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 I 

Zusammenfassung 

Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist die häufigste hereditäre Herzmuskelerkrankung. 

Sie zeichnet sich durch eine häufig asymmetrische, ventrikuläre Hypertrophie, eine 

Hyperkontraktilität und eine verminderte diastolische Dehnbarkeit aus. Jedoch ist wenig über 

die Pathogenese der Erkrankung bekannt. HCM-auslösenden Mutationen liegen häufig in 

Sarkomerproteinen und können in der stetig kontrahierenden Herzmuskelzelle mechanischen 

Stress auslösen, weshalb das Proteinqualitätskontrollsystem (PQC) als Faktor in der 

Pathogenese der HCM diskutiert wird. Ebenfalls könnte Titin als Hauptdeterminante der 

passiven Dehnbarkeit der Sarkomere maßgeblich für die verminderte diastolische Dehnbarkeit 

verantwortlich sein.  

In diesem Projekt wurde diesen Fragen mit einem Mausmodell der HCM mit der heterozygot 

vorliegenden Myosinmutation R453C (RC) nachgegangen. Die Mäuse wurden in eine jüngere-

prodromale (11 w) und eine ältere-erkrankte (38 – 43 w) Gruppe mit jeweils gleichaltrigen 

Kontrolltieren (WT) unterteilt, um eine bessere Einordnung der Ergebnisse in den zeitlichen 

Verlauf der Pathogenese der HCM zu ermöglichen. An Gewebestreifen der Papillarmuskeln 

wurden biomechanische Analysen zur Erhebung der passiven und kalziumabhängigen aktiven 

Kraftentwicklung sowie der Kalziumsensitivität durchgeführt. Außerdem wurden ausgewählte 

Marker der Proteinqualitätskontrolle, die Troponin I Phosphorylierung, posttranslationale 

Veränderungen des Titins, die PKCa Aktivität sowie die Zusammensetzung der Titinisoformen 

durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert.  

Die biomechanischen Parameter zeigten sich unverändert für die älteren RC-Mäuse. Ebenso 

war die passive Steifigkeit jeweils nicht zwischen den RC- und gleichaltrigen WT-Mäusen 

verändert. Jedoch waren die jüngeren RC-Mäuse hyperkontraktil und die Kalziumsensitivität 

war erhöht. Bei den Parametern der Proteinqualitätskontrolle zeigte sich nur bei den älteren 

RC-Mäusen eine erhöhte Gesamt- und Titin-Ubiquitinierung. Dies deutet auf einen erhöhten 

Proteinumsatz hin. Defekte im Proteinabbau konnten durch eine Erhöhung des Autophagie-

Adapterprotein p62 sowohl in den jungen als auch älteren RC-Mäusen nachgewiesen werden. 

Bei der Zusammensetzung der Titinisoformen zeigte sich bei den älteren RC-Mäusen eine 

erhöhte Expression der elastischeren N2BA-Isoform. Die versteifende Phosphorylierung am 

Serinrest S11878 im Titin war ebenfalls für die älteren RC-Mäuse tendenziell erhöht. 

Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Hyperkontraktilität und die erhöhte 

Kalziumsensitivität in Mäusen mit HCM altersabhängig ist und nicht in allen Stadien der HCM 

vorliegt. Die gesteigerte Kontraktilität könnte im weiteren Krankheitsverlauf den Bedarf für 

einen kontinuierlichen Proteinumsatz in einem kritischen Maße erhöhen und den Proteinabbau 

gestört haben. Die unterschiedlichen Veränderungen am Titin scheinen sich funktionell 

auszugleichen, da die passive Steifigkeit der Muskelpräparate unverändert blieb. Das deutet 

darauf hin, dass Titin nicht für die verminderte diastolische Dehnbarkeit der Herzen mit der 

Myosinmutation R453C verantwortlich ist. 
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Abstract 

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common hereditary heart muscle disease. It 

is characterized by an often asymmetric ventricular hypertrophy, hypercontractility and reduced 

diastolic distensibility. However, little is known about the pathogenesis of the disease. HCM-

causing mutations are often located in sarcomere proteins and can trigger mechanical stress in 

the continuously contracting myocardial cell, therefore the protein quality control system 

(PQC) is currently discussed as a factor in the pathogenesis of HCM. Titin as the main 

determinant of the passive distensibility of the sarcomeres could be significantly involved in 

the reduced diastolic distensibility. 

In this project, a mouse model of HCM with the heterozygous myosin mutation R453C (RC) 

was analysed. The mice were divided into a younger-prodromal (11 w) and an older-diseased 

(38 – 40 w) group, each with littermates of the same age (WT). Analysis of tissue samples from 

these groups allow a better classification of the temporal course of the pathogenesis of HCM. 

Biomechanical analyses were performed on tissue strips of the papillary muscles to determine 

passive and calcium-dependent active force development as well as calcium sensitivity. In 

addition, markers of protein quality control, troponin I phosphorylation, post-translational 

modification of titin, PKCa activity and the composition of titin isoforms were analysed by 

SDS-PAGE and Western blot. 

The biomechanical parameters remained unchanged for the older RC mice. Additionally, 

passive stiffness was not altered between the RC and WT mice of the same age, respectively. 

However, the younger RC mice were hypercontractile and calcium sensitivity was increased. 

Protein quality control parameters showed increased total and titin ubiquitination only in the 

older RC mice. This indicates an increased protein turnover. Defects in protein degradation 

were detected by an increase in the autophagy adapter protein p62 in both the young and older 

RC mice. The composition of the titin isoforms showed an increased expression of the more 

elastic N2BA isoform in the older RC mice. The titin phosphorylation site at S11878, which is 

associated with a stiffer titin showed a trend towards increased phosphorylation in samples from 

older RC mice. 

The results allow to conclude that the hypercontractility and increased calcium sensitivity in 

mice with HCM is age-dependent and not present in all stages of HCM. The increased 

contractility may have increased the need for continuous protein turnover to a critical degree in 

the further course of the disease and disrupted protein degradation. The different changes in 

titin appear to be functionally balanced, as the passive stiffness of the muscle preparations 

remains unchanged. This indicates that titin is not responsible for the reduced diastolic 

extensibility of hearts with the myosin mutation R453C.  
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1 Einleitung 

1.1 Muskelmechanik  

1.1.1 Aufbau des Sarkomers 

Um die Pathophysiologie der hier erforschten hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) 

verstehen zu können, ist ein grundlegendes Verständnis des physiologischen Sarkomers und der 

beteiligten Strukturen essenziell. Beim Sarkomer handelt es sich um die kleinste kontraktile 

Einheit im Muskel. Es wird unterteilt in drei Hauptkomponenten: die dicken Myosinfilamente, 

die dünneren Aktinfilamente und das elastische Titinfilament. Der Aufbau ist stark strukturiert 

und repetitiv. Die Z-Scheiben begrenzen jeweils ein Sarkomer. Diese Z-Scheibe besteht 

hauptsächlich aus a-Aktinin. Sie wird umgeben von einer elektronenmikroskopisch helleren I-

Bande (isotrop), welche die Aktinfilamente enthält. Daneben liegt die A-Bande (anisotrop), in 

welcher die Myosinmoleküle liegen. Die Aufhängung des Myosins ist zusätzlich als M-Linie 

zu erkennen (Pape et al., 2023)(Abb. 1).  

 

Abb. 1 Schematische Übersicht über ein Sarkomer 
Schematische Zeichnung des Aufbaus und der Lage eines Sarkomers. Erstellt mit BioRender.com. I-Bande = 

isotrope Bande, A-Bande = anisotrope Bande. 

Myosin 

Das Myosin ist das Kraft generierende Protein des kontraktilen Apparates. Es setzt sich 

zusammen aus zwei schweren Ketten und vier Leichtketten, je zwei regulatorische und zwei 

essenzielle Leichtketten (Abb. 2). Es wird in eine Schaft-, Hals- und Kopfregion eingeteilt. Der 

Schaft, der von der schweren Kette gebildet wird, bindet an weitere Myosine und bildet mit ca. 

300 Myosinmolekülen ein Myosinfilament. In seiner Kopfregion verfügt das Myosin über ein 

ATPase, welche die Energie zum Kraftschlag bereitstellt. Diese ATPase kann in ihrer Aktivität 

von der regulatorischen Leichtkette beeinflusst werden. In der Kopfregion befindet sich 

ebenfalls die Aktin Bindungsstelle. Das ATP (Adenosintriphosphat) wird benötigt, um die 
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Aktin-Myosin-Bindung wieder voneinander zu lösen (Pape et al., 2023). Das Myosinfilament 

ist außerdem mit 3 - 6 Titinmolekülen assoziiert. Das Titin zentriert das Myosin im Sarkomer 

und sorgt für eine symmetrische Verkürzung des Sarkomers (Horowits and Podolsky, 1987, 

Horowits et al., 1986). Dem Myosinfilament ist in regelmäßigen Abständen Myosin-bindenden 

Protein C (MyBP-C) angelagert, das unter anderem die Aktin-Myosin-Bindung reguliert (Pape 

et al., 2023). 

Relaxiertes Myosin kann in zwei verschiedenen Zuständen vorliegen, im super relaxed state 

(SRX) oder im disordered relaxed state (DRX) (Stewart et al., 2010). Um kalziumabhängig 

aktiviert werden zu können, muss Myosin im DRX vorliegen (Cooke, 2011). Während einer 

Kontraktion werden demnach nicht alle Myosine rekrutiert (Spudich, 2014). Der SRX stellt 

eine Art Reserve dar, die dem Myokard bei Stress oder in pathologischen Situationen wie 

beispielsweise einer Hypoxie dazu geschaltet werden kann (Nag and Trivedi, 2021). 

HCM-assoziierte Myosinmutation R453C  

Das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell trägt heterozygot die Myosinmutation R453C 

(RC). Sie ist eine der vielen genetischen Veränderungen, die eine HCM verursachen kann. Die 

Mutation befindet sich beim Menschen im MYH7 Gen, welches für die ß-Myosin-Schwerkette 

codiert (Watkins et al., 1992)(Abb. 2). Da Mäuse anderes als Menschen stärker die a-Myosin 

Isoform exprimieren, wurde in dem verwendeten Mausmodell die RC-Mutation in das Myh6 

Gen für die a-Isoform eingesetzt (Palmer et al., 2004, Alpert et al., 2002). Der Phänotyp dieses 

Mausmodells wurde in vorangegangenen Studien charakterisiert (Blankenburg et al., 2014). Es 

zeigte sich, dass die heterozygoten Mäuse genauso lange lebten wie die Wildtypen, wohingegen 

die homozygoten Mäuse innerhalb weniger Tage nach der Geburt starben.  

Bei der Missense Mutation ist an der 453. Aminosäure der schweren Myosinkette Arginin (= R 

im Buchstabencode der Aminosäuren) gegen Cystein (= C) getauscht, demnach wird eine 

neutrale Aminosäure statt einer positiv-geladenen exprimiert (Watkins et al., 1992). Generell 

haben HCM-Patienten mit einer Mutation, die die Ladung der exprimierten Aminosäure 

verändert, eine schlechtere Prognose als HCM-Patienten, die eine Mutation tragen, bei der die 

Ladung der exprimierten Aminosäure unverändert bleibt (Anan et al., 1994). Watkins et al. 

gaben 1992 das mittlere Sterbealter für Patienten mit der RC-Mutation mit 33 Jahren an.  

Räumlich befindet sich das Arginin 453 nahe der ATP-Bindungsstelle am Rand der ATP-

Bindungstasche im Myosinkopf (Rayment et al., 1995). 



 3 

 

Abb. 2 Schemazeichnung eines Myosinmoleküls 
Schematisch dargestellt ist ein Myosinmolekül. Die zentralen, an der Krafterzeugung beteiligten Strukturen sind 

beschriftet. Zusätzlich ist die Lokation der R453C-Mutation in der Kopfregion des Moleküls angedeutet. ATP = 

Adenosintriphosphat. 

Aktin, Troponin und Tropomyosin 

Das Aktinfilament ist ein helikaler Proteinfaden, der aus vielen zusammengelagerten Aktin 

Monomeren besteht. Daran sind Tropomyosin und der Troponin Komplex angelagert. Der 

Troponin Komplex hat drei Komponenten: das Troponin-C, welches reversibel Kalziumionen 

bindet, das Troponin-I, welches bei niedrigen Kalziumkonzentrationen die Aktin-Myosin-

Interaktion verhindert, und das Troponin T, das die Bindungsstelle zum Tropomyosin bildet 

(Ebashi and Endo, 1968, Pape et al., 2023). Steigt intrazellulär die Kalziumkonzentration an, 

bindet Kalzium an das Troponin C und der Komplex gibt die Aktin-Myosin-Interaktionsstelle 

frei (Ebashi and Endo, 1968). Diese Moleküle werden nicht nur unmittelbar für die 

elektromechanische Kopplung benötigt, sie können auch zur Modifikation der Herzkraft 

verwendet werden. Das Troponin I wird beispielsweise durch die PKA nach ß-adrenerge 

Stimulation phosphoryliert und damit nimmt die Kalziumsensitivität ab (Solaro et al., 1976, 

Kranias and Solaro, 1982). Diese Phosphorylierung trägt zum positiv lusitropen Effekt des 

Sympathikus bei (Layland et al., 2005).  

1.1.2 Kontraktile Eigenschaften 

Passive Steifigkeit 

Wird ein Muskel aus dem Organismus herausgenommen, nimmt er eine Gleichgewichtslänge 

ein. Im Körper ist der Muskel leicht über diese Länge hinaus vorgedehnt. Dehnt man einen 

Muskel weiter als seine Gleichgewichtslänge, entstehen elastische Rückstellkräfte, die hier 

auch als passive Steifigkeit bezeichnet werden. Diese Rückstellkräfte steigen bei Dehnung in 

etwa exponentiell an. Die Rückstellkraft des Ventrikelmyokards speichert während der Füllung 

beziehungsweise Dehnung des Ventrikels Energie, die in der Systole zur Kontraktion beiträgt 

(Linke, 2018). 

Titin und Kollagen sind die Hauptdeterminanten der passiven Steifigkeit von 

Herzmuskelgewebe. Titin macht dabei bis zu 70 % der passiven Steifigkeit aus (Granzier and 

Irving, 1995). In geringerem Maße wird die zelluläre passive Steifigkeit zudem von dem 

Mikrotubuli Netzwerk, Aktin und dem Intermediärfilament System beeinflusst. Der jeweilige 

Anteil an der passiven Steifigkeit variiert je nachdem, wie stark der Kardiomyozyt gedehnt 
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wird. Bei hohen Dehnungskräften sind auch die extrazelluläre Matrix und das Sarkolemm 

beteiligt (Loescher et al., 2023). 

Elektromechanische Kopplung 

Die rhythmische Erregung des Herzens ist an die schwankende zytosolische 

Kalziumkonzentration gebunden. Ausgelöst durch ein Aktionspotential, steigt die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration von 10-7 mol/l auf bis zu 10-5 mol/l (Pape et al., 2023). Für die Relaxation 

wird das intrazelluläre Kalzium überwiegend durch die Ca2+-ATPase SERCA (sarcoplasmic 

endoplasmic reticulum calcium-transporting ATPase) in das sarkoplasmatische Retikulum 

zurück gepumpt. Ein Teil des Kalziums wird auch über den Na+/Ca2+-Austauscher und Ca2+ 

ATPasen in den Extrazellularraum transportiert. Somit wird ATP nicht nur für den Kraftschlag, 

sondern auch zur Relaxation benötigt (Pape et al., 2023, Ebashi and Endo, 1968). 

Frank Starling Mechanismus und längenabhängige Aktivierung 

Der Frank Starling Mechanismus beschreibt, dass die entwickelte Muskelspannung mit 

erhöhter Vordehnung steigt. Anders gesagt, erhöht sich das Schlagvolumen bei verstärkter 

Ventrikelfüllung aufgrund der höheren Vorlast beziehungsweise dem höheren enddiastolischen 

Druck. Dies ist ein wichtiger, sehr kurzfristiger Anpassungsmechanismus für Änderungen der 

Volumenbelastung des Herzens bei beispielsweise dem Wechsel vom Stehen ins Liegen (Pape 

et al., 2023).  

Die molekularen Ursachen des Frank Starling Mechanismus, der auch als längenabhängige 

Aktivierung bezeichnet wird, liegen im Sarkomer (Kobirumaki-Shimozawa et al., 2014). Dabei 

gibt es mehrere Faktoren, die im Zusammenspiel den Mechanismus ermöglichen. Eine Ursache 

ist die Steigerung der Kalziumsensitivität der Kardiomyozyten im gedehnten Zustand (Fabiato 

and Fabiato, 1978). Auch Titin ist beim Frank Starling Mechanismus involviert und es wird 

vermutet, dass die Myosinköpfe durch die Dehnung am Titin optimaler zum Aktin ausgerichtet 

werden (Kawai and Jin, 2021). Jedenfalls ist bekannt, dass, wenn Titin ausgeschaltet wird, der 

Kraftzuwachs bei Dehnung deutlich geringer ausfällt (Fukuda et al., 2001). Ebenfalls trägt zum 

Frank Starling Mechanismus bei, dass mehr Myosinmoleküle vom SRX in den DRX aktiviert 

werden (Irving, 2017, Kawai and Jin, 2021). Insgesamt gibt es also mehrere Komponenten, die 

gemeinsam den Frank Starling Mechanismus erzeugen. 
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1.2 Titin 

1.2.1 Grundlagen zu Titin 

Eine verminderte diastolische Dehnbarkeit des Ventrikels gilt als zentraler Aspekt der HCM. 

Als Hauptdeterminanten der myokardialen Dehnbarkeit werden Titin und Kollagen angesehen, 

weshalb Veränderungen am Titin möglicherweise für die verminderte Dehnbarkeit 

verantwortlich sind (Granzier and Irving, 1995). Außerdem wird eine Beteiligung an der 

Pathogenese dadurch nahegelegt, dass einige hereditäre Fälle der HCM durch eine Titin 

Mutation ausgelöst wurden (Satoh et al., 1999, Higashikuse et al., 2019). 

Die Struktur von Titin 

Titin ist im Sarkomer zwischen der Z-Scheibe und der M-Linie aufgespannt und umfasst damit 

ein halbes Sarkomer (Furst et al., 1988). Durch den weiten Bereich, über den ein Titinmolekül 

gespannt werden muss, ist Titin mit maximalen 4,2 MDa das größte Protein im menschlichen 

Körper (Bang et al., 2001). In der Z-Scheibe liegt der N-Terminus und enthält sich 

wiederholende Immunoglobuline-like (Ig) Domänen (Gautel et al., 1996). Hier ist es über eine 

Bindung zu a-Aktinin in der Z-Scheibe verankert (Sorimachi et al., 1997). Darauf folgt der 

elastische Abschnitt in der I-Bande. Der I-Band Abschnitt enthält eine proximale, mittlere und 

distale Ig-Domäne, dazwischen liegen die N2B unique sequence Region (N2Bus) und die 

PEVK-Domäne. Die PEVK-Domäne erhielt ihren Namen, weil sie zu 70 % aus den 

Aminosäuren Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K) besteht. Die N2B-Domäne 

befindet sich nur im kardialen Titin (Kötter and Krüger, 2022). Wird neben der N2B-Region 

auch das N2A Element exprimiert, liegt die N2BA-Isoform vor (Labeit and Kolmerer, 1995). 

Der A-Band Anteil des Titins ist eher steif. Er besteht aus weiteren Ig Domänen und Fibronektin 

TypIII Domänen (FN3). Der A-Band Abschnitt von Titin ist eng mit den Myosinfilamenten 

assoziiert und sorgt so für einen geordneten Aufbau des Sarkomers. Zuletzt folgt das C-

terminale Ende von Titin am M-Band. Hier liegen weitere Ig Domänen und eine Titin Kinase.  
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Abb. 3 Schematische Struktur von Titin im Halbsarkomer 
Schemazeichnung der Struktur der beiden kardialen Titinisoformen N2B und N2BA in einem Halbsarkomer 

gemeinsam mit zwei möglichen Phosphorylierungsregionen und den dazugehörigen Kinasen. Erstellt mit 

BioRender.com. Ig = Immunoglobulin-like, FN3 = Fibronektin TypIII, PKA = cAMP-abhängige Proteinkinase A, 

PKG = cGMP-abhängige Proteinkinase G, PKC = Ca2+-abhängige Proteinkinase C. 

Die Rolle von Titin im Sarkomer 

Durch die zentrale Lage im Sarkomer erfüllt Titin eine Vielzahl an Aufgaben. Erstens dient es 

als Leitstruktur für den regelmäßigen Aufbau des Sarkomers  und zentriert das Myosin im 

Sarkomer (Kötter and Krüger, 2022, Tskhovrebova and Trinick, 2004, Lange et al., 2006). 

Zweitens dient Titin als molekulare Sprungfeder und gilt als Hauptdeterminante der passiv 

elastischen Rückstellkraft (Loescher et al., 2023, Granzier and Irving, 1995). Molekular 

gesehen entsteht dies durch Entfaltung bei Zug auf das Molekül und Rückfaltung in die 

ursprüngliche Konformation, wenn der Zug beendet wird (Minajeva et al., 2001). Die 

elastischen Anteile in der I-Bande sind jedoch nicht alle gleich elastisch (Linke et al., 1996). 

Den größten Anteil der Elastizität haben die PEVK-Domäne und die N2B-Region (Linke et al., 

1996). Diese I-Band Regionen haben sich auch als Schwerpunktbereich für sekundäre 

Modifikationen herausgestellt. Drittens ist Titin Umschlagspunkt verschiedener Signalwege. 

Ein Beispiel hierfür ist das FHL1/2 (four-and-a-half-LIM-domain-protein). Es ist mit der N2B-

Region assoziiert (Lange et al., 2002). Der Signalkomplex rund um FHL1/2 kann vermutlich 

als Reaktion auf mechanischen Stress eine Hypertrophie induzieren (Kruger and Linke, 2011). 

Im FHL knock-out Modell bleibt eine Hypertrophie nach Druckbelastung aus (Sheikh et al., 

2008).  

1.2.2 Titin Isoformen  

Die passive Rückstellkraft der Kardiomyozyten bzw. der Myofilamente kann langfristig über 

die Zusammensetzung der Titinisoformen modifiziert werden (Neagoe et al., 2003). 

Erwiesenermaßen hängt die diastolische Dehnbarkeit mit der Zusammensetzung der 

Titinisoformen zusammen (Nagueh et al., 2004, Nijenkamp et al., 2020). Im Herzen liegen die 

längere, dehnbarere N2BA- (3,2-3,3 MDa) und die kürzere, steifere N2B- (3,0 MDa) Isoform 

vor (Freiburg et al., 2000, Kötter and Krüger, 2022). Die N2B- hat im Vergleich zur N2BA-

Isoform im I-Band eine kürzere PEVK-Region, weniger mittlere Ig-Domänen und kein N2A-

Element (Freiburg et al., 2000, Greaser et al., 2002, Koser et al., 2019). 

Im gesunden humanen Herzen beträgt die Titinzusammensetzung N2BA:N2B circa 40 : 60 

(Kötter et al., 2013). In Nagetieren wiederum ist der N2BA-Anteil mit 5 – 20 % deutlich 

geringer (Cazorla et al., 2000). Alle Isoformen werden auf einem Gen codiert und die 

Differenzierung erfolgt erst durch alternatives Splicing (Labeit and Kolmerer, 1995, Bang et 

al., 2001). Veränderungen der Isoformen sind bereits für eine Reihe von 

Herzmuskelerkrankungen bekannt. Zum Beispiel ist der N2BA-Anteil in der ischämischen 

Kardiomyopathie erhöht und zeigt sich mit einer messbaren Reduktion der passiven Steifigkeit 

(Neagoe et al., 2002). Gleiche Beobachtungen wurde auch für die dilatative Kardiomyopathie 

(DCM) gemacht (Nagueh et al., 2004). 
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1.2.3 Posttranslationale Modifikationen am Titin  

Phosphorylierungen 

Kurzfristiger kann die Steifigkeit des Titin durch Phosphorylierung angepasst werden. Die in 

dieser Arbeit analysierte Phosphorylierungsstelle am Serin 11878 liegt in der PEVK-Domäne 

und wird hauptsächlich durch die Ca2+-abhängige Proteinkinase Ca (PKCa) phosphoryliert. 

Liegt eine Phosphorylierung vor, ist das Titin steifer (Hidalgo et al., 2009). Die PKCa Aktivität 

kann durch das Phosphorylierungslevel am Threonin 497 bestimmt werden (Cazaubon et al., 

1994, Kötter et al., 2016). Eine Überaktivität der PKCa in der Pathogenese einer Hypertrophie 

ist bereits bekannt (Dorn and Force, 2005). Weitere Kinasen, die das S11878 phosphorylieren, 

sind CaMKIId (Kalzium-Calmodulin-abhängige Proteinkinase II d) und PKD (Proteinkinase 

D) (Loescher et al., 2022). Eine andere Phosphorylierungsstelle ist das Serin 4010 in der N2B-

Region. Wird dieses Serin durch die Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert, ist die passive 

Steifigkeit reduziert (Kötter et al., 2013). Neben PKA kann die N2B-Region auch durch PKG 

(Proteinkinase G), PKD, ERK2 (extracellular signal regulated-kinase-2) und CaMKIId 

phosphoryliert werden (Loescher et al., 2022). 

Der theoretische Einfluss dieser Phosphorylierungen ist groß. Durch Phosphorylierungen durch 

die PKA kann die passive Steifigkeit je nach Sarkomerlänge um bis zu 45 % gesenkt und bei 

der PKCa um bis zu 40% erhöht werden (Krüger and Linke, 2006, Hidalgo et al., 2009). Im 

Sarkomer haben jedoch mehrere Kinasen gleichzeitig einen Einfluss auf die elastischen 

Titinregionen, weshalb sich die physiologischen Effekte je nach phosphorylierter Region 

addieren oder ausgleichen können.  

Doch warum führt eine Phosphorylierung an zwei verschiedenen Stellen zu einem 

gegensätzlichen Effekt auf die elastischen Eigenschaften von Titin? Die N2B-Region enthält 

viele saure Aminosäuren, die zu einer negativen Nettoladung dieses Abschnitts führen. Kommt 

nun die negativ geladene Phosphatgruppe hinzu, wird vermutet, dass sich die intramolekularen 

Abstoßungskräfte erhöhen und damit eine Entfaltung des Titins bereits bei geringeren 

Zugkräften möglich ist. Dem entgegen steht die PEVK-Domäne, die viele basische 

Aminosäuren enthält, und eine positive Nettoladung hat. Wird nun eine negativ geladene 

Phosphatgruppe angeknüpft, erhöhen sich die intramolekularen ionischen Anziehungskräfte 

und zur Entfaltung dieser Domäne wird mehr Energie notwendig (Koser et al., 2019, Kötter et 

al., 2013).  

Glutathion 

Glutathion ist das wichtigste Antioxidans der Zelle und schützt damit vor oxidativem Stress. 

Oxidativer Stress beschreibt die Imbalance zwischen ROS (reactive oxygen species) und den 

intrazellulären antioxidativen Abwehrmechanismen. ROS kommen physiologischerweise in 

der Zelle vor und entstehen beispielsweise bei der Energiegewinnung aus der Atmungskette in 

den Mitochondrien. In geringen Mengen sind sie an Signalwegen beteiligt und können unter 

anderem die kontraktile Funktion steigern (Gao et al., 2012). Fallen ROS nun in größeren 

Mengen an oder sind die zellulären Abwehrmechanismen erschöpft, kann es zur Schädigung 
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von DNA, Lipiden und Proteinen kommen. Dass Marker des oxidativen Stresses bei der HCM 

erhöht sind, konnte schon in einer Vielzahl von Studien nachgewiesen werden 

(Zusammengefasst in (Wijnker et al., 2019)), sodass in dieser Arbeit der Zusammenhang 

zwischen Glutathion und Titin untersucht wird. 

Wie sich ein oxidatives Umfeld auf die Steifigkeit des Titins auswirkt, kann aktuell nicht exakt 

gesagt werden. Möglich sind die Ausbildung von Disulfidbrücken zwischen zwei Cysteinen 

oder das Anhängen von Glutathion an ein Cystein. In Studien zeigte sich das Titin nach 

Anhängen von Glutathion elastischer, vermutlich werden entfaltete Domänen durch das 

Glutathion an der Rückfaltung gehindert (Loescher et al., 2020, Alegre-Cebollada et al., 2014). 

Dem entgegen steht eine Untersuchung von Grüntzer et al., in der eine Verkürzung des Titins 

durch Disulfidbrücken beobachtet und eine Erhöhung der Steifigkeit vermutet wird (Grützner 

et al., 2009). In einer weiteren Studie korrelierte eine erniedrigte Menge des reduzierend 

wirkenden Glutathions mit einer Erhöhung der passiven Steifigkeit der Kardiomyozyten. Die 

erhöhte Steifigkeit reduzierte sich durch Zugabe von GSH deutlich (Hassoun et al., 2021). Im 

Einzelfall lässt sich somit nicht vorhersagen, wie sich ein oxidatives Umfeld auf die Steifigkeit 

des Titins auswirken wird.  
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1.3 Die Proteinqualitätskontrolle 

1.3.1 Bedeutung 

Das Proteinqualitätskontrollsystem (PQC) hält die intrazelluläre Proteinhomöostase aufrecht, 

indem es die Proteinsynthese, die Faltung, den Zusammenbau, den Transport und die 

Beseitigung fehlgefalteter oder geschädigter Proteine reguliert. Eine mögliche Entgleisung des 

Proteinqualitätskontrollsystems bei der HCM wird zurzeit diskutiert, weswegen in der 

vorliegenden Arbeit einige Aspekte des PQC genauer betrachtet werden (Dorsch et al., 2019a, 

Wijnker et al., 2019, Hassoun et al., 2021, Predmore et al., 2010). An der PQC beteiligt sind 

vor allem die Hitzeschockproteine (Hsp), das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und das 

Autophagosom-Lysosom-System. Das UPS und das Autophagosom-Lysosom-System bilden 

die wichtigsten Abbauwege von Proteinen (Dorsch et al., 2019b). Zur Vollständigkeit sei hier 

erwähnt, dass auch Calpain (Ca2+-abhängige, non-lysosomale Cystein Proteasen) und die Zink-

abhängige Matrix Metalloprotease 2 (MMP2) am Proteinabbau im Sarkomer beteiligt sind 

(Kötter and Krüger, 2022).  

Gerade in den postmitotischen, kontinuierlich kontrahierenden Myokardzellen ist die 

Proteinhomöostase essenziell und gleichzeitig sehr herausfordernd, denn Sarkomerproteine 

haben eine durchschnittliche Lebensdauer von 5 - 10 Tagen (Dorsch et al., 2019b). Die Aktivität 

des Proteasoms am Herzen ist im Vergleich zu anderen Organen eine der höchsten (Patel and 

Majetschak, 2007). Das Proteinqualitätskontrollsystem kann durch das Hinzukommen von 

mutierten Proteinen und dem damit einhergehenden Stress, wie zum Beispiel oxidativem oder 

mechanischem Stress, weiter strapaziert werden. Ein Entgleiten der Proteinhomöostase führt 

zur Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen, was enormen Schaden in der Zelle auslösen 

kann und ist bereits mit einer kardialen Hypertrophie in Verbindung gebracht (Wang and Hill, 

2015).  

1.3.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System 

Ubiquitin 

Das UPS wird eher für kleine, intrazellulär gelöste Proteine genutzt (Pohl and Dikic, 2019). 

Der Abbau über das UPS beginnt damit, dass ein Protein mit einer Polyubiquitinkette zum 

Abbau markiert wird. Ubiquitin ist ein hoch konserviertes Protein aus 76 Aminosäuren und 

wird an ein Lysinrest des abzubauenden Proteins angeknüpft. (Heinrich et al., 2022). Das 

Ubiquitin kann linear oder verzweigt angehangen werden. Je nachdem, welcher Lysinrest des 

Ubiquitin verwendet wird, ergibt sich ein Verzweigungsmuster, welches Bindungsstellen für 

Rezeptoren oder weitere beteiligte Proteine erschafft (Pohl and Dikic, 2019). Zwei wichtige 

Verzweigungsstellen sind das Lysin 48 (K48) oder das Lysin 63 (K63). K48-verknüpfte 

Polyubiquitinketten dirigieren das abzubauende Protein eher zum Proteasom, das K63-

verknüpfte Polyubiquitinketten eher zur Autophagie. Aber es handelt sich um ein dynamisches 

und interagierendes System. Bei einem Rückstau des einen Systems kann jeweils das Andere 

zum Abbau verwendet werden (Dorsch et al., 2019b). 
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Proteasom 

Das 26 S Proteasom ist ein Proteinkomplex, der frei in der Zelle vorkommt. Er dient dem Abbau 

von falsch gefalteten, nicht funktionsfähigen und alten Proteinen. In seiner dreidimensionalen 

Struktur erinnert es an ein Fass, wobei die 20 S Untereinheit den „Bauch“ und die 19 S 

Untereinheiten die „Deckel“ bilden. Die beiden regulatorischen 19 S Untereinheiten erkennen 

die Polyubiquitinierung, spalten diese ab und entfalten die Proteine zum Abbau mit einer 

ATPase Aktivität. In der 20 S Untereinheit werden die Proteinketten abgebaut. Sie besteht aus 

vier heptameren Ringen, zwei a-Ringen außen und zwei ß-Ringen innen. Die a-Ringe bilden 

eine enge Eingangspore zum Reaktionsraum. Die Untereinheiten des a-Ringes werden 

Proteasome 20S Subunit alpha (PSMA) genannt (Heinrich et al., 2022).  

Die Aktivität des Proteasoms wird über mehrere Wege reguliert. Zum einen über die 

quantitative Menge der Proteasome, das heißt über die Transkription der entsprechenden Gene 

und über den Abbau der proteasomalen Untereinheiten. Zum anderen ist die Anpassung über 

posttranslationale Modifikationen möglich. Darüber hinaus wird die Aktivität durch oxidativen 

Stress, abnorme Proteine und chemische Inhibitoren beeinflusst (Dikic, 2017). 

1.3.3 Autophagosom-Lysosom-System 

Durch Autophagie werden eher große Strukturen wie Proteinkomplexe, Aggregate, Organellen 

oder Pathogene abgebaut. Die Autophagie ist essenziell für die gezielte Beseitigung genannter 

Makromoleküle aber auch ein wichtiger Energie- und Rohstofflieferant während eines 

Nährstoffmangels. Die Autophagie wird in drei Unterformen unterteilt: die Mikroautophagie, 

chaperonvermittelte Autophagozytose und die Makroautophagie (Dikic, 2017). Die 

Makroautophagie ist die am besten charakterisierte Form und alle folgenden Erläuterungen 

beziehen sich darauf. 

Im ersten Schritt wird ein zum Abbau markierter Zellbestandteil von einer Membranzisterne, 

die wahrscheinlich vom endoplasmatischen Retikulum (ER) abstammt, umschlossen. Diese 

reift mit Hilfe von ATG-Proteinen (autophagy related) zu einer geschlossenen 

Doppelmembran, umschließt dabei die Zielstruktur und wird dann Autophagosom genannt. Das 

Autophagosom verschmilzt mit dem Lysosom zum Autophagolysosom. Die im Lysosom 

enthaltenen Enzyme bauen nun die innere Lipidmembran und den Inhalt des 

Autophagolysosoms ab (Heinrich et al., 2022) (Abb. 4). Interessanterweise kann durch 

Ausschalten der Autophagie eine Hypertrophie im Mausmodell ausgelöst werden (Nakai et al., 

2007).  



 11 

 

Abb. 4 Schematischer Überblick über die Autophagie 
Übersicht über die Bildung, die Reifung und den Abbauprozess eines Autophagosoms. Aktiviert wird der Prozess 

unter anderem über die ULK, deren Aktivität wiederum von mTOR gesenkt und von AMPKa gesteigert werden 

kann. Das sich bildende Autophagosom umschließt Organellen, Proteinaggregate und mittels Polyubiquitin zum 

Abbau markierte Proteine, die über LC3-II und p62 in der Membran verankert sind. Das Autophagosom 

verschmilzt mit dem Lysosom zum Autolysosom, dessen Inhalt über die lysosomalen Enzyme abgebaut wird. Die 

Abbildung ist an Figur 1 aus (Kötter and Krüger, 2022) angelehnt. mTOR = mammalian target of rapamycin, 

AMPKa = AMP activated kinase, ULK = unc-51-like autophagy activating kinase, LC3 = microtubule-associated 

protein 1 light chain 3, SQSTM1 = Sequestosome 1.  

Im Folgenden wird jeweils die Aufgabe derjenigen an der Autophagie beteiligten Proteine 

erläutert, die in der vorliegenden Arbeit analysiert worden sind.  

Regulation der Autophagie mittels mTOR und AMPKa 

Der wichtigste Aktivator der Autophagie ist die Serin-Threonin-Kinase ULK1 (unc-51-like 

autophagy activating kinase 1). Die Regulation der Autophagie ist eng mit dem metabolischen 

Status der Zelle verbunden (Galluzzi et al., 2014). Diese Verbindung findet über AMPKa (AMP 

activated kinase) und mTOR (mammalian target of rapamycin) statt. Sie modifizieren die 

Aktivität von ULK1 über Phosphorylierungen (Kim et al., 2011). 

AMPKa ist ein zentraler Sensor des Energiehaushalts der Zelle. Die Kinase ist sensitiv 

gegenüber dem AMP:ATP Verhältnis, wird jedoch ebenfalls von Zytokinen wie Leptin oder 

Ghrelin, die die Energiereserven des gesamten Körpers repräsentieren, reguliert (Hardie, 2007). 

Demnach ist AMPKa ein Verstärker der Autophagie (Meley et al., 2006).  

mTOR ist ein Suppressor der Autophagie und der Gegenspieler zum AMPKa (Noda and 

Ohsumi, 1998, Kim et al., 2011). Eine Aktivierung von mTOR selbst findet durch die 
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Phosphorylierung am Serin 2448 durch die PKB (Proteinkinase B) statt (Navé et al., 1999). 

mTOR wirkt anabol auf das Zellwachstum und vermindert gleichzeitig den Abbau bestehender 

Zellbestandteile durch die Inhibition der Autophagie. Es wird durch Wachstumshormone 

aktiviert und bei intrazellulärem Nährstoff- und Energiemangel inhibiert (Wullschleger et al., 

2006). mTOR stellt außerdem eine Querverbindung zum UPS dar, denn es erhöht die Aktivität 

und Expression des Proteasoms (Zhang et al., 2014).  

Rund um ULK1 erfolgt die Bildung eines Multiproteinkomplexes, der eine Kaskade von 

weiteren Multiproteinkomplexen bestehend aus ATG-Proteinen in Gang setzt. In 

nachgelagerten Schritten wird LC3 in die Membran des entstehenden Autophagosoms 

eingesetzt (Dikic, 2017). 

Die Autophagie Membrananker LC3 und p62/SQSTM1 

LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) dient als Membrananker, der die mit 

Ubiquitin markierten Proteine mit der Autophagosomenmembran verbindet (Dikic, 2017). Es 

kann in zwei Formen vorliegen, dem zytosolischen LC3-I oder dem membrangebundenen 

LC3-II, das über ein Phosphatidylethanolamin in der Membran des Autophagosom verankert 

ist (Kabeya et al., 2004). Es befindet sich sowohl auf der Außen- als auch auf der Innenseite 

der Autophagosomenmembran (Kabeya et al., 2000). LC3 eignet sich besonders gut als Marker 

der Autophagie, da es als einziger Marker mit fertig gereiften Autophagosomen assoziiert ist 

(Klionsky et al., 2008). 

Hinzu kommt p62, oder auch SQSTM1 (Sequestosome 1) genannt. Es handelt sich um ein 

Adaptermolekül zwischen Polyubiquitin (Vadlamudi et al., 1996) und LC3 (Bjørkøy et al., 

2005). Hierfür oligomerisiert das p62 mit sich selbst (Wurzer et al., 2015). Es liegt innerhalb 

des Autophagosoms und wird mit abgebaut. Somit ist ein Anstieg des Proteinabbaus über die 

Autophagie mit dem Abfall der intrazellulären p62 Menge verbunden und ein reduzierter Abbau 

vice versa (Klionsky et al., 2008). p62 kann auch einen Abbau durch das Proteasom vermitteln 

(Babu et al., 2005, Bardag-Gorce et al., 2005). Es ist somit nicht spezifisch für die Autophagie, 

wird jedoch für die Interpretation von LC3 benötigt (Klionsky et al., 2008). 

1.3.4 Hitzeschockproteine 

Hitzeschockproteine, ebenfalls Chaperone gennant, sind Faltungshelfer neusynthetisierter und 

denaturierter Proteine. Sie assistieren bei der korrekten Ausbildung von Proteinkomplexen, 

intrazellulären Transportvorgängen und dem Abbau von Proteinen (Heinrich et al., 2022). Eine 

Untergruppe stellen die kleinen Hitzeschockproteine dar. Sie sind zwischen 12 - 42 kDa groß 

und bilden oligomere Strukturen. Diese Oligomere stabilisieren entfaltete Proteine und 

scheinen eine Art Warteschleife bis zur Rückfaltung oder dem Abbau darzustellen (Jakob et al., 

1993). Die Anlagerung an entfaltete Proteine dient als Abschirmung, um eine Aggregatbildung 

zu verhindern (Heinrich et al., 2022).  
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aB-Crystallin 

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Hitzeschockprotein aB-Crystallin gehört zur 

Familie der kleinen Hitzeschockproteine. Es wird auch HSPB5 genannt und funktioniert ATP 

unabhängig (Arrigo et al., 2007). Im Herzmuskel kommt aB-Crystallin mit bis zu 0,5 - 2 % der 

flüssigen Proteine gehäuft vor (Christians et al., 2012). Zu den Aufgaben des aB-Crystallin 

zählt der Schutz der Intermediär- und Aktinfilamente sowie die Stabilisierung des 

Mikrotubulinetzwerks (Tedesco et al., 2022). Darüber hinaus schützt aB-Crystallin vor 

Apoptosesignalen (Andley, 2007). Im Herzen ist die Überexpression von aB-Crystallin mit 

einer besseren kontraktilen Funktion assoziiert (Bullard et al., 2004). Eine weitere spezifischere 

Aufgabe des aB-Crystallin ist der Schutz von Titin (Golenhofen et al., 1999). Ist das 

Hitzeschockprotein an Titin gebunden, wird mehr Kraft benötigt, um Titin zu entfalten (Kötter 

et al., 2014, Bullard et al., 2004). Vermutlich dient diese Anlagerung dem Schutz von Titin vor 

Denaturierung und Funktionsverlust der passiven Rückstellkraft im gestressten zellulären 

Umfeld (Boelens, 2014). Mutationen im Hitzeschockprotein aB-Crystallin wurden bislang als 

krankheitsauslösende Gene für die hypertrophe Kardiomyopathie, restriktive 

Kardiomyopathien und weitere, unklassifizierte Formen der Kardiomyopathie identifiziert 

(Vicart et al., 1998, Brodehl et al., 2017, Sacconi et al., 2012).  

1.3.5 Titin im PQC 

Auch das in der vorliegenden Arbeit näher analysierte Titin unterliegt dem PQC. Durch die 

enorme Größe des Moleküls und die Lage im dauerhaft kontrahierenden Sarkomer der 

Herzmuskelzelle ist der Abbau eine große Herausforderung. Titin wird sowohl durch das UPS 

als auch durch die Autophagie abgebaut (Kötter et al., 2016, Müller et al., 2021). Zuvor wird 

es genauso wie andere Proteine mittels Ubiquitin zum Abbau markiert (Witt et al., 2005). Auch 

eine Interaktion zwischen dem oben genannten Autophagieprotein p62/SQSTM1 und dem Titin 

wurde bereits nachgewiesen (Lange et al., 2005, Bogomolovas et al., 2021). Es wird vermutet, 

dass Titin aufgrund der Größe vor dem Abbau zerkleinert wird, um es den Strukturen des UPS 

und der Autophagie verfügbar zu machen. Dieser Vor-Verdau wird durch Calpain und die 

Matrixmetalloprotease 2 durchgeführt (Raynaud et al., 2005, Coulis et al., 2008, Ali et al., 

2010). Der anspruchsvolle Abbau kann durch eine zusätzliche kardiale Erkrankung leicht aus 

der Balance geraten und zur Pathogenese inklusive der Störung der diastolischen Dehnbarkeit 

beitragen. So ist beispielsweise die Menge des Titins in DCM-Herzen mit Herzinsuffizienz 

reduziert, die Sarkomerstruktur ungeordnet und es finden sich kleine, unvollständige Titinreste 

in defekten Sarkomeren (Hein et al., 1994).  
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1.4 Die hypertrophe Kardiomyopathie 

Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist die häufigste hereditäre Herzmuskelerkrankung. 

Klinisch wird sie bei einem hypertrophierten, nicht dilatierten linken Ventrikel in Abwesenheit 

von anderen kardialen, systemischen, metabolischen oder syndromalen Erkrankungen 

diagnostiziert (Maron, 2018). Sie zeichnet sich vor allem durch eine konzentrische ventrikuläre 

Hypertrophie und eine verminderte diastolische Dehnbarkeit aus (Herold, 2022). Die Prävalenz 

wird mit 1:500 angegeben (Marian and Braunwald, 2017). Klinisch führende Probleme sind 

der plötzliche Herztod bei jungen asymptomatischen Betroffenen, eine progrediente 

Herzinsuffizienz und embolische Schlaganfälle durch Vorhofflimmern (Maron et al., 2000). 

Genetik 

Die HCM wird monogenetisch autosomal-dominant vererbt (Greaves et al., 1987). Mittlerweile 

sind über 2000 Mutationen bekannt, die mit der HCM in Verbindung gebracht werden konnten 

(Maron, 2018). 60 % der Betroffenen haben eine Mutation in einem der Sarkomerproteine 

(Elliott et al., 2014). Davon liegt der Hauptteil der Mutationen in der ß-Myosin-Schwerkette 

(MYH7) (42 %) und im Myosin-bindenden Protein C (MyBPC3) (40 %) (Richard et al., 2003).  

Klinische Symptome zeigen sich in der Regel nicht von Geburt an (Greber-Platzer et al., 2001). 

Dies suggeriert, dass sich der Phänotyp erst aus sekundären und tertiären Veränderungen bzw. 

Anpassungsreaktionen ergibt, die auf die primäre Mutation folgen (Maron et al., 2022). Zudem 

ist die Penetranz nicht vollständig und je nach zugrunde liegender Mutation unterschiedlich 

hoch (Marian and Braunwald, 2017). Das Alter bei Manifestation der Erkrankung und die 

Ausprägung der Symptome variieren stark zwischen den Patienten (Maron et al., 2000). Dies 

stützt die These, dass die Pathogenese der HCM nicht allein durch die zugrundeliegende 

Mutation erklärt werden kann.  

Klinik und Diagnosestellung 

In der Klinik wird die Diagnose der HCM über bildgebende Verfahren wie die 

Echokardiographie oder Magnetresonanztomographie (MRT) bei einer Wanddicke der 

Herzmuskulatur von ≥ 15 mm gestellt (Elliott et al., 2014). Zudem wird bei der HCM eine 

Variante mit und ohne Obstruktion des linksventrikulären Ausflusstrakts unterschieden 

(Herold, 2022). Eine Obstruktion liegt bei ca. 70 % der Patienten vor (Maron, 2018). Bestätigt 

werden kann die Diagnose durch eine histologische Untersuchung des Myokards. Hier ist eine 

Triade aus hypertrophen, ungeordneten Myozyten und einer intestinalen Fibrose 

charakteristisch. Vor allem eine gestörte Anordnung der Myozyten gilt als charakteristisch für 

die HCM (Hughes and McKenna, 2005). Als früher Parameter für ein Screening wird die 

verringerte diastolische Dehnbarkeit in der Echokardiographie verwendet. Sie kommt in HCM-

Mutationsträgern bereits vor Auftreten der Hypertrophie vor (Michels et al., 2009). Tritt im 

Laufe der Erkrankung eine Herzinsuffizienz auf, ist die Herzinsuffizienz mit erhaltener 

Ejektionsfraktion (heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF) die dominante 

Variante (Chen et al., 2024).  
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Pathophysiologie  

Aufgrund der Vielzahl an zugrundeliegenden Mutationen lassen sich keine allgemeingültigen 

Aussagen zur Pathophysiologie treffen. Wijnker und van der Velden fassen die bis dato 

bekannten Aspekte der Pathogenese 2020 folgendermaßen zusammen: Erstens lösen 

Mutationen der HCM meist eine erhöhte Kalziumsensitivität aus. Die Erniedrigung des EC50-

Wertes ist am stärksten bei MYH7-Mutationen ausgeprägt (Sequeira et al., 2013). Die in dieser 

Arbeit verwendete Myosinmutation R453C liegt ebenfalls auf dem MYH7-Gen. Jedoch sind die 

Studien zur Kalziumsensitivität nicht einheitlich, manche Mutationen der HCM lösen auch eine 

Verringerung der Kalziumsensitivität aus (Marian and Braunwald, 2017). Zweitens zeigt sich 

eine verringerte längenabhängige Aktivierung. Dies bedeutet, dass sich ein HCM-Herz 

schlechter an eine Erhöhung der Vorlast anpassen kann (Frank Starling Mechanismus). Drittens 

konnte bei der HCM sowohl im Tiermodell als auch im Patienten ein erhöhter ATP-Verbrauch 

festgestellt werden (Güçlü et al., 2017). Auch der ATP-Verbrauch ist am höchsten bei MYH7-

Mutationen (Witjas-Paalberends et al., 2014). Pro Einheit ATP wird bei der HCM allerdings 

weniger Kraft generiert (Marian and Braunwald, 2017). Diese Veränderung im Energiehaushalt 

kann bereits bei Mutationsträgern ohne Hypertrophie nachgewiesen werden (Crilley et al., 

2003).  

Die Veränderung im Energiehaushalt des HCM-Kardiomyozyten hat nun eine Kette von 

Ereignissen zur Folge. Der Mangel an ATP führt zu veränderten Ionenströmen und einer 

Verlängerung des Aktionspotentials. Kalziumströme sind zeitlich verlängert und in der Diastole 

liegt eine erhöhte Kalziumkonzentration vor. Begleitet werden die Veränderungen der 

Ionenströme von einem vermehrten Auftreten von Arrhythmien (Coppini et al., 2013). Diese 

Veränderungen der Kalziumhomöostase sind eine mögliche Erklärung für die beobachtete 

Hyperkontraktilität des kontraktilen Apparats sowie die gestörte diastolische Dehnbarkeit 

(Toepfer et al., 2020, Wijnker et al., 2019). 

Zudem folgt auf die Störung des Energiestoffwechsels eine verstärkte Aktivität der 

Mitochondrien, was wiederum zu mehr ROS führt. Diese können Proteine, Lipide und die DNA 

in der Zelle schädigen. Dieser Umstand macht ein funktionierendes System der PQC besonders 

wichtig (Wijnker et al., 2019). 

Eine weitere Hypothese zur Erklärung, warum es erst im Laufe des Lebens zur klinischen 

Manifestation der HCM kommt, ist die toxische Proteindosis. In der Regel kommt die HCM-

Mutation heterozygot vor und wird mit dem gesunden Allel koexprimiert. Das PQC schafft es 

in jungen Jahren noch, das mutierte Protein abzubauen. Kommt es im Laufe des Lebens aber 

zu einer Akkumulation der HCM auslösenden Proteine über eine gewisse Schwelle, bricht die 

Erkrankung aus (Wijnker et al., 2019). Bei einer Mybpc-Mutation lag diese 

Expressionsschwelle beispielsweise bei ≤ 73 % des gesunden Mybpc (Wijnker et al., 2016). 

Diese Hypothese wird bekräftigt durch eine Korrelation zwischen dem Expressionslevel des 

mutierten Proteins, der Schwere der Erkrankung und einer Verbesserung der kontraktilen 

Eigenschaften nach Gabe von intaktem Troponin Komplex bei einer HCM auslösenden 
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Troponin Mutation (Tripathi et al., 2011, Sequeira et al., 2013). Wird das PQC nun altersbedingt 

insuffizient, kann die Erkrankung ausbrechen (Wijnker et al., 2019). 

Eine sehr aktuell diskutierte Hypothese ist, dass in der HCM weniger Myosine im super relaxed 

state vorliegen und damit mehr Myosine an der aktiven Kraftentwicklung teilnehmen (Nag et 

al., 2017, Alamo et al., 2017). Dieser Ansatz erklärt die Hyperkontraktilität, die gestörte 

Relaxation und den erhöhten Energieverbrauch. Diese Hypothese wird durch Studien gestützt, 

in denen durch ein kleines Molekül, welches selektiv die Myosin ATPase Aktivität 

(Mavacamten, früher MYK-461) reduziert und den SRX fördert, die maximale Kraft, der 

fibrotische Umbau und die Hypertrophie deutlich reduziert wird (Green et al., 2016, Nag and 

Trivedi, 2021). Mavacamten verbessert ebenfalls in der Anwendung am Patienten die 

klinischen Symptome der obstruktiven HCM (Ullah et al., 2024). 
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Abb. 5 schematische Übersicht über die genannten Aspekte der HCM-Pathogenese 
Vereinfacht dargestellt sind die in der vorliegenden Arbeit eingeführten Aspekte der HCM-Pathogenese. In den 

orangenen Feldern sind die klinischen Merkmale der Erkrankung dargestellt, in blau zentrale Punkte der 

Pathogenese und in grau die dazwischen liegenden Vorgänge in der Zelle und erhobenen Forschungsergebnisse. 

Inhaltlich basierend auf den Reviews (Wijnker et al., 2019) und (Spudich, 2015). ROS = reactive oxygen species, 

ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, SRX = super relaxed state, DRX = disordered relaxed 

state, [x] = Konzentration von x.  

Diastolische Dysfunktion 

Die Anforderungen an den linken Ventrikel beinhalten eine hohe Dehnbarkeit, damit die 

Kammer in der Diastole durch den niedrigen Druck des linken Vorhofs gefüllt werden kann und 

gleichzeitig eine starke Kontraktionskraft, die das Blut während der Systole auswirft und den 

systolischen Blutdruck erzeugt. Die diastolische Dehnbarkeit wird von passiven Faktoren wie 

der Steifigkeit des Myokards, dem Myokardtonus, der Geometrie und Wanddicke des 

Ventrikels und dem Perikard beeinflusst. Die Relaxation hat ebenfalls einen aktiven Einfluss 

(Nagueh et al., 2009). Ein Kennzeichen der hypertrophen Kardiomyopathie ist eine diastolische 

Funktionsstörung mit verminderter Dehnbarkeit (Herold, 2022, Stewart et al., 1968). 

Ursächlich für die diastolische Dysfunktion sind vermutlich die myokardiale Fibrose, eine 

verringerte Relaxationsgeschwindigkeit und eine erhöhte Steifigkeit des Myokards (Marian and 

Braunwald, 2017). 

Durch die diastolische Dehnbarkeitsstörung erhöht sich der Druck, mit dem der linke Ventrikel 

in der Diastole gefüllt werden muss (Brutsaert et al., 1993). Diese Druckerhöhung kann, vor 

allem wenn eine Mitrainsuffizienz hinzukommt, über einen erhöhten Druck im linken Vorhof 

zu einem Vorhofflimmern führen (Joglar et al., 2024). Ein weiteres Problem bei der Genese 

einer HCM ist, dass die Blutversorgung des Myokards hauptsächlich in der Diastole stattfindet 

(Pape et al., 2023). Ist nun die diastolische Relaxation gestört, kommt es bei HCM-Patienten 

zur Verringerung der Myokarddurchblutung (Olivotto et al., 2011). Das kann wiederum die von 

Wijnker diskutierte Störung des Energiehaushaltes aggravieren.  

Therapieansätze 

Durch die weitestgehend unbekannte Pathogenese ist die Therapie ebenfalls wenig spezifisch. 

Einigen Patienten wird das Vermeiden schwerer körperlicher Belastung sowie eine ICD-

Implantation (Implantable Cardioverter Defibrillator) zur Prophylaxe des plötzlichen Herztods 

empfohlen. Medikamentös kann mit der Gabe von Kalziumantagonisten oder ß-Blockern 

unterstützt werden. Bei der obstruktiven Form werden zudem interventionell Anteile des 

verdickten Muskels abgetragen (Herold, 2022). Seit 2023 ist in der EU Mavacamten für die 

symptomatische obstruktive Form der HCM zugelassen (European Medicines Agency, 2023). 

Der Wirkstoff hemmt selektiv die kardiale Myosin-ATPase und stabilisiert Myosin im SRX 

(Green et al., 2016, Rohde et al., 2018). Als letzte Möglichkeit gilt die Herztransplantation 

(Herold, 2022). 
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Resümee 

Die HCM ist die häufigste, erblich bedingte Herzmuskelerkrankung und zeichnet sich durch 

eine ventrikuläre Hypertrophie, eine Hyperkontraktilität und eine gestörte diastolische 

Dehnbarkeit aus. Aktuell gibt es keine kausale Therapie, die die Krankheitsentstehung 

verhindern kann. Um die Therapie der HCM zu verbessern, ist ein genaueres Verständnis der 

Pathogenese und dem zeitlichen Ablauf der oben geschilderten Veränderungen (Abb. 5) 

essenziell. Die meisten Studien zur Pathogenese der HCM wurden an Proben von bereits 

erkrankten Patienten beziehungsweise Tieren durchgeführt und betrachten oft nur einen 

Zeitpunkt, zu dem die HCM bereits deutlich ausgeprägt war. 

1.5 Ziele der Arbeit 

Dieses Promotionsprojekt befasst sich näher mit der Pathogenese und den frühen 

Veränderungen der HCM. Das Projekt arbeitet mit einem murinen Modell mit heterozygoter 

Expression der Myosinmutation R453C, welches im Alter von 11 Wochen noch keine 

makroskopisch-nachweisbaren, HCM-bedingten Veränderungen zeigt. Erst nach > 20 

Lebenswochen zeigen sich in den heterozygoten Tieren das Vollbild der HCM. Im Allgemeinen 

soll an den erhobenen Daten abgelesen werden, welche Veränderungen bereits im frühen 

Stadium der Erkrankung auftreten und damit unmittelbar mit der Krankheitsentstehung und der 

Mutation zusammenhängen. Davon abgegrenzt werden Veränderungen, die erst in der 

Altersgruppe > 20 Wochen hinzukommen und eher als pathologische Anpassungsreaktion auf 

die veränderten kontraktilen Eigenschaften zu verstehen sind. Frühe Veränderungen, die 

möglicherweise direkt mit der Mutation im Zusammenhang stehen, bilden einen 

pharmakologischen Angriffspunkt für therapeutische, aber auch präventive Ansätze. 

Ein Schwerpunkt des Projekts ist die Erhebung der biomechanischen Veränderungen. Studien 

zeigen bereits eine erhöhte Kalziumsensitivität, eine Hyperkontraktilität und eine gestörte 

längenabhängige Aktivierung für die HCM. Für diese vorbekannten Veränderungen wird nun 

untersucht, ob sie bereits vor Ausbildung der Hypertrophie vorliegen. Konkret wird die passive 

Steifigkeit, Kalziumsensitivität, maximale Kraft und längenabhängige Aktivierung an Fasern 

der Papillarmuskulatur des linken Ventrikels für die 11 Wochen und > 38 Wochen alten WT- 

und RC-Mäuse erhoben. Aus den Messungen an jungen HCM-Mäusen soll gezeigt werden, ob 

ein direkter Zusammenhang der Veränderung der kontraktilen Eigenschaften mit der RC-

Myosinmutation besteht.  

Ein weiteres Merkmal der HCM ist eine diastolische Dehnbarkeitsstörung, die bereits in 

Patienten vor Ausbildung einer Hypertrophie beobachtet werden kann. In dieser Arbeit wird 

analysiert, ob Titin als Hauptdeterminante der passiven Steifigkeit der Sarkomere für diese 

Dehnbarkeitsstörung verantwortlich ist und ob mögliche Veränderungen passend zu der 

klinischen Beobachtung bereits vor Manifestation der Hypertrophie auftreten. Hierzu wird die 

Zusammensetzung der Titinisoformen und posttranslationale Veränderungen an der 

Phosphorylierung am Serin 11878 und 4010 sowie die Ubiquitinierung und Glutathionylierung 

des Titins im Western Blot Verfahren an lysiertem Gewebe des linken Ventrikels der genannten 

Versuchstiere erhoben. Die Ergebnisse sollen zeigen, ob das Titin im Herzgewebe mit der RC-
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Myosinmutation steifer oder elastischer als bei den gleichaltrigen WT ist. Die funktionelle 

Bedeutung der Western Blot Ergebnisse vom Titin soll mit Hilfe des Ergebnisses der direkten 

Messung der passiven Steifigkeit interpretiert werden. Zusätzlich wird die Aktivität der PKC 

und der PKA, letzteres vertreten durch das Phosphorylierungslevel am Troponin I, als 

Einflussfaktoren der genannten Titin Phosphorylierung analysiert. 

Als dritte Frage soll dieses Projekt beantworten, ob ein erhöhter Stress durch die gesteigerten 

kontraktilen Eigenschaften zu einer Störung im Proteinqualitätskontrollsystem führt. Der Fokus 

liegt hierbei auf dem Abbau von intrazellulären Proteinen inklusive Titin. Genauer gesagt, 

wurde im Western Blot Verfahren aus Lysat des linken Ventrikels die Gesamt-Ubiquitinierung, 

die Menge der Autophagie-Regulatoren AMPKa und mTOR, der Autophagie-Proteine p62 und 

LC3, des Hitzeschockprotein aB-Crystallin und des Proteasombestandteils PSMA2 gemessen. 

Änderungen in der Menge der Proteine der Autophagie oder des Proteasoms können Hinweise 

auf Störungen im Proteinabbau geben. Eine Störung der Proteinqualitätskontrolle mit dem 

dazugehörenden Proteinabbau konnte bereits für andere Herzmuskelerkrankungen gezeigt 

werden. 
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2 Material  

2.1 Primärantikörper  

Antikörper Verdünnung Quelle Hersteller Artikelnummer 

aB-Crystallin 1:2000 Kaninchen GeneTex GTX13497 

a-Aktinin 1:5000 Kaninchen Cell Signaling 3134 

AMPKa 1:1000 Kaninchen Abcam Ab207442 

Glutathion 1:1000 Maus Abcam Ab19534 

LC3 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 2775 

mTOR 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 2972 

Phospho-mTOR 

(Serin 2448) 

1:2000 Kaninchen Cell Signaling 2971 

Phospho-N2B-

S4010  

1:300 Kaninchen ImmunoGlobe 

GmbH 

 

Phospho-PEVK-

S11878 

1:500 Kaninchen ImmunoGlobe 

GmbH 

 

Phospho-PKCa

T

1:10000 Kaninchen Abcam Ab76016 

Phospho-

Troponin I 

(S23/24) 

1:5000 Kaninchen Cell Signaling 4004 

PKCa 1:15000 Kaninchen Abcam Ab32376 

PSMA2 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 11864 

p62/SQSTM1 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 5114 

Titin total 1:2000 Kaninchen ImmunoGlobe 

GmbH 

 

Troponin I 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 4002 

Ubiquitin 1:5000 (7,5 %) 

1:2000 (2,2 %) 

Maus Cell Signaling 3936 

Tabelle 1: Primärantikörper 
Verwendete Primärantikörper zur Färbung der PVDF-Membranen; AMPK= AMP-abhängige Kinase, LC = 

microtubule-associated protein 1 light chain, mTOR = mammalian traget of rapamycin, Phospho = phosphoryliert, 

PKC = Proteinkinase C, PSMA = proteasome subunit alpha, SQSTM1 = Sequestosome 1. 
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2.2 Sekundärantikörper 

Antikörper Hersteller Ursprung Artikelnummer 

Anti-mouse IgG Cell Signaling Ziege 7076S 

Anti-rabbit IgG Cell Signaling Ziege 7074S 

Tabelle 2: Sekundärantikörper 
Verwendete Sekundärantikörper zur Darstellung der oben genannten Primärantikörper. Verdünnung 1:5000 auf 

7,5 - 15 % Gelen, 1:3000 auf 2,2 % Gelen. 

2.3 Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

2,3-Butandionmonoxim (BDM) Sigma 

2-Mercaptoethanol Sigma 

Acrylamid/Bis 29:1 Biorad 

Acrylamid/Bis 30/37,5:1 Roth 

Adenosin 5´-triphosphorsäure-Dinatriumsalz (Na2ATP) AppliChem 

Agarose Biozym 

Aminocapronsäure Sigma 

Ammoniumpersulfat (APS) Wacker 

Bovines Serumalbumin (BSA) Capricorn Scientific 

Bradford Solution Sigma 

Dithiothreitol (DTT) Sigma 

ECL Ultra Western HRP Substrate HRP Solution A und B Merck 

Elastosil RT 625 A/B Wacker 

Essigsäure Roth 

Ethanol 96 % vollvergällt Otto Fischar GmbH & Co. KG 

Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA) Sigma 

Glycerol Sigma 

Guanidinhydrochlorid AppliChem 

Glycin Roth 

Harnstoff Merck 

Igepal Sigma 
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Imidazol Sigma 

Imperial Protein Stain  Thermo Scientific 

Isopropanol Otto Fischar GmbH & Co. KG 

Kaliumchlorid Sigma 

Kaliumhydroxid Sigma 

Kalziumchlorid Sigma 

Kreatinphosphatdinatrium (Na2CrP)  Merck 

Magnesiumchlorid  Sigma 

Methanol Roth 

Natriumchlorid Merck 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder  Thermo Scientific  

Phosphatase Inhibitor Cocktail A und B Bimake 

Protease Inhibitor Cocktail Selleckchem 

RestoreTM PLUS Western Blot Stripping Puffer Thermo Scienfitic 

Salzsäure 32 % Roth 

Serva Blue® Serva 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem 

Thioharnstoff Sigma 

Tricin Roth 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth 

Triton X-100 Sigma 

Tween 20 Sigma 

Tabelle 3: Chemikalien 

2.4 Puffer und Lösungen 

Puffersystem/Lösung Zusammensetzung 

10x SDS-Laufpuffer 250 mM Tris 

2 M Glycin 

1 % SDS 

10x Tris buffered Saline (TBS) 0,2 M Tris 
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(pH 7,4) 1,5 M NaCl 

10x Tris buffered Saline + Tween (TBST) 

(pH 7,4) 

0,2 M Tris 

1,5 M NaCl 

0,1 % Tween 

4x SDS-Sammelgelpuffer 

(pH 6,8) 

0,5 M Tris 

0,4 % SDS 

4x SDS-Trenngelpuffer  

(pH 8,8) 

1,5 M Tris 

0,4 % SDS 

Aktivierungslösung  

(pH 6,85) 

10 mM Imidazol 

3 mM Ca2+-EGTA 

10 mM Na2MgATP 

3 mM MgCl2 

47,7 mM Na2CrP 

2 mM DTT 

Antikörper Trägerlösung  0,5 % BSA in 1xTBST 

Anodenpuffer  

(pH 8,8) 

300 mM Tris 

100 mM Tricin 

Blockierungslösung 2 % BSA in 1x TBST 

Ca2+EGTA-Lösung 

(pH 7,0) 

250 mM EGTA 

250 mM CaCl2 

EGTA-Lösung 

(pH 7,0) 

250 mM EGTA 

500 mM KCl 

Kathodenpuffer  

(pH 8,7) 

300 mM Aminocapronsäure 

30 mM Tris 

Low ionic strength buffer 

(pH 7,1) 

 

75 mM KCl 

10 mM Tris 

2 mM MgCl2 

2 mM EGTA 

Na2MgATP 

(pH = 7,0) 

50 mM Na2ATP 

50 mM MgCl2 

PVDF destain 10 % Essigsäure 

40 % Ethanol 

PVDF stain 0,075 % Serva blue in Methanol 
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Relaxationslösung  

(pH 6,85) 

10 mM Imidazol 

3 mM EGTA 

10 mM Na2MgATP 

3 mM MgCl 

47,7 mM Na2CrP 

2 mM DTT 

Strippingpuffer  

(pH 7,5) 

6 M Guanidinhydrochlorid 

20 mM Tris 

0,2 % Igepal 

Titin-Probenpuffer (SDS-Probenpuffer)  

(pH 6,8) 

8 M Harnstoff 

2 M Thioharnstoff 

3 % SDS 

0,035 % Serva Blue 

10 % Glycerol 

0,05 M Tris 

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Lösungen 
Falls nicht anders angegeben, wurde Milli-Q® Wasser als Lösungsmittel verwendet, alle pH-Werte sind auf den 

angegebenen Wert mit HCl oder KOH eingestellt worden; ATP = Adenosintriphosphat, BSA = bovines 

Serumalbumin CrP = Kreatinphosphat, DTT = Dithiothreitol, EGTA = Ethylenglycoltetraessigsäure, M = Mol, 

mM = Millimol, SDS = Natriumdodecylsulfat, TBS =Tris-buffered saline, TBST = Tris-buffered saline with Tween 

20 

2.5 Laborgeräte 

Gerät Typ Hersteller 

Binokular S8AP0 Leica 

Blottingapparatur Trans Blot Turbo Biorad 

Chemolumineszenz Imager  Fusion FX Vilber Lourmat 

Fasermessapparatur Myoscope-Skinned Myotronic Heidelberg 

Feinwaage ADB 200-4 Kern und Sohn  

Gefrierschrank -20 °C Premium NoFrost Liebherr 

Gefrierschrank -80 °C UXF40086V Thermo Scientific 

Gelelektrophorese-Kammer Mini-PROTEAN Biorad 

Kühlschrank KT1730 Liebherr 

Magnetrührer  Basic RCTB IKA 

Mikrowelle EMWD 2818 Bauknecht 
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Niederspannungsnetzteil  P25 Standard Power Pack Biometra 

Orbitalschüttler Shaker Dos 20L NeoLab 

pH Meter MP220 Mettler Toledo 

Photometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biotech 

Reagenzienschüttler 

(Vortexer) 

Vortex Genie 2 Scientific Industries 

Taumel-Rollenmischer  RM5-30V CAT 

Thermomixer/Heizblock Thermomixer Compact Eppendorf 

Waage Kern572 Kern 

Wasserbad Julabo 20B Julabo 

Wippschüttler Mini Rocking Platform Biometra 

Zentrifuge MiniStar blueline VWR 

Tabelle 5: Geräteliste 

2.6 Verbrauchsmaterialen 

Material Produktbezeichnung Hersteller 

Whatman® Papier Gel-Blottingpapiere 

Whatman® 

Roth 

PVDF Membran Transfermembran 

ROTI®PVDF 0,45 cm 

Roth 

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien  
PVDF = Polyvinylidenflourid 
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3 Methoden 

3.1 Probenherkunft  

Es wurden vier Gruppen von männlichen Mäusen verwendet: 

1. 10 bis 12 Wochen alte Mäuse, welche heterozygot für die R453C-Mutation der 

hypertrophen Kardiomyopathie waren (n = 7), genannt RC11 

2. 10 bis 12 Wochen alte Kontrolltiere (n = 4), genannt WT11 

3. 38 bis 43 Wochen alte Mäuse, die ebenfalls die R453C-Mutation heterozygot trugen 

(n = 6), genannt RC38 

4. 38 bis 43 Wochen alte Kontrolltiere (n = 5), genannt WT38 

Typisch für die RC-Myosinmutation ist, dass die Mäuse im Alter von 10 - 12 Wochen kaum 

oder keinen Phänotyp der HCM zeigen. In der Versuchsgruppe der 38 - 43 Wochen alten Mäuse 

konnte jedoch eine deutliche Verdickung der ventrikulären Wand nachgewiesen werden (Abb. 

12, Abschnitt 5.1). Die Penetranz der Mutation beträgt 100 %, sodass davon auszugehen ist, 

dass alle mutationstragenden Mäuse auch an einer hypertrophen Kardiomyopathie erkrankt 

waren(Blankenburg et al., 2014). 

Die Tiere wurden in der Zentralen Einrichtung für Tierforschung und wissenschaftliche 

Tierschutzaufgaben (ZETT) unter Standardbedingungen gezüchtet und gehalten. Die Tiere 

hatten unbegrenzten Zugang zu Standardfutter und Wasser. Da die heterozygoten Mäuse unter 

diesen Standardbedingungen keinen offensichtlichen Phänotyp zeigen und nach über 18 

Monaten Lebenszeit keine Symptome einer Herzinsuffizienz entwickelt haben, gilt diese 

Mauslinie als unbelastet, weshalb die Zucht und Haltung keiner Tierversuchsgenehmigung 

bedarf. 

Die Tötung der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation. Die offizielle Genehmigung zur 

Tiertötung zwecks Organentnahme liegt vor (ZETT O 95/13). Die Tiertötung und 

Probengewinnung wurde von Prof. Dr. Martina Krüger durchgeführt, die über die erforderliche 

Fachkunde gemäß § 9 des geltenden Tierschutzgesetzes verfügt. 

Aus den entnommenen Herzen wurden jeweils zwei Papillarmuskelfasern pro Versuchstier 

herausgetrennt (Abb. 6). Die Fixierung erfolgte in Elastosilschalen und die Lagerung in low 

ionic strength buffer, versetzt mit 50 % Glycerol bei -20 °C. Für die Western Blots wurde 

ausschließlich das Gewebe des linken Ventrikels benutzt, welches in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C konserviert wurde. 
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Abb. 6 Linker Ventrikel mit Papillarmuskelfasern 
Sicht in den eröffneten linken Ventrikel mit einigen Papillarmuskelfasern. 

3.2 Biomechanische Analyse 

Die Messung der kontraktilen Eigenschaften erfolgte an den isolierten Papillarmuskeln. Am 

Vortag der Kraftmessung wurden 10 ml der Relaxationslösung mit Phosphatase Inhibitor 

Cocktail A und B, Protease Inhibitor Cocktail (1:100 Verdünnung nach Hersteller-Angaben) 

sowie DTT (1 mM) und BDM (30 mM) versetzt. Das BDM verhinderte als nicht-selektiver, 

reversibler Myosin ATPase-Inhibitor eine Kontraktion während der Permeabilisierung. Zur 

Permeabilisierung der Zellmembran der Myozyten wurde 2 % Triton X-100 zur 

Relaxationslösung hinzugefügt und die Faser über Nacht auf Eis auf einem Wippschüttler 

gelagert. Die Permeabilisierung löste Lipide aus der Zellmembran und erzeugte Poren, durch 

die die verwendeten Inhibitoren und später das zur Kontraktion notwendige Kalzium in die 

Zelle hinein diffundieren konnten.  

Am Tag der Kraftmessung wurden 10 ml Aktivierungslösung und Relaxationslösung mit 

jeweils 100 µl Phosphatase Inhibitor Cocktail A und B, Protease Inhibitor Cocktail und 1 mM 

DTT vermischt.  

Die permeabilisierten Papillarmuskelfasern wurden mehrfach in Relaxationslösung ohne BDM 

und Triton gewaschen. Unter dem Binokular wurden sie anschließend in zwei bis drei Fasern 

mit einer Breite von maximal 400 µm zerschnitten und von umliegendem Bindegewebe befreit. 

Eine dieser Fasern wurde nun in der Fasermessapparatur zwischen zwei Pinzettenarmen 

aufgehangen. Die Distanz, in der die Faser frei hing, betrug hierbei zwischen 1200 bis 5500 µm. 

Für den Aufbau der Messung siehe Abb. 7. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur 

durchgeführt. 



 28 

 

Abb. 7 Fasermessapparatur 
Übersichts- und Nahaufnahme des Aufbaus der Fasermessapparatur. Im rechten Bild sind die beiden 

Pinzettenarmen zu erkennen, zwischen denen eine Papillarmuskelfaser eingespannt ist. 

Messung der passiven Steifigkeit 

Zur Ermittlung der passiven Steifigkeit wurde die Gleichgewichtslänge der aufgespannten 

Faser in Relaxationslösung optisch bestimmt. Anschließend wurde die Faser für jeweils 

40 Sekunden auf 110 %, 120 %, 130 %, 140 % und 150 % ihrer Gleichgewichtslänge manuell 

gedehnt. Die entstandene Rückstellkraft wurde mit der Software „MyoDar“ aufgezeichnet und 

am Ende jeder Dehnungsstufe abgelesen (Abb. 8). Die Messung wurde für jedes Faserpräparat 

dreimal wiederholt und die Messwerte gemittelt. 

 

Abb. 8 Messung der passiven Rückstellkraft 
Exemplarische Darstellung der Aufzeichnung der Messung der passiven Rückstellkraft.  

Messung der Kalziumsensitivität 

Zur Bestimmung der Kalziumsensitivität wurde eine Verdünnungsreihe von 75 % bis 100 % 

Aktivierungslösung mit Relaxationslösung vorbereitet. Dies entspricht jeweils einer 

berechneten, freien Kalziumkonzentration ([pCa]) von 75 % (6,0), 80 % (5,87), 85 % (5,72), 

90 % (5,52), 95 % (5,21), 97,5 % (4,94) und 100 % (4,50) (Fabiato and Fabiato, 1979).  

Auf 120 % der Gleichgewichtslänge vorgedehnt wurde die Faser nun in die verschieden 

konzentrierten Aktivierungslösungen getaucht. Alle drei Minuten wurde in die Lösung mit der 
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nächsthöheren Kalziumkonzentration gewechselt (Abb. 9). Da durch leichte Unterschiede in 

der Füllmenge der Gefäße die gemessene Kraft schwanken kann, wurde nur die Differenz der 

entwickelten Kraft ausgewertet. Zuletzt wurde die Faser in der Relaxationslösung wieder 

entspannt. 

 

Abb. 9 Messung der Kalziumsensitivität 
Exemplarische Darstellung der Aufzeichnung der Messung der Kalziumsensitivität; RS = Relaxationslösung, AS 

= Aktivierungslösung, F = Kraft. 

Messung der längenabhängigen Aktivierung 

Zur Messung der längenabhängigen Aktivierung wurde die Faser in die unverdünnte 

Aktivierungslösung getaucht. Gemessen wurden hierbei jeweils die Zeit bis zum Erreichen 

eines Plateaus und die entwickelte Kraft. Nach einem Wechsel in die Relaxationslösung wurde 

ebenfalls die Zeit bis zur Relaxation notiert. Die genannten Arbeitsschritte wurden jeweils bei 

110 %, 120 % und 130 % der Gleichgewichtslänge durchgeführt. 

 

Abb. 10 Messung der längenabhängigen Aktivierung 
Exemplarische Darstellung der Aufzeichnung der Messung der längenabhängigen Aktivierung. 
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3.3 Biochemische Analyse 

Solubilisierung des Gewebes 

Um die konservierten Gewebestücke für eine Gelelektrophorese vorzubereiten, wurden sie in 

einen flüssigen Zustand überführt. Zudem wurden die Proteine aus den intrazellulären 

Strukturen gelöst und denaturiert. 

Vorbereitend wurde 800 µl Titin-Probenpuffer mit 40 µl DTT gemischt. Gearbeitet wurde auf 

Eis. Zu einer geringen Menge des zu untersuchenden Gewebes wurden 150 µl vom 

Probenpuffer gegeben und anschließend mit Skalpellen mechanisch zerkleinert. Daraufhin 

wurden alle Proben 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur weiteren Denaturierung wurden die 

Reaktionsgefäße für 3 Minuten auf 96 °C erwärmt. Mögliche Gewebereste wurden für 

3 Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert. 

Bradford Analyse 

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration der solubilisierten Proben wurde die Bradford Analyse 

angeschlossen (Bradford, 1976). Hierzu wurde eine Verdünnungsreihe vorbereitet.  

Mit 2 µl der Probe und H2OMilli-Q® wurde eine 1:5 Verdünnung erreicht. Von dieser ersten 

Verdünnung wurden zwei Extinktionslösungen weiter auf 1:2500 verdünnt. Dafür wurden 

jeweils 2 µl 1:5 verdünnte Probe, 800 µl H2OMilli-Q® und 200 µl Bradford Reagenz gemischt. 

Zudem wurde eine Referenzlösung mit 2 µl 1:5 verdünntem Titin-Probenpuffer, 800 µl 

H2OMilli-Q® und 200 µl Bradford vorbereitet. Alle Lösungen wurden unmittelbar vor der 

photometrischen Messung mittels Vortex-Schüttler durchmischt. 

Nun folgte die Messung der Extinktion im Photometer bei 595 nm Wellenlänge. Nach Erhebung 

der Extinktion konnte die Proteinkonzentration in µg/µl errechnet werden. Als Referenz diente 

eine Eichgerade von 0-2mg/ml BSA. 

Die solubilisierten Proben wurden bei -20 °C gelagert. 

Vorbereitung der Gele  

Zur späteren Auftrennung der Proteine in der Elektrophorese wurden die Polyacrylamidgele 

gegossen. Hierbei wurden verschiedene Acrylamid Konzentrationen verwendet, um eine 

größere Trennschärfe im jeweiligen Zielbereich der Proteinmasse zu erreichen. Das 7,5 % Gel 

wurde für mTor (Molekulargewicht 289 kDa) und die Gesamt-Ubiquitinierung, das 10 % Gel 

für Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 60-100 kDa und das 15% Gel für 14-

30 kDa verwendet.  

Zunächst wurden die unten genannten Reagenzien in angegebener Reihenfolge in einem 

50 ml Reaktionsgefäß gemischt, um den Trenngelanteil herzustellen (Tabelle 7). Nachdem die 

genannten Reagenzien vermengt worden sind, wurden sie zwischen zwei Glasplatten mit 

0,75 mm Abstand gegossen.  
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Reagenz 7,5 % Gel 10 % Gel 15 % Gel Sammelgel 

Acrylamid/Bis 30:1 3,75 ml 5 ml 7,5 ml 1,334 ml 

H2OMilli-Q® 7,5 ml 6,25 ml 3,75 ml 6,05 ml 

4x Trenngelpuffer  3,75 ml  - 

4x Sammelgelpuffer  -  2,5 ml 

TEMED  7,5 µl  30 µl 

APS  75 µl  100 µl 

Tabelle 7: Reagenzien Polyacrylamid-Trenngele und -Sammelgel 
Inhaltsstoffe zur Herstellung von vier Polyacrylamid-Trenngelen verschiedener Konzentrationen und acht 

Sammelgelen; TEMED = Tetramethylethylendiamin, APS = Ammoniumpersulfat. 

Nach Aushärtung des Trenngels wurden die aufgeführten Reagenzien vermengt, um das 

Sammelgel herzustellen (Tabelle 7). 

Zur Analyse von Titin und seinen Derivaten wurde aufgrund der großen Molekülgröße (bis zu 

4,2 MDa) eine andere Gelzusammensetzung verwendet. Die Acrylamidkonzentration betrug 

hierbei 2,2 % und das Gel wurde einphasig (d.h. ohne Sammelgel) gegossen. Die unten 

aufgeführten Reagenzien wurden bis auf das APS und die Agarose zusammengefügt und im 

Wasserbad bei 50 °C erwärmt (Tabelle 8). Die Agarose wurde in einer Mikrowelle erhitzt, bis 

sie vollständig verflüssigt war. Anschließend wurden APS und Agarose hinzugegeben. 

Reagenz Menge 

Acrylamid/Bis 29:1 1,46 ml 

H2OMilli-Q® 6,61 ml 

4x Trenngelpuffer 5 ml 

SDS 20 % 100 µl 

TEMED 11,5 µl 

APS 150 µl 

Agarose 1,5 % 6,67 ml 

Tabelle 8: Reagenzien für 2,2 % Titin Gele 
Inhaltsstoffe zur Herstellung von vier Gelen zur Auftrennung von Titin; SDS= Natriumdodecylsulfat, TEMED = 

Tetramethylethylendiamin, APS = Ammoniumpersulfat. 

Natriumdodecylsulfat-Polyacyrlamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Als Vorbereitung wurden die solubilisierten Proben weiter denaturiert, indem DTT zugegeben 

und die Proben für 3 Minuten auf 50 °C erhitzt wurden. Die Gelelektrophorese-Kammer wurde 

nach üblichen Standards aufgebaut. Bei Gelen mit 7,5 - 15 % Polyacrylamidanteil wurde zum 

Größenvergleich 2,5 µl Molekulargewichtsmarker (Page Ruler) in eine der Taschen gegeben. 
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Zum Einlaufen in den ersten Zentimeter des Gels wurde 20 mA pro Gel, im Anschluss 40 mA 

angelegt. Bei 2,2 % Gelen wurden 2 mA zum Einlaufen und danach 7 mA angelegt. Nach dem 

Anlegen der Spannung trennten sich die Proteine nach ihrer Molekülgröße auf. 

Western Blot 

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine in eine Polyvinylidenflourid (PVDF)-Membran 

transferiert. Das Whatman Filterpapier wurde in Anoden- bzw. Kathodenpuffer getränkt. Die 

PVDF-Membran wurde durch Einlegen in Ethanol aktiviert. Auf das Anodenpapier wurde die 

PVDF-Membran, darauf das Gel und zuoberst das Kathodenpapier gelegt. Geblottet wurden 

die 7,5 - 15 % Membranen 12 Minuten bei 1,5 A und 20 V, die 2,2 % Membranen bei 1,0 A und 

25 V für 40 Minuten. Im Anschluss wurden die Membranen 1 Minute in PVDF-stain 

geschwenkt. Die Hintergrundfärbung wurde durch die PVDF-destain Lösung entfernt. Nun 

waren die Proteinbanden sichtbar und die Zielbereiche konnten herausgeschnitten werden. 

Anschließend wurden die Membranen dreimal für 10 Minuten in Tris-buffered saline with 

Tween 20 (TBST) gewaschen.  

Verwendete Antikörper 

Alle verwendeten Antikörper sind in Tabelle 1 und 2 aufgeführt. Eine Besonderheit stellen die 

Antikörper der Firma ImmunoGlobe GmbH dar. Bei ihnen handelt es sich um „custom-

designed“ Antikörper, die eigens zur Verwendung in der AG Krüger hergestellt wurden. Sie 

erkennen spezifische Domänen des Titins bzw. den phosphorylierten Zustand dieser Domäne. 

Zur Produktion des Antikörpers gegen das phosphorylierte Serin 11878 im Titin wurde einem 

Kaninchen ein Peptid mit der Sequenz CEVVLK[pS]VLRKR gespritzt. Zur Erkennung eines 

phosphorylierten Serins an der Position 4010 wurde ein Peptid mit der Sequenz 

RTEEGK[pS]L[pS]FPC geimpft. Die Immunisierung wurde durch Gabe des Peptids sowie 

zweimalige Boosterung innerhalb von 14 Tagen erreicht. Zur weiteren Affinitätsreifung wurden 

weitere 20 Wochen abgewartet. Daran angeschlossen wurde der Antikörper 

affinitätschromografisch aufgereinigt. Im Herstellungsprozess entstand ebenfalls ein 

Antikörper, der sich unabhängig vom Phosphorylierungszustand gegen das Serin 11878 richtete 

und damit an die PEVK-Region des Titins band. Er wurde als Referenzmarker gegenüber der 

Ubiquitinierung und Glutathionylierung am Titin sowie der Phosphorylierung am S11878 und 

S4010 verwendet und wird im Folgenden als „Titin Total“ bezeichnet. 

Immundetektion 

Bei der Immundetektion wurden die untersuchten Proteine mittels Antikörper sichtbar gemacht. 

Um unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden, wurden die PVDF-Membranen 

zunächst für 2 Stunden in 2 % bovinem Serumalbumin (BSA) geschwenkt. Anschließend 

wurden die Zielantikörper (siehe Tabelle 1) in 0,5 % BSA verdünnt und inkubierten über Nacht 

auf der Membran. Danach wurde mit TBST wie oben beschrieben gewaschen. Im nächsten 

Schritt wurde der primäre Antikörper mittels Sekundärantikörper sichtbar gemacht. Der 

Sekundärantikörper war mit einem Enzym (HRP, horseradish peroxidase) verknüpft. Nach 

2 Stunden Inkubation mit dem Sekundärantikörper erfolgte wieder ein Waschschritt mit TBST. 

Zuletzt konnten die Proteinbanden, an denen der HRP-gekoppelte Sekundärantikörper 
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gebunden war, mittels einer Enzymreaktion mit einem spezifischen ECL-Reagenz (enhanced 

chemoluminescence) in einem Chemolumineszenz Imager (Fusion FX von Vilber Lourmat) 

sichtbar gemacht und dokumentiert werden.  

Um den Anteil phosphorylierter Proteine zur Gesamtmenge zu vergleichen, mussten bei einigen 

Membranen die Antikörperbindungen wieder gelöst werden, um eine Weiterverwendung der 

Membran mit einem anderen Antikörper zu ermöglichen. Hierzu wurden die Membranen nach 

dem Fotografieren in Tris buffered Saline (TBS) gewaschen. 7,5 - 15 % Membranen sowie 

2,2 % Membranen, die den Glutathion Antikörper gebunden hatten, wurden mit 2-

Mercaptoethanol versetztem Stripping Puffer für 20 Minuten inkubiert. Alle weiteren 2,2 % 

Membranen wurden mit dem Restore Stripping Buffer für 30 Minuten behandelt. Es folgte ein 

weiterer Waschschritt mit TBS. Daran angeschlossen wurden für weitere 2 Stunden 

unspezifische Bindungen mit 2 % BSA-Lösung blockiert. Nun konnte ein weiterer 

Zielantikörper auf die Membran gegeben und die oben genannten Schritte wiederholt werden. 

Die Antikörper, die dabei den phosphorylierten Zustand darstellen wurden als „phospho“ 

gekennzeichnet. Die Bilder, die die Gesamtmenge des untersuchten Proteins darstellen,  wurden 

als „pan“ beschriftet. 

Analyse der Titin Isoformen 

In der Herzmuskulatur kann Titin in zwei verschiedenen Haupt-Isoformen vorliegen, N2B 

(Molekulargewicht ca. 3,0 MDa) oder N2BA (ca. 3,3 MDa) (Freiburg et al., 2000). Das 

Verhältnis beider koexprimierter Isoformen verändert die passive Steifigkeit des Gewebes. Um 

diese Isoformen darzustellen, wurde das Gel nach der Gelelektrophorese für eine Stunde in 

Imperial-Stain angefärbt. Anschließend wurde der Hintergrund durch deionisiertes Wasser über 

Nacht entfärbt.  

 

Abb. 11 Titin-Isoformen 
Banden der Titin Isoformen N2B (ca. 3,0 MDa) und N2BA (ca. 3,3 MDa) sowie der Degradationsderivate in einer 

agarosestabilisierten 2,2 % SDS-PAGE. 

Auswertung der Western Blots 

Bei den mittels Antikörpern gefärbten Banden sowie der Darstellung der Isoformen wurde die 

farbliche Dichte der Banden mit Hilfe der Software ImageJ quantifiziert. Wenn nicht anders 

angegeben wurde die Intensität der Bande mit der von a-Aktinin verglichen. Eine Besonderheit 

ergab sich bei den Antikörpern für AMPKa und p62. AMPKa kann in zwei verschiedenen 

Isoformen vorliegen (Stapleton et al., 1996). Von p62 sind ebenfalls zwei Isoformen bekannt 

(Wang et al., 2022, Somlapura et al., 2021). Bei beiden wurde die gesamte Doppelbande, die 

nach der Antikörperfärbung auf der Membran zu sehen war, ausgewertet. Um eine bessere 

Vergleichbarkeit der Bandenintensität aus individuellen Western Blots zu ermöglichen, wurde 

wie folgt vorgegangen: Für die Banden auf einer Western Blot Membran wurde aus den 
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Intensitäten der Zielbanden und Vergleichsbande zunächst ein Quotient gebildet. Jeder dieser 

Quotienten wurde auf den Mittelwert der Wildtypen normiert. Diese relativen Werte wurden 

von mindestens drei Western Blot Membranen gemittelt.  

Bei den Isoformen wurde mit der Software ImageJ die Bandenintensität von N2B mit der von 

N2BA verglichen. Dabei wurde für jede Isoform der prozentuale Anteil am Gesamttitin 

(N2B + N2BA = 100 %) ermittelt. Auch hier wurde die Auswertung von n = 2 - 4 Gelen 

gemittelt. 

Verwendete Computerprogramme 

Zur Ausarbeitung dieser Dissertation wurden folgende Programme verwendet: Microsoft Word 

2021, Microsoft Excel 2021, Microsoft Power Point 2021, BioRenders, Adobe Photoshop CS6, 

Image J, GraphPad Prism 10, EndNote 20. 

Statistik 

Zur Prüfung auf statistisch signifikante Unterschiede wurden der unpaired student‘s t-Test und 

der two way ANOVA (analysis of variance) verwendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 

≤ 5 % (p ≤ 0,05) wurde als Hinweis auf signifikante Unterschiede gewertet. Diese sind, wenn 

nicht anders vermerkt, in den Abbildungen durch Sternchen markiert. 
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4 Ergebnisse 

Für die vorliegende Arbeit wurde ein murines Modell der hypertrophen Kardiomyopathie 

(HCM) verwendet. Untersucht wurden 11 und 38 - 43 Wochen alte Mäuse, die die RC-

Myosinmutation heterozygot trugen (RC11, RC38), und gleichaltrige Wildtypen (WT11, 

WT38). Bei den angegebenen Ergebnissen handelt es sich jeweils um den Mittelwert und den 

dazugehörigen Standardfehler SEM (Standard error of the mean). Zur statistischen Auswertung 

wurden der unpaired Student‘s t-test und two-way ANOVA verwendet. Als Signifikanzgrenze 

wurde ein p-Wert von <0,05 festgelegt. 

4.1 Herzgewicht-Körpergewicht-Verhältnis 

Erniedrigtes Herz- zu Körpergewichtverhältnis bei den 38 Wochen alten RC-Mäusen 

Anhand des Verhältnisses vom Herz- zum Körpergewicht kann die Ausprägung einer 

Hypertrophie abgeschätzt werden. Deshalb wurden nach der Präparation die Mäuse und die 

entnommenen Herzen gewogen. Die Herzen waren beim Wiegen mit Blut gefüllt. Das Herz- zu 

Körpergewicht Verhältnis der WT11 war mit 8,52  1,48 mg/g annähernd gleich zu den RC11 

mit 8,55  0,51 mg/g. Die RC38 wogen 6,61  0,21 mg/g und zeigten sich damit im Vergleich 

zu den gleichaltrigen Wildtypen mit 7,69  0,41 mg/g signifikant erniedrigt (p = 0,026). Zudem 

sank das Verhältnis von Herz- zu Körpergewicht von den RC11 zu den RC38 um 23 % und war 

damit signifikant erniedrigt (p < 0,0001; Abb. 12). 

 

Abb. 12 Herz-Körpergewicht-Verhältnis 
Darstellung des Quotienten aus Herzgewicht [mg] und Körpergewicht [g]; das Balkendiagramm zeigt jeweils den 

Mittelwert  SEM (n = 4 - 7); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem */**** gekennzeichnet (* = 

p < 0,05, **** = p < 0,0001 im unpaired Student‘s t-test); verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die 

HCM auslösende Mutation R453C trugen und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; mg = Milligramm, g = Gramm, 

RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen 

alt. 
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4.2 Kraftmessungen 

Zur Ermittlung der aktiven und passiven Kräfte wurden gehäutete und zugeschnittene Fasern 

der Papillarmuskulatur in eine Fasermessapparatur eingespannt. Zur Aktivierung wurden die 

Fasern in eine kalziumhaltige Aktivierungslösung eingetaucht. Alle angegebenen Kraftwerte 

sind entweder prozentuale Angaben der maximalen Kraft oder absolut gemessene Werte, die 

auf den Querschnitt der Faser normiert wurden. 

Erhöhung der passiven Steifigkeit der 11 Wochen alten Mäuse 

Zur Messung der passiven Steifigkeit wurden die Papillarmuskelfasern in der 

Relaxationslösung auf 100 – 150 % der Gleichgewichtslänge gedehnt. Es zeigte sich der Trend, 

dass sowohl die RC11 als auch die gleichaltigen Wildtypen eine erhöhte passive Steifigkeit, 

auch passive Rückstellkraft genannt, im Vergleich zu den älteren Tieren aufwiesen. Wobei die 

gemessenen Kräfte erst ab einer Dehnung von > 130 % auseinanderwichen. Bei einer Dehnung 

≤ 130 % verliefen alle vier gemessenen Kurven beinahe übereinanderliegend. Bei 150 % 

Dehnung betrug die passive Rückstellkraft 225  28 mN/mm2 bei den WT11, 201  32 

mN/mm2 bei den RC11, während die älteren Tiere nur 156  35 mN/mm2 für WT38 und 155  

28 mN/mm2 für RC38 aufbrachten. Der Unterschied zwischen den RC11 und den RC38 war 

bei 150 % Dehnung statistisch signifikant (p = 0,003). Zwischen den RC-Mäusen und den 

jeweils gleichaltrigen WT konnte für keine Dehnungsstufe ein signifikanter Unterschied 

festgestellt werden (Abb. 16). 

 

Abb. 13 Passive Steifigkeit 
Messung der passiven Steifigkeit bei 110 – 150 % Dehnung der Gleichgewichtslänge; Normierung auf die 

Querschnittsfläche der Faser; die Diagramme zeigen den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7); statistisch signifikante 

Unterschiede sind jeweils mit einem * gekennzeichnet (* = p < 0,05 im two way ANOVA); verwendet wurden 

murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende Mutation R453C trugen und jeweils gleichaltrige 

Kontrolltiere; CSA = cross sectional area, mm2 = Quadratmillimeter, mN = Millinewton; RC11/RC38 = R453C/+ 

Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 
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11 Wochen alte RC-Mäuse sind hyperkontraktil  

Als nächstes wurde die maximale Kraftentwicklung in der Aktivierungslösung bei 120 % 

Vordehnung bestimmt. Hierbei zeigten sich die jüngeren RC-Mäusen mit 42,6  4,7 mN/mm2 

im Vergleich zu den gleichaltrigen Kontrolltieren hyperkontraktil. Der WT im gleichen Alter 

erreichte 22,4  3,5 mN/mm2 und erzeugte damit signifikant weniger Kraft (p = 0,017). 

Zwischen den älteren Tieren zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Maximalkraft mit 

24,2  3,9 mN/mm2 für die RC38 und 22,0  2,3 mN/mm2 für die WT38. Vergleicht man die 

älteren mit den jüngeren RC-Tieren haben die RC11 eine signifikant höhere Maximalkraft 

(p = 0,014; Abb. 14).  

 

Abb. 14 Maximale Kraft 
Maximale Kraft bei 120 % Vordehnung; Normierung auf die Querschnittsfläche der Faser; die Diagramme zeigen 

den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7); statistisch signifikante Unterschiede sind jeweils mit einem * gekennzeichnet 

(* = p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende 

Mutation R453C trugen und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; CSA = cross sectional area, Fmax = maximale 

Kraft, mm2 = Quadratmillimeter, mN = Millinewton; RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, 

WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

Erhöhte Kalziumsensitivität bei den 11 Wochen alten RC-Mäusen 

Daraufhin wurde in einer Verdünnungsreihe der Aktivierungslösung mit aufsteigender 

Kalziumkonzentration die Kalziumsensitivität bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass die RC11 

Mäuse bereits bei geringeren Kalziumkonzentrationen Kraft erzeugten und ihre Maximalkraft 

(Plateau) früher erreichten. Deutlich setzte sich davon die Kraftentwicklung der WT11-

Vergleichtstiere ab. Sie erreichten erst bei höheren Kalziumkonzentrationen die gleiche 

Maximalkraft als die jüngeren RC-Mäuse. Das Auseinanderweichen der Kurven war bei einer 

Kalziumkonzentration von pCa = 5,87 und pCa = 5,72 signifikant (p = 0,005 und p = 0,011). 

Die Kraftentwicklung der älteren RC38 und WT38 verlief beinahe identisch. Verglichen mit 

den jüngeren Mäusen lag die kalziumabhängige Kraftentwicklung mittig dazwischen (Abb. 15 

oben). 

Genauer kann die Kalziumsensitvität mit dem EC50 Wert beschrieben werden. Dabei handelt es 

sich um eine mathematische Berechnung der Kalziumkonzentration, bei der die Hälte der 

maximal möglichen Kraft entwickelt wurde. In den RC11 zeigte sich mit pCa = 5,63  0,02 ein 
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signifikante erhöhter EC50 Wert im Vergleich  zu den gleichaltrigen WT mit pCa = 5,44  0,05 

und den älteren RC38 (p = 0,003 und p = 0,008). Die leicht verringerte Kalziumsensitivität der 

jungen WT11 war im Vergleich zu den älteren WT38 mit 5,54  0,02 erreichte mit p = 0,079 

keine statistische Signifikanz. Der EC50 Wert der RC38 berechnete sich bei 5,51  0,03 (Abb. 

15 unten).  

 

Abb. 15 Kalziumsensitivität 
Oben: relative Aktivierung bei 120 % Vordehnung abhängig von der Kalziumkonzentration (pCa = -log[MCa]); 

unten: EC50 Werte der kalziumabhängigen Aktivierung; die Diagramme zeigen den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7); 

statistisch signifikante Unterschiede sind jeweils mit */** gekennzeichnet (* = p < 0,05/ ** = p < 0,01 im unpaired 

Student‘s t-test); verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende Mutation R453C trugen 

und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; EC50 = mittlere effektive Konzentration, Fmax = maximale Kraft 

RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen 

alt. 

Keine Änderung der längenabhängigen Aktivierung 

Zuletzt wurde die längenabhängige Aktivierung der Papillarmuskelfaser gemessen. Hierzu 

wurde die Faser auf 110, 120 und 130 % ihrer Gleichgewichtslänge gedehnt und die maximal 

erreichbare Ca2+-induzierte Kraft (Fmax) gemessen. Hierbei ergaben sich bei keiner 

Dehnungsstufe signifikante Unterschiede zwischen kranken und gesunden Mäusen oder 

zwischen Jüngeren und Älteren (Abb. 16).  
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Abb. 16 Längenabhängige Aktivierung 
Prozentuale Steigerung der maximalen Kraft abhängig von der Vordehnung; die Diagramme zeigen den Mittelwert 

 SEM (n = 4 - 7); statistisch signifikante Unterschiede sind jeweils mit einem * gekennzeichnet (* = p < 0,05 im 

unpaired Student‘s t-test); verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende Mutation 

R453C trugen und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; Fmax = maximale Kraft, RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 

bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

4.3 Isoformen 

Mehr N2BA in den 38 Wochen alten RC- verglichen mit den gleichaltrigen WT-Mäusen 

Um die Zusammensetzung der beiden koexprimierten kardialen Isoformen N2B und N2BA zu 

erheben und damit Veränderungen der Steifigkeit des Sarkomers besser beurteilen zu können, 

wurde das Lysat des linken Ventrikels mittels agarosestabilisierter SDS-PAGE (2,2 % Gel) 

aufgetrennt, mit dem Farbstoff „Imperial Protein Stain“ gefärbt und die erhaltenen Banden 

densitometrisch ausgewertet. Die N2BA- und N2B-Bande aufsummiert, ergaben gemeinsam 

100 % des vorliegenden Titins. 

Der N2B Anteil der circa 38-wöchigen WT war mit 80  0,8 % signifikant höher als in der 

WT11-Vergleichsgruppe mit 76  1,4 % (p = 0,046). Der N2B-Anteil der älteren 

Mutationsträger (RC38) war mit 78  0,4 % unverändert gegenüber dem N2B-Anteil der RC11 

Gewebe mit 77  0,4. Vergleicht man beide älteren Gruppen miteinander, war der N2B-Anteil 

in den RC38-Mäusen mit p = 0,067 nur tendenziell gegenüber den WT38-Geweben erniedrigt 

(Abb. 17).  
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Abb. 17 Zusammensetzung der Isoformen 
Darstellung der Zusammensetzung der Isoformen des Titins; N2B + N2BA = 100 %; das Balkendiagramm zeigt 

den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro Gewebe wurden 3 - 4 Proteinbanden analysiert); statistisch signifikante 

Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); unter der Abbildung sind 

zwei repräsentative Gele dargestellt, welche unterhalb der beiden Isoformen N2BA und N2B auch 

Degradationsderivate des Titins zeigen; verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende 

Mutation R453C trugen und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 

Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

4.4 Posttranslationale Modifikationen des Titins 

Zur Erhebung der posttranslationalen Modifikationen wurde das Titin mittels Western Blot 

Verfahren isoliert und mit jeweils spezifischen Antikörpern angefärbt. Die densitrometrisch 

ausgewerteten Daten wurden dabei auf die Daten des jeweils gleichaltrigen WT normiert und 

sind somit nur innerhalb der gleichen Altersgruppe vergleichbar.  

Keine signifikante Änderung der Phosphorylierung an S4010 und S11878 

Um weitere Aussagen über mögliche Veränderungen der Steifigkeit des Titins treffen zu 

können, wurden die Phosphorylierungslevel an den Phosphorylierungsstellen Serin 4010 in der 

N2B und am Serin 11878 in der PEVK-Domäne ermittelt.  

Es wurde für die Phosphorylierungsstelle S4010 kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Gruppen festgestellt. Die relativen Phosphorylierungslevel zeigten sich mit 115  14 % für die 

RC11 und 123  17 % bei den RC38 gegenüber den gleichaltrigen WT leicht, aber nicht 

signifikant erhöht (100  11% WT11 und 100  15 % WT38). Bei der Phosphorylierungsstelle 

S11878 konnte bei den jüngeren RC11 mit 90  6 % im Vergleich zur gleichalten WT-Gruppe 

mit 100  7 % kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Ein tendenzieller Anstieg der 

relativen S11878 Phosphorylierung wurde für die älteren RC-Tiere mit 123  11 % im Vergleich 

zu 100   5 % bei den WT38 beobachtet (Abb. 18).  
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Abb. 18 Relative Titin Phosphorylierung an S4010 und S11878 
Darstellung der Phosphorylierungslevel an den Phosphorylierungsstellen Serin 4010 und 11878 jeweils in Relation 

zum gleichaltrigen WT; das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro Gewebe wurden 3 - 4 

Proteinbanden analysiert); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im 

unpaired Student‘s t-test); unter der Abbildung ist jeweils eine repräsentative Membran dargestellt, dort ist die 

N2B Isoform zu sehen; verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende Mutation R453C 

trugen und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; p = phosphoryliert, RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 

Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 
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Erhöhte Titin Ubiquitinierung, dabei unveränderte Glutathionylierung 

Eine Ubiquitinierung markiert das Titin zum proteolytischen Abbau. In der jungen RC11-

Gruppe war mit 100  8 % keine vermehrte relative Titin-Ubiquitinierung gegenüber den 

WT11-Tieren mit 100  9 % zu beobachten. Jedoch stellte sich eine tendenziell erhöhte 

Ubiquitinierung am Titin bei den RC38-Mäusen mit 139  16% im Vergleich zu 100  3 % für 

WT38 heraus (Abb. 19). 

Die biochemische Analyse der relativen Titin-Glutathionylierung zeigte weder für die jüngeren 

RC11-Tieren (82  11 %) noch für die älteren RC38-Tiere (103  13 %) eine statistisch 

signifikante Änderung gegenüber den WT11 (100  17 %) bzw. den WT38 (100  14 %; Abb. 

19).  
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Abb. 19 Relative Titin Ubiquitinierung und Glutathionylierung 
Darstellung der relativen Ubiquitinierungs- und Glutathionylierungslevel am Titin jeweils in Relation zum 

gleichaltrigen WT; das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro Gewebe wurden 3 - 4 

Proteinbanden analysiert); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im 

unpaired Student‘s t-test); unter der Abbildung ist eine repräsentative Membran dargestellt, dort ist die N2B-

Isoform zu sehen; verwendet wurden murine Herzen, die heterozygot die HCM auslösende Mutation R453C trugen 

und jeweils gleichaltrige Kontrolltiere; RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 

= WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

4.5 Proteinkinasen 

Keine Änderung der Aktivität der PKCa in jungen und alten RC-Mäusen 

Um mögliche Änderungen an der Titin Phosphorylierung erklären zu können, wurde die 

Aktivität der PKCa anhand ihres Aktivierungslevels durch die Phosphorylierung am Threonin 

497 im Western Blot Verfahren untersucht. Bei den jungen RC-Mäusen war das 

Phosphorylierungslevel der PKCa mit 87  5 % gegenüber den gleichaltrigen WT11 mit 100  

10 % statistisch nicht verändert. Ebenfalls nicht verändert waren die älteren RC-Mäusen mit 97 

 4 % und die WT38 mit 100  5 % (Abb. 20).  

 

Abb. 20 Relative PKCa Phosphorylierung  
Darstellung der PKCa-Phosphorylierungslevel im Verhältnis zur gesamten PKCa Menge („PKCpan“) in 

heterozygoten R453C Mäusen, jeweils in Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das Balkendiagramm zeigt den 

Mittelwert  SEM (n = 4 - 7 pro Gruppe, pro Gewebe wurden 2 - 7 Proteinbanden analysiert); statistisch 

signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired student’s t-test); unter der 

Abbildung ist eine repräsentative Membran dargestellt. Die Western Blots wurden freundlicherweise durch die 

medizinisch technische Assistentin Sabine Bongardt durchgeführt und der vorliegenden Arbeit zur Verfügung 

gestellt; Phospho = phosphoryliert RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = 

WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 
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Keine Unterschiede der Troponin I Phosphorylierung in jungen und alten RC-Mäusen 

Durch die Phosphorylierung von Troponin I an Position S23/24 kann die Kalziumsensitivität 

der Kraftentwicklung moduliert werden. Diese Phosphorylierung wird durch die PKA 

durchgeführt, sodass anhand der relativen Phosphorylierung von Troponin I Rückschlüsse auf 

die PKA Aktivität gezogen werden können. Hierbei zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den RC11 mit 114  9 % und den WT11 mit 100  15 % sowie den 

RC38 mit 95  7 % und den WT38 mit 100  5 % (Abb. 21). 

 

Abb. 21 Relative Troponin I Phosphorylierung 
Darstellung der Troponin I Phosphorylierungslevel am Serin 23/24 im Verhältnis zur gesamten Troponin I Menge 

(„Troponin I pan“) in heterozygoten R453C Mäusen, jeweils in Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das 

Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7 pro Gruppe, pro Gewebe wurden 2 - 7 Proteinbanden 

analysiert); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired student’s 

t-test); unter der Abbildung ist eine repräsentative Membran dargestellt. Diese Western Blots wurden 

freundlicherweise durch die medizinisch technische Assistentin Sabine Bongardt durchgeführt und der 

vorliegenden Arbeit zur Verfügung gestellt; Phospho = phosphoryliert, RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 

38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

4.6 Repräsentanten der Proteinqualitätskontrolle 

Um Veränderungen der Proteinqualitätskontrolle feststellen zu können, wurden eine Reihe von 

Markern im Western Blot Verfahren (SDS-PAGE, 7,5 – 15 % Gele je nach Zielprotein) 

quantitativ erhoben. Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und, sofern nicht anders 

angegeben, mit a-Aktinin ins Verhältnis gesetzt. Der erhobene Quotient wurde jeweils auf den 

Mittelwert der gleichaltrigen WT-Gruppe normiert und ist somit nur innerhalb derselben 

Altersgruppe vergleichbar.  
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Erhöhte Gesamt-Ubiquitinierung bei den 38 Wochen alten RC-Mäusen  

Zunächst wurde das Ausmaß der Ubiquitinierung im Gewebelysat bestimmt. Verwendet 

wurden in der SDS-PAGE 7,5 % Polyacrylamid Gele und es wurde die gesamte Lauffront 

densitometrisch im Verhältnis zur a-Aktinin-Bande ausgewertet. 

Bei den jüngeren Mutationsträgern (RC11) zeigte sich noch keine Veränderung der 

Polyubiquitinierung mit 104  3 % gegenüber 100  8 % bei den WT11. In den RC38 war die 

relative Proteinubiquitinierung dagegen mit 115  5 % im Vergleich zu den WT38 mit 

100  4 % signifikant erhöht (p = 0,041; Abb. 22).  

 

Abb. 22 Gesamt-Ubiquitinierung 
Darstellung der Gesamt-Ubiquitinierung im Verhältnis zur a-Aktinin Menge in heterozygoten R453C-Mäusen, 

jeweils in Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, 

pro Gewebe wurden 2 - 3 Proteinbanden analysiert); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * 

gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); neben der Abbildung ist eine repräsentative Membran 

dargestellt. RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 

Wochen alt. 
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Die Autophagie-Regulatoren waren unverändert 

Als Indikatoren für die Autophagie-Regulation wurden AMPKa und mTOR verwendet. Für 

mTOR wurde sowohl der phosphorylierte Anteil im Vergleich zum Gesamt-mTOR als auch das 

Gesamt-mTOR im Vergleich zum a-Aktinin untersucht.  

Bei den RC-Mäusen zeigte sich in allen Altersgruppen weder für die mTOR 

Phosphorylierungslevel oder für die mTOR Gesamtmenge noch für die AMPKa Menge ein 

signifikanter Unterschied. Das mTOR Phosphorylierungslevel der RC11-Mäuse lag bei 97  

8% gegenüber 100  13 % bei den WT11 und das Level der RC38 bei 96  10 % im Vergleich 

zu 100  5 % bei den WT38. Die mTOR Gesamtmenge der RC11 betrug 112  6 %, der WT11 

100  7 %, der RC38 97  15 % und der WT38 100  3 %. Das AMPKa Level bemaß sich bei 

105  5 % für die RC11, 100  7 % für die WT11, 107  9 % für die RC38 und bei 100  6 % 

für die WT38 (Abb. 23).  
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Abb. 23 Relative mTOR Phosphorylierungs-, mTOR Gesamt- und AMPKa Level 
Darstellung der mTOR Phosphorylierungslevel, der mTOR Gesamtmenge und der AMPKa Menge im Verhältnis 

zur a-Aktinin Menge in heterozygoten R453C-Mäusen, jeweils in Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das 

Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro Gewebe wurden 2 - 4 Proteinbanden analysiert); 

statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); unter 

der Abbildung ist eine repräsentative Membran dargestellt; RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen 

alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

Der Autophagie-Membrananker LC3-II war in jungen und alten Mäusen unverändert, 

das Adapterprotein p62/SQSTM1 war dagegen in beiden Altersgruppen erhöht 

LC3-II und p62, auch SQSTM1 genannt, besitzen ebenfalls wichtige Funktionen in der 

Autophagie. LC3 kann in einer lipidierten Form (LC3-II) und einer nicht lipidierten Form 

(LC3-I) vorliegen, wobei nur die lipidierte Form seiner Aufgabe als Membrananker in der 

Autophagosom-Membran nachkommen kann. Als Marker für eine aktivierte Autophagie wurde 

daher der relative Anteil der lipidierten LC3 Form untersucht. 

Der Vergleich der Mengenverhältnisse von LC3-II zu LC3-I sowie LC3-II zu a-Aktinin ergab 

für beide Altersgruppen keine signifikanten Veränderungen. Der Mittelwert für LC3-II:LC3-I 

zählte bei den RC11 79  13 %, bei den WT11 100  9 %, RC38 97  8 % und WT38 100  3 

%. Der Mittelwert für LC3-II:a-Aktinin maß bei den RC11 105  13%, WT11 100  13 %, 

RC38 102  6 % und bei den WT38 100  2 % (Abb. 24). 

Die Nebeneinanderstellung von p62 zu a-Aktinin ergab sowohl für die jüngeren RC als auch 

für die älteren eine Steigerung des p62. In den RC11 zeigte sich mit 138  11 % ein 

signifikanter Anstieg der relativen p62 Expression im Vergleich zu den WT11 mit 100  9 % 

(p = 0,05). In den RC38 waren die relativen p62 Proteinlevel mit 130  12 % im Vergleich zu 

den WT38 mit 100  6 % tendenziell erhöht (p = 0,077; Abb. 24).  
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Abb. 24 Relative LC3 Lipidierung, LC3 und p62/SQSTM1 Level 
Darstellung der LC3 Lipidierung, der LC3 und p62/SQSTM1 Level im Verhältnis zur a-Aktinin Menge in 

heterozygoten R453C-Mäusen, jeweils in Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das Balkendiagramm zeigt den 

Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro Gewebe wurden 2 - 4 Proteinbanden analysiert); Statistisch signifikante 

Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); unter der Abbildung ist eine 

repräsentative Membran dargestellt; RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = 

WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt. 

Kein quantitativer Unterschied in der Proteasom Untereinheit PSMA2 

Der Vergleich von PSMA2 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

altersgepaarten Gruppen. RC11 bemaß sich bei 119  9 %, WT11 bei 100  4 %, RC38 bei 112 

 15 % und WT38 bei 100  6 % (Abb. 25). 

 

Abb. 25 Relative PSMA2 Level 
Darstellung von PSMA2 Level im Verhältnis zur a-Aktinin Menge in heterozygoten R453C-Mäusen, jeweils in 

Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro Gewebe 

wurden 2 - 4 Proteinbanden analysiert); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * gekennzeichnet 

(p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); unter der Abbildung ist eine repräsentative Membran dargestellt; 

RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen 

alt. 

Das Hitzeschockprotein aB-Crystallin wird weder in jungen noch in alten Tieren 

verändert exprimiert 

In der relativen Proteinexpression von aB-Crystallin im Lysat ließen sich in beiden 

Altersgruppen keine signifikanten Unterscheide zwischen WT und heterozygoten 

Mutationsträgern feststellen. In der Gruppe der RC11 lag das Hitzeschockprotein mit 102  

11 %, bei den WT11 100  8 %, in der Gruppe der RC38 mit 116  8 % und bei den WT38 mit 

100  11 % vor (Abb. 26). 
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Abb. 26 Relative aB-Crystallin Level  
Darstellung von aB-Crystallin Level im Verhältnis zur a-Aktinin Menge in heterozygoten R453C-Mäusen, jeweils 

in Relation zur gleichaltrigen WT-Gruppe; das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert  SEM (n = 4 - 7, pro 

Gewebe wurden 2 - 4 Proteinbanden analysiert); statistisch signifikante Unterschiede sind mit einem * 

gekennzeichnet (p < 0,05 im unpaired Student‘s t-test); unter der Abbildung ist eine repräsentative Membran 

dargestellt; RC11/RC38 = R453C/+ Mäuse 11 bzw. 38 - 43 Wochen alt, WT11/WT38 = WT-Mäuse 11 bzw. 38 – 43 

Wochen alt. 
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5 Diskussion 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Charakterisierung früher Veränderungen in der 

Pathogenese der HCM. Als Grundlage diente ein heterozygotes Mausmodell mit der HCM-

auslösenden Myosinmutation R453C, welches im Alter von 10 - 12 Wochen (RC11) noch keine 

Einschränkung der Herzfunktion im Vergleich zu Mäusen in einem Alter von 38 - 43 Wochen 

(RC38) aufwies (Blankenburg et al., 2014). Zu den Zielen gehört es, das Muskelprotein Titin 

als möglichen Auslöser der diastolischen Dehnbarkeitsstörung zu prüfen. Hierbei zeigte die 

Messung der passiven Steifigkeit keine Unterschiede zwischen den RC-Mäusen und den 

gleichaltrigen WT, jedoch Unterschiede in der Expression der verschiedenen Isoformen von 

Titin sowie im Phosphorylierungsmuster des Proteins. Ein weiteres Ziel ist es, die für spätere 

Krankheitszeitpunkte bereits beschriebene Erhöhung der Kalziumsensitivität und Kontraktilität 

in einer frühen Phase der Pathogenese einzuordnen. Hierbei zeigte sich, dass die 

Kalziumsensitivität und die maximale Kraft bei den symptomatisch noch gesunden RC11-

Tieren bereits erhöht waren, jedoch nicht bei den HCM-erkrankten RC38-Tieren. Ein drittes 

Ziel ist es zu prüfen, ob die Steigerung der Kontraktilität zu Störungen im 

Proteinkontrollsystem führt. Die Ergebnisse zeigten hierbei Veränderungen in der 

Ubiquitinierung des Zelllysats und in der relativen Expression von Autophagie-Markern.  

5.1 Herzgewicht-Körpergewicht-Verhältnis 

Vorangegangene Studien haben in acht Wochen alten RC-Mäusen keine Einschränkung der 

Herzfunktion im Vergleich zu WT-Tieren festgestellt. Die Studie vergleicht den 

linksventrikulären Druck und die Geschwindigkeiten des Druckauf- und abbaus. Auch das 

linksventrikuläre Volumen und die Herzwanddicke ist in diesem Alter unverändert. Parameter, 

die die diastolische Dehnbarkeit repräsentieren, sind für die RC-Mutation nicht gemessen 

worden. Erst im Alter von 26 Wochen kann die konzentrische Hypertrophie als Kennzeichen 

einer HCM beobachtet werden (Blankenburg et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde 

anhand des Herz- zu Körpergewicht Verhältnisses bestätigt, dass im Alter von 11 Wochen noch 

keine HCM-charakteristische manifeste, ventrikuläre Hypertrophie vorlag und das Herz- zu 

Körpergewicht-Verhältnis zwischen den WT11 und RC11 nahezu identisch war (Abb. 12). Die 

RC38-Tiere zeigten dagegen ein niedrigeres Herz- zu Körpergewicht-Verhältnis. Dies erscheint 

zunächst kontraintuitiv zu einer Verdickung des Herzmuskels, doch fließt durch die 

konzentrische Hypertrophie aus dem verkleinerten intraventrikulären Raum das Blut beim 

Präparationsprozess besser heraus. Anders formuliert, verblieb beim Wiegen der Herzen der 

WT38 vermutlich mehr Blut im Ventrikel, sodass die Herzen bei der hier verwendeten Methode 

der Gewichtsbestimmung schwerer waren. Bei der Präparation der Papillarmuskeln zeigten die 

Herzen der RC38-Mäuse außerdem eine deutliche Hypertrophie des linken Ventrikels, die hier 

jedoch nicht weiter charakterisiert wurde.  

Bei einem geringen Teil der HCM-Patienten geht die Erkrankung als Endstadium in eine 

dilatative-hypokinetische Phase über (Harris et al., 2006, Biagini et al., 2005). Eine solche 

Entwicklung zeigte sich für die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mäuse weder optisch 

während der Organpräparation noch durch das erhobene Herz- zu Körpergewicht-Verhältnis. 
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Somit handelt es sich bei dem verwendeten Tiermodell ausschließlich um eine HCM mit 

konzentrischer Hypertrophie.  

5.2 Passive Steifigkeit 

5.2.1 Zusammensetzung der Titinisoformen  

Ein zentrales Merkmal der HCM ist die verringerte diastolische Dehnbarkeit, die bereits vor 

Auftreten einer Hypertrophie vorkommt und deshalb als früher Screening-Parameter bei 

Risikopatienten eingesetzt wird (Stewart et al., 1968, Marian and Braunwald, 2017, Michels et 

al., 2009). Experimentell wird die diastolische Dehnbarkeit häufig anhand der passiven 

Steifigkeit des Sarkomers beurteilt. In der vorliegenden Arbeit wurde Titin als 

Hauptdeterminante der passiven Steifigkeit genauer untersucht (Granzier and Irving, 1995).  

Eine Möglichkeit, die Steifigkeit des Titins zu beeinflussen, ist das Verhältnis der beiden 

unterschiedlich elastischen Isoformen zu verändern. Eine vermehrte Expression der 

elastischeren N2BA-Isoform wurde bereits häufiger bei Herzerkrankungen beobachtet, 

beispielsweise bei Patienten mit DCM, ischämischer Herzerkrankung oder HFpEF (Makarenko 

et al., 2004, Neagoe et al., 2002, Borbély et al., 2009). Oft ist die Verschiebung zur elastischeren 

Isoform mit einer messbaren Verringerung der passiven Steifigkeit assoziiert. An dieser Stelle 

ist es wichtig, die Hypertrophie im Rahmen einer HCM von Hypertrophien anderer Ursachen 

abzugrenzen. Bei beispielsweise der arteriellen Hypertonie wird von einer Erhöhung des 

steiferen N2B-Anteils berichtet. Dies wird damit erklärt, dass das Herz einen höheren Druck 

aufbauen bzw. standhalten muss (Warren et al., 2003, Hamdani et al., 2013a, van Heerebeek et 

al., 2006).  

Auch für HCM-Gewebe gibt es Hinweise auf einen erhöhten Anteil der elastischeren N2BA-

Isoform. Zwei Studien zur HCM von Nijenkamp et al. (2018 und 2020) zeigen eine höhere 

Expression der elastischeren N2BA-Isoform. Beide Studien von Nijenkamp sind an Myektomie 

Gewebe von obstruktiven HCM-Patienten durchgeführt. In einer der Studien ist die N2BA-

Expression in einem mittleren und einem späteren Stadium der Erkrankung beurteilt worden 

(Nijenkamp et al., 2020). Interessanterweise verändert sich das Verhältnis von N2BA zu N2B 

nicht mit fortschreitender Erkrankung. Darüber hinaus wird in derselben Studie eine Fibrose 

im HCM-Gewebe beobachtet und die vermehrte Expression der elastischeren Titin-Isoform als 

möglicher Kompensationsmechanismus für die Fibrose vorgeschlagen (Nijenkamp et al., 

2020). Auch für die RC-Mäuse ist eine Fibrose des Myokards bekannt (Blankenburg et al., 

2014). Übertragen auf die vorliegende Arbeit und unter der Annahme, dass es sich bei der 

Veränderung der Titinisoform um die Kompensation einer Fibrose handelt, wäre in den älteren 

RC38-Mäusen ein erhöhter N2BA-Anteil zu erwarten gewesen. Die jungen RC-Mäuse zeigen 

noch keine Fibrosierung (Blankenburg et al., 2014).  

In den durchgeführten Western Blots war das Titin N2BA:N2B-Verhältnis zwischen den noch 

gesunden RC11- und WT11-Mäusen nicht unterschiedlich. Jedoch wiesen die RC38 wie 

angenommen mit 22 % einen tendenziell höheren prozentualen Anteil der elastischeren N2BA-
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Isoform auf als die gleichaltrigen WT38 mit 20 % (Abb. 17). Das untermauert weiter die 

Hypothese, dass die Änderung des Expressionsmusters der Titinisoformen die erhöhte 

Steifigkeit aufgrund einer Fibrose ausgleichen soll (Nijenkamp et al., 2020).  

Eine weitere interessante Beobachtung war, dass die älteren WT38-Mäuse einen höheren N2B-

Anteil hatten als die jungen WT11-Mäuse. Dies kann möglicherweise eine Nachwirkung des 

bereits bekannten postnatalen Isoformen-Shift von N2BA auf N2B sein (Opitz et al., 2004). 

Gleichzeitig zeigte sich zwischen den RC11- und RC38-Mäusen kein altersbedingter 

Isoformen-Shift, was darauf schließen lässt, dass die RC-Mutation im Laufe der 

Alterungsprozesse zu einem abweichenden Remodeling des Myokards führt. 

Weitestgehend ausgeschlossen werden kann aufgrund der Daten jedoch, dass die 

Zusammensetzung der Titinisoformen für die gestörte diastolische Dehnbarkeit bei der HCM 

ursächlich ist. In diesem Fall wäre eine vermehrte Expression der steiferen N2B-Isoform zu 

erwarten gewesen. Außerdem trat die Veränderung der Isoformen erst nach Manifestation der 

Erkrankung auf, sodass eine direkte Konsequenz aus der RC-Myosinmutation ebenfalls sehr 

unwahrscheinlich ist.  

5.2.2 Titin-Phosphorylierung und mögliche Gründe 

Eine weitere Möglichkeit, die Steifigkeit des Titins zu beeinflussen, ist die Phosphorylierung 

verschiedener Domänen des Moleküls (Linke and Hamdani, 2014). Zunächst ist es wichtig zu 

verstehen, wie die untersuchten Kinasen und Phosphorylierungsstellen sich auf die passive 

Steifigkeit des Titins auswirken. Im Titin sind über 300 theoretisch mögliche 

Phosphorylierungsstellen bekannt (Koser et al., 2019). Phosphorylierungen in der I-Band-

Region des Titins sind besonders wichtig für die Anpassung der passiven Steifigkeit des 

Titinmoleküls (Kruger and Linke, 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei der bisher am 

besten charakterisierten Phosphorylierungsstellen untersucht: S4010 in der N2B-Region und 

S11878 in der PEVK-Domäne. Beide liegen in der elastischen I-Band-Region (Abb. 3). Die 

ausgewählten Phosphorylierungsstellen sind speziesübergreifend konserviert und können 

stellvertretend für eine Titin-Region und Proteinkinase betrachtet werden (Hidalgo et al., 2009, 

Kötter et al., 2013). Das Phosphorylierungsniveau der untersuchten Stelle lässt sich auf weitere 

Phosphorylierungsstellen der gleichen Domäne im Titin extrapolieren (Linke and Hamdani, 

2014). Grundsätzlich macht eine Phosphorylierung der N2B-Region das Titin elastischer, 

während eine Phosphorylierung der PEVK-Domäne das Titin versteift (Kötter et al., 2013). 

Diese beiden Phosphorylierungszustände können sich gegenseitig verstärken. So ist 

beispielsweise die N2B-Region in herzinsuffizientem Gewebe hypophosphoryliert und die 

PEVK-Region hyperphosphoryliert. Beide Veränderungen führen zu einer additiven 

Versteifung des Titins (Kötter et al., 2013). Doch nicht immer sind die Ergebnisse des 

Phosphorylierungslevel so eindeutig. Ein Beispiel hierfür ist, dass die Kinase CaMKII sowohl 

die PEVK-Domäne als auch die N2B-Region phosphoryliert. Theoretisch würden sich diese 

beiden Effekte gegenseitig aufheben, doch eine direkte Messung der passiven Steifigkeit zeigt 

eine Reduktion der passiven Steifigkeit, sodass der Einfluss der Kinase auf die N2B-Region zu 

dominieren scheint (Hamdani et al., 2013b). Daher sollte die Bestimmung des 
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Phosphorylierungsgrad der beiden Domänen mit einer Messung der passiven Steifigkeit des 

Gewebes ergänzt werden.  

S11878-Phosphorylierung in der PEVK-Domäne 

Zunächst wurde die Phosphorylierung am S11878 analysiert. Die Phosphorylierung in der 

PEVK-Region sorgt für eine Versteifung des Titins und wird durch die PKCa katalysiert 

(Hidalgo et al., 2009). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist, zu prüfen, ob Titin als Ursache für 

die gestörte diastolische Dehnbarkeit bei der untersuchten HCM-Mutation in Frage kommt. 

Demnach wäre eine erhöhte Steifigkeit durch eine verstärkte Phosphorylierung der PEVK-

Region zu erwarten.  

Genau diese erhöhte Phosphorylierung am S11878 ist bereits in der Literatur von Kötter et al. 

(2013) an humanen, herzinsuffizienten HCM-Geweben beschrieben. Die von Kötter et al. 

verwendeten HCM-Proben basierten auf einer klinischen Diagnose, sodass die Proben auch 

nicht-familiäre, nicht-genetisch bedingte HCM umfassen. Unklar ist bislang, wie sich die 

veränderte Phosphorylierung im Laufe der HCM-Progression verhält. Denkbar ist durchaus, 

dass diese versteifende Phosphorylierung sehr früh auftritt, da eine gestörte diastolische 

Dehnbarkeit ein frühes Merkmal der HCM bereits vor Entwicklung einer Hypertrophie sein 

kann (Michels et al., 2009).  

Laborchemisch konnte in der vorliegenden Arbeit für die älteren RC38-Mäuse eine tendenziell 

erhöhte S11878-Phosphorylierung gezeigt werden. Die jüngeren, noch nicht HCM-erkrankten 

Tiere zeigten keine Änderung der S11878-Phosphorylierung im Vergleich zu den gleichaltrigen 

WT11-Tieren (Abb. 18). Damit ist die von Kötter et al. (2013) an humanen Proben festgestellte 

erhöhte Phosphorylierung auch für die genetische HCM mit RC-Mutation bestätigt. Zudem 

befinden sich die humanen HCM-Proben von Kötter et al. (2013) in einem sehr späten Stadium 

der HCM mit einer schweren, transplantationsbedürftigen Herzinsuffizienz. Die vorliegenden 

Daten der RC38-Mäuse zeigen ergänzend, dass die erhöhte Phosphorylierung auch bereits vor 

Auftreten einer schweren Herzinsuffizienz eine Rolle spielt, jedoch noch nicht vor klinischer 

Manifestation, wie die Daten der RC11-Mäuse zeigen.  

Eine mögliche Erklärung für die gesteigerte Phosphorylierung von Titin S11878 in den RC38-

Tieren wäre eine erhöhte Aktivität der PKCa. Um diese Aktivität zu messen, wurde das 

Phosphorylierungslevel der aktivierenden Phosphorylierung am T497 der PKCa im Western 

Blot Verfahren gemessen. Hierbei konnte kein Unterschied zwischen den jeweils gleichaltrigen 

WT- und RC-Mäusen festgestellt werden (Abb. 20). Andernfalls könnte für den leichten 

Anstieg der S11878 Phosphorylierung auch eine andere Kinase verantwortlich sein. Infrage 

kommen die CaMKIId und die PKD, die ebenfalls die PEVK-Domäne phosphorylieren 

(Loescher et al., 2022). 

Betrachtet man die festgestellte, vermehrte Phosphorylierung der PEVK-Domäne isoliert, ist 

eine erhöhte passive Steifigkeit des Titins und damit des Herzmuskelgewebes bei den HCM-

erkrankten RC38-Mäusen zu erwarten. Jedoch lässt das Versuchsergebnis der Isoformen eine 
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erniedrigte Steifigkeit des Herzmuskelgewebes vermuten (siehe Abschnitt 5.1.1). Um nun 

herauszufinden, ob eine der beiden Änderungen am Titin dominiert oder sie sich gegenseitig 

ausgleichen, wurde die passive Steifigkeit an Papillarmuskeln der Mäuse gemessen. 

5.2.3 Physikalische Messung der passiven Steifigkeit 

Die bisherige Datenlage zur passiven Steifigkeit von HCM-Gewebe ist sehr uneinheitlich. In 

einem Review von Vikhorev und Vikhoreva (2018) ist die passive Steifigkeit aus mehreren 

Studien an humanen HCM-Proben gemittelt worden. Hierbei zeigt sich die passive Steifigkeit 

nicht verändert. Je nachdem welche Studie betrachtet wird, zeigt sich das HCM Gewebe steifer, 

unverändert oder elastischer. Eine erniedrigte Steifigkeit wurde an humanen Kardiomyozyten 

mit terminaler, HCM-bedingter Herzinsuffizienz und mit einer obstruktiven Form der HCM 

gemessen (Nijenkamp et al., 2020). In einer früheren Messung derselben Arbeitsgruppe, die 

ebenfalls an humanen Proben derselben Studiengruppe forschte, zeigt sich keine Veränderung 

der passiven Steifigkeit (Nijenkamp et al., 2018). Warum sich das Messergebnis der passiven 

Steifigkeit zwischen den beiden Studien dieser Arbeitsgruppe unterscheidet, obwohl die 

Probenherkunft nahezu identisch beschrieben wird, blieb von den Autoren unkommentiert. Im 

Gegensatz dazu ist teilweise eine erhöhte Steifigkeit in humanem Herzgewebe nachgewiesen 

worden (Kötter et al., 2013, Hassoun et al., 2021). Allerdings stammen diese Proben von 

explantierten Herzen im Endstadium der HCM-bedingten Herzinsuffizienz und repräsentieren 

damit einen sehr späten Zeitpunkt in der Pathogenese der HCM. Möglicherweise hängt also die 

passive Steifigkeit vom Stadium der Erkrankung ab. 

Für die verwendeten RC-Mäuse ist bisher eine ausgeprägte kardiale Fibrose im Alter von ≥ 26 

Wochen vorbekannt, was auf eine erhöhte Ventrikelsteifigkeit in den älteren RC38-Mäusen 

hindeutet (Blankenburg et al., 2014). Untersuchungen zur passiven Steifigkeit des Herzgewebes 

von RC-Mäusen wurden bisher nicht durchgeführt, da die oben zitierten Studien erhebliche 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Krankheitsstadien zeigen, ist die Entwicklung der 

passiven Steifigkeit zwischen den R11- und RC38-Mäusen von besonderem Interesse. 

In den durchgeführten Messungen wurde die passive Steifigkeit an Papillarmuskelpräparaten 

erhoben. Hier zeigte sich weder bei den jungen noch bei den älteren Mäusen ein signifikanter 

Unterschied zwischen den RC- und den WT-Tieren (Abb. 13). Dies bedeutet, dass die 

Muskelfasern der RC38-Tiere zwar bereits charakteristische Veränderungen der HCM 

ausgeprägt haben, jedoch keine erhöhte passive Steifigkeit verglichen mit den gleichaltrigen 

WT38-Mäusen hatten. Damit konnte die erwartete Steigerung der passiven Steifigkeit, die 

aufgrund der bei den RC38-Mäusen bekannte Fibrose und die bei der HCM allgemein 

bekannten Störung der diastolischen Dehnbarkeit erwartet wurde, nicht nachgewiesen werden. 

Dies deutet darauf hin, dass in den RC38-Tieren Kompensationsmechanismen vorliegen, die 

den Fibrose-bedingten Anstieg der passiven Steifigkeit ausgleichen. In einem vorherigen 

Abschnitt wurde bereits ein erhöhter Anteil der elastischeren Titin-Isoform N2BA in den RC38-

Mäusen diskutiert. Diese Isoformen-Verschiebung könnte der Ausgleich zu dem Fibrose-

bedingte Anstieg der Gewebesteifigkeit sein (siehe Abschnitt 5.2.1).  
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Zudem wurde in einem vorherigen Abschnitt diskutiert, dass die Ergebnisse der Titinisoformen 

und der Titinphosphorylierung bei den RC38 gegenläufige Ergebnisse hinsichtlich der 

erwartbaren passiven Steifigkeit ergaben. Durch den fehlenden Unterschied der passiven 

Steifigkeit zwischen WT38 und RC38-Mäusen scheinen sich diese Effekte auszugleichen 

(siehe Abschnitt 5.2.1 und 5.2.2).  

Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass die passive Steifigkeit der jungen WT-Mäuse 

höher als die der älteren WT-Mäuse war (Abb. 13). Grundsätzlich ist ein Abfall der passiven 

Steifigkeit im Laufe der Alterung weder für Mäuse noch für Menschen bekannt (Salcan et al., 

2020). Die erhöhte Steifigkeit der jüngeren WT-Mäuse zeigte sich in einem Bereich von 

≥ 130 % Dehnung. Für diesen Bereich gilt nicht mehr Titin, sondern Kollagen als 

Hauptdeterminante der passiven Steifigkeit (Granzier and Irving, 1995, Loescher et al., 2023). 

Damit befindet sich diese Beobachtung außerhalb des fokussierten Bereiches der vorliegenden 

Arbeit und der Grund für den Abfall der Steifigkeit im Laufe der Alterung der WT-Mäuse bleibt 

offen. 

Schlussfolgerung zur Rolle Titins für die diastolische Dehnbarkeitsstörung bei HCM 

Zuletzt sollte berücksichtigt werden, dass neben der Titinphosphorylierung weitere Faktoren 

existieren, die die passive Steifigkeit des Titins modulieren und potenziell dazu beitragen, dass 

in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Änderungen der passiven Steifigkeit gemessen 

werden konnten, obwohl Änderungen der Titinphosphorylierung und der Titinisoformen 

nachgewiesen wurden. Zwei Beispiele für solche Einflussfaktoren sind oxidative 

Modifikationen wie die Ausbildung von Disulfidbrücken und die Bindung von Kalzium ans 

Titin (Koser et al., 2019, Linke, 2018). Auf Grundlage der in der Einleitung erörterten Aspekte 

der Pathophysiologie, die eine gestörte Kalziumhomöostase und einen Anstieg von oxidativem 

Stress aufgrund eines gestörten Energiehaushaltes in HCM-betroffenen Herzgewebe umfassen 

(Siehe Abschnitt 1.4), erscheint es sehr plausibel, dass in vivo weitere Einflussfaktoren der 

Titinsteifigkeit eine nennenswerte Rolle bei der Pathogenese der HCM spielen.  

Die diskutierten Befunde zum Titin bedeuten zusammengefasst, dass weitestgehend 

ausgeschlossen werden kann, dass Titin allein für die klinisch beobachtete, diastolische 

Dehnungsstörung verantwortlich ist. In den jungen RC11-Tieren fehlen Veränderungen der 

Isoformen und der Phosphorylierungsmuster, obwohl klinisch bereits vor Ausbildung einer 

Hypertrophie eine diastolische Dehnbarkeitsstörung beobachtet werden kann (Michels et al., 

2009). Eine andere mögliche Ursache für die veränderte diastolische Dehnbarkeit bei HCM-

Patienten ist eine veränderte Relaxation aufgrund einer veränderten Kalziumhomöostaase und 

Kalziumsensitivität. Dieser Ansatz wird im Verlauf weiter diskutiert (siehe Abschnitt 5.3.2).  

In den älteren Tieren wurde eine erhöhte Expression der elastischeren N2BA-Isoform gefunden 

und eine Tendenz zur gesteigerten Phosphorylierung des S11878. Der N2BA-Anstieg 

verursacht eine Abnahme der passiven Steifigkeit, während die gesteigerte Phosphorylierung 

an S11878 einen Anstieg der passiven Steifigkeit erwarten lässt. In der direkten Messung der 

passiven Steifigkeit zeigte sich kein Unterschied zwischen den RC- und WT-Mäusen, sodass 
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davon ausgegangen wird, dass sich die Effekte gegenseitig ausgleichen. Durch den fehlenden 

Nachweis einer Änderung der passiven Steifigkeit und die erhobenen, gegenläufigen Titin 

Modifikationen, zeigen die Versuchsergebnisse, dass Titin nicht hauptverantwortlich für die 

erhöhte diastolische Dehnbarkeit bei einer HCM ist. So muss auch nach klinischer 

Manifestation der HCM eine andere Ursache für die gestörte diastolische Dehnbarkeit 

verantwortlich sein. Auch an dieser Stelle kommt ein veränderter Kalziumhaushalt in Frage, 

der im Verlauf weiter diskutiert wird (siehe Abschnitt 5.3.2).  

5.3 Kontraktile Eigenschaften 

5.3.1 Maximale Kraft  

Ein weiteres zentrales Merkmal der HCM ist die Hyperkontraktilität (Maron, 2002). 

Wissenschaftlich wird hierfür oft die maximale Kraft des Herzgewebes oder einzelner 

Kardiomyozyten herangezogen. Die Datenlage zur HCM ist in der Literatur uneinheitlich, es 

scheint jedoch einen Zusammenhang zwischen dem Ergebnis der maximalen Kraft und dem 

Krankheitsstadium der verwendeten Proben zu geben. In einem Review über humane HCM-

Proben ist in den meisten Studien die maximale Kraft reduziert (Vikhorev and Vikhoreva, 

2018). In einer Studie ist sogar festgestellt worden, dass HCM-Myozyten mit einer Mutation 

im MYH7-Gen die geringste maximale Kraft aufweisen (Witjas-Paalberends et al., 2013). Diese 

Proben stammen in der Regel von Herztransplantationen oder von Myektomien bei einer 

symptomatischen, obstruktiven HCM und damit in beiden Fällen aus einem späten Stadium der 

Erkrankung. Möglicherweise ist diese Verringerung der Kontraktilität dem fortgeschrittenen 

Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Probenentnahme zuzuschreiben (Spudich, 2014). 

Klinisch zeigt sich in frühen Stadien der Erkrankung jedoch eine Hyperkontraktilität, teilweise 

bereits vor Manifestation der Hypertrophie (Ho et al., 2002, Rüssel et al., 2011, Captur et al., 

2014). Die Hyperkontraktilität scheint eine Schlüsselrolle in der Pathogenese der HCM zu 

spielen: Erhielten junge Mäuse das neu zugelassene Medikament „Mavacamten“, das durch 

eine reversible Inhibition der Myosin ATPase die Kontraktilität senkt, so blieben die 

Hypertrophie und Fibrosierung aus (Green et al., 2016).  

Auch für die hier verwendete RC-Mutation im Myosin ist in Studien an Mäusen eine 

Hyperkontraktilität beschrieben. Dies gilt sowohl für isolierte Myosinmoleküle mit der RC-

Mutation (Sommese et al., 2013, Debold et al., 2007) als auch für heterozygote RC-Mäuse 

(Blankenburg et al., 2014, Palmer et al., 2004). Daher ist für die durchgeführten Versuche eine 

Hyperkontraktilität der RC-Mäuse erwartet worden. Außerdem legt die klinisch früh 

auftretende Hyperkontraktilität nahe, dass diese bereits bei den jüngeren RC11-Mäusen 

vorhanden sein sollte.  

Genau dies zeigte sich in der Messung der maximalen Kraft der Papillarmuskeln. Die jungen, 

noch nicht an einer HCM-erkrankten RC11-Mäuse wiesen gegenüber den Papillarmuskeln der 

WT11- und RC38-Tiere eine signifikant erhöhte Kraftentwicklung auf. In den älteren RC38- 

und WT38-Tiere fanden sich hingegen keine signifikanten Unterschiede in der maximalen 

Kraft (Abb. 14). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die für die RC-Mutation beschriebene 
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Hyperkontraktilität altersabhängig ist, vor allem bei jüngeren Tieren vor klinischer 

Manifestation der HCM auftritt und bei älteren Tieren nicht mehr nachweisbar ist. Die 

gesteigerte maximale Kraft scheint sich im Laufe der Krankheitsprogression zu mindern. 

Dieses Ergebnis unterstützt die von Spudich (2014) aufgestellte Hypothese, dass die 

Verringerung der Kontraktilität in vielen Studien an humanem HCM-Gewebe dem 

fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Probenentnahme zuzuschreiben 

ist (Spudich, 2014). Doch welche Ursachen führen zur Reduktion der Kontraktilität nach der 

Manifestation der HCM? Eine in dieser Arbeit untersuchte Möglichkeit ist eine 

Dekompensation der Proteinqualitätskontrolle, die in Abschnitt 5.4 eingehender diskutiert wird. 

5.3.2 Kalziumsensitivität  

Zu Beginn der vorliegenden Diskussion wurde eine Veränderung der passiven Steifigkeit des 

Herzgewebes und des Proteins Titin als Hauptdeterminante der passiven Steifigkeit als 

mögliche Ursache für die gestörte Dehnbarkeit erörtert. Die vorliegenden Versuchsergebnisse 

legen jedoch nahe, dass Veränderungen von Titin und der passiven Steifigkeit nicht die 

Hauptursache für die gestörte diastolische Dehnbarkeit darstellen. Eine andere Theorie zur 

Erklärung der diastolischen Dehnbarkeitsstörung besagt, dass eine erhöhte Kalziumsensitivität 

gepaart mit einer erhöhten diastolischen Kalziumkonzentration infolge des gestörten 

Energiestoffwechsels im HCM-Kardiomyozyt zu einer gestörten Relaxation führt (Coppini et 

al., 2013, Wijnker et al., 2019, Spudich, 2014). 

Bisherige Daten zu HCM-Gewebe zeigen eine erhöhte Kalziumsensitivität. Dies gilt sowohl 

für Mäuse als auch für Menschen (Baudenbacher et al., 2008, Fraysse et al., 2012, Vikhorev 

and Vikhoreva, 2018, Sequeira et al., 2013). In einer Studie an humanen HCM-Proben, die 

zwischen verschiedenen HCM-auslösenden Mutationen unterschied, wiesen die MYH7-

Mutationen gemessen am EC50-Wert die höchsten Kalziumsensitivität auf (Sequeira et al., 

2013). Darüber hinaus untersuchten Nagueh et al. (2004a) die Kalziumsensitivität in Kaninchen 

mit einer Myh7-Mutation. Hier war sie bereits erhöht, bevor sich ein HCM-Phänotyp 

entwickelte. 

In der vorangegangenen Diskussion zur maximalen Kraft wurde gezeigt, dass sich die 

maximale Kraft im Laufe der Krankheitsprogression der HCM reduziert. Daher wurde an den 

RC-Mäusen untersucht, ob sich auch die Kalziumsensitivität im Verlauf der 

Krankheitsentstehung verändert. Die Ergebnisse bestätigen, dass die Kalziumsensitivität bereits 

bei den jungen, prodromalen HCM-Mäusen erhöht war. Bei den älteren, an HCM erkrankten 

RC38-Mäusen zeigte sich jedoch kein Unterschied der Kalziumsensitivität im Vergleich zu den 

gleichaltrigen WT38-Mäusen (Abb. 15).  

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kalziumsensitivität bereits in einem sehr frühen Stadium der 

HCM-Pathogenese erhöht ist. Dies deutet darauf hin, dass die veränderte Kalziumsensitivität 

unmittelbar mit der Mutation zusammenhängt und nicht als späte Anpassungsreaktion auf die 

nach der klinischen Manifestation der HCM veränderten Herzfunktionsparameter zu verstehen 

ist (für Details zu Herzfunktionsparametern siehe (Blankenburg et al., 2014)). Allerdings sollte 
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berücksichtigt werden, dass HCM-assoziierte Mutationen an verschiedenen Stellen des 

Sarkomers liegen und dass für viele dieser Mutationen eine erhöhte Kalziumsensitivität 

nachgewiesen wurde, auch für Mutationen außerhalb des Sarkomers (Elliott et al., 2014, 

Vikhorev and Vikhoreva, 2018, Sequeira et al., 2013, van Dijk et al., 2012). Die hier untersuchte 

RC-Mutation befindet sich im Myosinkopf (Rayment et al., 1995). Über welchen molekularen 

Mechanismus eine Mutation im Myosinkopf eine veränderte Kalziumsensitivität verursacht, ist 

bislang noch nicht geklärt. 

Zudem konnte durch die vorliegenden Daten gezeigt werden, dass die RC-Mutation bedingten 

Veränderungen der Kalziumsensitivität ebenso wie die maximale Kraft altersabhängig ist. Die 

Tatsache, dass die erhöhte Kalziumsensitivität bei den 38 Wochen alten RC-Mäusen nicht mehr 

nachweisbar war, deutet auf weitere Anpassungsprozesse hin, die mit zunehmendem Alter und 

fortschreitender Erkrankung auf die Kalziumsensitivität wirken. Zu den möglichen 

Einflussfaktoren gehören die altersabhängigen Veränderungen der Proteinqualitätskontrolle, 

wie sie in Abschnitt 5.4 diskutiert werden.  

Troponin I Phosphorylierung als möglicher Auslöser der veränderten 

Kalziumsensitivität 

Die Kalziumsensitivität der Kraftentwicklung kann durch PKA-vermittelte Phosphorylierung 

der inhibitorischen Untereinheit des Troponin I modifiziert werden (Zabrouskov et al., 2008). 

Vorangegangene Studien diskutieren bereits, dass bei einer HCM eine verringerte 

Phosphorylierung am Troponin I an S23/24 für den deutlichen Anstieg der Kalziumsensitivität 

verantwortlich sein kann (Vikhorev and Vikhoreva, 2018, Hilderink et al., 2023, Najafi et al., 

2015). Ein Review bestätigte, dass viele Studien an humanem HCM-Gewebe eine verringerte 

Phosphorylierung am Troponin I nachweisen (Vikhorev and Vikhoreva, 2018). Gestützt wird 

die Hypothese durch die Beobachtung, dass sich in mehreren Studien der EC50-Wert nach 

externer PKA-Behandlung normalisiert (Sequeira et al., 2013, Vikhorev and Vikhoreva, 2018, 

Nijenkamp et al., 2018). Da sich die Kalziumsensitivität vor allem im frühen Krankheitsstadium 

erhöht zeigt, wäre eine reduzierte Phosphorylierung des Troponin I in der Gruppe der RC11 zu 

erwarten.  

In den durchgeführten Western Blots zeigte sich jedoch die Troponin I Phosphorylierung am 

S23/24 weder für die jüngeren RC11- noch für die älteren RC38-Mäuse verändert (Abb. 21). 

Demnach ist die Troponin I Phosphorylierung nicht für die gesteigerte Kalziumsensitivität der 

RC11-Mäuse ursächlich. Die Differenz zu den Daten aus dem Review kann sich dadurch 

erklären, dass es sich bei den vorliegenden Gewebeproben um Mausgewebe handelt und im 

Review nur humane Proben berücksichtigt wurden. Außerdem stammen die humanen Proben 

aus Herztransplantationen und Myektomie-Operationen und demnach von einem sehr späten 

Stadium der HCM. Dadurch können die Daten im Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen 

der RC11-Mäuse, die sich noch vor einer Manifestation der HCM befinden, verzerrt sein. Des 

Weiteren gibt es neben dem S23/24 weitere Phosphorylierungsstellen am Troponin I, die die 

Kalziumsensitivität beeinflussen und hier nicht weiter untersucht wurden (Solaro and van der 

Velden, 2010, Haworth et al., 2004, Kooij et al., 2010). 
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5.3.3 Längenabhängige Aktivierung 

Eine weitere biomechanische Veränderung, die in der Diskussion um die Pathogenese einer 

HCM häufig thematisiert wird, ist eine verringerte längenabhängige Aktivierung 

beziehungsweise eine Beeinträchtigung des Frank-Starling-Mechanismus (Wijnker and van der 

Velden, 2020, Vikhorev and Vikhoreva, 2018). Der Frank-Starling-Mechanismus stellt einen 

essenziellen, automatischen Kompensationsmechanismus bei kurzfristigen Druck- und 

Volumenschwankungen dar, wie sie beispielsweise beim Lagewechsel des Körpers oder zu 

Beginn einer körperlichen Aktivität auftreten (Pape et al., 2023). Molekular beruht dieser 

Mechanismus auf der längenabhängigen Aktivierung des Sarkomers (Kobirumaki-Shimozawa 

et al., 2014). Im Zusammenhang mit der Pathogenese der HCM wird diskutiert, dass ein 

gestörter Frank-Starling-Mechanismus und die daraus resultierende intermittierende 

Entleerungsstörung des Ventrikels über den gesteigerten Wandstress ein Hypertrophie-

Genprogramm aktivieren kann (Huke and Knollmann, 2013). Um die Muskelprobe des HCM- 

und WT-Gewebes vergleichen zu können, wird in wissenschaftlichen Arbeiten der reduzierte 

Anstieg der Kalziumsensitivität und die verringerte Steigerung der maximalen Kraft bei 

Dehnung des Muskelgewebes als Parameter gemessen. 

In vorangegangenen Studien wird für humane HCM-Proben sowohl eine verringerte 

längenabhängige Steigerung der maximalen Kraft als auch eine Reduktion des EC50-Wertes der 

Kalziumsensitivität beobachtet. Zudem weisen HCM-Proben mit Mutationen in den Troponin-

Genen keinerlei längenabhängige Änderung der Kraft auf (Vikhorev and Vikhoreva, 2018). 

Auch an Mäusen mit einer HCM durch eine Mutation im Mybpc3-Gen ist der gestörte Anstieg 

der Kalziumsensitivität beschrieben (Fraysse et al., 2012).  

In der vorliegenden Arbeit wurde die längenabhängige Aktivierung durch Messung der 

maximalen Kraftentwicklung bei steigenden Dehnungszuständen erhoben. Hierbei wurde eine 

Minderung der längenabhängigen maximalen Kraft gemäß der genannten Änderung an HCM-

Proben der RC38-Tiere im Vergleich zu den gleichaltrigen WT erwartet. Jedoch konnte weder 

zwischen den RC- und den WT-Mäusen noch zwischen den Altersgruppen ein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden (Abb. 16).  

Die vorliegenden Ergebnisse stehen im Widerspruch zu früheren Studien, die eine gestörte 

längenabhängige Aktivierung als charakteristisches Merkmal der HCM beschreiben (Vikhorev 

and Vikhoreva, 2018, Fraysse et al., 2012). In dieser Arbeit konnte für die untersuchte RC-

Mutation im Myosin keine signifikante Veränderung der längenabhängigen Steigerung der 

maximalen Kraft nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die Beeinträchtigung des 

Frank-Starling-Mechanismus möglicherweise nicht universell für alle HCM-assoziierten 

Mutationen gilt, sondern mutationsspezifisch sein kann. Eine genauere Analyse der Daten aus 

dem Review von Vikhorev und Vikhoreva (2018) zeigt, dass in weniger als der Hälfte der 

einbezogenen Studien zur längenabhängigen Aktivierung tatsächlich eine Störung in der 

längenabhängigen Aktivierung vorliegt. Dies stützt die Hypothese, dass eine gestörte, 

längenabhängige Aktivierung nicht zwingend ein allgemeines Merkmal aller HCM-Mutationen 

ist.  
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5.4 Proteinqualitätskontrolle 

Bei der HCM handelt es sich um eine genetische Erkrankung, bei der sich klinische Symptome 

in der Regel nicht von Geburt an zeigen (Greber-Platzer et al., 2001). Dies suggeriert, dass 

sekundäre und tertiäre Anpassungsreaktionen erst im Laufe des Lebens zur klinischen 

Manifestation der HCM führen (Maron et al., 2022). Hierbei sind Defekte der 

Proteinqualitätskontrolle (PQC) in den letzten Jahren zunehmend als Faktor in der Pathogenese 

der HCM diskutiert worden (Predmore et al., 2010, Hassoun et al., 2021, Dorsch et al., 2019a, 

Wijnker et al., 2019). Die PQC im Herzgewebe ist von entscheidender Bedeutung, da das 

Herzgewebe und vor allem der kontraktile Apparat der Kardiomyozyten dauerhaftem 

mechanischen Stress ausgesetzt ist. Die Synthese, der Einbau und der Abbau defekter Proteine 

muss im kontinuierlich schlagenden Herzen erfolgen. Aus anderen Mausmodellen mit 

Herzerkrankungen gibt es zunehmende Hinweise, dass die PQC bereits eine Rolle in sehr 

frühen Stadien der Erkrankungen spielt (Taneike et al., 2010, Chen et al., 2005).  

Um die Rolle des PQC in frühen Phasen der HCM näher zu beleuchten, wurden in dieser Arbeit 

einige Marker der PQC mittels Western Blot Verfahren sowohl bei jüngeren, noch nicht an der 

HCM erkrankten Mäusen und älteren Mäusen, die bereits klinische Zeichen der HCM 

ausgebildet haben, untersucht. 

5.4.1 Gesamt-Ubiquitinierung 

Als Zeichen einer Störung der PQC konnte eine Erhöhung der Gesamt-Ubiquitinierung bereits 

in einer Reihe von Herzerkrankungen nachgewiesen werden (Weekes et al., 2003, Tsukamoto 

et al., 2006, Kostin et al., 2003). Die Akkumulation der mit Ubiquitin zum Abbau markierten 

Proteine kann auf eine Störung der Proteinabbaumechanismen hinweisen (Day, 2013, Klionsky 

et al., 2008).  

Für ein Mausmodell mit einer HCM aufgrund eines Defektes im Mybpc3 und Troponin T 

konnte bereits ein Anstieg der Gesamtubiquitinierung festgestellt werden (Schlossarek et al., 

2012, Gilda et al., 2016). Auch am Titin zeigte sich eine Erhöhung der Ubiquitinierung in 

menschlichen HCM-Proben einer Herztransplantationsoperation (Hassoun et al., 2021). Zwar 

ist eine Erhöhung der Ubiquitinierung nicht in allen humanen Studien zu beobachten, jedoch 

zeigten sich andere Parameter verändert, die auf eine Störung der PQC hinweisen und im 

Verlauf weiter diskutiert werden (Eto et al., 2023, Predmore et al., 2010, Dorsch et al., 2019a, 

Hassoun et al., 2021). So ist trotz der teilweise fehlenden Erhöhung der Ubiquitinierung von 

einer Störung der Proteinabbaumechanismen auszugehen.  

Darüber hinaus wurde durch Schlossarek et al. (2012) in murinen Proben mit einem Defekt im 

Mybpc3 der zeitliche Verlauf der Gesamt-Ubiquitinierung untersucht. Hier zeigte sich eine 

vorübergehende Spitze der Gesamt-Ubiquitinierung postnatal sowie ein erneuter Anstieg mit 

steigendem Alter der Mäuse. Daher lautete zu Beginn der vorliegenden Arbeit die Hypothese, 

dass aufgrund der vermuteten Störung der PQC die Gesamt-Ubiquitinierung ansteigt und der 

Anstieg altersabhängig ist. 
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In den Versuchsergebnissen bestätigte sich die altersabhängige Störung der Ubiquitinierung. 

Für die RC38-Mäuse wurde ein Anstieg der Gesamt-Ubiquitinierung beobachtet, während diese 

Veränderung in der Gruppe der jungen RC-Mäuse noch nicht nachweisbar war (Abb. 22). Ein 

ähnliches Muster zeigte sich bei der Titin-Ubiquitinierung. Auch diese war für die älteren 

RC38-Mäuse tendenziell erhöht, während bei den jüngeren RC11-Mäusen kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden konnte (Abb. 19). Demnach war sowohl die Titin- als auch die 

Gesamt-Ubiquitinierung erst in den älteren Tieren nach klinischer Manifestation der HCM 

erhöht. Dies spricht dafür, dass das PQC-System erst mit der Progression der Erkrankung 

Defekte aufweist. 

Die Erhöhung der Gesamt-Ubiquitinierung repräsentiert eine Störung der 

Proteinabbaumechanismen. Sie kann auf einen erhöhten Proteinumsatz zurückzuführen sein, 

aber auch auf eine Akkumulation von fehlerhaften Proteinen bei unzureichendem Abbau (Day, 

2013). Um dies genauer herauszufinden, wurden einige Marker der Autophagie und des UPS 

als mögliche Proteinabbauwege bestimmt und im Folgenden diskutiert. 

5.4.2 Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) 

Eine mögliche Erklärung für den Anstieg der Gesamt-Ubiquitinierung bei den älteren HCM-

Mäusen ist eine veränderte Aktivität des UPS. In der Literatur zur HCM deuten mehrere Studien 

auf eine verringerte Proteasom-Aktivität hin. Untersucht wurden hierzu menschliches 

Myektomie-Gewebe bei obstruktiver HCM (Predmore et al., 2010) sowie Mäuse mit einer 

Troponin T Mutation (Gilda et al., 2016) und Mybpc3-Mutation (Schlossarek et al., 2012). 

Bisher ist unklar, ob die Störung der Proteasom-Aktivität bereits vor klinischem Beginn der 

HCM auftritt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde hierzu die proteasomale Untereinheit PSMA2 genauer 

untersucht. Die relative Expression von PSMA2 war für die jungen RC11- und alten RC38-

Mäuse im Vergleich zur gleichaltrigen WT-Gruppe unverändert (Abb. 25). Damit konnte 

mithilfe des Western Blot Verfahren kein Hinweis auf eine Störung der Proteasom-Aktivität 

gezeigt werden.  

Nichtsdestotrotz kann eine UPS-Dysfunktion für die hier untersuchte RC-Mutation im Myosin 

nicht ausgeschlossen werden. Eine direkte Messung der Proteasom-Aktivität wäre eine 

geeignete Ergänzung zu den vorliegenden Daten, da die Aktivität des Proteasoms neben der 

quantitativen Menge der Untereinheiten auch über posttranslationale Modifikationen angepasst 

werden kann (Dikic, 2017). Auch schon in den eingangs genannten Studien zu UPS-Funktionen 

waren teilweise trotz direktem Nachweis einer verringerten Proteasomaktivität die Menge der 

Proteasombestandteile unverändert (Schlossarek et al., 2012, Predmore et al., 2010). 

5.4.3 Autophagosom-Lysosom-System 

Autophagie Mediatoren mTOR und AMPK 

Eine andere mögliche Ursache für den Anstieg der Gesamt-Ubiquitinierung der Proteine ist, 

dass der Proteinabbau im Autophagosom-Lysosom-System gestört ist. In der vorliegenden 
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Arbeit wurde die Aktivität der Autophagie anhand der Mediatoren AMPKa und mTOR 

untersucht, die das Aktivitätsniveau der Autophagie über den Phosphorylierungsstatus der 

ULK1 regulieren. Eine Phosphorylierung durch AMPKa steigert die Autophagie, während eine 

Phosphorylierung durch mTOR sie mindert. Dabei fungiert AMPKa als Mediator, der niedrige 

Energiereserven in der Zelle anzeigt (Kim et al., 2011). Da bereits eine Verringerung der ATP-

Konzentration im Energiehaushalt eines Kardiomyozyt mit einer HCM-Mutation nachgewiesen 

wurde, erscheinen Veränderungen am Aktivierungslevel der AMPKa plausibel (Wijnker et al., 

2019, Crilley et al., 2003). Konkretere Hinweise auf eine Störung der Autophagie lieferte die 

Studie von Hassoun et al. (2021), in der sowohl eine gesteigerte mTOR-Phosphorylierung als 

auch eine gesteigerte AMPK-Phosphorylierung gezeigt wurde. Am ehesten führt dieses initial 

gegensätzliche Ergebnis zu einer verminderten Aktivität der Autophagie durch die gesteigerte 

Aktivität des inhibitorisch wirkenden mTOR (Singh et al., 2017, Predmore et al., 2010, Bu et 

al., 2021).  

Der Einfluss dieser veränderten Autophagie Aktivität in der präklinischen Phase der HCM ist 

bislang ungeklärt. Darüber hinaus wurden bisherige Mausstudien ausschließlich an Mäusen mit 

einer Mybpc3-Mutation durchgeführt (Schlossarek et al., 2012, Singh et al., 2017). Ob eine 

Veränderung der Autophagie ebenfalls bei anderen HCM-Mutationen, wie der in dieser Arbeit 

untersuchten Mutation der schweren Myosin-Kette im Myh6 Gen, auftritt, war bislang nicht 

bekannt. 

In der vorliegenden Arbeit konnte die vorab beschriebene Inhibition der Autophagie durch eine 

Hyperphosphorylierung von mTOR bei den Myh6-HCM-Mäusen nicht bestätigt werden. Weder 

in den jüngeren RC11- noch in den älteren RC38-Mäusen zeigte sich eine Veränderung der 

mTOR-Phosphorylierung, mTOR-Gesamtmenge und AMPKa (Abb. 23). Somit zeigten sich 

für die RC-Mutation keine basalen Unterschiede in der Aktivierung der Autophagie.  

Autophagie Membrananker LC3 und Adapterprotein p62 

Um die Aktivität der Autophagie genauer beurteilen zu können, wurden zusätzlich die Marker 

p62 und LC3 analysiert. LC3 bildet in seiner lipidierten Form, auch LC3-II genannt, einen 

Membrananker im Autophagosom (Kabeya et al., 2000). Daran bindet p62 als Adaptermolekül 

zwischen LC3-II und Polyubiquitin und verknüpft das abzubauende Substrat mit dem sich 

bildenden Autophagosom-Vesikel (Bjørkøy et al., 2005). Bei der Interpretation muss beachtet 

werden, dass sich LC3-II sowohl auf der Membranaußenseite als auch auf der -innenseite 

befindet (Kabeya et al., 2000). Beim Abbau durch das Autophagolysosom wird daher der Teil, 

der sich innerhalb des Lysosoms befunden hat, abgebaut, während der an der Außenmembran 

gebundene Teil erhalten bleibt (Abb. 4). Eine Erhöhung von LC3-II kann sowohl eine verstärkte 

Autophagie durch Aktivierung bzw. Lipidierung von LC3-I bedeuten als auch Konsequenz 

einer Inhibition der Autophagie und dadurch verminderten Abbau des LC3-II sein. Um eine 

genauere Aussage treffen zu können, muss daher ein weiterer Autophagie-Marker wie p62 

hinzugenommen werden. P62 ist ausschließlich auf der Innenseite der Autophagosom-

Membran lokalisiert und wird daher im Autophagolysosom abgebaut. Ist p62 ebenfalls erhöht, 

spricht dies für eine Inhibition der Autophagie (Bjørkøy et al., 2005).  
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Wird die oben genannte Literaturrecherche zur Autophagie-Störung bei einer HCM um die 

Marker p62 und LC3 ergänzt, verdichten sich die Hinweise auf eine Dysregulation der 

Autophagie (bezugnehmend auf 5.4.3 „Autophagie Mediatoren mTOR und AMPK“). 

Beispielsweise wurden in HCM-Mausmodellen mit einer Mybpc3-Mutation erhöhte 

Konzentrationen von LC3-II, der LC3-Gesamtmenge und p62 nachgewiesen (Singh et al., 

2017, Schlossarek et al., 2012). Auch in menschlichem HCM-Gewebe konnte eine Autophagie-

Dysfunktion durch erhöhte LC3-II-Werte gezeigt werden (Singh et al., 2017). Die mRNA für 

LC3 und p62 war jedoch nicht erhöht, sodass der Anstieg der Proteinmarker als eine Störung 

im Abbau durch die Autophagie und nicht als verstärkte Expression der genannten Autophagie 

Marker interpretiert wurde (Schlossarek et al., 2012). Dies deckt sich mit den im vorherigen 

Unterkapitel genannten Hinweisen auf eine gehemmte Autophagie durch eine gesteigerte 

mTOR-Aktivität (Singh et al., 2017, Predmore et al., 2010, Bu et al., 2021). Unklar war bislang, 

ob die Inhibition der Autophagie auch bei HCM-Mäusen mit einer Mutation in der schweren 

Myosinkette im Myh6 Gen vorliegt. Zudem ist über die zeitliche Entwicklung der Autophagie-

Dysfunktion bislang wenig bekannt.  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass p62 bereits in den Geweben der RC11-Tiere vor 

Krankheitsmanifestation signifikant erhöht war und auch bei den Geweben der RC38-Tiere 

nach Manifestation der Krankheitscharakteristika weiterhin tendenziell gesteigert blieb (Abb. 

24). Zusammengenommen stützen die erhobenen Daten die These vorangegangener Studien, 

dass eine verminderte Autophagie-Aktivität sowohl in HCM-Mäusen mit einer Mybpc3- als 

auch mit Myh6-Mutation vorliegt (Schlossarek et al., 2012, Singh et al., 2017).  

Eine zentrale Fragestellung war zudem, ob eine Störung der Autophagie bereits früh in der 

Krankheitsentstehung der HCM auftritt. In der Studie von Singh et al. (2017) wurden, ähnlich 

zum Aufbau der vorliegenden Arbeit, 10 und 60 Wochen alte Mäuse mit einer HCM 

auslösenden Mybpc3-Mutation verglichen. Hierbei zeigte sich im Alter von 10 Wochen 

zunächst ein erhöhter LC3-I Spiegel, während später eine Erhöhung von p62 und LC3-II vorlag. 

Bei den circa 11 Wochen alten RC11-Mäusen der vorliegenden Arbeit war p62 bereits erhöht, 

jedoch zeigte sich noch keine Veränderung der Gesamt-Ubiquitinierung. Bei den RC38-Mäusen 

konnte durch die tendenziell fortbestehende p62 Erhöhung ein Fortbestehen der Störung der 

Autophagie gezeigt werden. Hinzukommt bei den RC38 der Nachweis einer erhöhten Gesamt-

Ubiquitinierung als Zeichen eines gestörten Proteinabbaus. Die Daten der RC11 deuten darauf 

hin, dass eine Störung der Autophagie bereits früh in der Pathogenese der HCM auftritt. Da bei 

den RC11-Mäusen keine Veränderung der Gesamt-Ubiquitinierung vorliegt und diese erst bei 

den RC38-Mäusen hinzukommt, liegt in den jungen Tieren möglicherweise ein 

Kompensationsmechanismus der Störung der Autophagie vor.  

5.4.4 Das Hitzeschockprotein aB-Crystallin 

Neben den Proteinabbaumechanismen spielen Hitzeschockproteine eine zentrale Rolle im 

Proteinqualitätskontrollsystem. Das kleine Hitzeschockprotein aB-Crystallin, auch HSPB5 

genannt, schützt insbesondere Strukturproteine und Bestandteile des Sarkomers vor 
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Denaturierung und verhindert deren Aggregation im entfalteten Zustand (Tedesco et al., 2022). 

Dass das aB-Crystallin in einem frühen Stadium der Hypertrophie-Ausbildung eine Rolle spielt 

und sogar den Hypertrophie-Signalweg unterdrücken kann wurde in einer Studie von 

Kumarapeli et al. (2008) gezeigt. Eine Reduktion der Hypertrophie-Ausbildung konnte in einer 

Mausstudie mit genetischer aB-Crystallin-Überexpression an hypertrophem Myokard 

aufgrund einer ventrikulären Druckerhöhung durch Teileinschnürung der Aorta gezeigt werden 

(Kumarapeli et al., 2008). In einer Studie von Dorsch et al. (2019) an humanem HCM-Gewebe 

aus einer Myektomie-Operation konnte keine signifikante quantitative aB-Crystallin Änderung 

gezeigt werden, jedoch wurde aufgrund des fortgeschrittenen Stadiums der HCM die 

Hypothese aufgestellt, dass aB-Crystallin eher in frühen Stadien der HCM eine Rolle spiele 

(Dorsch et al., 2019a). Nun war es Ziel der vorliegenden Arbeit anhand der noch 

asymptomatischen RC11-Mäuse eine frühe Rolle des aB-Crystallin zu untersuchen. 

Es konnte jedoch weder für einen frühen noch einen späteren Zeitpunkt der 

Krankheitsentwicklung ein eindeutiger Einfluss des Hitzeschockproteins aB-Crystallin auf die 

Pathogenese der HCM für die RC-Myosin-Mutation nachgewiesen werden (Abb. 26).  

Damit konnte gezeigt werden, dass aB-Crystallin in der Pathogenese der genetischen durch die 

Myh6-Mutation ausgelösten HCM keine Rolle spielt. Die vorliegende Arbeit konnte keine 

unterstützenden Hinweise für die oben genannte Hypothese von Dorsch et al. (2019) erbringen. 

Ebenso wie bei der Autophagie thematisiert, kann die Rolle der Hitzeschockproteine in der 

Pathogenese der HCM hohen inter-individuellen Unterschieden zwischen den Mutationen und 

Krankheitsstadien unterliegen. 

Zusammengefasste Bedeutung der PQC im Myosin R453C-Mausmodell 

Die diskutierten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass im verwendeten 

HCM-Mausmodell eine Dysfunktion im PQC vorliegt. Erste Veränderungen im Proteinabbau 

durch die Autophagie zeichneten sich bereits im Alter von 11 Wochen durch eine p62-Erhöhung 

ab. Eine Dekompensation der Autophagie scheint erst zu einem späteren Zeitpunkt der 

Pathogenese aufzutreten, gezeigt durch einen Anstieg der Gesamt-Ubiquitinierung und eine 

anhaltende Erhöhung von p62. Interessanterweise konnte kein Nachweis einer Dysfunktion in 

anderen Bereichen der PQC gezeigt werden, genauer für das UPS vertreten durch das PSMA2 

und für die Hitzeschockproteine vertreten durch aB-Crystallin. In der Zusammenschau der hier 

präsentierten Daten und der verfügbaren Literatur zum Thema lässt sich jedoch eine zentrale 

Rolle einer gestörten PQC in der Pathogenese der HCM generell und bereits in einer 

asymptomatischen Phase ablesen.  

Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit eine Reduktion der initial erhöhten 

Kalziumsensitivität sowie der maximalen Kraft von den jungen, asymptomatischen hin zu den 

älteren, HCM-erkrankten Mäusen festgestellt. Die Dekompensation des Proteinabbaus, gezeigt 

durch den Anstieg der Gesamt-Ubiquitinierung, stellt eine mögliche Erklärung für diese 

altersbedingte Veränderung dar. 
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Einschränkungen 

Einschränkend ist zum vorliegenden Projekt zu erwähnen, dass mit murinem Gewebe gearbeitet 

und nur eine HCM-Mutation verwendet wurde. Außerdem handelt es sich mit n = 4-7 pro 

Gruppe um eine eher kleine Stichprobe, in der sich geringe Unterschiede als nicht-signifikant 

gezeigt haben könnten. Zudem wurde die Arbeit auf zwei Zeitpunkte während der Pathogenese 

der HCM beschränkt, sodass keine Aussage für andere Zeitpunkte wie ein sehr 

vorangeschrittenes Erkrankungsstadium oder den unmittelbaren Symptombeginn der HCM 

getroffen werden kann. 

In der vorliegenden Arbeit sind immer wieder Veränderungen im Energiehaushalt der HCM-

Kardiomyozyten und ein dazugehöriger Anstieg in ROS-Produktion zitiert worden. In der 

vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen des oxidativen Stresses nicht näher untersucht. 

Nichtsdestotrotz ist die Analyse von oxidativem Stress und dessen Auswirkungen im zeitlichen 

Verlauf eine gute Ausgangshypothese für ein weiteres Projekt am R453C-Mausmodell.  
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5.5 Zusammenfassung und Ausblick 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Titin und die passive Steifigkeit nicht die Hauptursache für 

die gestörte diastolische Dehnbarkeit in der durch die Myosinmutation R453C verursachte 

HCM sind, denn experimentell konnte kein Unterschied der passiven Kraft zwischen den RC- 

und den jeweils gleichaltrigen WT-Mäusen festgestellt werden. Zudem zeigten die untersuchten 

posttranslationalen Veränderungen am Titin und die Zusammensetzung der Isoformen nicht 

einheitlich eine Versteifung des Titins, die zur Erklärung der gestörten diastolischen 

Dehnbarkeit dienen könnte. Um sicherer ausschließen zu können, dass ein Anstieg der passiven 

Steifigkeit nicht die diastolische Dehnbarkeitsstörung verursacht, könnten noch andere 

Determinanten der passiven Steifigkeit wie Kollagen oder das Mikrotubulinetzwerk untersucht 

werden. Aufgrund der fehlenden Veränderungen der passiven Steifigkeit wurde eine aktive 

Störung der Relaxation diskutiert. Die Erhöhung der maximalen Kraft und der 

Kalziumsensitivität, die nur in den Mäusen vor HCM-Manifestation zu beobachten war, und 

die Tatsache, dass die diastolische Dehnbarkeitsstörung zu den frühsten klinischen 

Veränderungen bei HCM-Manifestation gehören, stützen diese Hypothese. Zudem kann anhand 

der Daten der Kraftmessungen abgelesen werden, dass Veränderungen der kontraktilen 

Eigenschaften stadienabhängig sind und nicht zu jedem Zeitpunkt der HCM-Pathogenese 

vorliegen. 

Des Weiteren wurden Veränderungen der Proteinqualitätskontrolle in dieser Arbeit näher 

beleuchtet. Initial wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Fehlen eines HCM-Phänotyps zum 

Zeitpunkt der Geburt auf sekundäre und tertiäre Anpassungsreaktionen deutet, die 

schlussendlich zur Manifestation klinischer Symptome beitragen. Diesbezüglich wurde in der 

vorliegenden Arbeit ein Anstieg der ubiquitinierten Proteine inklusive Titin in den älteren, 

HCM-erkrankten Mäuse festgestellt. Begleitet wurde dieser Befund von einem p62-Anstieg in 

beiden Altersgruppen. Dies deutet auf eine Störung im Proteinabbau hin. Zur besseren 

Interpretation des Pathomechanismus ist weitere Forschung notwendig, die sich auch mit 

posttranslationalen Modifikationen und Aktivitätsmessungen des UPS und Autophagosom-

Lysosom-System beschäftigt.  
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