
Bereich, der den Verlust des infarzierten Gewebes funktionell kompensieren muss,
war vier Wochen nach I/R ausschlie3lich in R719W-Mutanten im Vergleich zu Kon-
trolltieren gleichen Genotyps ohne I/R signifikant erhoht (308,2 + 59,5 ym? versus
214,7 £ 7,9 ym?; p<0,05). Auch in den Papillarmuskeln waren die Myozyten dieser
Gruppe am grofdten. Das Gleiche galt fur die Myokardflache, die Ventrikellumina
und das Herzgewicht. Das Ausmal der interstitiellen Fibrose des remote Myokards
zeigte in allen Gruppen nach I/R keine Unterschiede, wobei die Werte in den
Gruppen R719W und R453C hoher lagen als fur F764L (R719W, 4,42 + 2,73 %,;
R453C, 9,89 + 4,92 %; F764L, 2,43 + 0,92 %). Uberraschenderweise zeigte sich bei
F764L-Tieren fur keinen der untersuchten Parameter nach I/R ein Anstieg.

Die Daten zeigen, dass die HCM-Mutationen R719W und R453C im Gegensatz zu
der DCM-Mutation F764L binnen vier Wochen nach I/R im remote Myokard verstarkt
Hypertrophie und Fibrose induzieren. Damit kdnnte spekuliert werden, dass Pat-
ienten mit einer HCM-Mutation (Pravalenz in der Bevolkerung ca. 1:500) nach
einem Myokardinfarkt moglicherweise von einer intensivierten pharmakologischen

Therapie zur Beeinflussung des kardialen remodeling profitieren konnten.
I



Abstract

Cardiovascular diseases are at the top of mortality statistics in Germany and other
industrialized nations. Comorbidities additionally worsen the prognosis of affected
patients. We investigated the influence of congenital heart muscle diseases on the
morphological changes in heart tissue after a myocardial infarction.

For this purpose, three mouse models with human point mutations in cardiac
myosin, which induce hypertrophic cardiomyopathies (HCM, mutations R719W and
R453C) respectively dilated cardiomyopathies (DCM, mutation F764L), as well as
wild type sibling animals were compared. At the age of eleven weeks, local
myocardial ischemia with subsequent reperfusion (I/R) was surgically induced by
60-minute ligation of the ramus anterior interventricular. Four weeks later, the hearts
of these animals and age-matched controls without I/R were extracted, weighed and
serial histological sections were sliced. On different transverse histological sections
through the left ventricles, stained specimens (sirius red, wheat germ agglutinin)
were quantitatively analyzed with regard to the parameters ventricle size,
myocardial area, myocyte size and interstitial fibrosis. The size of the myocytes of
the remote myocardium, the non-ischemic area that must functionally compensate
for the loss of infarct-affected tissue, was significantly increased four weeks after I/R
exclusively in R719W mutants compared to control animals of the same genotype
without I/R (308.2 £ 59.5 ym? versus 214.7 £ 7.9 ym?; p<0.05). Also in the papillary
muscles, the myocytes of this group were the largest. The same was true for
myocardial area, ventricular lumen, and heart weight. The extent of interstitial
fibrosis of the remote myocardium showed no significant differences in all groups
after I/R, although the measured values in the groups R719W and R453C were
higher than for F764L (R719W, 4.42 + 2.73 %; R453C, 9,89 + 4,92 %; F764L, 2.43
+ 0.92 %). Surprisingly, for F764L animals, there was no increase for any of the
examined parameters with I/R.

The data show that the HCM mutations R719W and R453C, in contrast to the DCM
mutation F764L, induce increased hypertrophy and fibrosis in the remote
myocardium within four weeks after I/R. Thus, it could be speculated that patients
with an HCM mutation (prevalence in the population about 1:500) after a myocardial
infarction could possibly benefit from intensified pharmacological therapy to

influence cardiac remodeling.
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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Herz-Kreislauferkrankungen in Deutschland und anderen

Industrielandern

In Deutschland gingen im Jahr 2018 circa 36 % aller Todesfalle auf Erkrankungen
des Herz-Kreislaufsystems zurtck [1]. Mehr als 90 % der davon Betroffenen waren
65 Jahre und alter. Haufigste Ursachen waren chronisch ischamische
Herzerkrankungen vor dem akuten Myokardinfarkt sowie der Herzinsuffizienz.
Statistisch war im Jahr 2005 das Risiko an einer Herz-Kreislauferkrankung zu
versterben auf einem ahnlich hohen Niveau [2, 3]. Da ein fallender Trend nicht zu
beobachten ist, kann auch fur die Zukunft angenommen werden, dass diese
Erkrankungen eine Spitzenposition in den Mortalitatsstatistiken einnehmen werden.
Auch in anderen Industrielandern sind kardiovaskulare Erkrankungen die
Haupttodesursache in der Bevolkerung. Dagegen sind es in den
Entwicklungslandern vor allem Atemwegsinfektionen und Durchfallerkrankungen
[4]. Die Grunde hierfur liegen vor allem in den unterschiedlichen Lebensweisen der
Menschen dieser Lander. Risikofaktoren, die das Auftreten von Herz-
Kreislauferkrankungen begunstigen, sind insbesondere arterielle Hypertonie,
Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Ubergewicht, Rauchen, Alkoholkonsum
sowie das Alter und betreffen einen Grof3teil der Bevolkerung der Industrielander
[5]. Mit der Zunahme von Wohlstand und Lebenserwartung ist auch in Entwicklungs-
und  Schwellenlandern von einer steigenden |Inzidenz von Herz-

Kreislauferkrankungen auszugehen.



1. Einleitung

Todesursachen nach Krankheitsarten 2018

Sonstige
23,6%

Krankheiten des

Kreislaufsystems
36,2%

954 874
Todesfille
insgesamt

Krankheiten des
Verdauungssystems
4,3%

3

Krankheiten des

Verletzungen und
Vergiftungen
4,4%

Atmungssystems
7,5% Bosartige
Meubildungen
24,1%

Abb. 1: Todesursachen nach Krankheitsarten 2018 in Deutschland [1]

Durch die steigende Lebenserwartung und den demographischen Wandel in
Deutschland mit einer zunehmend alter werdenden Gesellschaft gewinnen zudem
gleichzeitig bestehende Komorbiditaten weiter an Bedeutung, da sie die Prognose
betroffener Patienten zusatzlich verschlechtern kénnen. Aufgrund dessen ist
anzunehmen, dass das Erforschen der Pathomechanismen kardiovaskularer
Erkrankungen und die Etablierung neuer Therapiestrategien auch zuklnftig von

hohem wissenschaftlichem und auch klinischem Interesse sein werden.
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Sterbefalle durch kardiovaskulare Erkrankungen in Deutschland 2018

Todesursache Gestorbene Anteil in %

Chronische ischamische Herzkrankheit 76273 221
Akuter Myokardinfarkt 46207 13,4
Herzinsuffizienz 37709 10,9
Hypertensive Herzkrankheit 23301 6,7
Vorhofflattern und Vorhofflimmern 21523 6,2
Hirninfarkt 15026 4.4
Folgen einer zerebrovaskularen Krankheit 12551 3,6
Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet 12024 3,5

Nichtrheumatische Aortenklappenkrankheiten 10563 3,1

Essentielle (primare) Hypertonie 9056 2,6

Stand 19.05.2020

Tab. 1: Todesfille als Folge kardiovaskuldrer Erkrankungen 2018 in Deutschland [3]

1.2 Aufbau und Funktion des Myokards

In den folgenden Kapiteln werden der grundlegende Aufbau und die Funktionsweise
des Herzmuskelgewebes erlautert. Ein besonderer Fokus liegt dabei auf dem
kardialen Myosin, da Mutationen in den codierenden Genen fur die Entstehung der
in dieser Studie untersuchten dilatativen und hypertrophen Kardiomyopathien
ursachlich sind.

1.2.1 Struktureller Aufbau des Myokards

Die Muskelfasern des Herzmuskelgewebes, dem Myokard, setzen sich aus parallel
in Reihe angeordneten Zellen zusammen, den Kardiomyozyten [6]. Die Zellenden
sind jeweils Uber Glanzstreifen, die Disci intercalares, verbunden. Dabei bilden sie
uber Haft- und Kommunikationskontakte, die u. a. an der Erregungsweiterleitung
beteiligt sind, ein mehrdimensionales Netzwerk. Charakteristisch fur einen
Kardiomyozyten sind ein bis zwei zentral in der Zelle befindliche Zellkerne. Die
Kardiomyozyten sind sogenannte terminal differenzierte, postmitotische Zellen,
d. h. die Fahigkeit zur Vermehrung oder Regeneration besitzen diese Zellen nicht.
Abgestorbenes Herzmuskelgewebe, welches z. B. im Rahmen eines
Myokardinfarktes entsteht, wird aus diesem Grund durch eine bindegewebige
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Narbe ersetzt, welche nicht zur Kontraktion befahigt ist.

1.2.2 Aufbau des Sarkomers

Innerhalb eines Kardiomyozyten befinden sich dicht aneinander liegende Bundel
aus parallel verlaufenden Myofibrillen, die unter lichtmikroskopischer Betrachtung
eine Querstreifung aufweisen [7, 8]. Die Myofibrillen bestehen aus einer Kette von
Sarkomeren. Das Sarkomer stellt die kleinste funktionelle Einheit des
Kardiomyozyten dar. Sarkomere bestehen aus dicken und dinnen Myofilamenten.
Die dicken Filamente bestehen hauptsachlich aus Myosin, beinhalten aber auch die
Myosinbindeproteine C, H und X. Die dunnen Filamente bestehen aus Aktin,
a-Tropomyosin und Troponin C, | und T (TnC, Tnl, TnT). Das quergestreifte
Erscheinungsmuster unter Lichtmikroskopie entsteht durch die strenge Ordnung der
Myofilamente innerhalb eines Sarkomers, welches die Strecke zwischen zwei
benachbarten Z-Scheiben beschreibt. Die Z-Scheiben begrenzen jeweils ein
Sarkomer in Langsrichtung von benachbarten Sarkomeren. Die A-Bande eines
Sarkomers erscheint lichtmikroskopisch dunkler, da sich in diesem Bereich die
doppelbrechenden Myosinfilamente und die Aktinflamente Uberlappen. Der
myosinfreie Bereich erscheint heller und stellt die I-Bande dar. Mittig im Sarkomer

befindet sich der aktinfreie Bereich, die H-Zone.
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Myosinkopf

Myosinfilament

Abb. 2: Interaktion von Aktin- und Myosinfilamenten
Die schweren Myosinfilamente (rot) gleiten durch eine Hebelarmbewegung der Myosinképfe an den
diinnen Aktinfilamenten (tlrkis) entlang [9].

Die Z-Scheiben bestehen u. a. aus a-Aktin-Proteinen und verankern die diunnen
Aktinfilamente. Mittig im Sarkomer, der sogenannten M-Linie, sind die dicken
Myosinfilamente Uber verschiedene Proteine, u. a. Myomesin, verankert und
werden Uber ein Gerust aus Titin-Molekilen in Position gehalten. Verbunden sind
die Titin- und Myosinfilamente Uber das Myosin-bindende Protein C (MYBP-C).
Betrachtet man ein Sarkomer im Querschnitt, zeigt sich, dass die Myosinmolekiile
in einem hexagonalen Muster angeordnet sind und ein Myosinfilament von sechs

Aktinfilamenten umgeben ist.

1.2.3 Aufbau des Myosins

Myosin ist ein Mechanoenzym, das aus der Hydrolyse von Adenosintriphosphat
(ATP) Energie gewinnen kann und in verschieden Geweben vorhanden ist [10]. Es
sind mindestens 35 verschiedene Klassen bekannt. Myosinmolekule der

5



1. Einleitung

Skelettmuskulatur und des Myokards werden zur Klasse Il gezahlt [11, 12]. Ein
einzelnes Myosinmolekul besteht aus jeweils zwei schweren Peptidketten, der
a-myosin heavy chain (a-MHC) und B-myosin heavy chain (B-MHC) sowie zwei
leichten Polypetidketten. Die schweren Peptidketten gliedern sich in eine Schaft-
und eine Kopfregion. In der Kopfregion befindet sich die Bindestelle fur ATP und
Aktin sowie die zwei leichten Peptidketten. Diese befinden sich in der
Hebelarmregion (Converterregion) des Myosinkopfs. Dieser ist in der Lage relativ
zum Aktin-bindenden Bereich eine Rotation von etwa 60° durchzufthren [8].
Dadurch wird das Entlanggleiten des Myosinfilaments am Aktinfilament ermdglicht.
Etwa 150 Myosinmolekile bilden durch Aggregation im Schaftbereich ein
Myosinfilament. Ein einzelnes Myosinfilament des Sarkomers ist etwa 15 nm dick
und 1,5 ym lang.

ATP-
Aktin-Bindestelle Bindestelle

W —— Y

Myosinketten L

leichte Myosinketten <~ ™

- - Y
A A A A T -

Abb. 3: Aufbau eines muskuldaren Myosinmolekiils

Die schweren Ketten bilden eine a-Helix-Struktur. In der S1-Kopfregion befinden sich die
Bindestellen fir Aktin sowie fiur ATP (violett). Die S2-Region stellt den Halsbereich des
Myosinmolekuls dar [7].

1.2.4 Ablauf der Kontraktion

Das Prinzip der Muskelkontraktion, die Filament-Gleit-Theorie, wurde erstmals 1957
durch Huxley beschrieben [13]. Im Rahmen der Muskelkontraktion gleiten die
aktiven Myosinfilamente als Motorproteine an den passiven Aktinfilamenten
entlang. Das bedeutet, dass sich im Rahmen der Kontraktion die Lange der Myosin-
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und Aktinfilamente nicht andert. Jedoch wird der Abstand zweier benachbarter Z-
Scheiben, der der Lange eines Sarkomers entspricht, kleiner. Damit kommt es zu

einer Verkurzung des Sarkomers.

A-Bande

L
[ |
|-Bande H-Zone I-Bande

Relaxation
Z-5cheibe
Aktin —
Titin
Kontraktion
Miyosinkopf
Mhyosinschwanz

Abb. 4: Schematische Darstellung des Aufbaus von Sarkomeren

Oben ist der relaxierte Zustand eines Sarkomers abgebildet. Wahrend der Kontraktion (unten)
verringern sich die Langen von |-Bande und H-Zone. Die A-Bande wachst dagegen an. Die Langen
der Aktin- und Myosinfilamente andern sich wahrend der Kontraktion nicht [7].

Zu Beginn des Kontraktionszyklus ist der Myosinkopf als Querbricke mit einem
benachbarten Aktinfilament verbunden [8, 14]. Durch Bindung von ATP an den
Myosinkopf 16st sich dieser vom Aktinfilament. Anschlieend bewirkt die Spaltung
von ATP in Adenosindiphosphat (ADP) und ein Phosphat-lon (Pi) eine
Hebelarmrotation des Myosinkopfs und eine erneute Zunahme der Affinitat des
Myosinkopfs an das Aktinfilament. Dadurch bindet sich der Myosinkopf erneut an
das dunne Aktinfilament. Das Phosphat-lon I6st sich vom Myosinkopf, wodurch
dieser eine Hebelarmrotation am Ubergang zum Halsbereich vollfiihrt. Dadurch
kommt es zu einer 5 — 10 nm grof3en Schrittbewegung des Myosinkopfs entlang des
Aktinfilaments. Das ADP |0st sich von der Kopfregion und ein neues ATP-Molekul
kann an gleicher Stelle gebunden werden, womit der Zyklus neu beginnt.
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Myosinfilamente

— +ATP

)

Myosinkopf

Aktinfilamente I _ ADP l
- Pi

<

ADP + P;

Abb. 5: Ablauf des Kontraktionszyklus [8, 14]

1.2.5 Mutationen im Myosin

Die haufigste Ursache fir das Auftreten von genetisch bedingten Kardiomyopathien
sind Punktmutationen im MYH7-Gen, das beim Menschen die schweren Ketten des
kardialen Myosins codiert (-MHC). Beim Menschen liegt das Gen auf Chromosom
14912 [15, 16]. Neben Punktmutationen sind auch selten Deletionen und
Insertionen beschrieben worden. Mutationen, die zum Auftreten einer
Kardiomyopathie fihren, sind dabei vor allem in der Kopfregion des Myosins
lokalisiert. Bei etwa 40 % aller genetisch bedingten hypertrophen Kardiomyopathien
(HCM) liegt eine Mutation im Myosinkopf vor. Bei genetisch bedingten dilatativen
Kardiomyopathien (DCM) sind Mutationen in der Kopfregion deutlich seltener und

betreffen weniger als 4 % aller DCM-Erkrankungen [17, 18].
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1.3 Kardiomyopathien

1.3.1 Allgemeine Definition und Einteilung

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert Kardiomyopathien als
~Erkrankung des Myokards in Verbindung mit kardialer Dysfunktion“ [19]. Aufgrund
neu gewonnener Erkenntnisse hat die American Heart Association (AHA) im Jahr
2006 die Definition fur Kardiomyopathien weiter prazisiert: ,Kardiomyopathien sind
eine heterogene Gruppe von Krankheiten des Myokards einhergehend mit einer
mechanischen und/oder elektrischen Funktionsstorung, die Ublicherweise, aber
nicht zwingend, eine pathologische Hypertrophie oder Dilatation der Herzkammern
verursacht. lhre Atiologie ist vielfaltig und h&ufig genetisch bedingt.
Kardiomyopathien kénnen auf das Herz begrenzt oder Teil eines Syndroms sein.
Sie fuhren zu einer fortschreitenden Behinderung durch Herzversagen oder
kardiovaskular bedingten Todesfallen. [20].

Die Einteilung der verschiedenen Kardiomyopathien erfolgt grob in primare und
sekundare Formen. Zu den primaren Kardiomyopathien gehdren solche, die sich
uberwiegend oder ausschlielich auf den Herzmuskel beziehen. Sie konnen sowohl
genetisch bedingt, erworben oder eine Kombination aus beidem sein. Hierzu
gehoren sowohl hypertrophe und dilatative Kardiomyopathien als auch seltenere
Formen wie restriktive und arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathien
(RCM, ARVCM). Zu den sekundaren Formen werden alle Kardiomyopathien
gezahlt, die auf eine systemische Erkrankung zurtuckzufuhren sind und immer auch
andere Organe betreffen. Dazu zahlen u. a. Kardiomyopathien als Folge endokriner
Erkrankungen, Glykogenspeichererkrankungen oder toxischer Einflisse auf den
Organismus. Die Fallzahl sekundarer Formen ist deutlich groRer.

Haufiger als die Unterscheidung in primare und sekundare Kardiomyopathien wird
die klinische Einteilung der Kardiomyopathien verwendet: HCM, DCM, RCM,
ARVCM und nicht klassifizierbare Kardiomyopathien (NKCM) [19]. Allerdings
erscheint diese in Anbetracht neuer genetischer Erkenntnisse nicht mehr zeitgemaf
zu sein [20]. Die European Society of Cardiology (ESC) Working Group on
Myocardial and Pericardial Diseases empfiehlt die Unterteilung dieser klinischen

Untergruppen daruber hinaus in familidre und nicht-familiare Formen [21].
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Kardiomyopathien
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Kardiomyopathien anhand ihrer Genese [20]

1.3.2 Epidemiologie von hypertrophen und dilatativen Kardiomyopathien

Epidemiologische Untersuchungen innerhalb einer Gruppe von jungen
Erwachsenen im Alter von 23 bis 35 Jahren ergaben fur hypertrophe
Kardiomyopathien eine Pravalenz von 200 Fallen auf 100.000 Einwohner [22].
Durch Verbesserungen der Sensitivitat diagnostischer Verfahren und genetischer
Datenbanken wird die Pravalenz mit etwa 1:250 angegeben [17, 23]. Hypertrophe
Kardiomyopathien sind fast ausschlie3lich auf genetische Ursachen zurtckzufuhren
und der haufigste Grund fur den plotzlichen Herztod bei jungen Erwachsenen und
Leistungssportlern.

Seltener als genetisch bedingte HCM sind genetisch bedingte DCM. Sie machen
etwa 30 % aller DCM-Erkrankungen aus. Die Penetranz ist dabei altersabhangig.
Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen der dritten und funften Lebensdekade. Fur
angeborene DCM-Formen liegt die Pravalenz bei 36,5 Fallen pro 100.000

Einwohner, wahrend die Inzidenz bei 5 bis 8 Neuerkrankungen pro 100.000
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Einwohner liegt [24-26]. Unabhangig von der Atiologie sind DCM-Erkrankungen
insgesamt haufiger als HCM-Erkrankungen [20, 27].

Es muss berucksichtigt werden, dass es sich bei diesen Studien um Daten aus
westlichen Industrielandern handelt. So wird in afrikanischen Populationen eine
hohere Pravalenz sowohl von genetisch bedingten HCM als auch DCM berichtet
[28]. Gleichzeitig sind die Daten abhangig von der Sensitivitat der diagnostischen
Malnahmen. Durch die Weiterentwicklung kardiologischer
Untersuchungsverfahren kommen neuere Betrachtungen zu der Schlussfolgerung,
dass die wahre Pravalenz sogar deutlich hoher zu liegen scheint [29].

1.3.3 Hypertrophe Kardiomyopathien (HCM)

1.3.3.1 Morphologische Veranderungen von HCM

Im Erkrankungsverlauf einer HCM kommt es charakteristischerweise zu einer
konzentrischen Herzmuskelhypertrophie ohne Dilatation der Ventrikel [19, 21].
Definitionsgemald darf dabei keine andere Erkrankung diese Hypertrophie
ursachlich verursacht haben. Gleichzeitig kann es zu einer Verringerung der
linksventrikularen Volumina kommen. Diese Veranderungen konnen in der frihen
Kindheit oder auch erst im Erwachsenenalter in Erscheinung treten oder komplett
fehlen. In weniger als 25 % aller HCM-Falle neigen die Patienten gleichzeitig zur
Entwicklung einer Obstruktion der linksventrikularen Ausflussbahn, einer
hypertrophen obstruktiven Kardiomyopathie (HOCM). Bei zehn bis 20 % der
Betroffenen geht die HCM daruber hinaus in eine DCM uber [30].

Histologisch charakteristisch ist eine myozytare Unordnung. Das bedeutet, dass die
Kardiomyozyten ihre parallele Anordnung im Myokard verlieren. Dieser Verlust
umfasst allerdings nicht das gesamte Myokard, sondern ist regional ausgepragt und
kann sich auf die Erregungsweiterleitung auswirken [31]. Die Vergrofderung der
Herzmuskelzellen bei gleichzeitiger Zunahme des kollagenen Bindegewebes im
Myokard hat eine Zunahme des Herzgewichts zur Folge [32, 33]. Auf die
Gesamtzahl der Myozyten wirkt sich die Erkrankung nicht aus [9].

In den meisten Fallen schreiten die morphologischen Veranderungen aullerst
langsam voran, sodass ein Groldteil der Betroffenen Uber ihr gesamtes Leben

asymptomatisch bleibt oder nur milde Symptome entwickelt [34]. Dies erschwert die
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frlhzeitige Stellung der Diagnose. Klinisch gelingt diese anhand von
morphologischen Kriterien: durch  Wandstarkenbestimmungen mittels
Echokardiografie oder Magnetresonanztomografie (MRT) des Herzens. Bereits eine
Herzwandstarke des linken Ventrikels von Uber 13 mm beim Fehlen sonstiger
Ursachen gqilt als Indiz fir das Vorliegen einer HCM. Die durchschnittliche
linksventrikulare Herzwandstarke bei Diagnosestellung durch Echokardiografie
oder MRT liegt bei 21 bis 22 mm [35]. Der Wandstarkenzunahme kénnen bereits
Auffalligkeiten im Elektrokardiogramm (EKG) wie Arrhythmien vorrausgehen. Die
Hypertrophie ist allerdings nicht die primare Manifestation der Erkrankung, sondern
eine Folge der Dysfunktion der kardialen Sarkomere [30].

Ursachlich fur die HCM sind in den meisten Fallen Mutationen in Genen, die fir
kontraktile Proteine der Sarkomere codieren. Wie bereits in Absatz 1.2.5
beschrieben, ist dabei besonders haufig das R-Myosin betroffen [36].

Abb. 7: Vergleich eines gesunden Herzens gegeniiber einem HCM-Herz

Links dargestellt sind die normalen Verhaltnisse von Wandstarke und Volumen der linken
Herzkammer. Im Vergleich dazu rechts die deutliche Zunahme der Wandstérke bei gleichzeitiger
Abnahme des linksventrikuldaren Volumens eines humanen HCM-Herzens [9].
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1.3.3.2 Pathophysiologie und klinischer Verlauf von HCM

Die beschriebenen morphologischen Veranderungen im Erkrankungsverlauf einer
hypertrophen Kardiomyopathie (s. Abschnitt 1.3.3.1) stehen in kausalem
Zusammenhang mit den pathophysiologischen Veranderungen und dem klinischen
outcome von HCM-Erkrankten. Die Zunahme des Ventrikelmyokards erhoht die
Wandsteifigkeit der linken Herzkammer, wodurch es wahrend der Diastole zu einer
Reduktion der Ventrikelfullung kommt. Die Gewebehypertrophie des Myokards
kann zu einer gestorten Kontraktilitat des Herzmuskels fuhren. Die Folge ist eine
Verringerung der Ejektionsfraktion [34]. Bei den obstruktiven HCM-Formen besteht
dariber hinaus aufgrund einer Kammerwand- und Septumhypertrophie eine
Verengung der linksventrikularen Ausflussbahn. Diese Verengung kann durch das
Kammerseptum selbst oder durch die Verlagerung der Mitralklappe bedingt sein.
Auch aus einer ubermafigen Hypertrophie des Papillarmuskels kann eine
Obstruktion resultieren [31]. Die erhohte Nachlast kann einen weiteren
Wachstumsstimulus fur das Herzmuskelgewebe darstellen.

Die Kombination aus Gewebehypertrophie und geringerer Ejektionsfraktion fuhrt zu
einem erhohtem Sauerstoffbedarf bei gleichzeitig verringertem Sauerstoffangebot
[37].

Das klinische Erscheinungsbild der HCM st vielfaltig. Nicht selten sind die
Betroffenen symptomfrei und die Diagnose ein Zufallsbefund. Letztlich manifestiert
sich im Erkrankungsverlauf das Bild einer Herzinsuffizienz mit Symptomen wie
Dyspnoe, Brustschmerzen, Tachykardie, Schwindel und Synkopen. Die
Beeintrachtigung der Erregungsweiterleitung in Folge der Hypertrophie begunstigt
auch ventrikulare Arrhythmien, die ursachlich fur den plotzlichen Herztod sein
konnen [36].

1.3.3.3 Genetik von HCM

Hypertrophe Kardiomyopathien werden verursacht durch dominante Mutationen in
Genen, die die schweren und leichten Ketten der Sarkomere codieren. 70 % der
Erkrankten weisen Mutationen in den Genen fur die Codierung der schweren -
Myosin-Kette (MYH7) und dem MyBP-C (MYBPCJ3) auf [38]. Insgesamt konnten in
den vergangenen Jahren Uber 1400 Mutationen identifiziert werden. Dabei handelt
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es sich grofdtenteils um missense-Mutationen. Diese Form der Punktmutation fuhrt
bei der Translation zu einem Aminosaureaustausch des entstehenden Proteins. Alle
identifizierten Mutationen werden autosomal-dominant vererbt. In geringer Fallzahl
sind auch Spontanmutationen fur den Ausbruch der Erkrankung verantwortlich. Der
Phanotyp ist vielfaltig (s. Abschnitt 1.3.3.1). Die meisten Betroffenen, die ein
mutiertes Allel geerbt haben, entwickeln als Heranwachsende eine linksventrikulare
Hypertrophie. Gelegentlich wird jedoch auch ein wesentlich spaterer
Erkrankungsbeginn in der dritten oder vierten Lebensdekade beobachtet. In diesen

Fallen ist auch eine mild ausgepragte linksventrikulare Hypertrophie Ublich [35, 39]

1.3.4 Dilatative Kardiomyopathien (DCM)

1.3.4.1 Morphologische Veranderungen von DCM

Dilatative Kardiomyopathien zeichnen sich durch eine linksventrikulare Dilatation
und eine zunehmende systolische Dysfunktion aus [19, 21]. Der rechte Ventrikel
kann ebenfalls betroffen sein. Haufig ist der Manifestationsort der Erkrankung
unspezifisch. Es kommt zu einer Erhohung des Herzgewichts ohne oder mit
moderater Zunahme der Kammerwandstarke. Histopathologisch kommt es auf
zellularer Ebene zu einer Hypertrophie mit Vermehrung des interstitiellen
Bindegewebes. Im Unterschied zu HCM findet sich bei DCM keine ausgepragte
myozytare Unordnung [9]. Das Alter der Betroffenen, die linksventrikulare Dilatation
und das Ausmal der interstitiellen Fibrose bestimmen die Prognose [26, 40, 41].
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Abb. 8: Vergleich eines gesunden Herzens gegeniiber einem DCM-Herz

Das rechts abgebildete humane DCM-Herz weist eine ausgepragte VergroRerung aller
Herzbinnenraume auf. Im Vergleich dazu sind die physiologischen Groften der Herzbinnenrdume
eines gesunden humanen Herzens links abgebildet [9].
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Abb. 9: Anordnung der Myozyten im gesunden Myokard sowie im HCM- und DCM-
Myokard

A. Das gesunde Myokard zeigt die gleichmaRig ausgerichtete Struktur der Kardiomyozyten und nur
geringe Anteile interstitieller Fibrose.

B. Im Rahmen einer HCM ist eine Hypertrophie der Myozyten (blau), eine Unordnung der
Zellverbande sowie ein hoherer Anteil interstitieller Fibrose zu beobachten (rot).
C. Die Myozytenanordnung bei einer DCM entspricht dem gesunden Myokard mit Zunahme von
interstitieller Fibrose [9].
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1.3.4.2 Pathophysiologie und klinischer Verlauf von DCM

Die Zunahme der interstitiellen Fibrose ist assoziiert mit einer Beeintrachtigung der
kontraktilen Funktion des Myokards und kann Ausgangspunkt fur ventrikulare
Reentry-Tachykardien sein [41]. Im Verlauf der Erkrankung kommt es durch die
fortschreitende Dilatation des linken Ventrikels zu einer systolischen Dysfunktion
aufgrund einer verminderten Kontraktionskraft [20]. Des Weiteren fuhrt die
Vergrollerung des linken Ventrikels zu einer Insuffizienz der Mitralklappe mit
Regurgitationen des Blutflusses in den linken Vorhof. Letztlich minden alle
Faktoren in einer verminderten Auswurfleistung des Herzens mit verminderter
Ejektionsfraktion. Das Ausmald und der Progress der Erkrankung lassen sich mit
einer transthorakalen Echokardiografie bestimmen [42].

Das klinische Erscheinungsbild entspricht ahnlich wie bei der HCM den Symptomen
einer Herzinsuffizienz [43]. Die DCM stellt den haufigsten Grund fur
Herztransplantationen dar und ist der dritthaufigste Grund fur eine Herzinsuffizienz.
Das erhohte Risiko fur das Auftreten von lebensgefahrlichen Arrhythmien oder
thrombembolischen Ereignissen erhoht die Mortalitat Erkrankter unabhangig vom
Alter [9]. In den USA gehen zwei Drittel aller Todesfalle im Zusammenhang mit einer
DCM auf ein Pumpversagen zuruck. Insgesamt scheint eine ischamische Genese
mit einem schlechteren outcome assoziiert zu sein als eine idiopathische DCM [20,
27].

Schatzungsweise in einem Drittel der Falle kommt es zu fokalen fibrotischen
Umbauten in Folge der myozytaren Schaden, die durch die Dilatation der
Herzwande entstehen [44].

1.3.4.3 Genetik von DCM

Urspruanglich bestand die Annahme, dass genetisch bedingte DCM einen geringen
Prozentsatz der Falle ausmachen, bis gezeigt werden konnte, dass bei mindestens
20 % der Betroffenen auch Familienmitglieder entsprechende kardiale
Veranderungen aufweisen. Der wahre Anteil an genetisch bedingten DCM scheint
noch deutlich hoher zu sein [45, 46]. Die Vererbung der primaren DCM erfolgt in
den allermeisten Fallen autosomal-dominant, kann aber auch einem autosomal-

rezessiven oder x-chromosomalen Erbgang folgen. Ahnlich wie bei HCM sind auch
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bei DCM am haufigsten verschiedene missense-Mutationen fur das Auftreten der
Erkrankung verantwortlich. Diese befinden sich in Genen, die Proteine des
kontraktilen Apparats codieren, insbesondere von MHY7 und MYBPCS3. Aber auch
Proteine des Zytoskeletts wie Desmin und Vinculin kdnnen betroffen sein. Die
betroffenen Proteine wirken sich nicht nur auf den Phanotypen aus, sondern spielen
fur das Erkrankungsalter und die Progression der Erkrankung eine Rolle [30]. Viele
der identifizierten Mutationen treten auch bei anderen Muskeldystrophien auf. So
findet sich das mutierte Dystrophin-Gen auch bei der Muskeldystrophie Duchenne
und Becker. Alle Erkrankten entwickeln in der Regel bereits vor dem 22. Lebensjahr
eine DCM [43].

1.3.5 Untersuchte Myosin-Mutationen

In der vorliegenden Studie wurden knockin-Mausmodelle mit spezifischen
heterozygoten Mutationen im kardialen Myosin untersucht. Mutationen im Myosin
sind die haufigsten Ursachen fur die Entstehung einer HCM und zu einem
geringeren Teil auch der DCM. Alle in die Studie eingeschlossenen Mause wurden
im Inzucht-Stamm 129/SvEv gezuchtet und unterschieden sich jeweils
untereinander nur hinsichtlich der Punktmutation im kardialen Myosin. Im
Unterschied zum humanen Myokard wird im Myokard der Maus hauptsachlich die
a-lsoform des kardialen Myosins exprimiert. Dieses wird bei der Maus im Gegensatz
zum Menschen im Myh6-Gen codiert. Die beschriebenen Punktmutationen wurden
daher im Myh6-Gen der Maus etabliert.
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Myosinkopf Myosinhals
A A

Abb. 10: Lokalisationen der untersuchten Mutationen im Myosinmolekiil

Dargestellt sind Myosinkopf und -halsbereich. Mit Pfeilen markiert sind die Lokalisationen der
untersuchten Punktmutationen. Die grine Domane zeigt die Aktinbindestelle des Myosins. In gelb
markiert ist die Gelenkregion des Molekiils [47].

1.3.6 Mutation F764L (FL/+) als Ursache einer DCM

Die Punktmutation F764L befindet sich in der beweglichen Gelenkregion des
Myosinkopfs [48]. Im Rahmen der Mutation erfolgt ein Nukleotidaustausch im
betroffenen Exon von Cytosin in Guanin [17].

Phanotypisch kommt es bereits fruhzeitig zum Erscheinungsbild einer DCM.
Bisherige Untersuchungen bei betroffenen Mausen zeigen eine deutliche
linksventrikulare Dilatation bereits in der zwolften Lebenswoche. Der
Erkrankungsverlauf von heterozygoten Mausen ist jedoch milder als der von
homozygoten Mausen. Fruhzeitig reduziert sich die Kontraktilitdit des
Ventrikelmyokards der betroffenen Tiere. Molekulare Untersuchungen zeigen eine
verminderte Aktin-vermittelte ATPase-Aktivitat mit erniedrigter Kraftentfaltung im
Rahmen des Kontraktionsablaufs.

Ubertragen auf den Menschen entsprache dies einem Erkrankungsbeginn im

Kindesalter mit einem verzogertem Krankheitsprogress im  jungen
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Erwachsenalter [49]. Bei verstorbenen DCM-Erkrankten mit Nachweis einer F764L-
Mutation handelt es sich um Kinder oder Jugendliche mit Dilatation der Ventrikel
und ausgepragter Fibrosierung des Myokards [17]. Als Folge kommt es zu einer
juvenilen Herzinsuffizienz und ein erhdhtes Risiko fur das Auftreten des plotzlichen
Herztods als Folge von lebensgefahrlichen Arrhythmien. Eine myozytare

Unordnung, wie sie typisch fur die HCM-Erkrankungen ist, tritt dagegen nicht auf.

1.3.7 Mutation R453C (RC/+) als Ursache einer HCM

Durch einen Nukleotidaustausch von Cytosin in Tyrosin im Exon 14 im Bereich des
Myosinkopfs kommt es bei heterozygot betroffenen Individuen bereits zu einem
frihen Erkrankungsbeginn mit ausgepragter linksventrikularer Hypertrophie des
Myokards [50-53]. Die Wahrscheinlichkeit fur den plotzlichen Herztod ist deutlich
erhoht. Beim Menschen liegt die Lebenserwartung bei ca. 40 Jahren.

1.3.8 Mutation R719W (RW/+) als Ursache einer HCM

Die Punktmutation R719W befindet sich ebenfalls im Myosinkopf. Es konnte eine
Reduktion der Beweglichkeit der sarkomeren Filamente nachgewiesen werden. Des
Weiteren ist die ATPase-Aktivitat des Myosins vermindert [54]. Charakteristisch fur
den Phanotyp dieser Mutation ist eine starke Bildung von Fibrose im Myokard und
eine linksventrikulare Hypertrophie mit einer Reduktion der linksventrikularen
Pumpfunktion. Beim Menschen ist die Inzidenz fur den plotzlichen Herztod deutlich
erhoht. Ursachlich ist die erhdhte Wahrscheinlichkeit fur ventrikulare Arrhythmien
[55].

1.4 Akuter Myokardinfarkt

1.4.1 Epidemiologie des akuten Myokardinfarkts

Im Jahr 2013 stellte der akute Myokardinfarkt (AMI) in Deutschland mit 13,3 % aller
verstorbenen Frauen und 15,6 % aller verstorbenen Manner die haufigste
Todesursache dar [56]. Von 1998 bis 2013 ist bei beiden Geschlechtern die
Sterberate jedoch um rund 50 % zurtckgegangen. Auch die Inzidenz ist bei Frauen
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und Mannern seit 1985 beinahe stetig gesunken, von 112 auf 79 (2012) bzw. von
357 auf 253 (2012) je 100.000 Einwohner. Diese Entwicklung ist im Wesentlichen
auf ein verandertes Gesundheitsbewusstsein zuruckzufuhren, vor allem durch
Reduktion des Nikotinkonsums und auf eine verbesserte Behandlung von
Bluthochdruck und Fettstoffwechselstérungen. Gleichzeitig versterben aber immer
noch rund ein Viertel aller Infarktpatienten vor Erreichen des Krankenhauses.
Neben der Verringerung der Inzidenz ist es durch Verbesserung von
interventionellen und pharmakologischen Therapiestrategien in der klinischen
Versorgung zu einer Verringerung der Mortalitat gekommen [57]. Die Uberlebenden
erleiden jedoch durch die Ischamiephase einen dauerhaften Schaden des
Myokards. Abhangig von der GroRe der Infarktnarbe, resultiert eine lebenslange
Herzinsuffizienz [58].

1.4.2 Ursachen und Krankheitsverlauf des AMI

Der akute Myokardinfarkt ist in den meisten Fallen Folge einer koronaren
Herzerkrankung (KHK) [59]. Dabei kommt es zu einer plotzlichen Minderperfusion
des Herzmuskels durch die Okklusion eines arteriosklerotisch veranderten
Herzkranzgefalles. Ursache fur den Verschluss sind normalerweise Rupturen
lipidhaltiger Plaques im Endothel der Koronararterien, sogenannte vulnerable
Plaques. Diese konnen die Entstehung von Thromben zur Folge haben, die die
Perfusion der nachgeschalteten Gefallabschnitte einschranken oder vollstandig
unterbrechen [59]. Bei der Entstehung dieser Plaques Uuber mehrere Jahre spielen
die kardiovaskularen Risikofaktoren eine entscheidende Rolle. Durch moderne
Therapiemalnahmen, wie z. B. Blutdruck- und Cholesterinsenker, haben
sogenannte Plaque-Erosionen an Bedeutung gewonnen und sind schatzungsweise
bereits fur jeden vierten AMI ursachlich [60]. Veranderungen der Plaque-
Beschaffenheit konnen hierbei trotz intaktem Endothel zu einem Gefaldverschluss
fuhren. In diesen Fallen ist eine antithrombotische Therapie einem interventionellem
Eingriff Uberlegen. Seltener sind AMI aufgrund von Embolien, anhaltenden
Koronarspasmen (Prinzmental-Angina), Aneurysmata oder Myokarditiden [61].

Leitsymptom bei betroffenen Patienten ist der retrosternale Brustschmerz. Bei
vielen Erkrankten kann dieser aber auch fehlen. Anhand typischer EKG-
Veranderungen und spezifischen Laborparametern kdonnen Aussagen uber Grolie,
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Alter und Lokalisation des Infarkts getroffen werden. Ziel der Akutbehandlung ist die
moglichst schnelle Revaskularisierung des betroffenen Gebiets, um die irreversible
hypoxische Schadigung des Myokards zu minimieren. Dies kann durch
Thrombolyse, perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) mit
Ballondilatation und/oder Stent-Implantation sowie einer Bypass-Operation erfolgen
[57]. Da der Herzmuskel nur eingeschrankt zur Regeneration fahig ist, hangen die
klinischen Folgen vor allem von der Infarktgrofe und der Lokalisation ab. Die
Infarktnarbe besteht hauptsachlich aus kollagenem Bindegewebe, sodass ein
myokardialer Funktionsverlust die Folge ist. Ein besonders ausgedehnter Infarkt
kann daher direkt eine Herzinsuffizienz bedingen [62]. Ab etwa 40 % verlorener
Muskelmasse ist ein kardiogener Schock mdglich. Zu weiteren Komplikationen
zahlen u. a. Rhythmusstérungen, Riss der Papillarmuskeln und Rupturen der
Herzwand [63].

Blutstrom

‘-----------------

Plaque
Arterie —

Plaque

1
0

T
o

Abb. 11: Pathogenese des AMI

Ursachlich fir einen AMI kénnen artherosklerotisch bedingte Gefalverschlisse aufgrund von
Plaquerupturen mit Bildung eines Thrombus (a.) oder einer chronischen Stenose durch die Plaques
selbst sein (c.). Nicht-artherosklerotische Verschliisse kdnnen im Rahmen von Vasospasmen z. B.
als Folge einer Medikamentenintoxikation oder Stress auftreten (b.). Eine verminderte Oxygenierung
des Bluts (d.) kann auch bei unbeeintrachtigten Koronararterien einen Myokardinfarkt verursachen
[63].
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1.4.3 AMI im zeitlichen Verlauf

Die Dauer der Ischamie spielt eine wichtige Rolle. Bereits 20 Minuten nach Beginn
des Infarkts kdnnen die ersten Myozyten absterben, bei Tieren sogar noch friher
[63]. Nach etwa zwei bis vier Stunden nekrotisieren auch Herzmuskelzellen, die
cells at risk genannt werden [64]. Dabei handelt es sich um Zellen, die das
unmittelbar von der Ischamie betroffene Gebiet umgeben, aber noch minimal mit
Sauerstoff aus KollateralgefalRen versorgt werden. Nach sechs Stunden ist der
Infarkt bereits makroskopisch als lehmgelbe Nekrose sichtbar. Ab der zweiten
Woche synthetisieren in die Nekrose eingewanderte Fibroblasten Kollagen, sodass
ab der sechsten Woche die Nekrose vollstandig fibrosiert ist. Nicht nur die Narbe
selbst ist von Umbauvorgangen (remodeling) betroffen. Der Wegfall von
kontraktiiem Gewebe und die durch die Infarktnarbe bedingte Zunahme der
Wandspannung verursachen eine Veranderung der mechanischen Belastung des
verbliebenen Myokards. Reaktiv kommt es im gesunden Myokard zu einer
Hypertrophie und einer Fibrosierung, welche die Wandsteifigkeit der Herzwand
steigern [62]. Die Fibrosierung erhoht zum einen das Risiko fur Arrhythmien bis hin
zum  plotzlichen Herztod [65]. Zum anderen resultieren dauerhafte
Funktionseinbuf3en mit einer erniedrigten Ejektionsfraktion und Mindung in eine
chronische Herzinsuffizienz [66].

1.4.4 Randzonengebiet und remote Myokard

Unmittelbar angrenzend an die Infarktnarbe befindet sich das Randzonengebiet
[67]. Dieses Gewebe war im Rahmen des Myokardinfarkts nicht von einer
Sauerstoffminderversorgung betroffen. Uber Zellkontakte sind die Zellen des
Randzonengebiets jedoch direkt mit nekrotischen Zellen des Infarkigebiets
verbunden. Durch die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und
Stickstoffmonoxid (NO) entsteht oxidativer und nitrosativer Stress, sodass auch im
Randzonengebiet Zellen untergehen. Das Absterben dieser Zellen geht mit einem
Teilverlust der Kontraktilitat einher.

Das nicht von der Ischamie betroffene Myokard wird als remote Myokard bezeichnet
[68]. Im Verlauf der Ischamiephase wird es ausreichend mit Blut und Nahrstoffen
versorgt. Wahrend im Randzonengebiet eine verringerte Wandstarke zu
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beobachten ist, erscheint das remote Myokard makroskopisch vom
Infarktgeschehen unbeeinflusst zu sein. Als Folge des Verlustes von kontraktilem
Gewebe durch die Infarktnarbe muss das remote Myokard diesen Verlust durch
Mehrarbeit kompensieren. Daher kommt es auch im remote Myokard zu einer
Stimulation von Gewebehypertrophie sowie der Zunahme von interstitieller
Fibrose [69]. Hieraus resultiert eine Erhéhung der Wandsteifigkeit mit
Verschlechterung der myokardialen Kontraktilitat [70].

Das Ziel einer PTCA st es, schnellstmoglich die Reperfusion des ischamischen
Gewebes herbeizufihren und dadurch die Ausdehnung des Infarktgebiets zu
limitieren. Je kleiner das Infarktgebiet, desto geringer sind die Auswirkungen auf die
Pumpfunktion oder das Auftreten von Arrhythmien, wodurch das Mortalitatsrisiko

gesenkt werden kann [71].

— remote Myokard

Verschluss

Randzonengebiet

Infarktgebiet

Abb. 12: Vorderwandinfarkt eines humanen Herzens nach RIVA-Verschluss
Unmittelbar angrenzend an die Infarktnarbe (braun) liegt das Randzonengebiet (orange). Das remote
Myokard (rot) ist makroskopisch nicht von gesundem Myokard zu unterscheiden.
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1.5 Outcome eines Myokardinfarktes bei vorbestehender DCM oder HCM

Bei der als Folge einer ischamischen Herzkrankheit auftretenden Dilatation der
Ventrikel bedingt durch die Schadigung des Myokards handelt es sich aufgrund der
unterschiedlichen Pathophysiologie (s. Abschnitt 1.3.4.2) definitionsgemaf nicht um
eine DCM [20, 27]. Daher durfen bei der Betrachtung des outcome DCM-Erkrankter
nach erlitenem AMI nicht solche Patienten berucksichtigt werden, die eine
Ventrikeldilatation aufgrund des Infarktes entwickeln. Klinische Studien Uber das
outcome von DCM-Erkrankten, die zusatzlich einen AMI erleiden, finden sich in der
wissenschaftlichen Literatur bisher nicht.

In einer amerikanischen Studie mit insgesamt knapp sechs Millionen erwachsenen
Teilnehmern, von denen knapp 5700 bereits an einer HCM erkrankt waren, wurden
die Folgen eines AMI von HCM-Betroffenen und HCM-Nichtbetroffenen
untersucht [72]. Auffallig war, dass das mittlere Erkrankungsalter der HCM-
Betroffenen mit 71,4 Jahren knapp vier Jahre hoher lag als bei den
Nichtbetroffenen. Seltener traten bei den HCM-Patienten EKG-Veranderungen auf.
Invasive Therapiemal3inahmen waren seltener erforderlich. Gleichzeitig zeigte sich
keine Assoziation mit einer Reduktion der innerklinischen Mortalitat, wenn diese bei
HCM-Patienten durchgefuhrt wurden. Haufiger war eine rein medikamentose
Therapie ausreichend. Auch fehlten bei den HCM-Betroffenen haufiger typische
kardiovaskulare Risikofaktoren (s. Abschnitt 1.1). Insgesamt konnten zwischen den
HCM-Betroffenen und -Nichtbetroffenen keine Unterschiede der innerklinischen
Mortalitat festgestellt werden.

Das Langzeit-Uberleben von HCM-Betroffenen nach AMI wurde in einer
chinesischen Studie mit insgesamt 91 HCM-Betroffenen und 91 alters- und
geschlechtsgleichen Nichtbetroffenen untersucht [73]. Auch hier war auffallig, dass
artherosklerotische Gefallverschlusse bei den HCM-Erkankten haufiger fehlten. Die
innerklinische Mortalitat bei beiden Gruppen war ebenfalls gleich. Jedoch fand man
bei Nachuntersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten bei den HCM-Betroffenen
eine erhohte Mortalitat. Die jahrliche Mortalitatsrate der HCM-Betroffenen wurde mit
6,3 % gegenuber 1,6 % fur die Nichtbetroffenen angegeben. Hieraus wurde ein
schlechteres outcome der HCM-Betroffenen nach einem AMI geschlussfolgert.
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1.6 Tierversuche

1.6.1 Verwendung von Tierversuchen in der Wissenschaft

Der heutige medizinische Wissensstand ware ohne Tierversuche nicht moglich
gewesen. Sie sind essentiell sowohl fur die Grundlagenforschung als auch fur die
Erforschung spezieller Krankheiten des Menschen wie z. B. Diabetes mellitus,
Demenz, Krebs und HIV. Auch wenn fur viele Fragestellungen Zellkultur-Systeme
als Alternative verwendet werden konnen, ist bei diesen, im Gegensatz zum
Tiermodell, die Modulierung eines kompletten Organsystems oder eines
Gesamtorganismus nicht moglich. Gleichwohl gibt es hohe gesetzliche Hurden und
jeder neue Antrag fur ein Versuchsvorhaben wird in Hinblick auf mogliche
alternative Methoden sowie die Reduzierung der Anzahl verwendeter Tiere und
deren Belastung im Experiment untersucht. Trotz der hohen Auflagen und des
gesellschaftlichen Drucks Tierversuche zu minimieren oder gar vollig zu verbieten,
ist die Zahl verwendeter Versuchstiere 2019 in Deutschland gegentber dem Vorjahr
mit insgesamt ca. 2,9 Mio. Tiere konstant geblieben [74]. Davon wurden ca. 700.000
rein zu wissenschaftlichen Zwecken getotet, ohne dass sie zuvor einem Eingriff oder
einer Behandlung unterzogen wurden. Der Anteil genetisch veranderter Tiere ist in
den vergangenen funf Jahren von 34 auf 43 % gestiegen. Mit einem Anteil von 89 %
war die Maus die am haufigsten verwendete transgene Tierart. Insgesamt zeigt sich,
dass der Einsatz transgener Tiermodelle fur die Wissenschaft derzeit nahezu
alternativlos ist und auf absehbare Zeit unverzichtbar bleibt.
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Tierart 2018 2019
Mause 1539 575 1438 336
Ratten 222 811 196 973
Kaninchen 85193 94 240
Végel 30 393 35718
Fische 192 040 347 543‘

Tab. 2: Verwendete Versuchstiere 2019 gegeniiber 2018

Dargestellt ist die Anzahl der 2019 nach § 7 Absatz 2 des Tierschutzgesetzes verwendeten Tierarten
im Vergleich zum Vorjahr. Zu wissenschaftlichen Zwecken getdtete Tiere ohne vorherige
Behandlung sind nicht erfasst [74].

1.6.2 Das Mausmodell im Tierversuch

Die Maus ist die am haufigsten in Tierversuchen verwendete Spezies. |hr Anteil
betrug im Jahr 2019 knapp 65 %. Grund fur die haufige Verwendung von Mausen
ist zum einem, dass ihr Organismus in vielen Bereichen denen des Menschen sehr
ahnlich ist. Daher lassen sich viele aus den Versuchen gewonnene Erkenntnisse
eingeschrankt auch auf den Menschen ubertragen. Zum anderen zeichnen sich
Mause durch eine hohe Reproduktionsrate aus, sodass in kurzer Zeit ausreichend
Versuchstiere rekrutiert werden konnen. Gleichzeitig brauchen Mause aufgrund
ihrer geringen KorpergroRe wenig Platz. Bei einem begrenzten Platzangebot stellt
dies in der Kafighaltung einen bedeutenden Vorteil dar. Hinzu kommt, dass
molekulargenetische Methoden an Mausen weit fortgeschritten sind und aus
diesem Grund viele Versuchsvorhaben am Mausmodell am besten zu realisieren

sind.

1.6.3 knockin-Mausmodelle

Den Nobelpreis fur Medizin und Physiologie im Jahr 2007 erhielten gemeinsam
Mario R. Capecchi, Martin J. Evans und Oliver Smithies. lhre Vorarbeiten legten den
Grundstein fur eine gentechnische Revolution im Jahr 1987. lhnen gelang es
erstmals gezielt einzelne Genabschnitte eines Mausgenoms abzuschalten und die
Folgen fur den Organismus zu untersuchen. Durch dieses Verfahren konnten
humane Pathologien auf das Mausmodell Ubertragen werden. Dadurch konnte die
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Pathogenese vieler Erbkrankheiten deutlich besser verstanden werden und

mogliche Therapiestrategien entwickelt werden.
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1.7 Zielsetzung

Herz-Kreislauferkrankungen stellen sowohl in Deutschland als auch in anderen
Industrielandern die haufigste Todesursache dar [3]. Darunter ist die Mortalitatsrate
des AMI am grofdten. Durch den medizinischen Fortschritt und die damit
einhergehende Steigerung der Lebenserwartung kommt es zu einer Alterung der
Bevdlkerung in Industrielandern. Fiur Patienten, die einen AMI erleiden, gewinnen
damit gleichzeitig vorbestehende Komorbiditaten an Bedeutung. Ahnlich wie der
AMI beintrachtigen davon DCM und HCM den Herzmuskel selbst. Nach einem
ischamischen Ereignis ist daher bei Patienten, die bereits unter einer DCM oder
HCM leiden, eine schwerere Schadigung des Herzmuskels anzunehmen
gegenuber Patienten, deren Herzmuskel vor einem AMI gesund war. Bei den
Betroffenen ist daher mit einem schlechteren klinischen outcome zu rechnen.

Fir das Verstandnis des Erkrankungsverlaufs und Entwicklung moglicher
Therapiestrategien ist es wichtig das durch die Ischamie induzierte myokardiale
remodeling des von einer DCM- oder einer HCM-betroffenen Myokards mit seinen
phanotypischen Auswirkungen zu untersuchen. Dabei muss insbesondere dem
remote Myokard eine wichtige Bedeutung beigemessen werden, da es im Rahmen
des kardialen remodeling nach der Ischamiephase einen Groldteil des
Funktionsverlusts kompensieren muss [75].

Fir diese Studie wurden daher vergleichende Phanotypisierungen der Herzen von
knockin-Mausmodellen mit den heterozygoten Mutation F764L, R719W und R453C
im kardialen Myosin nach 60-minutiger Ischamie und anschlieRender Reperfusion

vorgenommen.

Die vorliegende Studie sucht Antworten auf folgende Fragen:
1. Beeinflussen genetische Mutation, die Kardiomyopathien verursachen, die
Entwicklung der kardialen Hypertrophie im remote Myokard?
2. Beeinflussen genetische Mutation, die Kardiomyopathien verursachen, das
Ausmal} der myokardialen Kollageneinlagerungen in das remote Myokard?
3. Gibt es Unterschiede im remodeling nach Myokardinfarkt zwischen Herzen
mit Mutationen, die HCM verursachen und Herzen mit Mutationen, die DCM

verursachen?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Tiere

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden basierend auf §8 des
Tierschutzgesetzes durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen am 21.06.2013 unter dem
Aktenzeichen 84-02.04.2013.A122 genehmigt. Der Promovend hat am 11.14.2014
den Fachkundenachweis ,Versuchstierkunde® gemall § 9 des geltenden
Tierschutzgesetzes erworben. Zucht und Haltung der Tiere erfolgte unter
standardisierten Bedingungen in der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und
Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Alle Tiere
hatten uneingeschrankten Zugang zu entkeimtem Trinkwasser und Futter des
Herstellers Ssniff (Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest). Die in dieser Studie
untersuchten Myosin-Mutanten hatten den genetischen Inzuchthintergrund
129/SvEv. Um eine Vergleichbarkeit mit den bisher zu den verwendeten Myosin-
Mutanten publizierten Daten zu ermoglichen und Einflisse von hormonellen
Schwankungen zu reduzieren, wurden ausschliellich mannliche Tiere in die Studie

einbezogen.

2.2 Aufbau der Studie

Insgesamt wurden fur das Versuchsvorhaben 34 Mause untersucht. Alle
rekrutierten Tiere wurden auf zwei Kollektive aufgeteilt. Zunachst wurden 20 Tiere
der Versuchsgruppe ohne Myokardinfarkt zugeordnet. Dabei handelte es sich um
funf Wildtyp-Tiere, funf heterozygote FL/+-Mutanten, funf heterozygote RW/+-
Mutanten sowie funf heterozygote RC/+-Mutanten. Die FL/+-Tiere entwickelten
bereits nach wenigen Wochen eine DCM, wahrend sich bei den RW/+- und RC/+-
Tieren eine HCM manifestierte. Bei den Tieren der Versuchsgruppe wurde im Alter
von elf Wochen operativ eine Ligatur um die linke Koronararterie gelegt
(s. Abschnitt 2.3). Zur Induktion einer Ischamie wurde diese Ligatur vier Tage spater
fir 60 Minuten zugezogen. AnschlieRend erfolgte durch Offnung der Ligatur die
Reperfusion des Myokards. Ein FL/+-Tier verstarb wenige Tagen nach dem zweiten
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Eingriff. Daher reduzierte sich die Zahl der Tiere in der Versuchsgruppe auf 19. Die
verbliebenen 15 Tiere wurden der Kontrollgruppe zugeteilt: funf Wildtyp-Tiere, funf
heterozygote FL/+-Mutanten und funf heterozygote RW/+-Mutanten. Die Nachzucht
einer ausreichenden Anzahl von RC/+-Mutanten war in einem angemessenen
Zeitraum nicht moglich. Daher wurden alle vorhandenen Tiere der Versuchsgruppe
zugeordnet.

Mit Ausnahme des operativen Eingriffs und der anschlieBenden Ischamie und
Reperfusion (I/R) durchliefen alle Tiere das exakt gleiche Protokoll. Um subjektive
Einflusse seitens des Untersuchers zu verhindern, wurden alle Untersuchungen
verblindet durchgefuhrt. Die Tiere konnten zwar uber Ohrstanzen einem
Zahlencode zugeordnet werden, nicht jedoch dem zugehdrigen Genotyp. Auch war
fur den Untersucher nicht ersichtlich, ob sie der Versuchs- oder Kontrollgruppe
angehorten. Die Zuordnung des Tieres zu ihrem Genotyp und zu ihren Gruppen
erfolgte zwischen der Datenerhebung und statistischer Auswertung.

Alter Versuchsgruppe Kontrollgruppe
Wildtypmause (n=5) *  Wildtypmause (n=5)
Geburt FL/+-Mutanten (n=4) *  FL/+-Mutanten (n=5)

RW/+-Mutanten (n=5) * RW/+-Mutanten (n=5)

* RC/+-Mutanten (n=5)

J

11 Wochen OP: closed chest |/R

Organentnahme

4

15 Wochen Histologische Priparation und
Vermessung der Herzen

Abb. 13: Aufbau der Studie

2.3 Durchfuhrung der closed chest Ischamie und Reperfusion

Bei den Tieren der Versuchsgruppe wurde im Alter von elf Wochen operativ die
myokardiale = Sauerstoffversorgung fur 60 Minuten unterbrochen. Die
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Narkoseeinleitung erfolgte intraperitoneal mit Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht
(KG), Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe) und Xylazin (10 mg/kg KG, Bayer AG,
Leverkusen). Die Kontrolle der Narkosetiefe erfolgte anhand des Hinterbeinreflexes
der Mause. Anschlielend wurde jedes Tier mit einer peripheren
Venenverweilkanule (20 G, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) intubiert und an
ein Beatmungsgerat fur Kleinnager (UNO Microventilator, UNO BV, Zevenaar,
Niederlande) angeschlossen. Die Mause wurden in Ruckenlage positioniert und auf
einem auf 37° C erwarmten Operationstisch fixiert. Die Beatmung erfolgte mit einem
Sauerstoff-Raumluft-Gemisch (1:2) bei einem Tidalvolumen von 200 pl und einer
Atemfrequenz von 140 Atemzugen/min. Das Gasgemisch wurde zusatzlich mit 2 %
Vol. Isofluran (Forene®, Abbott Arzneimittel GmbH, Hannover) angereichert. Nach
Rasur und Desinfektion (Betaisodona® Losung, Mundipharma GmbH, Limburg an
der Lahn) des Operationsgebiets, erfolgte der Hautschnitt links parasternal mit
Thorakotomie zwischen der dritten und vierten Rippe. Anschlieend wurde das
Perikard entfernt, der Ramus interventrikularis anterior (left anterior descending,
LAD) und der Ramus diagonalis identifiziert und beide Aste ca. 1 mm kaudal des
linken Herzohrs mit einem 7-0 Prolene®-Faden (Ethicon Inc., Somerville, New

Jersey, USA) umschlungen.
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Abb. 14: Durchfiihrung einer Ligatur der LAD [76]

a. Zustand nach Durchfiihrung des ersten Eingriffs. Die LAD (rot) ist von einem spannungsfreien
Faden (turkis) umschlungen.

b. Dargestellt ist die Einleitung der Ischamiephase im Rahmen des zweiten Eingriffs. Durch den Zug
der subkutan einliegenden Fadenenden (Pfeile) komprimiert der Polyethylenring (blau) das Gefal
und unterbricht den Blutfluss durch die LAD.

Die Enden des Fadens wurden miteinander verknotet und in einer daflr angelegten
subkutanen Hauttasche rechtsthorakal platziert. Die Hautnaht erfolgte mit 5-0
Prolene®. Daraufhin wurde die Inhalationsnarkose beendet. Nach Auftreten von
Muskeleigenreflexen konnte die intratracheal einliegende Venenverweilkanule
entfernt werden. Die perioperative Analgesie erfolgte mit Buprenorphin (0,05 —
0,1 mg/kg KG, subkutan, Temgesic®, Reckitt Benckiser plc., Berkshire, Vereinigtes
Konigreich) alle sechs bis acht Stunden.

Vier Tage nach dem ersten Eingriff erfolgte die Durchfuhrung der Myokardischamie
in einem zweiten Eingriff. Der Thorax musste dabei nicht erneut eroffnet werden
(closed  chest). Zunachst  wurden die Versuchstiere in eine
Inhalationsnarkosekammer gesetzt. Die Kammer wurde wiederum mit dem gleichen
Inhalationsgasgemisch (s. o.) geflutet. Nach suffizienter Narkotisierung wurden die
Mause aus der Kammer entnommen und erneut in Ruckenlage positioniert (s. 0.).
Die Narkose wurde nun mittels Maskenbeatmung fortgefuhrt. Zur Kontrolle der
Ischamiephase wurden den Tieren Elektroden angelegt und ein EKG abgeleitet.
Nach Eroffnen des alten Hautschnitts wurde die im ersten Eingriff angelegte
subkutane Hauttasche eroffnet und der Faden freigelegt. Der zuvor angelegte

Knoten wurde geldst und die
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freiliegenden Enden an zwei seitlich aulerhalb des Operationsgebiets liegenden
Magnethaltern befestigt. Nun erfolgte die Einleitung der Ischamie durch leichten Zug
an beiden Magnethaltern. Bei korrekter Lage der Ligatur kam es durch diesen
Schritt zum Auftreten von ST-Streckenhebungen im EKG. Die Ischamie wurde nach
60 Minuten durch Erschlaffen der Fadenenden beendet. Hautnaht und
postoperative Analgesie erfolgten analog zum ersten Eingriff. Die Durchfuhrung der
Eingriffe erfolgte durch Frau Dr. rer. nat. Simone Gorressen, Mitarbeiterin des
Instituts fur Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf.

2.4 Perfusionsfixation des Herzens und Bestimmung von Maus- und Herzgewicht

Gemal Studienprotokoll (s. Abb. 13) wurde jedes Versuchstier im Alter von 15
Wochen zur Organentnahme getotet. Vor der Entnahme der Herzen wurde
zunachst das Lebendgewicht des jeweiligen Tieres bestimmt. Anschliel3end erfolgte
die Totung durch zervikale Dislokation. Um die in vivo-Anatomie des Herzens auch
ex vivo abzubilden, wurde eine Perfusionsfixation durchgefuhrt. Dazu wurde die
Maus in Ruckenlage und mit abgespreizten Extremitaten mittels Nadeln an einer
Styroporunterlage fixiert. Es folgte die zugige Thorakotomie mit einer spitzen
chirurgischen Schere und die Freipraparation des Herzens. Durch einen Schnitt in
den rechten Vorhof konnte das Blut aus dem Gefallsystem herausstromen. Fur die
histologische Fixation wurde 4 %-Paraformaldehydl6sung (PFA, Roti®-Histofix 4 %,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe) verwendet. Um den fur die Perfusion der Losung in
das Gefallsystem erforderlichen Druck zu erzeugen, wurde das PFA Uber eine
50 ml fassende Spritze (Omnifix® Einmalspritze, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen) aus 100 cm Hohe injiziert. Eine 20 G Nadel (BD Microlance™ 20 G
0,9 x 40 mm, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) war Uber gummierte Schlauche
und einen zwischengeschalteten Dreiwegehahn (Discofix® Dreiwegehahn,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen) mit der Spritze verbunden. Das
Schlauchsystem wurde mit einer phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) entluftet
und die Spritze mit 40 ml PFA befullt. Mit der 20 G Nadel wurde die Spitze des linken
Ventrikels punktiert. Durch Offnung des Ventils startete unter Ausnutzen des
hydrostatischen Drucks die Perfusion der PFA-L6sung in das Gefallsystem. Sobald

nach wenigen Minuten statt Blut klare Flussigkeit aus dem zuvor eroffneten rechten
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Vorhof stromte und die Herzwande auch bei reduziertem Perfusionsdruck formstabil
blieben, wurde das Ventii des Dreiwegehahns zur Beendigung der
Perfusionsfixation geschlossen. Die anschlielfende Resektion der Herzen erfolgte
oberhalb der Herzbasis mittels Durchtrennung der groRen GefalRe. Die Herzen
wurden nun auf einem Zellstofftuch der Herzbasis gelagert, um das in den
Herzhohlen eingeschlossene PFA auszuleiten. Anschliel3end erfolgte die Erfassung
des Herzgewichts (Sartorius Analytic A200S, Sartorius Analytic GmbH, Gottingen).
Das Herz wurde bis zur Entwasserung und Einbettung in Paraffin zur Fixierung in
einer mit PFA-Losung (4 %) gefullten Kammer einer 6-Well-Platte (Cellstar, Greiner
Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) in einem Kiihlschrank bei
7° C gelagert. Die Entnahme der Herzen erfolgte durch Herrn Prof. Dr. med.
Joachim P. Schmitt, Arbeitsgruppenleiter am Institut fur Pharmakologie und
Klinische Pharmakologie des Universitatsklinikums Dusseldorf.

Phosphatgepufferte 137 mM Natriumchlorid (NaCl)

Salzlosung (PBS) 2,7 mM Kaliumchlorid (KClI)
1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
pH 6

Tab. 3: Zusammensetzung PBS

2.5 Bestimmung der Tibialange

Fur die Bestimmung der Tibialange wurde zunachst ein Hinterbein im Bereich des
Femurschafts mit einer chirurgischen Schere amputiert. Das Ligamentum patellae
wurde freiprapariert und durchtrennt. Nach Entfernung des Femurs wurde der
Tibiaplateau-Calcaneus-Abstand mittels Messschieber (Calimax 200 mm, Wiha
Werkzeuge GmbH, Schonach im Schwarzwald) bestimmt. Fir eine spater
durchgefuhrte als Kontrolle dienende Genotypisierung wurde eine 1 cm lange
Schwanzbiopsie in einem 1,5 ml Reaktionsgefal (Eppendorf AG, Hamburg) bei -
20° C eingefroren. Diese Genotypisierung wurde durchgefuhrt von Frau Susanne
Holzer, technische Assistentin im Institut fur Pharmakologie und Klinische
Pharmakologie des Universitatsklinikums Dusseldorf.
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2.6 Histologie

2.6.1 Einbettung der Herzen in Paraffin

Die Herzen wurden nach Entnahme fur 24 Stunden in der 4 %-PFA-Losung
(s. Abschnitt 2.4) fixiert. In einem Gewebeprozessor (Leica TP 1050, Leica
Biosystems GmbH, Nussloch) folgte die Entwasserung der Praparate. Die
Einbettung in Paraffin erfolgte unter Verwendung einer Paraffinausgief3station mit
Kalteplatte (Leica EG1150 H und Leica EG1150 C, Leica Biosystems GmbH,
Nussloch). Dabei wurde das verwendete Herz so eingebettet, dass die Herzspitze
Kontakt zum Boden des Paraffinblocks hatte und die Herzlangsachse mdglichst
senkrecht zum Boden des Paraffinblocks stand. Dieses Vorgehen der Einbettung
erleichterte die spatere transversale SchnittfUhrung durch den Paraffinblock entlang
der Herzachse. Zum Abkuhlen und Ausharten des flussigen Paraffins wurde der

Paraffinblock fur einige Minuten auf die Kalteplatte gestellt.

2.6.2 Schnitt der Paraffinblocke

Die ausgeharteten Paraffinblocke wurden am Rotationsmikrotom (Leica RM2255,
Leica Biosystems GmbH, Nussloch) mit einer Schnittdicke von 5 um gehobelt.
Regelhaft war in den ersten Schnitten eines Paraffinblockes kein Gewebeanteil
enthalten. Diese Schnitte wurden verworfen. Der erste Paraffinschnitt mit
Gewebeanteilen und die folgenden 19 Schnitte wurden paarweise auf insgesamt
zehn Objekttrager aufgezogen (Super Frost® Plus, R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen). Dafur wurden die gehobelten Schnitte zunachst zum Strecken des
Paraffins fur wenige Sekunden in ein 37° C heiles Paraffinstreckbad (Medax 25900,
Medax GmbH, Neumunster) gelegt und anschlieRend auf die Objekttrager gezogen.
Diese wurden zum Austrocknen der Schnitte fur 30 Minuten auf die zugehdrige
Heizplatte des Wasserbads gelegt. Im letzten Schritt wurden die Schnitte auf den
Objekttragern in einem Inkubator fur 60 Minuten bei 60° C hitzefixiert (Thermoshake
Th0S, C. Gerhardt GmbH, Konigswinter). Die ersten 20 Schnitte deckten
entsprechend der Schnittdicke von 5 pym einen Bereich von 100 ym ab und wurden
per definitionem zu einer gemeinsamen Ebene gezahlt. Die Nummerierung erfolgte

von der Herzspitze aus beginnend mit ,Ebene 1“ Die folgenden 30 gehobelten
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Schnitte des Paraffinblocks, entsprechend einer Starke von 150 pm, wurden
verworfen. Dem bisherigen Vorgehen entsprechend wurden die folgenden 20
Paraffinschnitte auf zehn Objekttrager aufgezogen und als ,Ebene 2 bezeichnet.
Analog wurden fur samtliche Herzen insgesamt mindestens 15 Ebenen erstellt.
Somit floss ein Bereich von 3750 ym (15 x (100+150) um), gemessen von der
Herzspitze entlang der Herzlangsachse, in die Auswertung ein. Bei allen 34
verwendeten Herzen befanden sich die Schnittebenen stets im Bereich der
Ventrikel. Wenige Herzen mussten uber die 15. Ebene hinaus geschnitten werden:
1 x wt I/R-, 3 x RW/+ I/R- und 2 x RC/+ I/R-Herzen. In diesen Fallen waren die
Infarktgebiete auch in Ebene 15 noch makroskopisch erkennbar und waren daher
nicht konform mit dem als ,Remote* definierten Bereich (s. Abschnitt 2.6.3).

Paraffinblock

Abb. 15: Schematische Darstellung der Herzschnittebenen

Ebene 1 befindet sich unmittelbar im Bereich der Herzspitze und ist horizontal zur Herzlangsachse
positioniert. Die weiteren Ebenen schlieen sich unmittelbar chronologisch in Abstdnden von 150
um an. Die Ebenen 3 — 14 wurden aus Griinden der Ubersicht nicht abgebildet (Pfeil). Eine Ebene
umfasst 20 Paraffinschnitte a 5 um Schnittdicke.

2.6.3 Auswahl der Paraffinschnitte fur die Siriusrot- und WGA-Farbung sowie
Einteilung des Ventrikels in die Bereiche ,Spitze®, ,Papillar® und ,Remote*

Insgesamt wurden fur jedes Herz pro Ebene zehn Objekttrager mit jeweils zwei
Paraffinschnitten angefertigt. Auf diese Weise wurden mehr als 5100 Objekttrager
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mit histologischen Praparaten erstellt (34 Versuchstiere x 15 Ebenen x 10
Objekttrager). Bei einigen Herzen mussten aufgrund der Infarktgro3e und -
lokalisation Uber die 15. Ebene hinaus geschnitten werden. In die Auswertung der
vorliegenden Studien wurden jedoch nicht alle Praparate einbezogen. Um die
gewunschten Fragestellungen zu beantworten, wurden im Rahmen dieser Studie
zwei Gewebefarbungen durchgefiuhrt, die Pikro-Siriusrotfarbung (im Folgenden kurz
.oiriusrot” bezeichnet) sowie die wheat germ agglutinin-Farbung (WGA). Beide
Farbungen werden in den Abschnitten 2.6.4 und 2.6.5 naher erlautert.

Far die Siriusrotfarbung wurde aus jeder der 15 Ebenen ein Objekttrager verwendet,
sodass fur jede Ebene von der Herzspitze bis zur Herzbasis im Abstand von etwa
100 ym ein reprasentativer Schnitt gefarbt wurde.

Anhand dieser Farbungen wurde aullerdem festgelegt, welche Schnitte fur die
WGA-Farbung zur Bestimmung der MyozytengrofRen verwendet wurden. Es wurden
jeweils drei fortlaufende Ebenen, die unten genannte Kriterien erfillten, dem
Bereich der Herzspitze (,Spitze®), dem Bereich der Papillarmuskeln (,Papillar®) und
dem Bereich des remote Myokards (,Remote”) zugeordnet. Aus jeder Ebene wurde
jeweils ein Objekttrager mit zwei Schnitten in WGA gefarbt. Folgende Kriterien

wurden zur Ermittlung geeigneter Schnitte angelegt:

Spitze: Die erste fortlaufende Schnittebene, bei der die linke Ventrikelhdhle
angeschnitten wurde. In den meisten Fallen war dies in den Ebenen 3 — 5
der Fall.

Papillar: Die Schnittebene, bei der die Papillarmuskeln des linken Ventrikels
erstmals angeschnitten wurden. In den meisten Fallen war dies in den
Ebenen 7 — 9 der Fall.

Remote: Eine Schnittebene, die ausschliel3lich gesundes Myokard enthielt.
Anteile des Infarktgebietes durften nicht enthalten sein. In der Regel waren
diese Schnittebenen weit von der Herzspitze entfernt, namlich in Ebenen 13
— 15. Bei einigen operierten Herzen enthielten die Ebenen 13 — 15 immer
noch Anteile der Infarktnarbe, sodass ein Nachschneiden der Paraffinblocke
in Richtung Herzbasis notig wurde.
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Auf diese Weise wurden pro Herz 18 Gewebeschnitte in WGA gefarbt (s.
Abschnitt 2.6.5).

| Remote

| Papillar

——
~.
~.
~.

f’-
—_—

| Spitze

~.
______

Infarktgebiet

Abb. 16: Darstellung des linken Vorhofs (LA) und des linken Ventrikels (LV) mit den
Ventrikelbereichen ,,Spitze“, ,,Papillar® und ,,Remote*

Orientierungspunkt fiir den Bereich ,Spitze* war der Beginn des LV und fir den Bereich ,Papillar”
der Anschnitt von Papillarmuskulatur (PM) in den histologischen Schnitten. Fir den Bereich
.,Remote“ wurden die am weitesten von der Herzspitze entfernten Ebenen ohne Anteile der
Infarktnarbe gewahlt.

2.6.4 Farbung der Herzquerschnitte in Pikro-Siriusrot

Pikro-Siriusrot ist eine Kollagenfarbung. Unter Lichtmikroskopie erhalt kollagenes
Bindegewebe eine dunkelrote Farbe, wahrend das Zytoplasma hellrot erscheint. Mit
der Polarisationsmikroskopie kann das Kollagen weiter in Typ 1- oder Typ 3-
Kollagen differenziert werden. Fur die Darstellung der Zellkerne ist eine zusatzliche
Kernfarbung erforderlich. Unter Verwendung von Celestineblau-Losung werden die
Zellkerne blau gefarbt.

Um eine Vergleichbarkeit der Farbungen zwischen den 34 Mauseherzen zu
ermoglichen, wurden immer alle Schnitte aus einer Ebene fur alle 34 Herzen
gemeinsam gefarbt. Dies war notwendig, da das Alter der Siriusrot-Losung und die

Einwirkzeit Auswirkungen auf die Intensitat der Farbung hatten. Auf diese Weise
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wurde eine Beeinflussung dieser beiden Variablen auf die Messergebnisse
verhindert (s. Abschnitt 2.8).

Die Paraffinschnitte wurden zu Beginn dreimal fur jeweils 15 Minuten in RotiClear®
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) entparaffinisiert. Zur Rehydrierung erfolgte eine
Behandlung in einer absteigenden Alkoholreihe fur jeweils zwei Minuten mit
absolutem Ethanol, 95 %-Ethanol und 75 %-Ethanol. Gereinigt wurden die Schnitte
jeweils zweimal funf Minuten in PBS und fur eine Minute in destilliertem Wasser. Es
folgte eine Behandlung in einer Celestineblau-Losung (Morphisto GmbH, Frankfurt
am Main) fur zehn Minuten mit anschlielRender Differenzierung durch kurzes
Eintauchen in 1 %-Salzsaure. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte fur zehn
Minuten in Leitungswasser geblaut, bevor sie fur 15 Minuten in einer Pikro-Siriusrot-
Losung (Morphisto GmbH, Frankfurt am Main) gebadet wurden. Zur Dehydrierung
der gefarbten Schnitte folgte eine aufsteigende Alkoholreihe fur jeweils zwei
Minuten in 75 %-Ethanol, 95 %-Ethanol und absolutem Ethanol sowie fur funf
Minuten ein Bad in RotiClear®. Im letzten Schritt wurden die Praparate mit
RotiMount® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und Deckglasern (Engelbrecht Medizin
und Labortechnik GmbH, Ederminde) eingedeckt.

2.6.5 WGA-Farbung der Paraffinschnitte

Weizenkeim-Agglutinin ist ein haufig in der Zellbiologie verwendetes Lektin, das
Sialinsaure und N-Acetylglucosamin an der Zellmembran bindet. Konjugiert mit dem
Farbemittel Alexa Fluor® 488 kann es unter fluoreszierendem Licht die
Zellmembran grun einfarben. Die blaue Farbung der Zellkerne erfolgte Uber den
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol).

Um alle Proben zu farben, waren mehrere Farbedurchgange erforderlich. Zur
Vorbereitung wurde zunachst ein 0,1-molarer Zitratpuffer angesetzt und auf pH 6
eingestellt. Des Weiteren wurde eine Pure-Link™-RNase A-Lésung (0,5 plin 100 ml
PBS; 20 mg/ml; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) angesetzt.
AnschlieRend wurden die ausgewahlten Objekttrager fur jeweils dreimal 15 Minuten
in RotiClear® entparaffinisiert. Es folgte eine absteigende Alkoholreihe in absolutem
Ethanol (4 x 2 Minuten) und 70 %-Ethanol (1 x 2 Minuten) sowie eine Waschung in
PBS (2 x 1 Minuten). Daraufhin wurden die Objekttrager vollstandig in einen mit
dem Zitratpuffer geflllten Glasfarbekasten getaucht und insgesamt dreimal bei

39



2. Material und Methoden

800 Watt in einer Mikrowelle erhitzt. Dabei folgten auf die erste achtminitige
Siedephase noch zwei weitere vierminutige Siedephasen mit jeweils vierminutigen
intermittierenden AbkuUhlphasen. AnschlieBend wurden die Objekttrager fur
20 Minuten in der Losung belassen. Nach dieser Ruhephase wurde die Schnitte aus
dem Zitratpuffer entnommen und zweimal kurz in PBS gebadet. Auf jeden Schnitt
wurde 15 pl der RNase A-Losung pipettiert und mit Parafiim® M (Bemis Company,
Neenah, WI, USA) abgedeckt. Die Schnitte wurden bei 37° C fur 20 Minuten
inkubiert. Nach drei weiteren Waschgangen fur jeweils funf Minuten in PBS, wurde
auf jedes Praparat 5 yl WGA-L6sung (20 pl WGA in 980 ul PBS; Alexa FluorTM 488
Conjugate, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) aufgetragen. Die
lichtempfindliche Farbung musste ab diesem Schritt vor Licht geschutzt werden. Die
Objekttrager wurden auf eine Lage feuchten Zellstoff gebettet und mit einer weiteren
feuchten Lage bedeckt, um sie vor dem Austrocknen zu schutzen. Bedeckt mit
feuchtem Zellstoff folgte ein weiterer 30-minudtiger Inkubationszyklus bei 37° C fur
30 Minuten. Nach einem abschlieBendem Reinigungsschritt, bei dem die
Objekttrager zweimal kurz in PBS gebadet wurden, erfolgten das Eindecken mit
RotiMount® FluorCare DAPI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und die Auflage von
Deckglasern. Die fertigen Praparate wurden lichtgeschutzt und gekuhlt bei 7° C

gelagert.

Zitratpuffer 100 mM  Natriumzitrat (CsHsO7%)
100 mM  Zitronenséaure (CeHsO7)
ad 500 ml dH20
pH 6

Tab. 4: Zusammensetzung Zitratpuffer

2.7 Digitalisierung der histologischen Praparate

2.7.1 Digitalisierung der Siriusrot-Praparate

Die Digitalisierung der in Siriusrot gefarbten Praparate erfolgte mit einem Mikroskop
Typ Axiolmager.M2 mit AxioCam unter Nutzung der AxioVS40V 4.8.2.0 Software
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(alle Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena). Die Aufnahmen wurden in 2,5-facher
VergroRerung (EC Plan-Neofluar 2.5x/0.075 M27 Objektiv) bei einer Belichtungszeit
von 43,2 ms mit einer Auflosung von 2776 x 2080 Pixel im RGB-Kanal
aufgenommen. Die Herzquerschnitte konnten auch unter Verwendung der kleinsten
VergroRerung nicht komplett abgebildet werden. Aus diesem Grund wurden pro
Schnitt bis zu funf Aufnahmen mit unterschiedlichen Bildausschnitten erstellt. Diese
Aufnahmen wurden zunachst im Rohformat (ZVI-Datei) exportiert und mit der
AxioVision SE64 Rel. 4.9 Software (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) in das
PNG-Format umgewandelt. Die einzelnen Bildausschnitte wurden anschliefend mit
.,Photomerge“-Modul aus ,Photoshop® (Photoshop® Version 13, Adobe, San José,
CA, USA) zu einem Gesamtbild zusammengeflgt. Die fertigen Bilder wurden als
PNG-Dateien exportiert.

RV

Infarktgebiet —

1 mm

Abb. 17: Herzquerschnitt auf Hohe des Ventrikelbereichs ,,Papillar“ einer operierten
Wildtyp-Maus

Das Infarktgebiet (pink) umfasst den Grof3teil der Herzwand des linken Ventrikels (LV). Der rechte
Ventrikel ist nicht betroffen (RV). Auf Hoéhe des Bereichs ,Papillar® ist definitionsgeman
Papillarmuskulatur (PM) angeschnitten. Der Mafstabsbalken rechts unten im Bild ist 1 mm lang.
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2.7.2 Digitalisierung der WGA-Praparate

Fur die Digitalisierung der WGA-gefarbten Querschnitte wurden Mikroskop, Kamera
und Software aus Abschnitt 2.7.1 verwendet. Alle WGA-Aufnahmen wurden
aufgrund der begrenzten Haltbarkeit dieser Farbung in einem Zeitraum von 24 bis
48 Stunden nach Farbung erstellt. Die Aufnahmen erfolgten in 20-facher
VergroRerung (EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27 Objektiv) bei einer Auflosung von
2776 x 2080 Pixel im SW-Kanal. Je nach Grole des jeweiligen Herzquerschnitts
mussten mehrere Aufnahmen pro Schnitt aufgenommen werden, um den
kompletten linken Ventrikel sowie das Septum abzubilden. Jedes Gesichtsfeld
wurde mit zwei verschiedenen Kanalen mit unterschiedlichen Reflektoren und
Anregungswellenlangen aufgenommen: im ,eGFP“-Kanal und dem ,38 HE Green
Fluorescent Prot“-Reflektor bei einer Anregungswellenlange von 498 nm. Mit dieser
Wellenlange konnte die grune Fluoreszenz der WGA-Farbung zur Darstellung
gebracht werden (200 ms Belichtungszeit). Im ,DAPI“-Kanal mit dem ,49 DAPI*-
Reflektor und einer Anregungswellenlange von 359 nm (100 ms Belichtungszeit)
konnte die blaue Fluoreszenz der DAPI-Kernfarbung dargestellt werden. Die
entstandenen Mehrkanalbilder wurden als Roh- (CVI-Datei) und als /mage-Format
(TIFF-Datei) exportiert.

2.8 Auswertung der histologischen Praparate

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit der Bildbearbeitungssoftware ,ImageJ*
(Imaged 1.49m, National Institutes of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/).

2.8.1 Bestimmung des relativen Anteils von interstitieller Fibrose im Myokard nach
Siriusrot-Farbung

Fir die Erhebung des relativen Anteils interstitiellen Kollagens im Myokard wurden
die Bilder der Ebenen 3 (fur den Ventrikelbereich ,Spitze®), 9 (,Papillar®) und 15
(,Remote”) aller 34 Herzen nach Pikro-Siriusrot-Farbung untersucht. Dabei wurden
nur gleiche Ebenen der Herzen untereinander verglichen, d. h. ,Ebene 3" eines
Herzens konnte nur mit ,Ebene 3" der Ubrigen Herzen verglichen werden. Ein

Vergleich von ,Ebene 3 mit ,Ebene 9 oder ,Ebene 15 war nicht mdoglich.

42



2. Material und Methoden

Ursachlich hierfur waren die unterschiedlichen Farbezeitpunkte (s. Abschnitt 2.6.4),
da sowohl das Alter der Pikro-Siriusrot-LOsung als auch die Einwirkzeit Einfluss auf
die Intensitat der Farbung hatten. Aus diesem Grund wurde fur alle Schnittbilder
einer Ebene (3, 9 und 15) ein Farbschwellenwert (,colour threshold®) in ,ImageJ®
festgelegt, der dann auch an den entsprechenden Schnittbildebenen der tbrigen
Herzen angewendet wurde. Unter der Berucksichtigung von mehreren
Schnittbildern der jeweiligen Ebene verschiedener Herzen wurde festgelegt,
welcher Farbschwellenwert nur die interstitiellen fibrotischen Gewebeanteile und
welcher Farbschwellenwert das gesamte Myokard (gesundes und fibrotisches
Gewebe) erfasste. Die ermittelten Farbschwellenwerte wurden dann auf alle
ubrigen Bilder einer Ebene angewendet.

Durch das Festlegen einer region of interest (ROI) konnte das Messergebnis weiter
prazisiert werden. Die ROl wurden flur jeden Schnitt so festgelegt, dass nur der linke
Ventrikel und das Kammerseptum in der Messung berucksichtigt wurden. Als
Resultat erhielt man den Anteil fur interstitelle Fibrose am Gesamtgewebe innerhalb
der ROl in Prozent (,area fraction®).

Um die jeweils notigen Schritte innerhalb des Programms ,Imaged® zu
automatisieren, wurde fur jede Ebene ein Makro entwickelt (s. Anhang). Diese
Makros wurden von Herrn Dr. med. Dr. rer. nat. Soéren Twarock,
Arbeitsgruppenleiter im Institut fur Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des
Universitatklinikums Dusseldorf, erstellt.
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Abb. 18: Herzquerschnitt einer operierten Wildtyp-Maus durch den rechten und
linken Ventrikel (RV, LV) fir die Bestimmung des relativen Anteils von interstitieller
Fibrose.

Zur Bestimmung des relativen Anteils an interstitieller Fibrose wurden die Anteile des Myokards
gewahlt, die auBerhalb des Infarktgebiets (pink) lagen. Die ausgewahlte Flache (ROI) befindet sich
innerhalb der roten Umrandung. Der Mafstabsbalken zeigt 1 mm.

2.8.2 Bestimmung der Myokardflache und des linken Ventrikellumens

Zur Bestimmung der Myokardflache wurden die Farbschwellenwerte des
Auswahlwerkzeugs von ,Imaged“ so gewahlt, dass samtliche Anteile der
Herzquerschnitte markiert waren mit allen Herzwanden inklusive der infarzierten
Flachen. Helle Werte wurden ausgeschlossen, sodass der Hintergrund sowie
groRere Gefallquerschnitte nicht mit in die Auswertung einflossen. Die gemessene
Flache wurde in mm? angegeben.

Als ,Remote musste Ebene 13 festgelegt werden, da bei einigen Herzen die
Herzquerschnitte in Ebene 15 bereits nicht mehr vollstandig enthalten waren. Ein
Vergleich ware in diesem Falle nicht moglich gewesen.
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Die Vermessung des linken Ventrikellumens erfolgte analog mit entsprechender
Festlegung des Farbschwellenwerts auf hellere Pixel und anschlieRender
Festlegung einer ROI, der das gesamte Ventrikellumen umfasste. Fur beide
Messverfahren wurden in ,Imaged“ Makros erstellt und in identischer Weise auf alle
Schnitte angewendet (s. Anhang).

Abb. 19: Herzquerschnitt einer operierten RW/+-Maus durch den rechten und linken
Ventrikel (RV, LV) fiir die Bestimmung von Myokardflache und linken
Ventrikellumens

Abgebildet sind ROI fiir die Bestimmung der gesamten Flache des Myokards (blau) und des linken
Ventrikellumens (rot). Der MaRRstabsbalken zeigt 1 mm.

2.8.3 Bestimmung der InfarktgroRe

Fur die Vermessung der Infarktgrof3en wurden alle Ebenen der in Siriusrot gefarbten
Praparate eines Herzens untersucht, d. h. die Einteilung in die Bereiche ,Spitze®,
,Papillar” und ,Remote“ wurde fur diese Untersuchung nicht vorgenommen. Da sich

in einem Herz das Infarktgebiet bis in Ebene 21 ausdehnte, mussten auch bei den
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restlichen Herzen 21 Ebenen berucksichtigt werden. Ansonsten ware ein Vergleich
der Infarktgrofen der Herzen nicht moglich gewesen. Bei den meisten Herzen war
bereits Ebene 15 nicht mehr vom Infarkt betroffen. Aus diesem Grund wurden diese
Herzen nicht Uber Ebene 15 hinaus prapariert. Fur die fehlenden Ebenen wurden
stattdessen Nullwerte gesetzt.

FUr die genaue Bestimmung der Infarktflache wurde ein Makro in ,ImageJ”
verwendet mit dem der Bildhintergrund ausgeblendet werden konnte (s. Anhang).
Somit wurden fur die Berechnung der Flache nur solche Pixel berucksichtigt, die
Gewebesignale enthielten. Anschlielend wurde planimetrisch um die infarzierten
Anteile eine ROl gelegt. Um den relativen Anteil der Infarkiflache an der
Gesamtquerschnittsflache des Myokards im Praparat zu erhalten, wurde die
ausgemessene Flache des Infarktgebiets im Folgenden mit der entsprechenden

Gesamtflache des Myokards normiert.
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RV
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Abb. 20: Herzquerschnitt einer operierten RW/+-Maus durch den rechten und linken
Ventrikel (RV, LV) fiir die Bestimmung der InfarktgroRe.

Die planimetrisch bestimmte Infarktflache wurde auf die Gesamtflache des Myokards (s. Abb.
19: blauer ROI) im jeweiligen Schnitt normiert. Der Maf3stabsbalken zeigt 1 mm.

2.8.4 Vermessung der Myozytenquerschnittsflachen in der WGA-Farbung

Mit der Bestimmung der Grolle der Myozytenquerschnittsflachen wurde eine
Zellhypertrophie oder -hypotrophie auf zellularer Ebenen untersucht. Da es sich bei
der folgenden Methode um ein zweidimensionales Messverfahren handelt, lieRen
sich keine Ruckschlusse auf ZellgroRenveranderungen entlang ihrer Langsachse
ziehen. FuUr jedes Mauseherz wurden neun Objekttrager mit jeweils zwei Schnitten
in WGA gefarbt (s. Abschnitt 2.6.5). Dabei wurden jeweils drei Objekttrager aus den
Bereichen ,Spitze®, ,Papillar® und ,Remote” gewahlt (s. Abschnitt 2.6.3). Pro Bereich
wurden 40 bis 50 geeignete Myozyten selektiert und vermessen. Die ausgewahlten
Myozyten mussten jeweils zwei Kriterien erfullen, um in die Auswertung mit

einzuflieBen. Erstens mussten sie moglichst im Querschnitt angeschnitten sein,
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d. h. im 90°-Winkel zur Zelllangsachse. Zweitens durfte nicht der untere oder obere
Zellpol angeschnitten sein, weil in diesem Fall nicht die maximale GroRRe der
Zellguerschnitte erfasst worden ware. Aus diesem Grund wurden nur solche Zellen
ausgewahlt, deren Zellmembranen moglichst rund und deren Zellkerne zentral in

der Querschnittsflache angeschnitten waren.

Abb. 21: Schematische Darstellung eines Kardiomyozyten im Langsschnitt mit
moglichen Schnittebenen

Um die wahre MyozytengréRe im Querschnitt zu messen, wurden nur solche Zellen ausgewabhlt,
deren Zellkern rund und mdglichst zentral angeschnitten war (gestrichelte schwarze Linie). Die

gestrichelten roten Schnittebenen sollen verdeutlichen, wie es zu falsch grolRen oder kleinen
Messergebnissen hatte kommen kdnnen.

Um das Ausmessen zu standardisieren, wurde ein Makro in ,Imaged“ erstellt
(s. Anhang). Damit wurden alle eingelesenen Bilder fur das Ausmessen optimiert
(z.B. Entfernung des  Hintergrundrauschens,  Kontrastveranderungen).
AnschlieRend konnte mit Hilfe des Programm-Werkzeugs ,wand tool“ die gewahlte
Zelle an einer beliebigen Stelle markiert werden. Das Programm legte nun
automatisch eine ROl entlang der Zellmembran der ausgewahlten Zelle. Ein
manuelles Umfahren jeder einzelnen Zelle durch den Untersucher konnte durch
dieses Vorgehen vermieden werden. Der Flacheninhalt innerhalb der ROI
entsprach der gesuchten Myozytenquerschnittsflache.
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Abb. 22: WGA-gefarbtes Praparat aus dem Ventrikelbereich ,,Papillar“ eines nicht-
operierten Wildtyp-Herzens

Die Zellmembran erscheint in der WGA-Farbung unter Fluoreszenzmikroskopie griin. Die Zellkerne
stellen sich unter Verwendung einer DAPI-Kernfarbung blau dar (s. Abschnitt 2.6.5).
Zellenquerschnitte, die den im Text genannten Auswahlkriterien entsprachen, sind rot umrandet. Der
Mafstabsbalken zeigt 100 um.

2.9 Statistik

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte unter Verwendung von
,GraphPad Prism“ (GraphPad Software, Version 8.4.0 fur MacOS, San Diego,

California USA, www.graphpad.com). Fir die Vergleiche von zwei Datensétzen wurde

ein ungepaarter Welch’s t-Test durchgefuhrt und beim Vergleich von mehr als zwei
Datenséatzen eine one-way analysis of variance (ANOVA). Wurden Datenséatze mit zwei
abhéngigen Variablen verglichen (z. B. unterschiedlicher Genotyp und +/- Infarkt) wurde
eine two-way ANOVA verwendet. Als statistisch signifikant wurde ein Signifikanzniveau
mit einem p-Wert kleiner als 0,05 betrachtet. Die Daten wurden als
Mittelwert + Standardfehler angegeben. Die Ergebnisse der Vergleiche wurden mit der

Diagramm-Funktion des Programms visualisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Darstellung der Ergebnisse

Die einzelnen Messdaten jedes Versuchstieres wurden fur die Auswertung je nach
Fragestellung in verschiedene Gruppen zusammengefasst und deren Mittelwerte
sowie die Standardabweichungen bestimmt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte fur
jedes Teilergebnis nach dem gleichen Vorgehen. Nach der verblindet
durchgefuhrten Auswertung wurden die Einzelmesswerte der Tiere ihrem jeweiligen
Genotyp zugeordnet. Dabei handelte es sich um den Wildtyp (wt) sowie die
heterozygoten Genotypen FL/+, RW/+ und RC/+ mit jeweils einem mutierten Allel,
das phanotypisch mit einer Penetranz von 100 % die Auspragung einer dilatativen
Kardiomyopathie (FL/+) oder einer hypertrophen Kardiomyopathie (RW/+; RC/+)
hervorruft.

Fur eine ausreichende Aussagekraft der Mittelwerte wurde eine Stichprobengrof3e
von mindestens funf Tieren pro Gruppe angestrebt. Da insgesamt nur funf Mause
mit dem Genotyp RC/+ zur Verfugung standen, wurde bei allen RC/+-Mausen
operativ eine Myokardischamie herbeigefuhrt und auf eine nicht-operierte RC/+-
Gruppe als Kontrolle verzichtet. Aufgrund der Folgen von I/R verstarb ein FL/+-Tier.
Bei den wt-, RW/+- und RC/+-Tieren waren keine Verluste zu verzeichnen. Die
endgultigen GruppengrofRen der ausgewerteten Tiere umfasste mit I/R funf wt, vier
FL/+, finf RW/+ und finf RC/+. Ohne I/R wurden funf wt, finf FL/+, finf RW/+ und
keine RC/+ analysiert.

Alle gemessenen Parameter sind in jeweils drei Teilabbildungen dargestellt.
Zunachst wurden alle Gruppen einzeln miteinander verglichen, also die Messwerte
der Wildtyp-Tiere und aller Mutanten ohne Operation (jeweils mit
gekennzeichnet) und vier Wochen nach einstundiger Ligatur der LAD zur Induktion
einer Ischamie mit anschlieRender Reperfusion (jeweils mit ,I/R* gekennzeichnet).
Da dieser Vergleich zwei abhangige Variablen beinhaltet, namlich Unterschiede
hinsichtlich des Genotyps und der Ischamieinduktion, wurden den Abbildungen
immer noch zwei weitere Teilabbildungen angefugt. Hier wurden zum einen die
Gruppen mit und ohne Ischdmie zusammengefasst, sodass sich die

Vergleichsgruppen nur noch im Genotyp unterschieden. Zum anderen wurden in
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der jeweils letzten Teilabbildung die Tiere aller Genotypen mit und ohne Ischamie
zu je einer Gruppe zusammengefasst, um lediglich den Einfluss von I/R auf den

analysierten Parameter darzustellen.

3.2 Mausgewicht und Herzgewicht

Das Maus- und Herzgewicht sowie die Tibialange wurden fur jedes Tier im Alter von
15 Wochen erhoben.

3.2.1 Mausgewicht

Das Korpergewicht aller Wildtyp-Mause betrug durchschnittlich 25,8 + 3,6 g (wt;
n=10) (s. Abb. 23). Davon wogen die nicht-operierten Tiere im Mittel 26,0 £ 1,9 g
(wt% n=5) und die operierten Tiere 25,6 + 4,7 g (wt I/R; n=5). Statistisch lieR sich
kein Unterschied nachweisen (Wt° vs. wt I/R).

Die gesamte Kohorte der Tiere mit dem Genotyp FL/+ (24,3 + 1,7 g; n=9) sowie
RW/+ (26,8 £ 2,1 g; n=10) unterschieden sich nicht von der Wildtyp-Kontrollgruppe
(FL/+ vs. wt; RW/+ vs. wt). Gegenuber den FL/+-Tieren waren Tiere vom Genotyp
RW/+ schwerer (FL/+ vs. RW/+; AMittelwert=2,5 g; p<0,05).

Differenzierte man die Genotypen weiter in nicht-operierte und operierte Mause,
zeigte sich ein unterschiedliches Bild. Unter den nicht-operierten Tieren vom
FL/+- bzw. RW/+-Genotyp waren sowohl im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe
(wt) als auch untereinander keine Unterschiede feststellbar (FL/+° vs. wt®, RW/+°
vs. wtd; FL/+% vs. RW/+%). Operierte Tiere mit dem Genotyp FL/+ hatten mit
22,7 £ 0,3 g (FL/+ I/R; n=4) ein leichteres Korpergewicht als operierte Tiere mit dem
Genotyp RW/+ mit 27,0 £ 2,2 g (n=5; FL/+ I/R vs. RW/+ I/R; p<0,05). Auch im
Vergleich zu den operierten RC/+-Mausen mit 26,7 + 1,0 g (n=4) waren operierte
FL/+-Mause leichter (FL/+ I/R vs. RC/+ I/R; p<0,05). Zwischen den operierten
FL/+-Mausen und den operierten Wildtyp-Mausen lie3 sich statistisch kein
Gewichtsunterschied nachweisen (FL/+ I/R vs. wt I/R).

Verglich man die operierten und nicht-operierten Tiere des gleichen Genotyps,
zeigte sich, dass operierte FL/+-Tiere durchschnittlich 2,9 g leichter waren als
nicht-operierte FL/+-Tiere mit 25,6 + 0,9 g (n=5; FL/+ I/R vs. FL/+%; p<0,05). Sowohl
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unter den Wildtyp-Tieren als auch unter den RW/+-Tieren waren Kkeine
Gewichtsunterschiede feststellbar.

Mausgewicht nach Versuchsgruppe

*k

40- | "
= o | | ‘
= 30-
% I -.-I | — %
2
® /
2 10- % /
C 7
wt®  wtl/R FL/+0 FL/+ RW/+0 RW/+ RC/+
I/R I/'R I/R
a.
Mausgewicht Mausgewicht
nach Genotyp ohne und mit I/R
40 - . 40 -
= 30+ | | = 30+
5 5 —
G 20- 3 20-
= 10 = 10+
0- 0
wit FL/+ RW/+ RC/+ ohne 4 Wo
b. C. I/R  nach I/R

Abb. 23: Vergleich der Ergebnisse des Mausgewichts

a. Dargestelltist der Vergleich des Kérpergewichts der Versuchstiere im Alter von 15 Wochen ohne
(®) und mit (I/R) Ischamie und Reperfusion. Vergleich der Gruppen mittels two-way ANOVA,

b. Vergleich des Kdrpergewichts unter ausschlieRlicher Berilicksichtigung des Genotyps.

c. Die Gesamtheit von nicht-operierten und operierten Tieren zeigte hinsichtlich des Mausgewichts
keine Unterschiede. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA,;

*, p<0,05; **, p<0,01
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3.2.2 Herzgewicht

Das Herzgewicht der gesamten Wildtyp-Kohorte betrug im  Schnitt
182,3 mg £ 38,4 mg (wt; n=10) (s. Abb. 24). Nicht-operierte Wildtyp-Herzen wogen
durchschnittlich 182,2 mg * 38,2 mg (wt%; n=5), wahrend das Gewicht der operierten
Wildtyp-Herzen bei 182,4 + 42,4 mg (wt I/R; n=5) lag.

Mittelte man die Einzelwerte der Mause entsprechend ihrem Genotyp und verglich
die Herzgewichte der Genotypen FL/+, RW/+ sowie des Wildtyps waren keine
Unterschiede zwischen diesen Grof3en feststellbar (FL/+ vs wt; RW/+ vs. wt).

Erst bei einer weiteren Differenzierung in nicht-operierte und operierte Herzen
wurden Tendenzen deutlich. So waren die Herzen von operierten RW/+-Mausen mit
230,0 £ 35,6 mg (RW/+ I/R; n=5) schwerer als jene von operierten FL/+-Mausen mit
183,0 £ 9,5 mg (FL/+ I/R; n=4; RW/+ I/R vs. FL/+ I/R; p<0,05). Der Vergleich dieser
beiden Werte mit dem der Wildtyp-Kontrollgruppe (wt I/R s. 0.) lag dagegen nicht
innerhalb des Signifikanzniveaus. Die Differenz der Mittelwerte von operierten
RW/+- und Wildtyp-Herzen (RW/+ I/R vs. wt I/R, s. 0.) betrug 47,6 mg (p=0,092).
Bemerkenswert war auch der Unterschied von operierten FL/+-Herzen und RC/+-
Herzen mit 204,8 + 19,0 mg (n=5) von durchschnittlich 21,8 mg (FL/+ I/R vs.
RC/+ I/R; p=0,066).

Der Vergleich von operierten zu nicht-operierten Herzen innerhalb des gleichen
Genotyps ergab keine Unterschiede. Eine Tendenz zeigte sich dennoch innerhalb
der Gruppe von Tieren mit dem Genotyp RW/+. Die Herzen der Tiere, die einem
Eingriff unterzogen wurden, schienen im Mittel 46,8 mg schwerer als die der nicht-
operierten Tiere mit 183,2 + 30,6 mg gewesen zu sein (n=5; RW/+° vs. RW/+ I/R;
p=0,057).
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Abb. 24: Vergleich der Ergebnisse Herzgewichts
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a. Zeigt den Vergleich zwischen 15 Wochen alten Herzen von operierten und nicht-operierten
Mausen. Der Vergleich RW/+° vs. RW/+ I/R verfehlte knapp das Signifikanzniveau. Vergleich
der Gruppen mittels ftwo-way ANOVA,;

b. Bei Betrachtung des Genotyps zeigten die verschiedenen Mauseherzen keine Unterschiede.

c. Bei Nichtbeachtung des Genotyps fanden sich zwischen operierten und nicht-operierten Herzen
keine Gewichtsunterschiede. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA,;

*, p<0,05

3.2.3 Normierung des Herzgewichts auf das Mausgewicht

Der Quotient nach Normierung des Herzgewichts auf das Mausgewicht lag fur die

gesamte Wildtyp-Kontrollgruppe bei 7,09 + 1,28 mg/g Korpergewicht (KG) (wt;

n=10) (s. Abb. 25). Aufgeteilt in nicht-operierte und operierte Wildtyp-Tiere betrugen
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die Quotienten 7,04 + 1,16 mg/g KG (wt’% n=5) bzw. 7,13 * 1,26 mg/g KG
(wt I/R; n=5). Statistisch ergab sich kein Unterschied.

Die Normierung des Herzgewichts auf das Mausgewicht zeigte beim Vergleich der
verschiedenen Genotypen (FL/+ vs. wt; RW/+ vs. wt; FL/+ vs. RW/+) keine
Unterschiede. Auffallig waren die jeweils tendenziell hoheren Mittelwerte der
Quotienten von FL/+-Mausen (7,83 + 0,94 mg/g KG; n=9) und RW/+-Mausen (7,71
+ 1,563 mg/g KG; n=10) gegenuber dem entsprechenden Wildtyp-Kollektiv (wt) bei
jedoch aufRerhalb des Signifikanzniveaus liegenden p-Werten (p=0,161 bzw.
p=0,335).

Differenzierte man innerhalb eines Genotyps weiter in nicht-operierte und operierte
Tiere, waren statistisch keine Unterschiede festzustellen. Der Quotient der nicht-
operierten FL/+-Mause betrug 7,65 + 1,10 mg/g KG (FL/+% n=5) und
8,06 = 0,39 mg/g KG fur die operierten FL/+-Mause (FL/+ I/R; n=4). Des Weiteren
zeigte sich kein Unterschied zwischen der Kohorte der RC/+-Mause und der
entsprechenden Wildtyp-Kontrollgruppe (RC/+ I/R vs. wt I/R).

Der Vergleich der Quotienten von nicht-operieten RW/+-Mausen mit
6,86 + 0,90 mg/g KG und operierten RW/+-Mausen 8,56 + 1,40 mg/g KG verfehlte
knapp das Signifikanzniveau (jeweils n=5; p=0,058).
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Abb. 25: Vergleich der Ergebnisse nach Normierung des Herzgewichts auf das

Mausgewicht
a. Darstellung der Ergebnisse nach Normierung des Herzgewichts (HG) auf das Mausgewicht (MG)

bezogen auf die Versuchsgruppe. Vergleich der Gruppen mittels two-way ANOVA,;
b. Vergleich der Quotienten unter Berticksichtigung des Genotyps der Mause.
c. Darstellung der Quotienten der Gesamtheit der nicht-operierten und operierten Tiere. Vergleich

der Gruppen in b und c mittels one-way ANOVA;

3.2.4 Normierung des Herzgewichts auf die Tibialange

Die Quotienten des Herzgewichts und der Tibialange (TL) der gesamten Wildtyp-
Kontrollgruppe betrugen 9,46 + 2,01 mg/mm TL (n=10) (s. Abb. 26). Wurden nur die
nicht-operierten  Wildtyp-Tiere  berucksichtigt, lag der Quotient bei
9,54 £ 1,70 mg/mm TL. Wurden nur die operierten Wildtyp-Tiere betrachtet, ergab
sich fur den Quotienten ein Wert von 9,39 + 2,09 mg/mm TL (jeweils n=5).
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Die Werte von FL/+- und RW/+- Tieren (9,84 + 1,51 mg/mm TL bzw.
10,70 £ 2,17 mg/mm TL) zeigten in der Gesamtbetrachtung beim Vergleich
untereinander sowie mit der entsprechenden Wildtyp-Kontrollgruppe keine
Unterschiede.

Auch die Vergleiche der Quotienten der nicht-operierten Tiere nach Genotyp waren
statistisch nicht zu unterscheiden (FL/+° vs. wt®; RW/+0 vs. wt% FL/+0 vs. RW/+9).
Im Kollektiv der operierten Tiere dagegen war der Quotient von RW/+-Mausen mit
11,82 £ 1,83 mg/mm TL (RW/+ I/R; n=5) grol3er als der von operierten FL/+-Mausen
mit 9,54 + 1,70 mg/mm TL (n=4; p<0,05). Verglich man diese beiden Gruppen
jeweils mit der Wildtyp-Kontrolle, ergaben sich keine Unterschiede. Gleiches galt fur
den Vergleich der operierten RW/+- und FL/+-Mausen jeweils mit den operierten
RC/+-Mausen. Die Differenz der gemittelten Quotienten von operierten RW/+- und
Wildtyp-Tieren  (jeweils n=5) erschien tendenziell gro zu sein
(AMittelwert=2,43 mg/mm TL; p=0,087).

Die Gegenuberstellung der Werte von operierten RW/+-Tieren (RW/+ I/R) und nicht-
operierten RW/+-Tieren mit 9,59 + 1,62 mg/mm TL (n=5) deutete bei den operierten
Tieren lediglich einen hoheren Quotienten an (AMittelwert 2,23 mg/mm TL;

p=0,076). In der Wildtyp-Kontrollgruppe waren keine Unterschiede erkennbar.
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Herzgewicht/Tibialange (HG/TL) nach Versuchsgruppe

*
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Abb. 26: Vergleich der Ergebnisse nach Normierung des Herzgewichts auf die

Tibialange

a. Normiert auf die Tibialange (TL) als Korrelat fiir die KoérpergréRe des Versuchstieres zeigte sich
das Herzgewicht (HG) der operierten FL/+-Tiere signifikant kleiner als das Herzgewicht der
RW/+-Tiere. Vergleich der Gruppen mittels fwo-way ANOVA;

b. Die Vergleiche der Quotienten bezogen auf den Genotyp der Mause waren nicht voneinander
zu unterscheiden.

c. Darstellung der Quotienten der Gesamtheit der nicht-operierten und operierten Tiere. Vergleich
der Gruppen in b und c mittels one-way ANOVA;

*, p<0,05
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3.3 Ergebnisse der Siriusrot-Farbung

3.3.1 Interstitielle Fibrose im Bereich ,Spitze*

Der relative Anteil interstitieller Fibrose im Bereich ,Spitze” lag bei den Wildtyp-
Tieren bei 1,25 + 1,43 % (wt; n=10) (s. Abb. 27). Nicht-operierte Wildtyp-Mause
hatten einen durchschnittlichen Fibroseanteil von 1,01 + 1,22 % (wt%; n=5). Dagegen
hatten operierte Wildtyp-Mause einen Fibroseanteil von 0,84 £ 0,72 % (wt I/R; n=5).
Statistisch ergab sich hieraus kein Unterschied (wt® vs. wt I/R).

Im Vergleich der Genotypen untereinander waren fur die FL/+-Herzen ohne weitere
Differenzierung in nicht-operierte und operierte Tiere ebenfalls keine Unterschiede
zwischen dem Fibroseanteil von FL/+-Herzen (0,54 + 0,62 %, n=9) und den Wildtyp-
Herzen (FL/+ vs. wt) festzustellen. Auffallig war der hohere prozentuale
Fibroseanteil der Gesamtheit der RW/+-Herzen mit 4,25 + 3,27 % (n=10) sowohl
gegenuber der Wildtyp-Kontrollgruppe (RW/+ vs. wt; p<0,05) als auch gegenuber
der gesamten FL/+-Gruppe (RW/+ vs. FL/+; p<0,01).

Die nicht-operierten RW/+-Herzen hatten mit 5,30 + 3,34 % (n=5) einen hoheren
Fibroseanteil im Bereich ,Spitze” als die vergleichbare Wildtyp-Kontrollgruppe
(RW/+0 vs. wt?; p<0,05). Die nicht-operierten FL/+-Herzen hatten mit 0,75 + 0,70 %
(n=5) keinen erhohten Fibroseanteil im Vergleich zum Wildtyp. Dagegen war der
Fibroseanteil im Bereich ,Spitze® in den nicht-operierten RW/+-Herzen gegenuber
den nicht-operierten FL/+-Herzen um durchschnittlich 4,55 % hoéher (RW/+° vs.
FL/+%; p<0,05).

Bei den operierten Herzen konnte fur keine Mutation ein Unterschied zu den
Wildtyp-Herzen beobachtet werden (FL/+ vs. wt; RW/+ vs. wt). Auffallig war der
durchschnittlich sehr geringe Fibroseanteil der operierten FL/+-Herzen mit
0,29 £ 0,18 % (n=4). Ein statistischer Unterschied zu Herzen der Kontrollgruppe
bestand nicht (FL/+ I/R vs. wt I/R). Gleiches galt fur die operierten RW/+-Herzen mit
3,21 + 2,44 % (n=5; RW/+ I/R vs. wt I/R). Der Vergleich der operierten FL/+- und
RW/+-Herzen verfehlte nur knapp das Signifikanzniveau (FL/+ I/R vs. RW/+ I/R;
p=0,055). Dagegen hatten die RC/+-Herzen, im Bereich ,Spitze” gemessen, den
hochsten relativen Fibroseanteil mit 11,47 £ 8,37 % (n=5). Der Unterschied dieser
Herzen zu den entsprechenden Wildtyp-Herzen war mit einer durchschnittlichen
Differenz von 10,64 % (RC/+ I/R vs. wt I/R; p<0,05) und gegenuber den FL/+-Herzen
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von 11,18 % (RC/+ I/R vs. FL/+ I/R; p<0,05) deutlich. Auch die Differenz der
Durchschnittswerte von operierten RW/+- und RC/+-Herzen von 8,20 % erschien
grol3, lieR® aber statistisch keine Unterschiede erkennen (p=0,091).

Innerhalb des gleichen Genotyps konnten nach I/R keine Unterschiede des relativen
Anteils von interstitieller Fibrose im Bereich ,Spitze“ beobachtet werden (wt® vs wt
I/R; FL/+9 vs. FL/+ I/R; RW/+0 vs. RW/+ I/R).
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int. Fibrose Spitze nach Versuchsgruppe
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Abb. 27: Relativer Anteil interstitieller (int.) Fibrose im Bereich ,,Spitze“

a. Sortiert nach Versuchsgruppe unterschieden sich die nicht-operierten RW/+-Herzen von der
Wildtypkontrolle und den nicht-operierten FL/+-Herzen (p<0,05). Bei den operierten Herzen war
ein deutlicher hoherer Anteil interstitieller Fibrose bei den RC/+-Herzen auffallig. Vergleich der
Gruppen mittels two-way ANOVA,;

b. Insgesamt war der Anteil der interstitiellen Fibrose bei RW/+-Herzen sowohl gegeniber der
Wildtyp-Kontrolle als auch gegenuiber den FL/+-Herzen im Bereich Spitze erhoht.

c. Vergleich der Gesamtheit aller Herzen mit und ohne I/R. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels
one-way ANOVA,;

* p<0,05; **, p<0,01
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3.3.2 Interstitielle Fibrose im Bereich ,Papillar®

Im Bereich ,Papillar® lag der Fibroseanteil aller Wildtyp-Herzen insgesamt bei
1,68 £ 0,98 % (wt; n=10) bzw. 1,84 + 0,91 % (wt® n=5) bei den nicht-operierten
Wildtyp-Herzen und 1,51 + 0,92 % (wt I/R; n=5) bei den operierten Wildtyp-Herzen
(s. Abb. 28). Der Vergleich wt® vs. wt I/R lieR statistisch keine Unterschiede
erkennen.

Ohne Berucksichtigung von I/R unterschieden sich die Herzen der Genotypen FL/+
mit 1,41 £ 0,82 % (n=9) und RW/+ mit 2,32 + 1,26 % (n=10) im Bereich ,Papillar”
bezlglich des Fibroseanteils nicht von Wildtyp-Herzen. Tendenziell schien der
Fibroseanteil der RW/+-Herzen gegenuber den FL/+-Herzen im Bereich ,Papillar”
groler zu sein (p=0,080).

Auch eine weitere Differenzierung der Genotypen unter Berlcksichtigung von I/R
lie® in diesem Bereich keine Unterschiede zur jeweiligen Wildtyp-Kontrolle
erkennen. Auffallig war der gegenuber den Ubrigen Gruppen hohe Fibroseanteil bei
den operierten RC/+-Herzen mit 5,12 + 3,45 % (n=5). Der Vergleich zu den
operierten Wildtyp- (wt I/R) und FL/+-Herzen mit 1,07 + 0,39 % (n=4) liel3 eine
Tendenz zu einem hoheren Fibroseanteil erkennen (RC/+ I/R vs. wt I/R; p=0,079
bzw. FL/+ I/R vs. RC/+ I/R; p=0,058).

Die Vergleiche zwischen den nicht-operierten und operierten Herzen des
Gesamtkollektivs (ohne I/R vs. mit I/R) und jeweils innerhalb des gleichen Genotyps
lieRen statistisch keine Unterschiede erkennen (FL/+° vs. FL/+ I/R; RW/+0 vs.
RW/+ I/R).
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int. Fibrose Papillar nach Versuchsgruppe
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Abb. 28: Relativer Anteil interstitieller Fibrose im Bereich ,,Papillar*

a. Die Vergleiche zwischen den Mittelwerten der Versuchsgruppen zeigten im Bereich ,Papillar®
keine Unterschiede hinsichtlich des relativen Fibroseanteils im Myokard. Vergleich der Gruppen
mittels two-way ANOVA,;

b. Gleiches galt zwischen den Mittelwerten nach Genotyp.

c. Auch im Vergleich der Mittelwerte der Gesamtheit aller Herzen mit und ohne I/R war kein
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen festzustellen. Vergleich der Gruppen in b und ¢
mittels one-way ANOVA;

3.3.3 Interstitielle Fibrose im Bereich ,Remote”

In den Siriusrot-Herzquerschnitten des von der Herzspitze am weitesten entfernten
Bereich ,Remote” lag der Mittelwert fur den Fibroseanteil bei den Wildtyp-Mausen
bei 493 + 443 % (wt, n=10) (s. Abb. 29). Fiur die nicht-operierten
Kontrollgruppentiere ergab sich ein Anteil von 3,19 + 1,71 % (Wt% n=5) bzw. von
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6,67 £ 5,13 % (wt I/R; n=5) bei den operierten Tieren. Statistisch ergab der Vergleich
wt® vs. wt I/R keinen Unterschied.

Bei Betrachtung der Genotypen ohne Berucksichtigung von I/R war kein
Unterschied des interstitiellen Fibroseanteils am Gesamtgewebe im jeweiligen
Herzquerschnitt zwischen den heterozygoten RW/+-Herzen mit 4,55 + 2,57 %
(n=10) bzw. den FL/+-Herzen mit 2,43 + 1,03 % (n=9) und der Wildtyp-Kontrolle
ersichtlich (RW/+ vs. wt; FL/+ vs. wt). Insgesamt bestatigte sich ein hoherer Anteil
interstitieller Fibrose bei der Gesamtkohorte der RW/+-Herzen gegenuber den FL/+-
Herzen (RW/+ vs. FL/+; AMittelwert 2,11 %; p<0,05).

Verglich man nur die Messergebnisse der nicht-operierten Tiere, waren zwischen
den Werten der Genotypen FL/+ mit 2,44 £ 1,02 % und RW/+ mit 4,68 + 2,11 %
(jeweils n=5) gegeniber der nicht-operierten Wildtyp-Kontrollgruppe (wt°) keine
Unterschiede feststellbar (FL/+° vs. wt; RW/+° vs. wt®). Bei der Gegenlberstellung
der Werte von nicht-operierten RW/+-Herzen und FL/+-Herzen war der gemessene
Durchschnittswert der RW/+-Variante zwar groRer, allerdings lie® sich statistisch
kein Unterschied feststellen (RW/+° vs. FL/+%; p=0,078).

Wurde dagegen der Fibroseanteil der operierten Herzen verglichen, zeigte sich,
dass die Herzen der RC/+-Tiere mit 9,89 £ 4,91 % (n=5) einen hoheren Fibroseanteil
besalen als die der FL/+-Tiere mit 2,43 + 0,92 % (n=4; FL/+ I/R vs. RC/+ I/R;
p<0,05). Auch im Vergleich mit den operierten RW/+-Tieren (4,42 + 2,73 %; n=5)
schien der Fibroseanteil tendenziell hoher zu sein (RW/+ I/R vs. RC/+ I/R; p=0,070).
Ein Unterschied zwischen RC/+-Tieren mit der Kontrollgruppe (wt I/R s. 0.) war
dagegen nicht festzustellen.

Mittelte man alle Einzelwerte der operierten Herzen unabhangig vom Genotyp,
ergab sich ein durchschnittlicher Fibroseanteil von 6,03 + 4,91 % (ohne I/R; n=19)
am Gesamtgewebe. Dagegen war der Fibroseanteil bei den nicht-operierten Herzen
in Hohe von 3,44 £+ 1,98 % niedriger (mit I/R; n=15; ohne I/R vs. mit I/R; p<0,05).
Betrachtete man die Werte von nicht-operierten und operierten Herzen des gleichen
Genotyps im Bereich ,Remote”, waren keine Unterschiede feststellbar (FL/+° vs.
FL/+ I/R; RW/+% vs. RW/+ I/R).
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int. Fibrose Remote nach Versuchsgruppe
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Abb. 29: Relativer Anteil interstitieller Fibrose im Bereich ,,Remote*

a. Im Bereich ,Remote” fanden sich keine Unterschiede unter den nicht-operierten Tieren.
Dagegen war der Fibroseanteil bei den operierten FL/+-Herzen kleiner als bei RC/+-Herzen.
Vergleich der Gruppen mittels two-way ANOVA,;

b. Insgesamt zeigten FL/+-Tiere einen niedrigeren Fibroseanteil im Bereich ,Remote” als RW/+-
Tiere.

c. Zeigtden Vergleich der Gesamtheit von nicht-operierten und operierten Tieren unabhangig vom
Genotyp. Der relative Anteil interstitieller Fibrose von operierten Herzen war im Bereich ,Remote”
hoher. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA,;

*, p<0,05

3.3.4 Interstitielle Fibrose ,Gesamt”

Mittelte man die Einzelmesswerte aus den Bereichen ,Spitze®, ,Papillar® und
.Remote“ zeigte sich bei den Wildtyp-Herzen ohne Berucksichtigung von I/R
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durchschnittlich ein relativer Anteil an interstitieller Fibrose von 2,62 + 1,65 % (n=10)
(s. Abb. 30). Nach Unterteilung in nicht-operierte und operierte Tiere lag der
Fibroseanteil bei nicht-operierten Wildtyp-Herzen bei 2,02 £ 1,15 % (n=5) und bei
den operierten Wildtyp-Herzen bei 3,22 + 1,69 % (n=5). Hieraus ergab sich
statistisch kein Unterschied (wt® vs. wt I/R).

Alle untersuchten Herzen des Genotyps FL/+ hatten einen gemessenen Anteil an
interstitieller Fibrose von 1,46 £ 0,58 % (n=9) bzw. des Genotyps RW/+ von
3,70 £ 1,84 % (n=10). Ein Unterschied zur Wildtyp-Kontrollgruppe konnte nicht
festgestellt werden. Lediglich bei den FL/+-Herzen waren tendenziell geringere
Werte gegenuber den Wildtyp-Herzen zu beobachten (FL/+ vs. wt; p=0,061). Der
interstitielle Fibroseanteil der RW/+-Herzen zeigte sich gegenuber den FL/+-Herzen
durchschnittlich um 2,24 % hoher (RW/+ vs. FL/+; p<0,005).

Auch bei Aufteilung der FL/+- und RW/+-Genotypen in Herzen mit und ohne I/R
konnte ein Unterschied bezuglich des interstitiellen Fibroseanteils festgestellt
werden: Fur nicht-operierten FL/+-Herzen ergab sich ein durchschnittlicher Wert
von 1,62 + 0,58 % (n=5). Signifikant hoher war der Fibroseanteil bei den nicht-
operierten RW/+-Herzen mit 4,17 + 2,05 % (RW/+° vs. FL/+% p<0,05). Gegenlber
der nicht-operierten Wildtyp-Kontrollgruppe waren dagegen keine Unterschiede
feststellbar (FL/+° vs. wt®). Bei dem Vergleich der nicht-operierten RW/+-Herzen
deutete sich gegentiber dem Wildtyp lediglich eine Tendenz an (RW/+° vs. wt?;
p=0,084).

Im Rahmen der Auswertung der operierten Herzen zeigte sich der Fibroseanteil bei
den FL/+-Herzen mit 1,26 £ 0,41 % (n=4) niedriger als bei den Herzen der
Genotypen RW/+ mit 3,21 + 1,21 % (n=5; RW/+ I/R vs. FL/+ I/R; p<0,05) und RC/+
mit 8,83 £ 3,76 % (n=5; FL/+ I/R vs. RC/+ I/R; p<0,05). Auch zwischen den beiden
zuletzt genannten Gruppen konnte ein Unterschied festgestellt werden (RW/+ I/R
vs. RC/+ I/R; p<0,05). Gegenuber der Wildtyp-Kontrolle zeigte das Gewebe der
FL/+ I/R-Herzen hinsichtlich der interstitiellen Fibrose keine Unterschiede,
wenngleich eine Tendenz zu erkennen war (FL/+ I/R vs. wt I/R; p=0,058). Zwischen
den operierten RW/+-Herzen und der entsprechenden Wildtypkontrolle zeigten sich
keine Unterschiede. Dagegen war der Fibroseanteil bei den operierten RC/+-
Herzen gegenuber der Kontrollgruppe erhoht (RC/+ I/R vs. wt I/R; p<0,05).

Beim Vergleich der gesamten Kohorte nicht-operierter und operierter Herzen fiel
kein Unterschied des relativen Anteils interstitieller Fibrose auf (ohne I/R vs. mit I/R).
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Auch innerhalb des gleichen Genotyps waren vor und nach dem Eingriff keine
Unterschiede festzustellen (FL/+° vs. FL/+ I/R; RW/+% vs. RW/+ I/R).

int. Fibrose Gesamt nach Versuchsgruppe
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Abb. 30: Relativer Anteil interstitieller Fibrose ,,Gesamt*

a. Insgesamt zeigten nicht-operierte und operierte RW/+-Herzen einen héheren Fibroseanteil als
nicht operierte bzw. operierte FL/+-Herzen. Hoher als bei den {brigen Versuchsgruppen war
auch der Fibroseanteil der operierten RC/+-Herzen. Vergleich der Gruppen mittels two-way
ANOVA,;

b. Zeigt den Gesamtvergleich bezogen auf den Genotyp.

c. Unabhdngig vom Genotyp war kein Unterschied zwischen den Gesamtkohorten von nicht-
operierten und operierten Tieren erkennbar. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way
ANOVA,;

* p<0,05; **, p<0,01
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3.3.5 Gesamtquerschnittsflache des linken  Ventrikellumens in  den

Ventrikelbereichen ,Spitze®, ,Papillar und ,Remote”

Die durchschnittliche Querschnittsflache der linken Ventrikellumina in den
Ventrikelbereichen ,Spitze®, ,Papillar® und ,Remote® aller Wildtyp-Tiere
zusammengefasst betrug 7,25 £ 1,55 mm? (wt; n=10) (s. Abb. 31). Davon hatten die
nicht-operierten Wildtyp-Tiere eine Gesamtflache des linken Ventrikels von
6,88 £ 0,82 mm? (wt’; n=5) und die operierten Tiere eine Gesamtflaiche von
7,62 £ 1,84 mm? (wt I/R; n=5). Statistisch ergab sich hieraus kein Unterschied.

Die Gesamtflache der linken Ventrikel betrug bei den FL/+-Herzen
zusammengefasst 6,70 = 2,13 mm? und bei den RW/+-Herzen 8,45 + 2,33 mm?.
Beim Vergleich der Genotypen fanden sich sowohl untereinander als auch im
Vergleich zur gesamten Wildtyp-Kohorte keine Unterschiede.

Differenzierte man die verschiedenen Genotypen weiter in nicht-operierte und
operierte Herzen, war tendenziell die Gesamtflache der Ventrikel der operierten
RW/+ und RC/+ Mause gro3 (RW/+ I/R mit 9,21 £ 2,80 mm?; n=5; RC/+ I/R mit
8,72+ 2,86 mm? n=5) und die der operierte FL/+-Mause absolut mit
6,43 + 2,43 mm? am niedrigsten (n=4). Allerdings erreichte kein Vergleich innerhalb
der verschiedenen Gruppen das Signifikanzniveau.
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Ventrikellumen nach Versuchsgruppe
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Abb. 31: Gesamtquerschnittsflache des linken Ventrikellumens in den

Ventrikelbereichen ,,Spitze“, ,,Papillar® und ,,Remote*

a. Die Vergleiche der durchschnittlichen Querschnittsflachen des linken Ventrikellumens nach
Versuchsgruppe dargestellt. Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen waren nicht
festzustellen. Vergleich der Gruppen mittels two-way ANOVA;

b. Gleiches galt fiir die Vergleiche der Mittelwerte bezogen auf den Genotyp.

c. Zwischen der Gesamtheit der nicht-operierten Herzen und operierten Herzen fand sich
statistisch ebenfalls kein Unterschied. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA,;
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3.3.6 Gesamtquerschnittsflache des linksventrikularen Myokards aus den
Ventrikelbereichen ,Spitze®, ,Papillar und ,Remote”

Die Gesamtheit aller Wildtyp-Herzen hatte in den Ventrikelbereichen ,Spitze®,
.Papillar’ und ,Remote”“ durchschnittlich eine Gesamtquerschnittsflache des
linksventrikularen Myokards von 10,19 + 1,62 mm? (s. Abb. 32). Unterteilt in nicht-
operierte und operierte Herzen ergaben sich Werte von 9,49 + 1,18 mm? (n=5) und
10,88 £ 1,53 mm? (n=5). Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen konnte
statistisch nicht nachgewiesen werden.

Betrachtete man lediglich die verschiedenen Genotypen ohne diese weiter in nicht-
operierte und operierte Herzen zu unterscheiden, waren keine Unterschiede der
FL/+- bzw. RW/+-Herzen im Vergleich zu den Wildtyp-Herzen auffallig (FL/+ mit
10,62 + 2,03 mm?, n=9; RW/+ mit 10,76 £ 1,75 mm?, n=10).

Die Differenzierung der FL/+-Herzen in nicht-operierte und operierte Herzen mit
9,49 + 1,18 mm? (FL/+% n=5) und 10,91 + 2,35 mm? (FL/+ I/R; n=4) zeigte keine
Unterschiede zu den nicht-operierten bzw. operierten Herzen der anderen
Genotypen. Dagegen waren die Querschnittsflachen der operierten RW/+-Herzen
mit 12,00 £ 1,49 mm? (RW/+ I/R; n=5) groRRer als die der nicht-operierten RW/+-
Herzen mit 9,51 + 0,46 mm? (RW/+% n=5; RW/+ I/R vs. RW/+% p<0,05). Die
GesamtgrolRe der Myokardquerschnittsflachen der operierten RC/+-Herzen
unterschieden sich dagegen nicht von denen der Ubrigen Untersuchungsgruppen
(RC/+ I/R mit 10,80 £ 1,73 mm?, n=5).

Vernachlassigte man die Genotypen und fasste die Gesamtheit aller Herzen in
nicht-operierte bzw. operierte Herzen zusammen, zeigte sich, dass die Gesamtheit
der operierten Herzen mit 11,16 + 1,90 mm? (n=19) grolRere Myokard-
Querschnittsflachen besal3en als die nicht-operierten Herzen mit 9,80 £ 1,22 mm?
(n=15; ohne I/R vs. mit I/R; p<0,05).
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Myokardflache nach Versuchsgruppe
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Abb. 32: Gesamtquerschnittsflache des linksventrikularen Myokards in den

Ventrikelbereichen ,,Spitze“, ,,Papillar® und ,,Remote*

a. Nach Vergleich der Versuchsgruppen ohne und mit I/R zeigte sich bei den operierten RW/+-
Herzen die linksventrikulare Myokardflache gegenliber den nicht-operierten RW/+-Herzen
vergrofert. Vergleich der Gruppen mittels two-way ANOVA,;

b. Bei Vernachlassigung von I/R zeigten sich zwischen den Vergleichen der Mittelwerte bezogen
auf den Genotyp dagegen keine Unterschiede.

c. Innerhalb der Gesamtheit der operierten Herzen war die Gesamtquerschnitisflache des
linksventrikuldaren Myokards gegeniiber der Gesamtheit der nicht-operierten Tiere vergroRert.
Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA,;

*, p<0,05

3.3.7 Relative GroRe des Infarktgebiets

Es zeigte sich bei den operierten Wildtyp-Herzen eine durchschnittliche Infarktgroe
von 34,59 + 2,02 %. Sowohl bei den FL/+-Herzen mit 26,99 + 4,16 % als auch bei
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den RW/+-Herzen mit 26,61 + 8,85 % waren die gemessenen Infarktflachen
durchschnittlich kleiner (s. Abb. 33). Ein statistischer Unterschied konnte zwischen
den InfarktgroRen der FL/+- und den Wildtyp-Herzen festgestellt werden (FL/+ I/R
vs. wt I/R; p<0,05). Das im Mittel groRte Infarktgebiet konnten bei den RC/+-Herzen
erhoben werden mit 35,17 £ 22,34 %. Die erhebliche Streuung der Einzelwerte liel3
statistisch bei den RC/+-Herzen keinen Unterschied zu den gemessenen Flachen
der uUbrigen Gruppen (wt I/R vs. RC/+ I/R; FL/+ I/R vs. RC/+ I/R; RW/+ I/R vs.
RC/+ I/R) erkennen.

InfarktgroRe
0.81
S
o 0.61
2
e *
2044 | |
£ 7
C
= 0.2- %
o /
0.0-

wt FL/+ RW/+ RC/+
I/R I/R I/'R I/R

Abb. 33: Relative GroRe des Infarktgebiets nach Ischamie und Reperfusion

Das planimetrisch ausgemessene Infarktgebiet zeigte sich in den Gewebequerschnitten der FL/+-
Herzen niedriger als in denen der Wildtyp-Kontrollgruppe. Vergleich der Gruppen mittels one-way
ANOVA;

*, p<0,05

3.4 Ergebnisse der WGA-Farbung

Wie bei der Siriusrot-Farbung wurden die linken Ventrikel fur die WGA-Farbung in
drei topografische Bereiche eingeteilt, die reprasentativ fur die Zellgroflde im Bereich
der Herzspitze, der Papillarmuskeln und des remote Myokards analysiert wurden.
Bei der WGA-Farbung umfassten diese Bereiche jeweils drei der insgesamt 15
verschieden Ebenen jedes Herzens (s. Abschnitt 2.6.3). WGA st ein
fluoreszierender Farbstoff, der sich an die Zellmembranen der Myozyten anlagert
und es so ermoglicht die ZellgroRen der Myozyten im Querschnitt zu ermitteln. Es
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wurden unter Verwendung eines softwaregestitzten halbautomatischen
Messverfahrens, wie unter Abschnitt 2.8.4 beschrieben, nur Zellen ausgemessen,

die moglichst rund waren und einen zentralstandigen Zellkern besalien.

3.4.1 Myozytengrof3en im Bereich ,Spitze®

Im Bereich der ,Spitze® betrug die durchschnittiche Querschnittsflache der
Myozyten bei der Wildtyp-Kontrollgruppe 428,9 £ 171,8 um? (wt; n=10) (s. Abb. 34).
Differenzierte man innerhalb dieser Gruppe in nicht-operierte und operierte Herzen,
ergab sich, dass die Querschnittsflachen der Myozyten der operierten Herzen mit
546,2 £ 119,8 um? (wt I/R; n=5) gegenuber denen der nicht-operierten Herzen mit
311,6 + 106,0 um? (wt®; n=5) gréRer waren (p<0,05).

Bei Herzen des Genotyps FL/+ mit durchschnittlich 363,3 + 126,9 pm? (n=9) und
RW/+ mit 433,4 + 112,4 ym? (n=10) waren in diesem Bereich im Vergleich zum
Wildtyp (wt) keine Unterschiede der Zellgrofien feststellbar. Die durchschnittliche
gemessene Differenz der Mittelwerte der RW/+-Mause und der Wildtyp-
Kontrollgruppe lag bei 4,5 um?. Statistisch ergab sich kein Unterschied. Ebenso war
kein wesentlicher Unterschied zwischen den Genotypen FL/+ und RW/+
festzustellen.

Differenzierte man innerhalb der Genotypen weiter in nicht-operierte und operierte
Herzen, waren im Vergleich mit ihren jeweiligen Kontrollgruppen keine
Unterschiede bezuglich der MyozytengrofRe im Querschnitt feststellbar.

Ein Unterschied war dagegen bei den ZellgroRen zwischen der Gesamtheit der
nicht-operierten Herzen (ohne I/R) mit 347,3 £ 102,0 um? (n=15) und den operierten
Herzen (mit I/R) mit 469,7 £ 139,3 ym? (n=19; p<0,01) erkennbar.
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ZellgroRe Spitze nach Versuchsgruppe
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Abb. 34: MyozytengroBen im Bereich ,,Spitze“

a. Zeigt den Vergleich der verschiedenen Genotypen mit und ohne I/R. Lediglich bei der
Wildtypgruppe war ein Unterschied nach I/R festzustellen. Vergleich der Gruppen mittels
two-way ANOVA,;

b. Bei Nichtberiicksichtigung von I/R zeigten sich zwischen den Genotypen keine Unterschiede.

c. Unabhangig vom Genotyp zeigten sich die Querschnitte der Myozyten von operierten Tieren
vergrofert. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA;

* p<0,05; **, p<0,01
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3.4.2 Myozytengrof3en im Bereich ,Papillar®

Die Wildtyp-Herzen hatten zusammengefasst im Bereich ,Papillar® eine
durchschnittliche Zellquerschnittsflache von 291,4 + 117,2 ym? (wt; n=10) (s. Abb.
35). Davon wurde bei den nicht-operierten Wildtyp-Herzen eine ZellgroRe von
194,9 + 33,3 um? (wt%; n=5) im Mittel gemessen und 387,9 + 70,7 um? (wt I/R; n=5)
bei den operierten Herzen. Die statistische Auswertung bestatigte einen
Unterschied (p<0,001).

Beim Vergleich der Genotypen ohne Berucksichtigung von I/R zeigten sich keine
Unterschiede zwischen FL/+-Herzen mit 264,7 + 88,4 uym? (n=9) bzw. RW/+-Herzen
mit 360,5 + 124,4 ym? (n=10) und den Wildtyp-Herzen (wt). Lediglich der Vergleich
dieser beiden Genotypen untereinander (FL/+ vs. RW/+) lied mit einer
Mittelwertdifferenz von 95,8 um? (p=0,069) eine Tendenz erkennen.

Bei der Untersuchung der nicht-operierten Herzen zeigte sich, dass die Zellgrofien
von RW/+-Herzen mit 252,5 + 25,6 ym? (RW/+%;, n=5) in diesem Bereich groRer
waren als die Myozyten der Kontrollgruppe (wt® s. o.; p<0,05). Genauso war ein
statistischer Unterschied der Zellgro3en von nicht-operierten RW/+- und FL/+-
Herzen mit 192,7 + 22,8 um? erkennbar (n=5; p<0,01).

Bei den operierten Herzen zeigte sich ein gemischtes Bild. So waren keine
Unterschiede bezuglich der ZellgroRen bei den operierten FL/+-, RW/+- und RC/+-
Herzen bezogen auf die Herzen der Wildtyp-Kontrolle feststellbar. Zwischen den
operierten RW/+-Herzen mit 468,4 + 62,5 ym? (RW/+ I/R; n=5) und der
Kontrollgruppe (wt I/R) war allerdings eine Tendenz feststellbar
(AMittelwert=80,5 um?; p=0,093). Die Myozytengrolien der operierten RW/+-Herzen
waren mit einer Differenz von 113,7 ym? groRer als die der operierten FL/+-Herzen
mit 354,7 £ 20,0 ym? (FL/+ I/R; n=4; p<0,05).

Im Bereich ,Papillar® zeigten sich sowohl in der Gesamtkohorte ohne
Berucksichtigung des Genotyps (ohne I/R vs. mit I/R) als auch innerhalb der
Genotypen Unterschiede zwischen den Messwerten von operierten und nicht-
operierten Herzen. Betrachtete man die Gesamtheit aller operierten Herzen und
stellte sie der Gesamtheit der nicht-operierten Herzen gegenuber, zeigte sich, dass
die Myozyten der operierten Herzen mit 409,1 + 73,1 ym? (mit I/R; n=19)
durchschnittlich um 195,7 um? gro3er waren als die der nicht-operierten Herzen mit
213,4 £40,5 ym? (ohne I/R; n=15; p<0,0001). Die ZellgroRen der operierten Wildtyp-
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Herzen (wt I/R) waren im Schnitt um 193,0 ym? grol3er als die der nicht-operierten
Herzen (wt I/R vs. wt%; p<0,01). Die Myozyten der operierten FL/+-Herzen (FL/+ I/R)
waren durchschnittlich 162,0 ym? groRRer als die der nicht-operierten Herzen des
gleichen Genotyps mit 192,7 £ 22,8 ym? (n=5; p<0,0001). Auch unter den RW/+-
Herzen zeigte sich, dass die Myozyten der operierten Herzen (RW/+ I/R)
durchschnittlich 215,9 ym? grof3er waren als die der nicht-operierten Herzen mit
(RW/+ I/R vs. RW/+9%; p<0,001).
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ZellgroRe Papillar nach Versuchsgruppe
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Abb. 35: Beschriftung siehe folgende Seite
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Abb. 35: MyozytengroBen im Bereich ,,Papillar®

a.i. Nach I/R konnten in allen Versuchsgruppen gréRBere Querschnittsflichen der Myozyten im
Vergleich zu den entsprechenden nicht-operierten Kontrollgruppen beobachtet werden.

a.ii. Zeigt zur vereinfachten Darstellung erneut die Datensatze der nicht-operierten Herzen aus a.i.
im direkten Vergleich. Vergleich der Gruppen in a.i und a.ii mittels two-way ANOVA;

b. Unabhangig von I/R konnten im Vergleich der Genotypen keine Unterschiede festgestellt

werden.
c. Die Gesamtheit aller operierten Herzen zeigten durchschnittlich anndhernd eine Verdoppelung
der Zellquerschnittsflachen gegeniiber denen der Gesamtheit der

nicht-operierten Herzen. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA,;
*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001

3.4.3 MyozytengrofRen im Bereich ,Remote”

Im Bereich ,Remote” lag die mittlere Grof3e der Myozytenquerschnitte der Wildtyp-
Kontrollgruppe zusammengefasst bei 179,3 £ 39,2 uym? (wt; n=10) (s. Abb. 36). Die
Querschnittsflachen der nicht-operierten Wildtyp-Herzen betrug 164,5 + 23,7 ym?
(wt% n=5) und 194,2 + 42,0 um? bei den operierten Wildtyp-Herzen (wt I/R; n=5).
Statistisch konnte kein Unterschied fiir die beiden vorgenannten Gruppen (wt° vs.
wt I/R) festgestellt werden.

Die Querschnittsflachen der Gesamtheit aller RW/+-Myozyten waren mit
261,4 + 66,6 ym? (RW/+; n=10) in diesem Bereich durchschnittlich 82,1 um? groer
als die der Kontrollgruppe (RW/+ vs. wt; p<0,005). Dagegen war im Vergleich der
FL/+-Myozyten mit 168,4 + 33,9 ym? (n=9) und der Wildtyp-Kontrolle kein
Unterschied bezuglich der ZellgroRe feststellbar. Grofler waren im Bereich
.,Remote“ die Querschnittsflachen der RW/+-Myozyten (RW/+) gegenuber denen
des FL/+-Genotyps mit einer Mittelwertdifferenz von 93,0 ym? (RW/+ vs. FL/+;
p<0,005).

Auch bei Betrachtung der nicht-operierten Herzen zeigte sich, dass zwischen den
nicht-operierten FL/+-Herzen mit 166,6 + 20,5 um? (FL/+% n=5) und der Wildtyp-
Kontrollgruppe (wt°) keine Unterschiede vorlagen. Dagegen waren auch in diesem
Vergleich die Querschnitte der Myozyten der nicht-operierten RW/+-Herzen mit
214,7 + 7,9 um? (RW/+%; n=5) gréRer als die der nicht-operierten Wildtyp-Herzen
(RW/+° vs. wt’; p<0,05). Gleiches galt fiir die Differenz zwischen den nicht-
operierten RW/+- und FL/+-Herzen: Im Durchschnitt waren die Zellquerschnitte der
nicht-operierten RW/+-Herzen um 48,1 ym? groRer (p<0,005).

Bei den operierten Herzen hatten die Myozyten der RW/+-Herzen mit
308,2 + 59,5 ym?* (RW/+ I/R; n=5) durchschnittlich eine um 114,0 ym? groRere
Querschnittsflache als die Wildtyp-Kontrolle (RW/+ I/R vs. wt I/R; p<0,01). Die
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Myozytengrofien von operierten Herzen mit dem Genotyp FL/+ mit 170,7 £ 42,0 ym?
(FL/+ I/R; n=4) bzw. RC/+ mit 259,1 + 52,2 ym? (RC/+ I/R; n=5) unterschieden sich
nicht von der operierten Wildtypkontrollgruppe. Die Differenz der Mittelwerte
zwischen den operierten RC/+-Herzen und den entsprechenden Wildtyp-Herzen
war mit 64,9 um? allerdings auffallend grofd (p=0,064). Die gemessenen Mittelwerte
der Zellquerschnitte von operierten RW/+-Herzen waren zudem um durchschnittlich
137,5 ym? groRer als die gemessenen Mittelwerte von operierten FL/+-Herzen
(RW/+ I/R vs. FL/+ I/R; p<0,005). Auch die operierten RC/+-Herzen zeigten grolRere
Myozytenquerschnittsflachen als die FL/+-Herzen (RC/+ I/R vs. FL/+ I/R;
AMittelwert=88,40 ym?; p<0,05). Dagegen konnten keine Unterschiede zwischen
den operierten RW/+- und RC/+-Genotypen festgestellt werden.

Die Gesamtheit der nicht-operierten Herzen dieser Studie hatte im Bereich
.,Remote“ eine durchschnittliche Zellgrole von 181,9 + 30,8 ym? (ohne I/R; n=15).
Dagegen war der gemittelte Wert aller operierten Herzen mit 236,3 + 75,2 ym?
(mit I/R; n=19) statistisch groRer (ohne I/R vs. mit I/R; p<0,05). Innerhalb der Gruppe
der FL/+-Herzen waren bei dieser Betrachtung keine Unterschiede innerhalb der
Myozytenquerschnittsflichen ohne und mit I/R zu ermitteln (FL/+° vs. FL/+ I/R).
Anders verhielt es sich in der Kohorte der RW/+-Herzen (RW/+° vs. RW/+ I/R): Die
Myozytenquerschnittsflachen waren bei operierten Herzen dieses Genotyps
durchschnittlich 93,5 ym? gréRer als bei den nicht-operierten Tieren (RW/+° vs.
RW/+ I/R; p<0,05).
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ZellgroRe Remote nach Versuchsgruppe
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Abb. 36: MyozytengroRBen im Bereich ,,Remote“

a.i. Darstellung der verschiedenen Genotypen mit und ohne I/R. Die Querschnittsflachen der RW/+-
Zellen erschienen mit I/R gréRer, sowohl gegentiber der nicht-operierten RW/+-Gruppe als auch
gegeniiber den operierten Wildtyp- und FL/+-Zellen.

a.ii.Zur vereinfachten Darstellung wird der Unterschied zwischen den Zellquerschnitten von
operierten RC/+-Herzen von operierten FL/+-Herzen aus a.i gegeniibergestellt. Vergleich der
Gruppen in a.i und a.ii mittels two-way ANOVA;

b. Myozyten des Genotyps RW/+ hatten durchschnittlich gréRere Querschnittsflachen als Wildtyp-
und FL/+-Myozyten.

c. Die Zellquerschnitte der Gesamtheit aller Herzen mit I/R waren groRer als die Zellquerschnitte
aller nicht-operierten Herzen. Vergleich der Gruppen in b und ¢ mittels one-way ANOVA;

*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001
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4 Diskussion

4.1 Phanotypisierung der Mause des Wildtyps nach Ischamie und
Reperfusion (I/R)

Dieser Abschnitt beinhaltet die kritische Auseinandersetzung mit den fur die
Wildtyp-Mause erhobenen Untersuchungsergebnissen. Die bei der Wildtyp-
Kontrollgruppe beobachteten Veranderungen dienten als Referenz fur die
Phanotypisierungen der FL/+-, RW/+- und RC/+- Tiere ohne und mit I/R.

Alle Tiere hatten einen identischen genetischen Hintergrund und entstammten der
gleichen Zucht. Auch die Haltungsbedingungen waren identisch. Damit war eine
wichtige Bedingung fur diese Studie erflllt: Die operative Induktion einer 60-
minutigen Ischamie des Myokards durch eine RIVA-Ligatur mit anschliefender
Reperfusion (s. Abschnitt 2.2) sollte die einzige Abweichung des Protokolls der
operierten Tiere gegenuber dem Protokoll der nicht-operierten Tieren sein. Die
Operationen erfolgten jeweils im Alter von elf Wochen. Nach 15 Wochen wurden
die Tiere getotet und die Herzen explantiert. Die operierten Tiere hatten daher bis

zur Totung vier Wochen Zeit zur Rekonvaleszenz.

4.1.1 Mausgewicht nach I/R beim Wildtyp

Im Alter von 15 Wochen wurde kurz vor der Totung des jeweiligen Versuchstieres
das Korpergewicht bestimmt. Vor diesem Hintergrund konnte kein Unterschied des
Korpergewichts zwischen nicht-operierten und operierten Wildtyp-Tieren festgestellt
werden. Das unbeeinflusste Korpergewicht war ein Hinweis dafur, dass die
operierten Tiere den invasiven Eingriff gut Uberstanden und zeitnah ihr vorheriges
Aktivitatsniveau zurlckerlangt hatten. Eine Verweigerung der Futteraufnahme,
moglicherweise aufgrund von postoperativen Schmerzen, wurde ebenfalls nicht
beobachtet. Zum anderen sprach es aber auch daflr, dass die operierten Tiere den
partiellen Verlust des Herzmuskelgewebes zumindest im Beobachtungszeitraum
temporar in einem ausreichenden MalRe kompensieren konnten. Andernfalls ware
eine Verringerung des Korpergewichts im Rahmen einer kardialen Kachexie oder
eine Kdrpergewichtszunahme durch Bildung von Odemen aufgrund einer kardialen

82



4. Diskussion

Dekompensation im Rahmen einer Herzinsuffizienz moglich gewesen.
Bemerkenswert war, dass bezuglich des Mausgewichts die Standardabweichung
der operierten Wildtyp-Tiere im Vergleich zu der Standardabweichung der nicht-
operierten Wildtyp-Tiere mehr als doppelt so grof3 war. Auch im Vergleich zu den
Standardabweichungen der operierten FL/+-, RW/+ und RC/+-Tiere war die der
operierten Wildtyp-Tiere deutlich groRer. Diese groRere Streuung konnte ein
Hinweis auf individuelle Unterschiede der operierten Wildtyp-Mause bei der
Kompensation der Operationsfolgen gewesen sein.

4.1.2 Herzgewicht nach I/R beim Wildtyp

Bei Betrachtung der Auswirkungen von I/R auf das Herzgewicht der Wildtyp-Mause
bestatigten sich die Erkenntnisse, die nach Untersuchung des Korpergewichts
bereits gezogen wurden. So waren zwischen den Herzgewichten der nicht-
operierten und operierten Wildtyp-Mause keine Unterschiede feststellbar. Es ware
durch den Verlust von Herzmuskelgewebe anzunehmen gewesen, dass das
Herzgewicht zumindest temporar sinkt [77]. Langfristig ware durch das remodeling
des Myokards nach I/R auch eine Zunahme des Herzgewichts zu erwarten gewesen
[78]. Maoglicherweise war aber die verwendete Methodik zur Erhebung des
Herzgewichts nicht sensibel genug oder die Fallzahl (n=5) zu gering, um einen
Unterschied zu erkennen. Die Vermessung der Herzquerschnittsflachen nach
Siriusrotfarbung konnte als weiterer Parameter zur Klarung dieser Frage beitragen
(s. Abschnitt 4.1.4).

Da anzunehmen war, dass das Herzgewicht mit der GroRe und dem Gewicht des
jeweiligen Tieres korrelierten, wurde auch das auf das Mausgewicht und die
Tibialange standardisierte Herzgewicht berechnet. Auch unter Berucksichtigung
von Mausgewicht und Tibialange konnten keine Unterschiede zwischen den
Herzgewichten der nicht-operierten und der operierten Wildtyp-Mause festgestellt
werden. Daher konnte ein Bias der Messergebnisse durch besonders grof3e oder

kleine Tiere vermindert werden.
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4.1.3 Veranderungen des relativen Anteils von interstitieller Fibrose in den
Herzquerschnitten nach I/R beim Wildtyp

Die Veranderungen des relativen Anteils von interstitieller Fibrose innerhalb des
Herzgewebes ist Teil von bindegewebigen Umbauprozessen des Myokards nach
I/R. Unter der Annahme, dass mindestens ein Teil des Bindegewebes als Ersatz fur
untergegangene Kardiomyzyten in das Myokard eingebaut wurde, wirde der
relative Anteil von Bindegewebe negativ korrelieren mit dem relativen Anteil von
kontraktilen Kardiomyozyten im gesamten Myokard. Auch erhoht sich durch den
Bindegewebseinbau die Steifigkeit der Herzwande. Somit hat der relative Anteil von
interstitieller Fibrose auch direkt Auswirkungen auf die Pumpfunktion des Herzens
[79]. Fur die Auswertung des relativen Anteils von interstitieller Fibrose im Myokard
wurden fur jedes Herz aus den drei Ventrikelbereichen ,Spitze®, ,Papillar” und
.Remote“ Gewebeschnitte selektiert und in Pikro-Siriusrot-Farbung koloriert
(s. Abschnitte 2.6.3 und 2.6.4).

Verglich man den relativen Fibroseanteil der nicht-operierten und operierten
Wildtyp-Herzen, zeigte sich, dass weder im Bereich ,Spitze“ noch in den Bereichen
,Papillar* oder ,Remote” bei den operierten Wildtyp-Herzen Veranderungen
festzustellen waren. Theoretisch ware im Rahmen des kardialen remodeling ein
erhohter interstitieller Fibroseanteil im Myokard nach durchgemachter
Ischamiephase zu erwarten gewesen [80]. Letztlich zeigte das Ergebnis der
vorliegenden Studie Folgendes: Die nach I/R zu erwartende Fibrosierung des
Myokards konnte mit der in dieser Untersuchung verwendeten Methodik
(s. Abschnitt 2.8.1) bei den Wildtyp-Mausen nicht nachvollzogen werden.
Ursachlich kdnnte eine zu geringe Sensitivitat der verwendeten Methodik gewesen
sein. Da die Mittelwerte zum Teil deutlich voneinander divergierten bei zugleich
hohen Standardabweichungen, insbesondere im Bereich ,Remote”, hatte eine
hohere Fallzahl moglicherweise die erwartete Zunahme der interstitiellen Fibrose in
der I/R-Gruppe aufgedeckt. Ein weiterer Grund konnte eine zu kurz andauernde
Ischamiephase des I/R-Modells (1 h) gewesen sein im Vergleich zu einer

permanenten Koronarokklusion.
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4.1.4 Planimetrie des linken Ventrikellumens und des linksventrikularen Myokards
beim Wildtyp

Die Vermessung der linken Ventrikellumina zeigte bei den operierten Wildtyp-
Herzen in den Ventrikelbereichen ,Spitze, ,Papillar® und ,Remote”
zusammengefasst keine Veranderungen gegenuber den nicht-operierten Wildtyp-
Herzen. Dies machte eine fortgeschrittene Herzinsuffizienz mit Dilatation des linken
Ventrikels als Folge der Ischamie unwahrscheinlich. Es bestatigte die Beobachtung
aus Abschnitt 4.1.1 und lieR vermuten, dass die Wildtyp-Tiere die funktionellen
Einbulien, die durch den Verlust von Herzmuskelgewebe entstanden waren, gut
kompensiert hatten.

Bei den Wildtyp-Mausen waren zusammengefasst in den Bereichen ,Spitze®,
,Papillar” und ,Remote“ zwischen den linksventrikularen Myokardquerschnitten der
nicht-operierten und operierten Herzen keine Veranderungen festzustellen. Diese
Beobachtung korrelierte mit den Ergebnissen des Herzgewichts. Eine wesentliche
Herzmuskelhypertrophie konnte im Rahmen dieser Studie bei den Wildtyp-Herzen
nach I/R nicht beobachtet werden. Allerdings musste berucksichtigt werden, dass
nach erfolgter Ischamie ein wesentlicher Anteil des Herzmuskelgewebes nekrotisch
wurde. Bereits makroskopisch war auf den betroffenen Herzquerschnitten eine
Verringerung der Wandstarke im Bereich des Infarktgebiets erkennbar (s. Abb. 17
und Abb. 18). Diese Verringerung der Wandstarke hatte sich auch in einer
Verringerung der linksventrikularen Myokardflache bemerkbar machen konnen. Der
Grund, dass sich diese Annahme nicht bestatigte, konnte auch Folge einer
Herzmuskelhypertrophie gewesen sein, die naherungsweise dem nekrotischen
Herzmuskelgewebe entsprach. Dadurch konnte eine milde Herzmuskelhypertrophie

maskiert worden sein.

4.1.5 Zellflachen des linken Ventrikels im Querschnitt beim Wildtyp

Bei der Vermessung der Myozytenquerschnitte zeigte sich bei den operierten
Wildtyp-Mausen im Bereich ,Spitze“ eine Zunahme der Querschnittsflache um etwa
75 %. Im Bereich ,Papillar” hatten sich die Zellflachen nach I/R annahernd
verdoppelt. Im Bereich ,Remote” dagegen waren keine Unterschiede der
Zellquerschnitte festzustellen. Dies sprach fur eine Hypertrophie der Myozyten in
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den Bereichen ,Spitze” und ,Papillar®. Da in diesen beiden Bereichen auch die
Infarktnarbe lag, wird der geringe Abstand der betroffenen Myozyten zum
ischamischen Gewebe eine Ursache fur die zu beobachtende Zellhypertrophie
gewesen sein. Moglicherweise war die Zunahme der ZellgroRen der uberlebenden
Zellen ein Ausdruck der Kompensation des Verlusts von kontraktilem Gewebe durch
die Ischamie. Im nicht von der Ischamie betroffenen remote Myokard, das sich im
Bereich ,Remote” befand, war dagegen keine Zellhypertrophie zu beobachten. Als
Grund hierfur musste die weitgehend erhaltene Kontraktilitat des Myokards in
diesem Bereich in Betracht gezogen werden.

Weiterhin war anhand der Daten erkennbar, dass die ZellgréRen sowohl bei den
nicht-operierten als auch bei den operierten Wildtyp-Herzen an der Herzspitze am
grofdten waren und in Richtung Herzbasis deutlich an Grolze verloren. Dies konnte
ein Korrelat fur eine unterschiedliche Belastung des Herzmuskels in diesen

Ventrikelbereichen gewesen sein.

4.2 Phanotypisierung der DCM-Mutanten nach I/R

Der folgende Abschnitt behandelt die Auswirkungen von I/R auf die heterozygoten
FL/+-Mause. Tiere dieses Genotyps entwickelten im Verlauf eine dilatative
Kardiomyopathie. Als Referenz fur die Untersuchungsergebnisse dieser Mutante
dienten die Beobachtungen der Wildtyp-Kontrolle, die unter Abschnitt 4.1 diskutiert

wurden.

4.2.1 Mausgewicht nach I/R bei der DCM-Mutante

Beim Vergleich der Korpergewichte der nicht-operierten Mause des Wildtyps und
der nicht-operierten Mause des FL/+-Genotyps waren keine Unterschiede messbar.
Deutliche Auswirkungen der DCM-Mutation auf den Gesamtorganismus waren
daher im Alter von 15 Wochen als unwahrscheinlich zu erachten. Diese
Schlussfolgerung deckte sich mit den Beobachtungen bisheriger Studien [47].

Nach I/R war bei den operierten FL/+-Tieren ein relativer Korpergewichtsverlust von
ca. 11 % gegenuber den nicht-operierten FL/+-Tieren zu beobachten. Bei der
Wildtyp-Kontrolle konnten im Vergleich von nicht-operierten und operierten Tieren

dieses Genotyps dagegen keine Gewichtsunterschiede festgestellt werden. Nach
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dieser Beobachtung hatte angenommen werden kdonnen, dass auch der Vergleich
zwischen operierten FL/+-Tieren und operierten Wildtyp-Tieren einen signifikanten
Gewichtsunterschied aufzeigt. Die gro3e Streubreite der Einzelmesswerte der
operierten Wildtyp-Mause liel3 allerdings keinen Unterschied erkennen.

Der Gewichtverlust innerhalb der beiden FL/+-Gruppen konnte ein Hinweis dafur
gewesen sein, dass FL/+-Mause die Folgen der Ischamie weniger gut
kompensieren konnten. Neben einer Verweigerung von Nahrungsaufnahme
aufgrund von Schmerzen oder Stress ware eine verringerte korperliche Aktivitat mit
Atrophie der Skelettmuskulatur ebenfalls eine mogliche Erklarung. Zu 6dematdsen
Einlagerungen im Rahmen einer Herzinsuffizienz mit Zunahme des Korpergewichts
schien es bei den FL/+-Mausen nach I/R nicht gekommen zu sein [81].
Interessanterweise zeigte die Arbeit von R. Blankenburg, dass homozygote FL/FL-
Mause nach einem halben Jahr signifikant schwerer waren als vergleichbare
Wildtyp-Mause [82]. Dies war moglicherweise Folge von vermehrter
Wassereinlagerung aufgrund der Herzinsuffizienz im Rahmen der dilatativen
Kardiomyopathie. Zumindest nach 15 Wochen gab es bei heterozygoten FL/+-
Mausen dafur keine Hinweise. Die beobachteten Veranderungen der FL/+-Mause
lieBen nach I/R keine Hinweise fur eine fortgeschritten Dilatation des linken
Ventrikels erkennen. Somit ergab sich auch kein Hinweis fur eine Beschleunigung
der DCM-Entwicklung nach I/R fur die FL/+-Tiere.

4.2.2 Herzgewicht nach I/R bei der DCM-Mutante

Das Herzgewicht war sowohl bei den nicht-operierten als auch bei den operierten
FL/+-Mausen gegenuber den Wildtyp-Mausen unverandert. Dies korrelierte mit den
Beobachtungen fur die Wildtyp- und FL/+-Mause aus der Planimetrie unter
Abschnitt 4.1.4 bzw. 4.2.4. Damit erschien eine fortgeschrittene myokardiale
Hypertrophie in diesem Lebensalter unwahrscheinlich. Nach Normierung des
Herzgewichts auf das Mausgewicht und die Tibialange zeigte sich noch ein
wichtiger Aspekt fur das Mausgewicht der operierte FL/+-Mause: Das Herzgewicht
der operierten FL/+-Mause war kleiner als das der operierten RW/+-Mause. Nach
Normierung auf das Mausgewicht konnte dieser Unterschied nicht weiter festgestellt
werden. In Bezug auf die Tibialange war weiterhin ein Unterschied erkennbar.
Anhand der Normierung auf die Tibialange konnte daher gefolgert werden, dass das

87



4. Diskussion

geringere Korpergewicht der operierten FL/+-Tiere nicht durch eine geringere
KorpergroRe zu erklaren war. Die betroffenen Tiere mussten bei &ahnlicher
Korpergrofde weniger Korpergewicht zugenommenhaben.

4.2.3 Veranderungen des relativen Anteils von interstitieller Fibrose in den
Herzquerschnitten nach I/R bei DCM-Mutanten

Der relative Anteil von interstitieller Fibrose im Myokard des linken Ventrikels bei
den Herzen der FL/+-Tiere im Alter von 15 Wochen in den zuvor definierten
Bereichen ,Spitze”, ,Papillar® und ,Remote” zeigte keinen Unterschied zur Wildtyp-
Kontrolle. Damit war in diesem Alter ein anzunehmendes kardiales remodeling im
Rahmen einer dilatativen Kardiomyopathie in Hinblick auf die Fibrosierung des
Myokards unwahrscheinlich bzw. unterhalb der Nachweisgrenze der in dieser
Studie verwendeten Methodik [20]. Auffallend war, dass nur die FL/+-Herzen nach
I/R keine Veranderungen in den drei Ventrikelbereichen zeigten, RW/+- und
Wildtyp-Herzen dagegen schon.

Tendenziell fiel dariber hinaus auf, dass die gemessenen Mittelwerte des relativen
Anteils von interstitieller Fibrose der FL/+-Herzen sowohl bei den nicht-operierten
als auch bei den operierten Herzen niedriger als bei den ubrigen Genotypen waren.
Gegenuber den RW/+-Herzen bestatigte sich dieser Eindruck in der
Gesamtbetrachtung aller Ventrikelbereiche sowohl ohne als auch mit I/R.
Moglicherweise ware durch eine VergroRerung der Fallzahlen auch ein Unterschied
zur Wildtyp-Kontrolle bei den nicht-operierten und bei den operierten Tieren
aufgefallen. Daraus ergab sich die Frage, weshalb die FL/+-Herzen nach I/R zu
einer geringeren Bildung von interstitieller Fibrose neigten. Dass sich durch die
Mutation ein protektiver Aspekt fur den Herzmuskel der FL/+-Tiere ergab, erschien
aufgrund der Erkenntnisse hinsichtlich des geringeren Korpergewichts aus
Abschnitt 4.2.1 jedoch unwahrscheinlich.

Letztlich konnte die Studie zeigen, dass das myokardiale remodeling der FL/+-
Herzen nach I/R, anders als bei Herzen des Genotyps RW/+, ohne eine
zunehmende Fibrosierung des Myokards einhergeht.
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4.2.4 Planimetrie des linken Ventrikellumens, des linksventrikularen Myokards und
der Infarktgrof3e bei DCM-Mutanten

Bei den FL/+-Mutanten zeigte der Vergleich zwischen operierten und nicht-
operierten Mutanten bezuglich des linken Ventrikellumens keinen Unterschied. Die
Mittelwerte und die Standardabweichungen waren auf einem &hnlichen Niveau.
Auch der Vergleich der beiden FL/+-Gruppen mit ihrer jeweiligen Wildtyp-
Kontrollgruppe zeigte keine Veranderungen des linksventrikularen Lumens. Ein
Einfluss von I/R im Sinne einer Progression der DCM mit Dilatation des linken
Ventrikels konnte zumindest nach 15 Wochen weitgehend ausgeschlossen werden.
Aussagen Uber eine rein longitudinale Dilatation des linken Ventrikels lieRen sich
mit der verwendeten Methodik allerdings nicht treffen, da es sich um eine
zweidimensionale Messung der Ventrikelquerschnittsflachen handelte. Erganzend
wurden bei allen Versuchstieren dieser Studie echokardiografische
Untersuchungen durchgefuhrt, deren Ergebnisse allerdings nicht Teil der
vorliegenden Studie waren. Letztlich bestatigten sich auch echokardiografisch
unveranderte Ventrikelgrofien bei FL/+-Mutanten nach I/R. Diese Beobachtungen
korrelierten mit den Schlussfolgerungen aus den Abschnitten 4.2.1 und 4.2.3.
Ebenso wie die linken Ventrikellumina waren die Vermessungen der
Herzwandflachen der operierten FL/+-Mutanten unauffallig. Dies ware phanotypisch
bei einer DCM ohnehin typischerweise nicht zu erwarten gewesen und korreliert mit
dem unveranderten Herzgewicht der FL/+-Herzen nach I/R [83].

Auffallig war die um etwa 30 % niedrigere relative InfarktgroRe der operierten FL/+-
Herzen im Vergleich zur Wildtypkontrolle. Tendenziell schienen die Mittelwerte der
FL/+-InfarktgréRen auch niedriger als die der HCM-Mutanten zu sein.

Da die Infarktgrof3e allein von der Hohe der Ligatur an der Koronararterie abhangig
war, schienen die Ligaturen bei den FL/+-Herzen tendenziell eher weiter distal an
der LAD erfolgt zu sein. Dadurch war der relative Anteil des remote Myokards in
FL/+-Herzen etwas grof3er als in den anderen Gruppen. Dies konnte eine Ursache
fur die geringere beziehungsweise fehlende Hypertrophie und Fibrose des remote
Myokards der FL/+-Tiere gewesen sein.
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4.2.5 Zellgrofen des linken Ventrikels im Querschnitt bei DCM-Mutanten

Betrachtete man zunachst nur die Zellgrollen der nicht-operierten FL/+-Mause
waren keine Unterschiede zu den Wildtyp-Tieren feststellbar. Dies galt fur alle drei
untersuchten Bereiche des Ventrikels (,Spitze“, ,Papillar® und ,Remote®) und deckte
sich mit den Untersuchungen von Blankenburg an 26 Wochen alten Tieren [47].
Eine Hypertrophie auf zellularer Ebene erschien bei diesen Herzen daher
unwahrscheinlich. Eine Ausdehnung der Myozyten entlang ihrer Langsachse
konnte mit der angewandten zweidimensionalen Messmethode nicht beurteilt
werden. Aufgrund des typischen DCM-Phanotyps mit erweiterten
Herzbinnenrdumen ware eine longitudinale Zellhypertrophie zu erwarten, isoliert
ohne Zellwachstum im Querschnitt jedoch unwahrscheinlich [84]. Wie unter
Abschnitt 4.2.4 erortert, konnte eine VergroRerung des linken Ventrikellumens bei
den nicht-operierten FL/+-Herzen nicht beobachtet werden. Letztlich verblieb die
Moglichkeit einer Dilatation ausschliel3lich entlang der Ventrikellangsachse, welche
sehr unwahrscheinlich erschien. Insgesamt bleibt daher festzuhalten, dass bei den
15 Wochen alten FL/+-Herzen unabhangig von I/R mit der in der Studie
angewandten Methodik keine phanotypischen Veranderungen der Zellgrofien im
Querschnitt gegenuber dem Wildtyp festzustellen waren.

Betrachtete man nun die Ergebnisse nach I/R im Ventrikelbereich ,Spitze“ konnte
bei den FL/+-Tieren dagegen keine Zellflachenzunahme gegenuber nicht-
operierten Tieren des gleichen Genotyps beobachtet werden. Auch wenn die
gemessenen Mittelwerte beider Gruppen und das Ergebnis bei der Wildtyp-Gruppe
im Bereich ,Spitze” (s. Abschnitt 4.1.5) dies hatten vermuten lassen. Letztlich erwies
sich jedoch die Standardabweichung beider Gruppen als zu grol3, um einen
Unterschied zu erkennen.

Ahnlich wie bei den Wildtyp-Mausen zeigte sich nach I/R im Bereich ,Papillar” eine
Grollenzunahme der Zellflachen der operierten gegenuber denen der nicht-
operierten FL/+-Tiere im Sinne einer myozytaren Hypertrophie. Der prozentuale
GroRengewinn nach I/R erschien bei den operierten FL/+-Mausen allerdings
gegenuber den operierten Wildtyp-Mausen mit ca. 84 % zu 99 % geringer zu sein.
Diese Beobachtung deckte sich mit den Beobachtungen hinsichtlich der
InfarktgroRe und des relativen Anteils an interstitieller Fibrose bei den FL/+-Herzen
gegenuber den Wildtyp-Herzen (s. Abschnitt 4.2.3 und 4.2.4). Somit schien man
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auch aus den Ergebnissen der ZellgroRen im Bereich ,Spitze“ und ,Papillar® die
Schlussfolgerung ziehen zu kdnnen, dass das postischamische remodeling im
Myokard der FL/+-Herzen geringer ausgepragt war.

Im Bereich ,Remote” der FL/+-Herzen waren dagegen nach I/R wie beim Wildtyp
keine Anzeichen fur eine zellulare Hypertrophie im Querschnitt nach I/R

festzustellen.

4.3 Phanotypisierung der HCM-Mutanten nach I/R

Die R453C- sowie die R719W-Mutation im Myosinkopf (s. Abschnitt 1.1 und 1.1)
fuhren beide zur Manifestation einer hypertrophen Kardiomyopathie. Daher wurden
die phanotypischen Veranderungen der heterozygoten RW/+- und RC/+-Tiere nach
I/R gemeinsam im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle betrachtet. Da in dieser Studie
keine Daten von nicht-operierten RC/+-Tieren vorlagen (s. Abschnitt 2.2), war eine
Bewertung der Veranderungen durch die RC/+-Mutation nur eingeschrankt moglich.

4.3.1 Mausgewicht nach I/R bei den HCM-Mutanten

Das durchschnittliche Korpergewicht aller 15 Wochen alten RW/+-Mause zeigte
keine Veranderungen zur gesamten Wildtyp-Kontrolle aus operierten und nicht-
operierten Tieren. Allerdings waren die Mittelwerte der gesamten RW/+-Kohorte
hoher als die der FL/+-Kohorte. Ob der Gewichtsunterschied gegenuber den FL/+-
Tieren allein auf den unterschiedlichen Genotyp zurickzufihren war oder ob die
Kombination von Genotyp und Auswirkung von Ischamie und Reperfusion
ausschlaggebend waren, machte die weitere Differenzierung der RW/+-Kohorte in
operierte und nicht-operierte Tiere erforderlich. Das Korpergewicht der nicht-
operierten RW/+-Mause unterschied sich weder von der Wildtyp-Kontrollgruppe
noch von nicht-operierten FL/+-Mausen. Daher konnte der Gewichtsunterschied der
Gesamtkohorte von RW/+-Tieren gegenuber der Gesamtkohorte von FL/+-Tieren
im Wesentlichen nur durch die Gewichtsdifferenz der operierten RW/+-Mause
gegenuber den operierten FL/+-Mausen erklart werden. Die Daten zeigten dartber
hinaus, dass der Genotyp allein nicht ausschlaggebend fur den
Gewichtsunterschied der Gesamtkohorten von RW/+- und FL/+-Mausen zu sein
schien, da zwischen den nicht-operierten RW/+- und nicht-operierten FL/+-Herzen
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keine Unterschiede festzustellen waren. Insgesamt liel3 sich schlussfolgern, dass
das Korpergewicht der heterozygoten nicht-operierten RW-Mutanten im Alter von
15 Wochen keine phanotypischen Veranderungen zeigte.

Auch die RW/+-Tiere, die vier Wochen zuvor der 60-minutigen myokardialen
Ischamie mit anschlielRender Reperfusion ausgesetzt waren, zeigten keine
Gewichtsunterschiede gegenuber der operierten Wildtyp-Kontrollgruppe. Allerdings
fand sich ein Gewichtsunterschied der operierten RW/+- gegenuber den operierten
FL/+-Mausen. Die Tatsache, dass im Vergleich der nicht-operierten und operierten
RW/+-Mause kein Unterschied feststellbar war, wohl aber im Vergleich der nicht-
operierten und operierten FL/+-Mause, sprach daflr, dass es sich eher um einen
Gewichtsverlust der operierten FL/+-Mause handelte als um eine
Gewichtszunahme der operierten RW/+-Mause (s. Abschnitt 4.2.1). Gleiches galt
fur die messbare Differenz zwischen dem Korpergewicht von operierten RC/+-
Mausen gegenuber den operierten FL/+-Mausen. Da Daten des Korpergewichts
nicht-operierter = RC/+-Mause nicht vorlagen, konnte eine mogliche
Gewichtsveranderung dieser Tiere nach I/R allerdings nicht beurteilt werden.

4.3.2 Herzgewicht nach I/R bei den HCM-Mutanten

Auch das Herzgewicht der nicht-operierten RW/+- und RC/+-Tiere war wie schon
bei den nicht-operierten FL/+-Mausen nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Dieses
Ergebnis deckte sich mit den Beobachtungen von R. Blankenburg. Laut dieser
Studie nahm das Herzgewicht der RC/+-Tiere sogar im Verlauf der Erkrankung nach
1,5 Jahren signifikant ab, wahrend das Herzwicht der RW/+-Tiere auch nach dieser
Zeit noch konstant geblieben war [47].

Die vorliegenden Daten dieser Arbeit konnten nach I/R zwar weder fur die RW/+-
noch fur die RC/+-Herzen Gewichtsunterschiede zu den operierten Wildtyp-Herzen
belegen. Allerdings erschien eine Zunahme des Herzgewichts der RW/+-Herzen
nach I/R dennoch sehr wahrscheinlich. Dies zeigte zum einen der Vergleich mit den
operierten FL/+-Herzen: Diese unterschieden sich ebenfalls nicht von den
operierten Wildtyp-Herzen, waren jedoch im Vergleich mit den operierten RW/+-
Herzen nachweislich leichter. Zudem verfehlte der Vergleich zwischen den nicht-
operierten RW/+- und den operierten RW/+-Herzen nur sehr knapp das
Signifikanzniveau (s. Abschnitt 3.2.2). Auch zeigte sich bei den operierten
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RW/+Herzen sowohl makroskopisch bei Vermessung der
Myokardquerschnittsflache sowie auf zellularer Ebene im Bereich ,Papillar” und
.Remote“ (s. Abschnitte 4.3.4 und 4.3.5) eine Hypertrophie des Gewebes
gegenuber den nicht-operierten RW/+-Herzen. Mogliche physiologische Einflisse
auf das Herzgewicht der operierten RW/+-Herzen durch Korpergrofde und
Korpergewicht konnten jeweils durch Normierung auf das Mausgewicht bzw. die
Tibialange ausgeschlossen werden. Es erschien damit wahrscheinlich, dass I/R im
Falle der RW/+-Mutanten zu einer Progression des HCM-Erkrankungsverlaufs
fuhrte.

Auch wenn Daten bezuglich des Herzgewichts von nicht-operierten RC/+-Herzen
fehlten, war eine Herzgewichtsanderung nach |[|/R fur diese Mutanten
unwahrscheinlich. Zog man als Referenz die Daten der nicht-operierten RC/+-
Herzen nach 0,5 Jahren aus der Studie von R. Blankenburg heran, zeigten sich
nach 0,5 Jahren keine Unterschiede des Herzgewichts der RC/+-Mutanten im
Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle [47]. Betrachtete man die Mittelwerte des
Herzgewichts der operierten RC/+-Herzen, bestand in der vorliegenden Studie
lediglich ein erkennbarer Unterschied zu den operierten RW/+-Herzen. Dieser
Unterschied erschien, wie oben erortert, eher durch eine Hypertrophie der RW/+-
Herzen begrundet als durch eine Abnahme des Herzgewichts der RC/+-Herzen.

4.3.3 Veranderungen des relativen Anteils interstitieller Fibrose nach I/R bei
HCM-Mutanten

Morphologische Veranderungen im Sinne eines Anstiegs der interstitiellen Fibrose
im remote Myokard waren bei nicht-operierten Tieren im Alter von 15 Wochen
bereits bei den Herzen der RW/+-Tiere zu beobachten. Im Ventrikelbereich ,Spitze*
war der Anteil von interstitiellem Bindegewebe mehr als doppelt so grol3 wie im
Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle. Scheinbar begann die Fibrosierung des Myokards
bei den RW/+-Mutanten im Bereich der Herzspitze.

Im Ventrikelbereich ,Papillar” gab es bei den RW/+-Herzen sowohl ohne als auch
mit I/R insgesamt keine Hinweise auf eine Veranderung des Anteils der interstitiellen
Fibrose.

Im ,Remote” Bereich, der ausschliellich remote Myokard enthielt, war der
Unterschied des relativen Fibroseanteils der Gesamtheit der RW/+-Herzen
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gegenuber der Gesamtheit der FL/-Herzen eher mit einer geringeren Fibrosierung
der FL/+-Herzen in diesem Ventrikelbereich zu erklaren als mit einer ausgepragten
Fibrosierung der RW/+-Herzen (s. Abschnitt 4.2.3).

Mittelte man die Messwerte aus den einzelnen Ventrikelbereichen (,Spitze®,
.Papillar* und ,Remote”) konnte man unabhangig von der Lokalisation bei
Betrachtung der Mittelwerte den Eindruck gewinnen, dass der Anteil an interstitieller
Fibrose bei den RW/+-Herzen hoher zu sein schien. Dies galt jedoch unabhangig
von I/R, da zwischen der operierten und nicht-operierten RW/+-Gruppe kein
Unterschied festzustellen war.

Zusammenfassend konnte fur die heterozygoten RW/+-Herzen festgehalten
werden, dass im Alter von 15 Wochen bereits ohne I/R der Anteil von interstitieller
Fibrose im Myokard, zumindest gegenuber den heterozygoten DCM-Herzen,
nachweislich erhoht war. Des Weiteren zeigten die Daten, dass I/R bei den RW/+-
Herzen zu keiner Zunahme der interstitiellen Fibrosierung im remote Myokard
fuhrten. Eine ausgepragte Fibrosierung des Myokards nach I/R hatte als Zeichen
einer Krankheitsprogression gewertet werden konnen [34].

Auffallend hoch erschien in allen untersuchten Ventrikelbereichen der sehr hohe
Fibroseanteil der RC/+-Herzen, besonders im Bereich ,Spitze* und ,Remote”. Bei
Betrachtung der einzelnen Ventrikelbereiche war ein Unterschied zwischen RC/+-
Herzen und den operierten Herzen der anderen Genotypen nur teilweise zu
erkennen. Bei Mittelung der drei Ventrikelbereiche zeigte sich jedoch in der
Gesamtbetrachtung der relative Anteil von interstitieller Fibrose gegenuber den
operierten FL/+-, RW/+- und Wildtyp-Herzen mehr als doppelt so hoch. Es erschien
daher wahrscheinlich, dass die HCM-Erkrankung beim RC/+-Genotyp nach 15
Wochen bereits weiter fortgeschritten war als bei Tieren des RW/+-Genotyps. Ob
Ischamie und Reperfusion diesen Prozess beschleunigten, konnte aufgrund der
fehlenden RC/+-Versuchsgruppe ohne I/R nicht beantwortet werden.

Letztlich bot dieses Ergebnis des RC/+-Genotyps genugend Anlass fur weitere

Untersuchungen.
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4.3.4 Planimetrie des linken Ventrikellumens, des linksventrikularen Myokards und
der InfarktgrofRe bei HCM-Mutanten

Bei der Vermessung der Grolde der linken Ventrikellumina der beiden HCM-
Mutanten zeigten sich gegenuber der Wildtyp-Kontrolle keine Unterschiede. Dies
galt gleichermalden fur die nicht-operierten und die operierten RW/+-Herzen sowie
RC/+-Herzen. Bei einem fortgeschrittenen HCM-Erkrankungsverlauf ware durch
eine konzentrische myokardiale Hypertrophie ein geringeres Ventrikellumen
erwartet worden [85]. Der HCM-Genotyp schien sich daher bezlglich des linken
Ventrikellumens zumindest im Alter von 15 Wochen noch nicht phanotypisch
auszuwirken. Offensichtlich hatten auch I/R bei diesen beiden Genotypen keinen
Einfluss auf das linke Ventrikellumen.

Nachdem bei den nicht-operierten RW/+-Mausen bereits als morphologisches
Korrelat der HCM-Erkrankung ein erhohter Anteil von interstitieller Fibrose im
Myokard an der Herzspitze festgestellt werden konnte (s. Abschnitt 4.3.3), gelang
der Nachweis einer VergroRerung des linken Ventrikelmyokards mittels Planimetrie
im Sinne einer Gewebehypertrophie nicht. Dies korrelierte auch mit den
Beobachtungen aus Abschnitt 4.3.1: Eine Veranderung des Herzgewichts konnte
bei den nicht-operierten RW/+-Herzen gegenuber der nicht-operierten Wildtyp-
Kontrolle ebenfalls nicht festgestellt werden. Es lieR sich schlussfolgern, dass die
HCM-Erkrankung bei diesen Tieren entweder noch nicht ausgebrochen war oder
sich noch in einem frihen Erkrankungsstadium befand. Zumindest im Alter von 15
Wochen war noch nicht mit erheblichen Auswirkungen auf den Phanotyp zu
rechnen.

Nach I/R waren bei den RW/+-Herzen eine signifikante Flachenzunahme des
Myokards gemessen worden. Weder beim Wildtyp noch bei den FL/+-Mutanten
konnte diese Beobachtung nach I/R gemacht werden. Die postoperative Zunahme
des linksventrikularen Myokards der RW/+-Herzen korrelierte mit der bereits
festgestellten Zunahme des Herzgewichts der RW/+-Herzen nach I/R. Zudem
konnte die VergroRerung des Herzmuskels auch auf zellularer Ebene anhand der
Vermessung der Myozytenquerschnitte nachvollzogen werden. Es muss daher
angenommen werden, dass die Ischamiephase bei den RW/+-Herzen die
myokardiale Hypertrophie und damit wahrscheinlich auch die HCM-Erkrankung
selbst stimulierte. Dass das Ventrikellumen in diesem Stadium der Erkrankung
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weiterhin unbeeinflusst war, legte ein frihes Erkrankungsstadium nahe.

Bei den operierten RC/+-Tiere konnten mittels der Planimetrie des linken
Ventrikellumens und der linksventrikularen Myokardflache keine Veranderungen
gegenuber den operierten Wildtyp-Herzen festgestellt werden. Diese
Beobachtungen waren neben dem unveranderten Herzgewicht ein Indiz dafur, dass
weder die RC/+-Mutation noch die Auswirkungen von I/R einen wesentlichen
Einfluss auf den Phanotyp der RC/+-Mutanten hatten. Im Widerspruch dazu
standen die in nahezu allen Ventrikelbereichen erhdhten Anteile von interstitieller
Fibrose. Offensichtlich bestand bei dem RC/+-Genotyp keine Korrelation zwischen
interstitieller Fibrose auf der einen und linksventrikularem Lumen, Myokard sowie
Herzgewicht auf der anderen Seite. Der erhdhte Anteil von interstitieller Fibrose im
Myokard hatte erwartungsgemal einen geringeren relativen Anteil von kontraktilem
Muskelgewebe und eine Verschlechterung der Relaxation wahrend der Diastole zur
Folge gehabt. Dies hatte zu einer Hypertrophie des Herzmuskels mit Beeinflussung
der drei letztgenannten Parameter gefuhrt [20]. Das Ausbleiben von Veranderungen
von linksventrikularem Lumen, Myokard und Herzgewicht spricht daher gegen einen
weit fortgeschrittenen Krankheitsverlauf.

Betrachtete man die Infarktgrof3en der operierten RW/+- und RC/+-Herzen, zeigten
sich keine Unterschiede gegenuber den operierten Wildtyp- oder FL/+-Herzen. Es
ergaben sich daher hinsichtlich der GroRe der Infarktnarbe keine Vor- oder
Nachteile der HCM-Mutanten gegenuber den anderen Gruppen bei der

Kompensation von I/R.

4.3.5 ZellgroRen des linken Ventrikels im Querschnitt bei HCM-Mutanten

Die Myozyten der nicht-operierten RW/+-Tiere waren bereits nach der
15. Lebenswoche im Vergleich zu den Myozyten der nicht-operierten Tiere des
Wildtyps vergrofRert. Dies zeigte sich besonders ausgepragt in den
Ventrikelbereichen ,Papillar” und ,Remote®. Lediglich im Bereich ,Spitze® fanden
sich statistisch keine GroRenunterschiede, wobei hier mutmallich die hohe
Standardabweichung sowohl bei den RW/+-Herzen als auch bei den Wildtyp-
Herzen einen Unterschied maskierte. Die Differenz der Mittelwerte von RW/+- und

Wildtyp-Herzen war sowohl im Bereich ,Papillar® als auch ,Remote“ ahnlich.

96



4. Diskussion

Damit konnte, entgegen der Studie von R. Blankenburg, bei den RW/+-Mausen im
Alter von 15 Wochen auf zellularer Ebene eine Hypertrophie als morphologische
Manifestation der Erkrankung nachgewiesen werden [47].

Anhand des Vergleichs zwischen nicht-operierten und operierten RW/+-Herzen liel3
sich daruber hinaus ein deutlicher Einfluss von I/R auf die Zellgrofien erkennen.
Diese waren nach I/R sowohl im Bereich ,Papillar als auch im Bereich ,Remote”
deutlich angestiegen.

So nahmen die Zellen der RW/+-Mause im Querschnitt im Bereich ,Papillar® an
GrofRe zu (+ 46 %). Diese Beobachtung konnte zuvor auch bei Wildtyp- und FL/+-
Herzen gemacht werden und schien ein Ausdruck von Kkardialen
Kompensationsmechanismen aufgrund des untergegangen kontraktilen Gewebes
gewesen zu sein. Bei Betrachtung der Mittelwerte schienen zwar die ZellgroRen der
RW/+-Herzen nach I/R im Vergleich zu den beiden Genotypen wt und FL/+
deutlicher angewachsen zu sein. Allerdings musste berucksichtigt werden, dass die
ZellgroRen der nicht-operierten RW/+-Herzen bereits grolRer waren als die der
beiden anderen Genotypen.

Auch im Bereich ,Remote”, in dem sich das remote Myokard befand, konnte bei den
RW/+-Herzen eine Zunahme der Zellquerschnitte von knapp 30 % nach I/R
beobachtet werden. Ein ahnliches Zellgroienwachstum nach I/R konnte bei der
Wildtyp-Kontrolle und den FL/+-Herzen nicht festgestellt werden. So schien das
remote Myokard der RW/+-Herzen einen starkeren Wachstumsstimulus erfahren zu
haben als das der beiden anderen Genotypen. Die Folgen von I/R verursachten
offensichtlich auch bezuglich der ZellgroRen bei den RW/+-Tieren eine Progression
der HCM-Erkrankung.

Insgesamt waren die QuerschnittsgroRen der Myozyten der RC/+-Herzen nach I/R
auf einem ahnlichen Niveau wie die der Ubrigen Herzen nach I/R. Da in der Studie
von R. Blankenburg bereits im Vorfeld gezeigt werden konnte, dass im Alter von 0,5
Jahren kein Unterschied hinsichtlich der Zellflachen von RC/+-Herzen und Wildtyp-
Herzen bestand, schienen die RC/+-Herzen nun ahnlich wie die Wildtyp-Herzen die
Ischamiephase kompensiert zu haben.

Hinweise fur eine Uber das Niveau der Wildtyp-Kontrolle hinausgehende zellulare
Hypertrophie nach I/R ergaben sich daher fur die RC/+-Mutanten nicht.

Damit bestand bei diesem Genotyp keine Korrelation zwischen dem Anteil an
interstitieller Fibrose (s. Abschnitt 4.3.3) und einer Zunahme der Zellgrofien. In den
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Untersuchungen von R. Blankenburg konnte fur die RC/+-Mutanten nach 1,5 Jahren
eine Zunahme der Zellgrolen im Querschnitt festgestellt werden [47].
Moglicherweise deuteten die vorliegenden Ergebnisse daher daraufhin, dass es im
Verlauf der HCM-Erkrankung der RC/+-Mause zunachst zu einer Fibrosierung des
Myokards kam und erst in einem spateren Stadium der Erkrankung zur

Manifestation einer zellularen Hypertrophie.

4.4 Beurteilung der Untersuchungsparameter im Hinblick auf die Darstellung
morphologischer Veranderungen des Phanotyps und Bewertung des
Krankheitsverlaufs der DCM- und HCM-Mutanten nach I/R

4.41 Mausgewicht

Anhand des Korpergewichts der Mause sollten mogliche Veranderungen des
Gesamtorganismus mit der Fragestellung untersucht werden, ob die verschiedenen
Genotypen unterschiedlich auf die Folgen von I/R reagieren. Veranderungen des
Korpergewichts eines Tieres innerhalb des Beobachtungszeitraumes dieser Studie
mussten im Kontext einer kardialen Ursache betrachtet werden. Eine kurzfristige
Gewichtszunahme ware als Folge von 6demat6sen Wassereinlagerungen bedingt
durch eine kardiale Dekompensation im Rahmen einer Herzinsuffizienz zu erklaren
gewesen. Eine Gewichtsabnahme hatte dagegen bei den Mausen als moglicher
Pradiktor fur eine trophische Storung interpretiert werden mussen. Davon
beeinflusst, hatten die Tiere die Nahrungssuche und -aufnahme womdglich
eingeschrankt. Dabei war zu berucksichtigen, dass das Herz-Kreislaufsystem nur
ein Faktor von vielen war, der das Korpergewicht beeinflussen konnte. Dies
schrankte die Spezifitat dieses Parameters fur diese Studie ein. Konkrete
Ruckschlusse auf die Ursachen einer Veranderung waren anhand der
Korpergewichtsmessungen allein nicht moglich. Auch war fraglich, ob die
Sensitivitat des Korpergewichts zur Erkennung von HCM- oder DCM-Erkrankungen
in frihen Erkrankungsstadien ausreichend war.

Im Rahmen der Studie von R. Blankenburg konnte bereits im Vorfeld bei 0,5 Jahre
alten heterozygoten FL/+-, RW/+- und RC/+-Mutanten eine
Korpergewichtsanderung allein aufgrund des Vorliegens einer Mutation verneint
werden [47].

98



4. Diskussion

Dies bestatigte sich auch im Rahmen der vorliegenden Studie: Zwischen den nicht-
operierten Tieren des Wildtyps, der FL/+- und RW/+-Mutanten konnten unabhangig
von I/R keine Gewichtsunterschiede festgestellt werden. Als durchschnittliches
Korpergewicht im Alter von 15 Wochen konnte in etwa 26 g pro Tier angenommen
werden. Hinweise fur eine Progression einer DCM bzw. HCM bei Mausen dieses
Alters ergaben sich aus den vorliegenden Ergebnissen nicht. Allerdings war diese
ebenso wenig anhand der eingeschrankten Spezifitat des Mausgewichtsdaten
auszuschlief3en.

Nach I/R konnte nur bei den operierten FL/+-Tieren ein geringeres Gewicht
gegenuber den nicht-operierten FL/+-Tieren sowie den operierten RW/+- und RC/+-
Mausen beobachtet werden. Tendenziell galt diese Beobachtung auch gegeniber
der operierten Wildtyp-Gruppe. Die hohe Standardabweichung der Messungen fur
die operierte Wildtyp-Gruppe liel3 statistisch jedoch keinen Unterschied erkennen.
Des Weiteren war ein FL/+-Tier wenige Tage nach dem zweiten operativen Eingriff
verstorben. Zusammen mit dem geringeren Mausgewicht der verbliebenen FL/+-
Tiere hatte dies als Anzeichen dafur gewertet werden kdnnen, dass FL/+-Tiere
die I/R schlechter tolerierten. Die anderen erhobenen Parameter stitzten diese
Vermutung jedoch nicht. Vielmehr waren das Herzgewicht sowie die Hypertrophie
und Fibrose des remote Myokards sogar vergleichsweise gering.

Lediglich im Bereich ,Papillar® konnte auf zellularer Ebene eine Zunahme der
Zellgrolen im Querschnitt beobachtet werden. Dies war als Zeichen kardialer
Kompensationsmechanismen auf den Verlust von funktionellem Myokard in Folge
der Infarktnarbe erklart worden. Das Mausgewicht bot sowohl einzeln betrachtet als
auch im Zusammenhang mit den Ubrigen Messparametern nur eine eingeschrankte
Aussagekraft hinsichtlich der Folgen von I/R auf den Phanotyp der verschiedenen
Genotypen. Wesentliche Auswirkungen der DCM- oder HCM-Erkrankung auf das

Mausgewicht zeigten sich letztlich nur bei 15 Wochen alten Mausen nach I/R.

4.4.2 Herzgewicht mit Normierung auf Mausgewicht und Tibialange

Im Verlauf sowohl einer DCM als auch einer HCM kommt es zu einer
Gewichtszunahme des humanen Herzens [33, 86]. Bei vorherigen Untersuchungen
zeigten sich bei den heterozygoten FL/+-, RW/+- und RC/+-Mutationen im Alter von
0,5 Jahren jedoch keine Abweichungen vom Wildtyp [47]. Nach 1,5 Jahren war

99



4. Diskussion

lediglich bei den RC/+-Herzen ein niedrigeres Gewicht zu beobachten.
Veranderungen des Herzgewichts bei den DCM- bzw. HCM-Mutanten wurden aus
diesem Grund im Alter von 15 Wochen nicht erwartet. Die Frage war daher, ob die
durch I/R entstandene Infarktnarbe oder auch das darauffolgende kardiale
remodeling sich auf das Herzgewicht der DCM- und HCM-Mutanten auswirken.
Uber die Normierung des Herzgewichts auf Mausgewicht und Tibialédnge sollte
daruber hinaus verhindert werden, dass besonders gro3e oder schwere Tiere zu
einer Ergebnisverzerrung fuhren. Verglich man die Herzen nur anhand des
jeweiligen Genotyps ohne Berucksichtigung von I/R waren im Alter von 15 Wochen,
wie erwartet, keine Veranderungen des Herzgewichts nachzuweisen. Nach I/R fand
sich Uber die Bestimmung des Herzgewichts lediglich ein Unterschied bei den
operierten RW/+-Herzen gegenuber den operierten FL/+-Herzen. Dieser war nach
Normierung auf das Mausgewicht jedoch nicht mehr nachweisbar. Die Ursache fur
die Differenz des Herzgewichts bei diesen beiden Genotypen wird daher das
geringere Mausgewicht der FL/+-Mutanten mit entsprechend geringerer HerzgroRe
gewesen sein. Allerdings fiel anhand der Daten tendenziell auf, dass beim RW/+-
Genotyp im Mittel nach I/R gegenuber den nicht-operierten RW/+-Herzen eine
Herzgewichtszunahme zu beobachten war. Der Vergleich zwischen den operierten
und nicht-operierten RW/+-Herzen verfehlte nur sehr knapp das Signifikanzniveau
(p=0,0573). Gleiches galt fur die Vergleiche nach Normierung auf Mausgewicht und
Tibialange. Hieraus leitete sich die Frage ab, ob die Folgen von I/R die Hypertrophie
des RW/+-Herzmuskels uber das naturliche Mal} hinaus stimulierten und diese im
Sinne einer Progression der Erkrankung zu deuten waren.

Zudem offenbarte sich auch eine Schwache des Herzgewichts als
Untersuchungsparameter. Bei allen Mittelwerten waren die Standardabweichungen
hoch. Kleine Anderungen des Herzgewichts konnten daher nicht erfasst werden.
Die Sensitivitat dieses Parameters erschien gerade fur die Frage, ob auch ein
Gewichtsunterschied zwischen operierten RW/+- und operierten Wildtyp-Herzen
bestand, zu gering.

Letztlich konnte anhand der Herzgewichtsmessung jedoch die Zunahme der
linksventrikularen Myokardquerschnittsflache sowie die auf zellularer Ebene
nachgewiesene Flachenzunahme der Myozytenquerschnitte nach I/R bei den
RW/+-Herzen bestatigt werden (s. Abschnitt 4.3.4 und 4.3.5).
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4.4.3 Relativer Anteil von interstitieller Fibrose im remote Myokard

Die quantitative Erfassung des Anteils von interstitieller Fibrose im remote Myokard
erwies sich als wichtiger Parameter, um sowohl von I/R abhangige als auch
unabhangige Veranderungen zwischen den Genotypen zu untersuchen. Dabei
waren vor allem Unterschiede der interstitiellen Fibrose im Ventrikelbereich
.Remote“ interessant, welcher im Gegensatz zu den Bereichen ,Spitze“ und
.Papillar® ausschliellich nicht von der Ischamiephase betroffenes remote Myokard
enthielt und damit mal3geblich an der Kompensation des verlorengegangenen
Herzmuskelgewebes beteiligt war. In den Bereichen ,Spitze® und ,Papillar® waren
dagegen neben Anteilen von remote Myokard auch die Infarktnarbe und
Grenzzonen-Myokard enthalten, welches unmittelbar benachbart zur Infarktnarbe
lag und daher auch direkt von der Ischamie betroffen war.

Unabhangig von der Berlcksichtigung des Genotyps war durch I/R als Korrelat des
postischamischen remodeling eine Zunahme der interstitiellen Fibrose
angenommen worden [62].

Verglich man den relativen Anteil von interstitieller Fibrose in den Herzen aller
operierten Tiere, zeigte sich im Bereich ,Remote” erwartungsgemal eine starkere
Fibrosierung des remote Myokards als bei den nicht-operierten Tieren. In den
Ventrikelbereichen ,Spitze” und ,Papillar® konnte dagegen kein Unterschied
festgestellt werden. Auch die Mittelung der drei Ventrikelbereiche zeigte keine
Unterschiede durch I/R.

Beim Vergleich der Genotypen ohne Berucksichtigung von I/R fand sich im Bereich
~opitze* bei den RW/+-Herzen ein deutlich erhdhter Fibroseanteil gegenuber den
DCM-Mutanten und dem Wildtyp. Tendenziell war auch im Ventrikelbereich
,Papillar” der Fibroseanteil im Myokard der RW/+-Herzen erhoht. Eine Zunahme der
interstitiellen Fibrose nach I/R war jedoch auch bei den RW/+-Herzen nicht
nachzuweisen.

Bei den operierten RC/+-Mutanten konnte in allen Bereichen ein auffallend hoher
Anteil von interstitieller Fibrose festgestellt werden. Unklar blieb, ob dieser hohe
Anteil auf I/R oder allein auf die HCM-Erkrankung zurtuckzuflihren war.

Bei den FL/+-Herzen war der Anteil von interstitieller Fibrose dagegen auf dem
gleichen Niveau wie bei den Wildtyp-Herzen.
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Letztlich erschien die Sensitivitat der angewendeten Methode zur Bestimmung des
Fibroseanteils nach I/R nicht ausreichend. Lediglich durch deutliche Erhdhung der
Fallzahlen, wie durch die Mittelung der Einzelwerte aller operierten und nicht-
operierten Tiere geschehen, konnte die Methodik eine zu erwartende Fibrosierung
im Bereich ,Remote“ nachweisen. Ausreichend erfasst werden konnte jedoch der
zu erwartende erhohte Fibroseanteil bei den HCM-Mutationen bereits ohne Einfluss
von I/R.

Insgesamt konnte anhand dieses Parameters festgestellt werden, dass das
Vorliegen einer HCM- oder DCM-Mutation nach I/R nicht zu einer deutlichen
Fibrosierung des remote Myokards gefuhrt hat. Um mogliche geringe
Veranderungen der Fibrosierung aufzuzeigen, hatte die Sensitivitat der Methodik
jedoch wahrscheinlich nicht ausgereicht. Ob der hohe Bindegewebsanteil in den
RC/+-Herzen durch die Erkrankung bedingt war oder wesentlich durch I/R stimuliert
wurde, lasst sich anhand der vorliegenden Daten nicht beantworten. Zur
Beantwortung dieser Fragestellung ware eine nicht-operierte Gruppe von RC/+-
Tieren als Referenz erforderlich gewesen.

4.4.4 Planimetrie des linken Ventrikellumens, des linksventrikularen Myokards im
Querschnitt und der InfarktgréRe

Hinsichtlich des linken Ventrikellumens ware insbesondere bei den DCM-Mutanten
eine Vergroferung des linksventrikularen Lumens als phanotypische Erscheinung
der Erkrankung erwartet worden [83]. Ebenso ware als Folge einer konzentrischen
Herzmuskelhypertrophie im Rahmen einer HCM-Erkrankung eine Verkleinerung
des linksventrikularen Lumens moglich gewesen [37]. Diese Erwartungen
bestatigten sich im Rahmen der Auswertung nicht. Ursache konnte zum einen
gewesen sein, dass es sich nicht um homozygote, sondern um heterozygote
Genotypen handelte und es hierbei zu milderen Auspragungen im Phanotyp kam.
Einflisse von I/R konnten daruber hinaus bei keinen Genotypen festgestellt werden.
Dagegen waren Zunahmen des Herzgewichts, des linksventrikularen Myokards im
Querschnitt und der Zellgrofde im Querschnitt bei den RW/+-Herzen nach I/R
festzustellen (s. Abschnitt 4.3). Diese Parameter deuteten auf eine Progression der
HCM-Erkrankung hin, welche anhand der Vermessung des linken Ventrikellumens
nicht beobachtet werden konnte.
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Die angewendete Methodik zur Vermessung der linksventrikularen Myokardflache
war dagegen sensitiv genug, eine Zunahme der Flache bei operierten RW+-Herzen
gegenuber den nicht-operierten RW/+-Herzen aufzuzeigen. Dies war in
Zusammenschau mit den o. g. Messergebnissen mit einer myokardialen
Hypertrophie in Einklang zu bringen. Tendenziell war das linksventrikulare Myokard
auch bei den Wildtyp- und FL/+-Herzen, die von I/R betroffen waren, groRer als bei
den nicht-operierten Herzen des gleichen Genotyps. Die Unterschiede waren
jedoch zu gering und die Standardabweichungen zu grof3, um diese statistisch zu
verifizieren.

Betrachtete man die Ergebnisse unabhangig vom Genotyp und verglich das
Gesamtkollektiv der operierten mit dem der nicht-operierten Herzen, waren die
Myokardflachen aller operierten Tiere grof3er. Diese Hypertrophie war als Folge von
I/R erwartet worden [59]. Dies deutete darauf hin, dass die Fallzahlen bei den
Vergleichen der FL/+-Mutanten und des Wildtyps ohne und mit I/R madglicherweise
zu klein waren, um einen Unterschied erkennen zu lassen.

Die InfarktgroRe war vor allem vor dem Hintergrund des besonderen klinischen
Interesses bedeutsam, da das klinische outcome nach Myokardinfarkt auch
wesentlich von der InfarkigroRe abhangig zu sein scheint. Die GroRe der
Infarktnarbe hat wesentlichen Einfluss auf die verbliebene myokardiale
Pumpfunktion und auf das Auftreten von Kammerflimmern [63]. Fur die vorliegende
Studie war sie bestimmt worden, um mogliche Vor- bzw. Nachteile einer Gruppe in
Bezug auf eine eher proximal oder distal erfolgte LAD-Ligatur zu berucksichtigen.
Moglicherweise ergab sich hieraus eine Korrelation aus den geringeren
InfarktgroRen der FL/+-Herzen und dem beobachteten geringeren Anteil von
interstitieller Fibrose nach I/R dieser Herzen.

4.45 Zellflachen des linken Ventrikels im Querschnitt

Die Vermessung der Zellgrolen im Querschnitt erwies sich als sehr sensitiver
Parameter fur den Nachweis einer zellularen Hypertrophie. Diese war sowohl als
Folge von I/R als Kompensation fur den Verlust von funktionellem Herzgewebe [87]
als auch im Rahmen der Erkrankungsprogression von DCM und HCM zu erwarten
gewesen [85].

Verglich man zunachst zusammengefasst die Messergebnisse aller von I/R
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betroffenen Herzen und stellte sie den nicht-operierten Herzen gegenuber, zeigten
sich in allen drei Ventrikelabschnitten (,Spitze®, ,Papillar®, ,Remote®) grolere
Zellquerschnittsflachen der operierten Herzen gegenuber den nicht-operierten
Herzen. Dies verdeutlicht den Einfluss von I/R auf die Zellgrofen: Es kam zu einer
Hypertrophie der Myozyten im gesamten Bereich des linken Ventrikels als Ausdruck
des postischamischen myokardialen remodeling. Die groften Unterschiede der
Zellflachen zeigten sich dabei im Bereich ,Papillar®. Das war der Ventrikelbereich,
in dem sich bei operierten Herzen sowohl die Infarktnarbe als auch das
Randzonengebiet befanden. Es bestatigte sich, dass unmittelbar in der Nahe des
Narbengewebes die zellulare Hypertrophie deutlicher ausgepragt war als im
Bereich ,Remote®, in dem sich das nicht-ischamische remote Myokard befand. Die
Normotrophie der Myozyten im Bereich ,Remote” war beim Wildtyp erwartet worden
[67]. Bereits bei den nicht-operierten RW/+-Herzen konnte jedoch im Vergleich zu
nicht-operierten Wildtyp- und FL/+-Herzen eine Zunahme der Zellgrof3en in den
Bereichen ,Papillar® und ,Remote” nachgewiesen werden. Diese war bereits
Anzeichen fur eine Manifestation der HCM-Erkrankung. Interessanterweise kam es
bei den RW/+-Herzen nach I/R auch im Bereich ,Remote” zu einer signifikanten
Zunahme der ZellgroRen im Querschnitt, welche bei den Wildtyp-Herzen nicht
beobachtet werden konnte. Eine wesentlich groRere Infarktnarbe als Ursache
konnte bei den RW/+-Herzen ausgeschlossen werden (s. Abschnitt 4.2.4). Daher
musste anhand der Zellgrolen angenommen werden, dass I/R bei den RW/+-
Herzen zu einem Erkrankungsprogress fuhrten.

Mit Blick auf die Messungen der RC/+-Herzen nach I/R lieR sich jedoch
schlussfolgern, dass ein Krankheitsprogress als Folge von I/R nicht allgemein fur
eine HCM-Erkrankung zu gelten scheint: Nach I/R zeigten sich bei den RC/+-
Herzen keine Unterschiede zur Wildtyp-Kontrolle.

Auch bei den DCM-Mutanten waren die Differenzen der Zellflachen nach I/R auf
einem ahnlichen Niveau wie beim Wildtyp. Ein Progress der Erkrankung lie® sich
daher fur die DCM-Mutation anhand dieses Parameters nicht ableiten.
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4.5 Beurteilung des outcome nach I/R anhand der morphologischen

Veranderungen des Phanotyps bei DCM- und HCM-Mutanten

Eine wichtige Fragestellung dieser Arbeit war, ob sich anhand der morphologischen
Veranderungen nach I/R bei DCM- und HCM-Mutanten Erkenntnisse hinsichtlich
des outcome im Vergleich zum Wildtyp ableiten lassen. Hieraus konnten sich erste
Hinweise ergeben, ob eine Behandlung von Patienten mit Mutationen, die eine DCM
oder HCM verursachen, moglicherweise nach einem AMI anders behandelt werden
sollten als Patienten, bei denen keine derartige Mutation vorliegt.

Da klinische Untersuchungen hinsichtlich der Folgen eines AMI bei Patienten mit
vorbestehender DCM fehlen (s. Abschnitt 1.5), konnte eine vergleichende
Einordnung der bei den FL/+-Mausen gewonnenen Beobachtungen anhand von
humanen Studien nicht erfolgen. Mit dem geringeren Korpergewicht nach I/R im
Vergleich zum Wildtyp ergaben sich bei den FL/+-Mutanten dennoch Hinweise auf
eine mogliche kardiale Kachexie. Gleichzeitig fehlten Anzeichen fur einen rascheren
Verlauf der DCM nach I/R, da es bei den FL/+-Mutanten nach I/R weder zu einer
Dilatation der Ventrikel noch einer zunehmenden Fibrosierung des Myokards oder
Zellhypertrophie im Vergleich zum Wildtyp gekommen war.

Bei HCM-Erkrankten konnte in klinischen Studien nach AMI eine unveranderte
innerklinische Mortalitat, jedoch eine erhohte jahrliche Mortalitatsrate gegenuber
HCM-Nichtbetroffenen beobachtet werden [72, 73]. Histopathologische
Untersuchungen der Herzen der Verstorbenen fanden nicht statt, sodass weder die
unmittelbaren Todesursachen noch Veranderungen des Myokards festgehalten
werden konnten. Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Studie, fanden
sich bei beiden HCM-Mutanten (RW/+ und RC/+) morphologische Veranderungen
des Phanotyps, die auf eine Progression der HCM durch I/R deuten lassen. Bei
beiden Mutanten kam es gegenuber der Wildtypkontrolle nach I/R zu einer
zellularen Hypertrophie. Bei den RW/+-Herzen fand sich daruber hinaus eine
Zunahme des Herzgewichtes und des Ventrikelmyokards im Querschnitt. Bei den
RC/+-Mutanten war eine deutliche Zunahme der interstitiellen Fibrose zu finden.
Tendenziell hatte auch bei dieser Mutante das Herzgewicht zugenommen.
Moglicherweise war es daher bei den HCM-Betroffenen der o. g. klinischen Studien
nach dem erlittenen AMI zu ahnlichen morphologischen Veranderungen
gekommen, die die erhdhte Mortalitatsrate erklaren wiirden. Ahnlich wie in beiden
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klinischen Studien war die Mortalitatsrate der HCM-Mutanten unmittelbar nach I/R
gegenuber der Wildtypkontrolle nicht erhoht. Daher scheint sich die vorliegende
HCM nach einem ischamischen Ereignis eher auf das Langzeit-outcome
auszuwirken. Das verstarkte remodeling des uberlebenden Myokards der HCM-
Mutanten nach AMI konnte moglicherweise in der akuten und subaktuen Phase
durch eine intensivierte Therapie mit pharmakologischen Inhibitoren des Renin-
Angiotensin-Aldoseron-Systems wie Hemmstoffen des Angiotensin-Konversions-
Enzyms (ACE-Hemmer) oder Aldosteron-Rezeptor-Antagonisten wirksam
behandelt werden. Ferner erscheinen engmaschige klinische Verlaufskontrollen zur
Beurteilung des Krankheitsverlaufes der HCM in den Folgejahren nach einem AMI
in Anbetracht einer Krankheitsprogression mit erhohter Mortalitat empfehlenswert.

4.6 Ausblick

Die erhobenen Daten dieser Studie konnten einerseits Ubereinstimmungen
zwischen den verschiedenen Genotypen bestatigen. Andererseits konnten sie
Unterschiede aufzeigen, welche Anlass fur weitere Untersuchungen bieten. Die
Untersuchungen der Wildtyp-Mause demonstrierten, dass in der vorliegenden
Studie die phanotypischen Auswirkungen von I/R allein zu gering waren, um
deutliche Veranderungen zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe festzustellen.
Jedoch war bereits eine zellulare Hypertrophie in den Ventrikelbereichen ,Spitze*
und ,Papillar® nachweisbar. Eine Veranderung des remote Myokards nach I/R fand
sich nicht. Offensichtlichere Auswirkungen von |[|/R konnten in anderen
Untersuchungen bereits nach deutlich kurzerer Ischamiephase nachgewiesen
werden [87]. Die Einzelmesswerte der Versuchstiere zeigten jedoch fur die
untersuchten Parameter eine deutliche individuelle Divergenz, welche mogliche
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen maskierte. Als Ursache fur diese
Divergenz ist vornehmlich die unterschiedliche InfarktgroRe der operierten Herzen
anzunehmen. Um den Einfluss von Ausrei3ern zu reduzieren, ware fur zukunftige
Studien eine VergroRRerung der Stichprobe erforderlich.

Auch bei den heterozygoten DCM-Mutanten (FL/+) bliebe die Frage zu klaren, ob
der geringere Anteil an interstitieller Fibrose und das kleinere Ausmalf der zellularen
Hypertrophie nach I/R im Vergleich zur Kontrollgruppe einer Vergrof3erung der
Versuchsgruppen standhielte. In diesem Fall wirden beide genannten
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Untersuchungsparameter darauf hindeuten, dass I/R den Erkrankungsverlauf der
DCM zumindest nicht beschleunigten. Unklar blieb die Ursache fur das geringere
Korpergewicht der FL/+-Mutanten nach I/R. Auch war ein Versuchstier dieser
Gruppe bereits kurz nach dem zweiten operativen Eingriff gestorben. Deutete man
das geringere Korpergewicht und den Tod eines der Versuchstiere als schlechteres
outcome der FL/+-Mutanten nach I/R, widersprache dies den o. g. Beobachtungen
hinsichtlich zellularer Hypertrophie und interstitieller Fibrose. Fur die Einordnung der
Befunde waren klinische Studien zur Untersuchung des outcome von Menschen
mit AMI und bekannter DCM-Mutation winschenswert.

Bei den heterozygoten HCM-Mutanten (RW/+ und RC/+) waren die Hinweise fur
eine Progression der Erkrankung deutlich, da bei beiden Genotypen hinsichtlich
aller Untersuchungsparameter sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch eine
Gewebehypertrophie nachgewiesen werden konnte oder zumindest eine deutliche
Tendenz dahingehend erkennbar war. Wahrend bei den RC/+-Herzen nach I/R in
allen Ventrikelbereichen eine deutliche Fibrosierung zu erkennen war, war diese bei
den RW/+-Herzen nach I/R deutlich milder ausgepragt und das remote Myokard
zeigte keine Anzeichen einer Zunahme von interstitieller Fibrose. Dagegen lief3 sich
im remote Myokard der RW/+-Mutanten im Gegensatz zu den RC/+-Mutanten und
der Wildtyp-Kontrolle eine deutlichere Zunahme der zellularen Hypertrophie nach
I/R erkennen. Das weist darauf hin, dass das postischamische remodeling der
beiden HCM-Mutanten divergiert. Die fehlenden Messdaten einer nicht-operierten
RC/+-Versuchsgruppe konnten naherungsweise mit den Daten von 0,5 Jahre alten
RC/+-Mutanten aus der Studie von R. Blankenburg verglichen werden [47].
Allerdings bleibt weiterhin unklar, ob die deutliche Fibrosierung der RC/+-Herzen

durch I/R und/oder den Genotyp erklart werden kann.

107



5. Literaturverzeichnis

10.

11.

Literaturverzeichnis

Statistisches Bundesamt (Destatis), Todesursachen nach Krankheitsart
2018, Gesundheit und Umwelt. 2020. www.destatis.de

Statistisches Bundesamt (Destatis), Todesursachen in Deutschland 2005,
Fachserie 12 Reihe 4. 2006. www.destatis.de

Statistisches Bundesamt (Destatis), Sterbefédlle durch Herzkreislauf-
erkrankungen 2018, Gesundheit und Umwelt. 2020. www.destatis.de

World Health Organisation (WHO), The top 10 causes of death, WHO's
Global Health Estimates. 2019.
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/ (04.01.2022)

Roth, G.A., et al., Global Burden of Cardiovascular Diseases and Risk
Factors, 1990-2019: Update From the GBD 2019 Study. J Am Coll Cardiol,
2020. 76(25): p. 2982-3021.

Lallmann-Rauch, R., Taschenlehrbuch Histologie. 3. Auflage, 2009, Georg
Thieme Verlag: Stuttgart. p. 22 - 24, 212 - 219.

Sweeney, H.L. and D.W. Hammers, Muscle Contraction. Cold Spring Harb
Perspect Biol, 2018. 10(2).

Schmidt, R.F., Physiologie des Menschen mit Pathophysiologie. 31. Auflage,
2010, Springer Medizin Verlag: Heidelberg. p. 99 - 104.

Seidman, J.G. and C. Seidman, The genetic basis for cardiomyopathy: from
mutation identification to mechanistic paradigms. Cell, 2001. 104(4): p. 557-
67.

Odronitz, F. and M. Kollmar, Drawing the tree of eukaryotic life based on the
analysis of 2,269 manually annotated myosins from 328 species. Genome
Biol, 2007. 8(9): p. R196.

Pette, D. and R.S. Staron, Myosin isoforms, muscle fiber types, and
transitions. Microsc Res Tech, 2000. 50(6): p. 500-9.

108



5. Literaturverzeichnis

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Schiaffino, S. and C. Reggiani, Fiber types in mammalian skeletal muscles.
Physiol Rev, 2011. 91(4): p. 1447-531.

Huxley, A.F., Muscle structure and theories of contraction. Prog Biophys
Biophys Chem, 1957. 7: p. 255-318.

Houdusse, A. and H.L. Sweeney, How Myosin Generates Force on Actin
Filaments. Trends Biochem Sci, 2016. 41(12): p. 989-997.

Saez, L.J., etal., Human cardiac myosin heavy chain genes and their linkage
in the genome. Nucleic Acids Res, 1987. 15(13): p. 5443-59.

Matsuoka, R., et al., Human cardiac myosin heavy chain gene mapped within
chromosome region 14q11.2----q13. Am J Med Genet, 1989. 32(2): p. 279-
84.

Kamisago, M., et al., Mutations in sarcomere protein genes as a cause of
dilated cardiomyopathy. N Engl J Med, 2000. 343(23): p. 1688-96.

Schultheiss, H.P., et al., Dilated cardiomyopathy. Nat Rev Dis Primers, 2019.
5(1): p. 32.

Richardson, P., et al, Report of the 1995 World Health
Organization/International Society and Federation of Cardiology Task Force
on the Definition and Classification of cardiomyopathies. Circulation, 1996.
93(5): p. 841-2.

Maron, B.J., et al., Contemporary definitions and classification of the
cardiomyopathies: an American Heart Association Scientific Statement from
the Council on Clinical Cardiology, Heart Failure and Transplantation
Committee; Quality of Care and Outcomes Research and Functional
Genomics and Translational Biology Interdisciplinary Working Groups; and
Council on Epidemiology and Prevention. Circulation, 2006. 113(14): p.
1807-16.

Elliott, P., et al., Classification of the cardiomyopathies: a position statement
from the European Society Of Cardiology Working Group on Myocardial and
Pericardial Diseases. Eur Heart J, 2008. 29(2): p. 270-6.

109



5. Literaturverzeichnis

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Maron, B.J., et al., Prevalence of hypertrophic cardiomyopathy in a general
population of young adults. Echocardiographic analysis of 4111 subjects in
the CARDIA Study. Coronary Artery Risk Development in (Young) Adults.
Circulation, 1995. 92(4): p. 785-9.

Marian, A.J., Molecular Genetic Basis of Hypertrophic Cardiomyopathy. Circ
Res, 2021. 128(10): p. 1533-1553.

Codd, M.B., et al., Epidemiology of idiopathic dilated and hypertrophic
cardiomyopathy. A population-based study in Olmsted County, Minnesota,
1975-1984. Circulation, 1989. 80(3): p. 564-72.

Bagger, J.P., et al., Cardiomyopathy in western Denmark. Br Heart J, 1984.
52(3): p. 327-31.

Dec, G.W. and V. Fuster, Idiopathic dilated cardiomyopathy. N Engl J Med,
1994. 331(23): p. 1564-75.

Bozkurt, B., et al., Current Diagnostic and Treatment Strategies for Specific
Dilated Cardiomyopathies: A Scientific Statement From the American Heart
Association. Circulation, 2016. 134(23): p. e579-e646.

Amoah, A.G. and C. Kallen, Aetiology of heart failure as seen from a National
Cardiac Referral Centre in Africa. Cardiology, 2000. 93(1-2): p. 11-8.

Semsarian, C., et al., New perspectives on the prevalence of hypertrophic
cardiomyopathy. J Am Coll Cardiol, 2015. 65(12): p. 1249-54.

Fatkin, D. and R.M. Graham, Molecular mechanisms of inherited
cardiomyopathies. Physiol Rev, 2002. 82(4): p. 945-80.

Hughes, S.E., The pathology of hypertrophic cardiomyopathy.
Histopathology, 2004. 44(5): p. 412-427.

Shirani, J., et al., Morphology and significance of the left ventricular collagen
network in young patients with hypertrophic cardiomyopathy and sudden
cardiac death. J Am Coll Cardiol, 2000. 35(1): p. 36-44.

110



5. Literaturverzeichnis

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Davies, M.J. and W.J. McKenna, Hypertrophic cardiomyopathy--pathology
and pathogenesis. Histopathology, 1995. 26(6): p. 493-500.

Veselka, J., N.S. Anavekar, and P. Charron, Hypertrophic obstructive
cardiomyopathy. Lancet, 2017. 389(10075): p. 1253-1267.

Maron, B.J. and M.S. Maron, Hypertrophic cardiomyopathy. Lancet, 2013.
381(9862): p. 242-55.

Maron, B.J., et al., American College of Cardiology/European Society of
Cardiology clinical expert consensus document on hypertrophic
cardiomyopathy. A report of the American College of Cardiology Foundation
Task Force on Clinical Expert Consensus Documents and the European
Society of Cardiology Committee for Practice Guidelines. J Am Coll Cardiol,
2003. 42(9): p. 1687-713.

Ommen, S.R., Hypertrophic cardiomyopathy. Curr Probl Cardiol, 2011.
36(11): p. 409-53.

Geisterfer-Lowrance, A.A., et al., A molecular basis for familial hypertrophic
cardiomyopathy: a beta cardiac myosin heavy chain gene missense
mutation. Cell, 1990. 62(5): p. 999-1006.

Alcalai, R., J.G. Seidman, and C.E. Seidman, Genetic basis of hypertrophic
cardiomyopathy: from bench to the clinics. J Cardiovasc Electrophysiol,
2008. 19(1): p. 104-10.

Gulati, A., et al., Clinical utility and prognostic value of left atrial volume
assessment by cardiovascular magnetic resonance in non-ischaemic dilated
cardiomyopathy. Eur J Heart Fail, 2013. 15(6): p. 660-70.

Gulati, A., et al., Association of fibrosis with mortality and sudden cardiac
death in patients with nonischemic dilated cardiomyopathy. Jama, 2013.
309(9): p. 896-908.

Japp, A.G., et al., The Diagnosis and Evaluation of Dilated Cardiomyopathy.
J Am Coll Cardiol, 2016. 67(25): p. 2996-3010.

111



5. Literaturverzeichnis

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Jefferies, J.L. and J.A. Towbin, Dilated cardiomyopathy. Lancet, 2010.
375(9716): p. 752-62.

de Leeuw, N., et al., Histopathologic findings in explanted heart tissue from
patients with end-stage idiopathic dilated cardiomyopathy. Transpl Int, 2001.
14(5): p. 299-306.

Michels, V.V., et al., The frequency of familial dilated cardiomyopathy in a
series of patients with idiopathic dilated cardiomyopathy. N Engl J Med, 1992.
326(2): p. 77-82.

Taylor, M.R., E. Carniel, and L. Mestroni, Cardiomyopathy, familial dilated.
Orphanet J Rare Dis, 2006. 1: p. 27.

Blankenburg, R., Longitudinale Untersuchungen der kardialen Morphologie
von knockin-M&usen mit humanen Myosinmutationen. Dissertation,
Humanmedizin, 2010, Medizinische Fakultat, Julius-Maximilians-Universitat
Wurzburg: Wurzburg.

Fatkin, D., et al., An abnormal Ca(2+) response in mutant sarcomere protein-
mediated familial hypertrophic cardiomyopathy. J Clin Invest, 2000. 106(11):
p. 1351-9.

Schmitt, J.P., et al., Cardiac myosin missense mutations cause dilated
cardiomyopathy in mouse models and depress molecular motor function.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2006. 103(39): p. 14525-
14530.

Morimoto, S., Sarcomeric proteins and inherited cardiomyopathies.
Cardiovasc Res, 2008. 77(4): p. 659-66.

Hullin R, Mohacsi PJ, and H. OM, Familidre Formen der nicht- ischamischen
Kardiomyopathie. Curriculum Schweiz Med. Forum, 2003. 13: p. 310-318.

Palmer, B.M., et al., Differential cross-bridge kinetics of FHC myosin
mutations R403Q and R453C in heterozygous mouse myocardium. Am J
Physiol Heart Circ Physiol, 2004. 287(1): p. H91-9.

112



5. Literaturverzeichnis

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Watkins, H., et al., Characteristics and prognostic implications of myosin
missense mutations in familial hypertrophic cardiomyopathy. N Engl J Med,
1992. 326(17): p. 1108-14.

Redwood, C.S., J.C. Moolman-Smook, and H. Watkins, Properties of mutant
contractile proteins that cause hypertrophic cardiomyopathy. Cardiovasc
Res, 1999. 44(1): p. 20-36.

Anan, R., et al., Prognostic implications of novel beta cardiac myosin heavy
chain gene mutations that cause familial hypertrophic cardiomyopathy. J Clin
Invest, 1994. 93(1): p. 280-5.

Anke-Christine Saly, T.L., Thomas Ziese, Barbel-Maria Kurth, Gesundheit in
Deutschland, in Gesundheitsberichtserstattung des Bundes gemeinsam
getragen von RKI und DESTATIS. 2015.

Reed, G.W., J.E. Rossi, and C.P. Cannon, Acute myocardial infarction.
Lancet, 2017. 389(10065): p. 197-210.

Anderson, J.L. and D.A. Morrow, Acute Myocardial Infarction. N Engl J Med,
2017. 376(21): p. 2053-2064.

Altamirano, F., Z.V. Wang, and J.A. Hill, Cardioprotection in ischaemia-
reperfusion injury: novel mechanisms and clinical translation. J Physiol,
2015. 593(17): p. 3773-88.

Libby, P., et al., Reassessing the Mechanisms of Acute Coronary
Syndromes. Circ Res, 2019. 124(1): p. 150-160.

Van de Werf, F., et al., Management of acute myocardial infarction in patients
presenting with persistent ST-segment elevation: the Task Force on the
Management of ST-Segment Elevation Acute Myocardial Infarction of the
European Society of Cardiology. Eur Heart J, 2008. 29(23): p. 2909-45.

Sutton, M.G. and N. Sharpe, Left ventricular remodeling after myocardial
infarction: pathophysiology and therapy. Circulation, 2000. 101(25): p. 2981-
8.

113



5. Literaturverzeichnis

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Thygesen, K., et al., Third universal definition of myocardial infarction. Eur
Heart J, 2012. 33(20): p. 2551-67.

Jennings, R.B. and C.E. Ganote, Structural changes in myocardium during
acute ischemia. Circ Res, 1974. 35 Suppl 3: p. 156-72.

Francis Stuart, S.D., et al., The crossroads of inflammation, fibrosis, and
arrhythmia following myocardial infarction. J Mol Cell Cardiol, 2016. 91: p.
114-22.

Dagres, N. and G. Hindricks, Risk stratification after myocardial infarction: is
left ventricular ejection fraction enough to prevent sudden cardiac death? Eur
Heart J, 2013. 34(26): p. 1964-71.

French, B.A. and C.M. Kramer, Mechanisms of Post-Infarct Left Ventricular
Remodeling. Drug Discov Today Dis Mech, 2007. 4(3): p. 185-196.

Lima, J.A., et al., Impaired thickening of nonischemic myocardium during

acute regional ischemia in the dog. Circulation, 1985. 71(5): p. 1048-59.

Volders, P.G., et al., Interstitial collagen is increased in the non-infarcted
human myocardium after myocardial infarction. J Mol Cell Cardiol, 1993.
25(11): p. 1317-23.

Litwin, S.E., et al., Contractility and stiffness of noninfarcted myocardium after
coronary ligation in rats. Effects of chronic angiotensin converting enzyme
inhibition. Circulation, 1991. 83(3): p. 1028-37.

Heusch, G., No risk, no ... cardioprotection? A critical perspective.
Cardiovasc Res, 2009. 84(2): p. 173-5.

Gupta, T., et al., Outcomes of acute myocardial infarction in patients with
hypertrophic cardiomyopathy. Am J Med, 2015. 128(8): p. 879-887.e1.

Yang, Y.J., et al., Long-term survival after acute myocardial infarction in
patients with hypertrophic cardiomyopathy. Clin Cardiol, 2017. 40(1): p. 26-
31.

114



5. Literaturverzeichnis

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Bundesministerium fur Ernahrung und Landwirtschaft (BMEL), Verwendung
von Versuchstieren im Jahr 2019, Tierschutz. 2020.
https://www.bmel.de/DE/thementtiere/tierschutz/versuchstierzahlen2019.ht

ml;jsessionid=E3A786C8088754E199C05DA1EEQ16950.intranet922

(04.01.2022)

Kramer, C.M., et al., Regional differences in function within noninfarcted
myocardium during left ventricular remodeling. Circulation, 1993. 88(3): p.
1279-88.

Nossuli, T.O., et al., A chronic mouse model of myocardial ischemia-
reperfusion: essential in cytokine studies. Am J Physiol Heart Circ Physiol,
2000. 278(4): p. H1049-55.

Xu, Z., et al., A murine model of myocardial ischemia-reperfusion injury
through ligation of the left anterior descending artery. J Vis Exp, 2014(86).

Kumar, N.T., et al., Postmortem heart weight: relation to body size and effects
of cardiovascular disease and cancer. Cardiovasc Pathol, 2014. 23(1): p. 5-
11.

Mann, D.L. and M.R. Bristow, Mechanisms and models in heart failure: the
biomechanical model and beyond. Circulation, 2005. 111(21): p. 2837-49.

Prabhu, S.D. and N.G. Frangogiannis, The Biological Basis for Cardiac
Repair After Myocardial Infarction: From Inflammation to Fibrosis. Circ Res,
2016. 119(1): p. 91-112.

Murphy, S.P., N.E. Ibrahim, and J.L. Januzzi, Jr., Heart Failure With Reduced
Ejection Fraction: A Review. Jama, 2020. 324(5): p. 488-504.

Blankenburg, R., et al., B-Myosin heavy chain variant Val606Met causes very
mild hypertrophic cardiomyopathy in mice, but exacerbates HCM phenotypes
in mice carrying other HCM mutations. Circ Res, 2014. 115(2): p. 227-37.

Ferrans, V.J., Pathologic anatomy of the dilated cardiomyopathies. Am J
Cardiol, 1989. 64(6): p. 9C-11C.

115



5. Literaturverzeichnis

84.

85.

86.

87.

Schaper, J., et al., Impairment of the myocardial ultrastructure and changes
of the cytoskeleton in dilated cardiomyopathy. Circulation, 1991. 83(2): p.
504-14.

Roberts, W.C. and V.J. Ferrans, Pathologic anatomy of the
cardiomyopathies. Idiopathic dilated and hypertrophic types, infiltrative types,
and endomyocardial disease with and without eosinophilia. Hum Pathol,
1975. 6(3): p. 287-342.

Beltrami, C.A., et al., The cellular basis of dilated cardiomyopathy in humans.
J Mol Cell Cardiol, 1995. 27(1): p. 291-305.

Kalogeris, T., et al., Ischemia/Reperfusion. Compr Physiol, 2016. 7(1): p.
113-170.

116



6. Anhang

6 Anhang

,ImagedJ“-Makro zur Bestimmung der interstitiellen Fibrose im Bereich ,Spitze®

setOption("BlackBackground", true);
setBackgroundColor(0,0,0);
run("Set Measurements...", "area_fraction limit display add redirect=None decimal=5");
original = getTitle();
run("Duplicate...", original);
min=newArray(3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);
a=getTitle();
run("HSB Stack");
run("Convert Stack to Images”);
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness”);
rename("2");
min[0]=164;
max[0]=255;
filter[O]="pass"
min[1]=97;
max[1]=255;
filter[1]="pass";
min[2]=0;
max[2]=241;
filter[2]="pass";
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for(i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i)
close();
}
selectWindow("Result of 0");
close();
selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a+" red");
roiManager("Select", 0);
run("Measure");

selectWindow(original);
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min=newArray(3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);
a=getTitle();
run("HSB Stack");
run("Convert Stack to Images”);
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness”);
rename("2");
min[0]=0;
max[0]=255
filter[0]="pass";
min[1]=32;
max[1]=255;
filter[1]="pass";
min[2]=0;
max([2]=255;
filter[2]="pass";
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create"”, "Result of 0","2");
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
close();
}
selectWindow("Result of 0");
close();
selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a);
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

,ImagedJ“-Makro zur Bestimmung der interstitiellen Fibrose im Bereich ,Papillar®

setOption("BlackBackground", true);

setBackgroundColor(0,0,0);

run("Set Measurements...", "area_fraction limit display add redirect=None decimal=5");
original = getTitle();

run("Duplicate...", original);

min=newArray(3);

max=newArray(3);

filter=newArray(3);
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a=getTitle();

run("HSB Stack");

run("Convert Stack to Images”);

selectWindow("Hue");

rename("0");

selectWindow("Saturation");

rename("1");

selectWindow("Brightness”);

rename("2");

min[0]=181;

max[0]=235;

filter[0]="pass";

min[1]=76;

max[1]=255;

filter[1]="pass";

min[2]=0;

max/[2]=240;

filter[2]="pass";

for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");

}

imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create”, "Result of 0","2");

for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
close();

}
selectWindow("Result of 0");

close();

selectWindow("Result of Result of 0");

rename(a+" red");
roiManager("Select", 0);
run("Measure");
selectWindow(original);
min=newArray(3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);
a=getTitle();

run("HSB Stack");
run("Convert Stack to Images”);
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness”);
rename("2");

min[0]=0;

max[0]=255;

filter[0]="pass";
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min[1]=32;
max[1]=255;
filter[1]="pass";
min[2]=0;
max[2]=255;
filter[2]="pass";
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
close();
}
selectWindow("Result of 0");
close();
selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a);
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

,ImagedJ“-Makro zur Bestimmung der interstitiellen Fibrose im Bereich ,Remote”

setOption("BlackBackground", true);
setBackgroundColor(0,0,0);
run("Set Measurements...", "area_fraction limit display add redirect=None decimal=5");
original = getTitle();
run("Duplicate...", original);
min=newArray(3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);

a=getTitle();

run("HSB Stack”");

run("Convert Stack to Images”);
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness”);
rename("2");

min[0]=181;

max[0]=255;

filter[0]="pass";

min[1]=50;

max[1]=255;

filter[1]="pass";
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min[2]=0;
max/[2]=255;
filter[2]="pass";
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
close();
}
selectWindow("Result of 0");
close();
selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a+" red");
roiManager("Select", 0);
run("Measure");
selectWindow(original);
min=newArray(3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);
a=getTitle();
run("HSB Stack");
run("Convert Stack to Images");
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness");
rename("2");
min[0]=0;
max[0]=255;
filter[0]="pass";
min[1]=32;
max[1]=255;
filter[1]="pass";
min[2]=0;
max[2]=255;
filter[2]="pass";
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for (i=0;i<3;i++){
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selectWindow(""+i);
close();
}
selectWindow("Result of 0");
close();
selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a);
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

,ImageJ“-Makro zur Bestimmung der interstitiellen Fibrose im Bereich ,Remote”

run("8-bit");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.4 normalize");
setAutoThreshold("Default");

//setThreshold(0, 166);

setOption("BlackBackground", true);

run("Convert to Mask");

setAutoThreshold("Default dark”);

.imagedJ“-Makro zur Bestimmung des Infarktgebiets

original = getTitle();

run("Duplicate...", original);

run("8-bit");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.4 normalize");

run("Set Measurements...", "area limit display add redirect=None decimal=5");
run("Threshold...");

setThreshold(0, 83);

setOption("BlackBackground”, true);

run("Convert to Mask");

run("Synchronize Windows");

,ImagedJ“-Makro zur Bestimmung der Myozytenquerschnittsflachen

original = getTitle();

run("Duplicate...", " ");

selectWindow(original);

run("Split Channels");

close(original + " (red)");

close(original + " (blue)");

selectWindow(original + " (green)");

run("Convoluted Background Subtraction”, "convolution=Gaussian radius=100");
run("Enhance Contrast...", "saturated=0.4 normalize");
run("Auto Threshold", "method=Li white");
run("Invert");

run("EDM Binary Operations", "iterations=2 operation=open");
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run("Watershed");
run("Synchronize Windows");
run("ROI Manager...");

,ImagedJ“-Makro zur Bestimmung des linken Ventrikellumens

run("Set Measurements...", "area limit display add redirect=None decimal=5");
run("8-bit");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.4 normalize");
setAutoThreshold("Default dark”);

//run("Threshold...");

//setThreshold(227, 255);

setOption("BlackBackground", true);

run("Convert to Mask");
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