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Vorwort

Meine Entscheidung mich mit dieser Diplomarbeit auf der Kardiologie zu beschéftigen
ist der erste Schritt meiner gewéhlten Karriere, ein Kardiologe zu werden. Die
Physiologie und Therapie von kardialen Erkrankungen und der dazugehdrige
Pathomechanismus ist schon seitdem Modul ,, Herz Kreislaufsystem* fiir mich immer
eines der interessantesten Themengebiete gewesen.

Mit diesem Thema habe ich dank Priv. Doz. Dr. Bisping die Moglichkeit erhalten,
mein Wissen im Bereich der Hypertrophie zu vertiefen. Ich danke Priv. Doz. Dr.
Bisping vielmals fiir seine Hilfe und Unterstiitzung wéhrend der Entstehung der Arbeit
durch welche ich zu unglaublich wichtigen Einblicken in das wissenschaftliche
Arbeiten kam. beispielweise wie man eine Thematik angeht, um zu einem Ergebnis zu
kommen, oder wie man ein Experiment plant. Natiirlich auch Geduld und die
Erkenntnis, dass die Wissenschaft Murphys Gesetz folgt und alles was schief gehen
kann schief geht.

Zu guter letzt auch zu der Erkenntnis, dass unabhdngig von Fleil und Aufwand nicht
immer ein positiver Abschluss einer mithsamen Arbeit bleibt.

Die Techniken und das Wissen was ich mir auf Ebene der RNA-Isolation und der PCR

erarbeiten konnte sind wertvolle Fahigkeiten flir meine weitere Arbeit.
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Zusammenfassung

Hintergrund:

Dehnung ist ein sehr wichtiger Ausloser von kardialem Remodeling. Mehrere durch
Dehnung verursachte strukturelle Verianderungen, wie zum Beispiel Hypertrophie,
Fibrose und Entziindung wurden in der Literatur beschrieben. Doch je genauer man sich
auf die frithen und sehr frithen Verdnderungen fokussiert desto offensichtlicher wird
eine Wissensliicke. Die Hypothese dieser Diplomarbeit war, dass das sehr friihe
Remodeling durch Dehnung im isolierten menschlichen Myokard induzierbar ist und
das dies durch Verdnderungen der Genexpression bereits nach wenigen Stunden

nachweisbar ist.

Methode:

Muskelstreifen(Trabekel) wurden aus zwei verschiedenen Quellen bezogen; A) Atriales
Myokard des rechten Vorhofohr (Auriculum) von Patienten, welche sich einer offenen
Herzoperation unterzogen. B) Ventrikulires Myokard von Organspendern, welche
aufgrund von technischen oder medizinischen Griinden nicht flir eine
Organtransplantation geeignet waren. Als Reaktion auf elektrische Stimulation
kontrahierten die Trabekel in einem Organbad unter physiologischen Bedingungen. Die
Interventions-Gruppe wurde gedehnt und kontrahierte isometrisch (entspricht
maximaler Vorlast und Nachlast). Die Kontrolle verblieb dehnungsfrei (keine Vorlast
und fast isotonische Kontraktionen). Nach entweder 6 oder 8 Stunden wurden die
Trabekel in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur RNA Isolation und dazugehoriger
quantitativen Realtime - Polymerase Ketten Reaktion (QRT- PCR) gelagert. In der qRT
— PCR wurden 5 Hypertrophie-Markergene, 2 Fibrose-Markergene, 1 Entzlindungs-
Markergene und ein Signalweg-Markergen getestet.

Ergebnis:

Dehnung induzierte eine Hochregulation von allen getesteten Genen im atrialen
Myokard. Die maximalen Anstiege fiir die Hypertrophie-marker waren: BNP 10,94
fache nach 8 Stunden, ANP 4,31 fache nach 8 Stunden, ACTA1 15,03 fache nach 8
Stunden, MYH?7 3,2 fache nach 6 Stunden, FHL1 3,94 fache nach 8 Stunden.
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Fiir die Fibrose Marker war das Ergebnis dhnlich: TGFbeta 3,17 fache nach 6 Stunden,
TIMP3 10,07 fache nach 6 Stunden. Der Entziindungs-marker IL6R wurde
hochreguliert um das 12,17 fache nach 6 Stunden und das Markergen des Signalweges
RCAN 1 zeigte eine 5,94 fache Hochregulation nach 6 Stunden an.

Im Gegensatz dazu zeigte im ventrikuldiren Myokard nur ANP eine 2,29 fache

Hochregulation nach 8 Stunden.

Diskussion:

Diese Ergebnisse fithren zu der Vermutung, dass es bereits nach 6 oder 8 Stunden durch
akute Dehnung zu einer Induktion und Expressionssteigerung von Hypertrophie-,
Fibrose- und Entziindungsmarkern im humanen Myokard kommt. Dies konnte im
Ventrikelmyokard fiir ANP gezeigt werden aber nicht fiir andere Marker, das lisst sich
durch die verringerte Zahl an Proben des seltener verfiigbaren Ventrikel Myokards

erkliaren.




Abstract

Background:

Stretch is a very important trigger of cardiac remodeling. Several details about structural
changes such as hypertrophy, fibrosis and inflammation induced by stretch have been
described in the literature already. However, the more the focus is on early and very
early changes as the initiating processes of cardiac remodeling, a broader lack of
knowledge becomes evident. The hypothesis in this diploma thesis was, that very early
remodeling is inducible in isolated human myocardium by stretch and that this is

detectable by gene expression changes within very few hours.

Method:

Muscle strip preparations (trabeculae) were obtained from two different sources: a)
Atrial myocardial of the right atrial auriculae of patients undergoing open chest cardiac
surgery. b) Ventricular myocardium deriving from organ donor patients, where due to
medical or technical reasons the hearts were not suitable for organ transplantation. In
response to electrical stimulation the trabeculae were contracting in an organ bath at
physiological conditions. The intervention group was stretched and contracting
1sometrically (consistent with maximal pre- and afterload). The control group was kept
unloaded (no preload and almost isotonical contractions). After either 6 or 8 hours the
trabeculae got shock frozen in liquid nitrogen and stored until used for RNA isolation
and subsequent gene expression analysis by quantitative realtime polymerase chain
reaction (QRT-PCR): 5 hypertrophy marker genes, 2 fibrosis and 1 inflamation marker

gene and 1 signaling pathway marker gene were tested.

Results:

Stretch induced an upregulation of the expression of all tested genes in atrial
myocardium. The maximum increases for the hypertrophy marker genes were: BNP
10,94fold after 8 hours, ANP 4,31fold after 8 hours, ACTA1 15,03fold after 8 hours,
MYH?7 3,2fold after 6 hours, FHL1 3,94fold after 8 hours.

For the fibrosis marker genes this was similar: TGFbeta 3,17fold after 6 hours, TIMP3
10,07fold after 6 hours: Furthermore the inflammation marker IL6R got upregulated
12,17fold after 6 hours, and the signalling marker RCAN1 5,94fold after 6 hours.
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In contrast, in ventricular myocardium only ANP showed a 2,29 fold increase after 8

hours, whereas the other genes were not upregulated.

Conclusion:

This leads to the assumption that already after 6 or 8 hours there is an induction of
hypertrophy markers, fibrosis markers and inflammation markers in human atrial
myocardium after application of an acute stretch. This was resembled in ventricular
myocardium for the hypertrophy marker ANP but not for other markers, which might be
explained by the reduced sample size due to the limited availability of ventricular

samples.
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Glossar und Abkurzungen

ACTALI — alpha skeletal Actin 1

ACTCI - actin, alpha, cardiac muscle 1

AGTR-1 — Angiotensinogen Receptor 1

ANP — Atriales natriuretische Peptid

BNP — B —natriuretische Peptid

CABG - Coronar artery bypass grafting
CAMK-II- Calmodulin-Kinase II

cAMP — zyklisches Adenosin Monophosphat

CaN — Calcineurin

CHF - Congestive Heart Failure

DAG - Dyacylglycerol

DCMP — Dilatative Kardiomyopathie
EC-Coupling — Exzitation-Kontraktions-Kopplung
EF - Ejection fraction

ET-Coupling — Exzitation-Transkriptions-Kopplung
FHL-1 — four-and-a-half-lim 1

GDF-15 — Growth differentiation Factor 15

GPCR - G-Protein coupled Receptor

HDAC - Histone deacetylase 4/5

HFpEF - heart failure with preserved Ejection fraction

ICMP —Ischédmische Kardiomyopathie

IL6R — Interleukin-6-Rezeptor

IP-3 — Inositoltriphosphat

IP3 - Inositol triphosphat

LTCC - L-Type-Calcium-Channels
MAP-Kinase - Mitogen-activated protein Kinase
PIP2 - Inositol Biphosphat

PKA — Phoskphokinase A

RAAS - Renin-Angiotensin-Aldosteron System
RCAN-1 — Regulator of Calcineurin

TEF1 - TEA domain transcription factor-1

TIMP 3 — Tissue inhibitor of metalloproteinases-3
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Dehnung und Genexpression im

menschlichen Herzen

Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von akuter Dehnung auf die Genexpression
des menschlichen Herzens. Als Reaktionen auf einen pathologischen Reiz konnen
Strukturverdnderungen (Remodeling) beginnend in der Zelle und im Verlauf im gesamten
Herzen stattfinden. All diesen Verinderungen gehen Anderungen der Proteinexpression
und diesen wiederum Anderungen der Genexpression voraus. Anderungen der
Genexpression sind somit sehr frithe Verdnderungen, die teilweise in einem bereits sehr
kurzem Zeitraum nach Beginn des Reizes erfasst werden konnen und haben fiir die

Anpassung des Herzens an Lastzustinde die Bedeutung einer Grundsteinlegung haben.

Ein hdufiger und sehr starker pathologischer Reiz fiir das Herz ist eine Druckbelastung mit
erhohter Nachlast oder eine Volumenbelastung mit erhdhter Vorlast. Eine anhaltende
Dehnung auf Zellebene kann beides erreichen, eine erhohte Vor- und erhdhte Nachlast.

Folgende klinische Beispiele zeigen dieses Phdnomen:

Bei Patienten/innen mit Hypertonie oder Aortenstenose wird die Nachlast gesteigert und
das Herz muss mehr Arbeit leisten um das Herz-Zeit-Volumen aufrecht zu halten. Es
kommt hierdurch zu einer Erh6hung des Wandstress im Herzen und bei fortschreitendem
Verlauf auch zu einer Zunahme des enddiastolischen Volumens. Durch den erhdhten
Druck und zusitzlich die Dilatation der betroffenen Herzkammer entsteht ein erhohter
Wandspannungsstress (vgl. Gesetz von Laplace) worauthin ein dauerhafter Umbau des
Herzens vermittelt wird. Sehr akut kann dies auch bei einem Herzinfarkt einsetzten,
wichtig ist dabei, zu verstehen, dass nicht nur das Infarktareal, sondern durch die akute
Mehrbelastung und Dehnung von Herzmuskelzellen auch die Nicht-Infarktzonen in
Umbauprozesse wie Hypertrophie und Fibrose einbezogen werden. Auf Vorhofebene ist
eine Trikuspidalinsuffizienz oder ein pulmonal arterieller Hypertonus fiir den rechten
Vorhof und Mitralvitien und die diastolische Dysfunktion mit erhéhtem linksventrikuldren
enddiastolischen Volumen fiir den linken Vorhof typische Beispiele fiir einen chronischen

Reiz. Bei beiden Pathologien kann es zu einer atrialen Dehnung kommen.




In dieser Diplomarbeit wurde versucht, den Einfluss eines zeitlich kurzen Reizes auf die
Genexpression direkt am isolierten menschlichen Herzmuskel (Vorhof- und
Ventrikelmyokard) nachzuweisen. Die Durchfiihrung erfolgte an isolierten Muskelstreifen
(Trabekeln), die iiber mehrere Stunden in einem Organbad entweder gedehnt oder
dehnungsfrei (Kontrollgruppe) Kontraktionen ausfithren. Es wurden gezielt Markergene
verschiedener, spezifischer Remodeling-Vorgénge untersucht. Es besteht eine hohe
Relevanz und Aussagekraft dieser Untersuchungen, da der Reiz sehr spezifisch fiir eine
Druckbelastung ist und durch die Verwendung von humanem Myokard eine hohe
Aussagekraft iiber die Verdnderungen und Signalwege beim Menschen getroffen werden

kann.

1.2 Remodelingvorgédnge im menschlichen Herzen

Das Remodeling des menschlichen Herzens beschreibt die Anderungen von Form, GroBe
und Funktion von zelluliren und subzelluldren Strukturen und im Verlauf sichtbaren
Verianderungen des Gewebes (histologisch) und des gesamten Organs (makroskopisch) mit
einhergehendem Funktionsverlust (2-4). Hierbei liegen teilweise niitzliche (adaptive) und
teilweise pathophysiologische Adaptionsmechanismen vor, welche den Progress negativer
Verdnderungen weiter fordern. Eine Vielzahl verschiedener Belastungssituationen des
Herzens kann einen Remodeling-Prozess inititeren und im Verlauf fortwihrend

unterhalten.(5, 6).

Klinisch sehr relevant ist das Remodeling im Rahmen einer Postinfarkt Nekrose. Im
Zentrum des Infarktes besteht dabei ein Zelltod, im Randgebiet fiir die Myokardzellen
hingegen eine teilweise reversible Schidigung durch eine Unterversorgung mit Sauerstoff,
die sich auf zelluldrer Ebene mit einer Adaption des Zellstoffwechsel duBerst (7, 8). Doch
auch das eigentlich unbeteiligte Gewebe (,,remote myocardium®) beginnt sich aufgrund der
zu leistenden kompensatorischen Mehrarbeit zu verdndern: Durch dort anliegenden
Wandspannungsstress beginnt das Herz mit maladaptiven Remodeling Prozessen. Der
beim Infarkt entstandene Funktionsverlust dulert sich makroskopisch in Hypokinesie oder
Akinesie der Kammerwand. Hierdurch erhoht sich der enddiastolische Druck in der
Kammer, da nicht mehr das komplette Schlagvolumen ausgeworfen werden kann (9).
Durch den erhhten Druck steigt die Nachlast gegen die der Ventrikel arbeiten muss. Uber

eine Erhohung der Wandspannung werden die Myokard Zellen also einer kontinuierlichen




Dehnung ausgesetzt, durch welche die Kalziumhomoostase gestort wird und im Herzen

maladaptive Remodeling Prozesse weiter unterhalten werden.(10)

Eine sehr akute Dehnung erfahren die Herzmuskelzellen aber auch z.B. bei einer
hypertensiven Krise, welche eintritt, wenn ein Patient/In mit Blutdriicken von iiber
230/130mmHg behandelt werden muss (11). In der hypertensiven Krise ist die Nachlast
des Herzens massiv gesteigert. Der diastolische Druck muss bei jedem Herzschlag
iiberwunden werden um das Schlagvolumen zu gewéhrleisten. Es konnte in mehreren
Studien gezeigt werden, dass hierbei bereits kurze Zeitrdume ausreichen um Remodeling-

Prozesse im Herzen zu aktivieren (12).

Durch die Dehnung auf Zellebene und die erhohte Wandspannung auf Organebene und im
Verlauf einsetzende Adaptionsmechanismen des Korpers wie zum Beispiel durch ein
aktiviertes Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS) bei Hypertonie (13), kommt es

zur Induktion von Remodelingprozessen. Diese umfassen unter anderem (14-17):

e Frithe Verdnderungen im Metabolismus und in der lonenhomdostase der Zellen (incl.

anhaltendem elektrischen Remodeling) und Aktivierung von Signalkaskaden
e Zelluldre -und im Verlauf auf Organebene nachweisbare- Hypertrophie
e Eine Verdnderung der Etxrazellularmatrix und einsetzende Fibrose
e Inflammation und gesteigerter Zelltod durch Apoptose
e Dysfunktion auf Zellebene und im Verlauf auf Organebene

e Dilatation und weiterer Funktionsverlust des gesamten Herzens

Fiir mehrere dieser genannten Prozesse gibt es Marker-Gene, welche im Rahmen der
Adaptation und Maladaptation teilweise rasch reguliert werden. Klinisch haben sich
hiervon BNP und NT-pro BNP als Marker fiir den Verlauf von Therapie und als
prognostisch relevanter Marker bewihrt. Sie korrelieren mit dem Ausprigungsgrad der
Dehnung und der Wandspannung des Herzens (18, 19). Im folgenden Kapitel werden die
in dieser Arbeit ndher untersuchten Markergene der einzelnen Remodeling-Vorginge

nédher vorgestellt.




1.3 Genexpressionsmuster mit Beziehung zumkardialen

Remodeling:

1.3.1 Markergene fur Hypertrophie

Kardiale Hypertrophie geht einher mit Verdnderungen in der Genexpression und der
Aktivierung eines fetalen Genexpressionsmuster. Im Fetus sind einige Gene aktiv die unter
physiologischen Bedingungen im erwachsenen Herz nicht aktiv sind. Die wichtigsten
Vertreter dieser Gruppe sind die natriuretischen Peptide, Atrial- und brain natriuretic
peptid (ANP, BNP) und die fetalen Isoformen von kontraktilen Proteinen ACTA1 und B-
myosin heavy-chain, eine Gruppe der fetalen T-Type Kalzium -Kanile sowie eine Gattung
von glatten Muskelzellen. In der vorliegenden Arbeit wurden davon folgende Gene

untersucht:

B-natriuretisches Protein (BNP)

BNP ist ein humorales, Vorlast senkendes Protein. Dieser Effekt wird {iber Diurese und
Vasodilatation verursacht. Zusdtzlich konnte nachgewiesen werden, dass BNP eine
hypertrophie-inhibierende Wirkung hat. (18, 20). Mit seiner Vorstufe des NT-proBNP ist
es heutzutage der wichtigste therapeutische Marker fiir den Erfolg einer Herzinsuffizienz-
Therapie. Erhohte Werte von NT-proBNP sind gleich zu setzen mit einer Verschlechterung
der Prognose. Mit einem erhohten NT-proBNP korreliert auch ein erhohter BNP-Wert.
BNP hat dadurch prognostische Bedeutung.

Atrial natriuretic Peptid (ANP)

ANP wurde erstmals 1983 von Flynn A. et al das beschrieben.(21) AnschlieBend war eine
japanische Gruppe um Kangawa sehr aktiv in der ndheren Aufkldrung der Funktion dieses
neuentdeckten Peptids (22-24). ANP wurde im weiteren Verlauf mit Herzinsuffizienz in
Zusammenhang gestellt. Der wichtigste Faktor der zur einer Steigerung von ANP fiihrt ist
die mechanische Dehnung der Vorhofe. Der Effekt von Vasokonstriktoren auf die
Steigerung von ANP kann auf den Einfluss auf die Vorlast oder Nachlast der Vorhofe
zuriickgefiihrt werden. So wird zum Beispiel der massive ANP Anstieg bei Ischdmie durch

Endothelin verursacht.(25) ANP wird anders als BNP nicht als Marker fiir die Prognose




oder Therapie genutzt. Im Tiermodel ist ANP stark mit der Last korreliert (26). Seine
funktionellen Effekte dhneln sehr denen des BNP.

p-myosin heavy chain (f -MHC)

Die zwei relevanten Isoformen a- und - Myosin heavy chain (MHC) sind Strukturproteine
des kontraktilen Apparats des Myokards. In fetalem Myokard kommt vorwiegend B-MHC
vor, in adultem Myokard vorwiegend a-MHC. Der Wechsel der MHC Isoform scheint ein
wichtiger Mechanismus zu sein, liber welchen sich das Herz effektiver der mechanischen
Situation des postnatalen Kreislaufs anpasst. Sowohl bei kardialer Hypertrophie, als auch
bei Herzinsuffizienz kann nach Reaktivierung der fetalen Genexpression wieder ein

verhéltnisméBig groBerer Anteil an B -MHC gefunden werden (27).

Sceletal a-Aktin(ACTA1)

Skeletales a-Aktin ist eine prominente Aktin Isoform im fetalen Myokard. Die Expression
verringert sich postnatal und im adulten Herzen ist sie nur noch gering nachzuweisen. In
hypertrophen Herzen und Failing Hearts ist eine Re-Induktion von skeletalen a-Aktin

(SkA) nachgewiesen.

Mutationen in dem fiir ACTA1 codierenden Gen fiihren zu Myopathien. Am Herzen
fiihren sie vor allem zu der Nemalin-Myopathie. Rezessive Triager dieser Mutation leiden
an einem Verlust von skeletalem a-actin (28). Die Hochregulation von ACTAL stellt somit

einen adaptiven Mechanismus dar.

Four-and-a-half-LIM-domain (FHL1)

FHL1 ist ein Protein mit vier Cystein Bindestellen mit jeweils 4 Zink-Bindestellen.
Mutationen in FHL1 stehen in Zusammenhang mit Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie und
X-linked Hypertrophy Cardio Myopathy(HCM). Hartmannova et al. konnten eine X-
Chromosom vererbte FHL1 Insuffizienz nachweisen, welche sich isoliert auf das Myokard
bezieht und sich in Form einer reinen X-linked HCM zeigt (29). Wie von Hutchinson et al.
(30) gezeigt kommt es bei Madusen nach aorto-ventrikuldren Fisteln zu einer
biventrikuldren Hypertrophie und einer Hochregulation von FHL-1. Die Autoren setzen die

Hypertrophie und Zunahme der Steifigkeit in Zusammenhang mit einer FHL-1-




Hochregulation und der Protein-zu-Protein Wirkung von FHL-1 auf Titin. Zusétzlich wirkt
FHL1 als Transkriptionsfaktor und ist verantwortlich fiir die Regulation der Proliferation,

der Differenzierung und der Migration von Proteinen (31)

1.3.2 Markergene fur Fibrose

Die kardiale Extrazelluldirmatrix besteht zu grolen Teilen aus Kollagen und Fibrogen, eine
exzessive Akkumulation von beiden entspricht einer Fibrose. Physiologisch hat die
kardiale Extrazelluldrmatrix Einfluss auf die Kontraktilitit und die strukturelle Anordnung
von Kardiomyozyten und deren Verbindungen untereinander. Die Adhdsion zwischen
Kardiomyozyten hat einen Einfluss auf Zellwachstum, Hypertrophie und das Uberleben
der Zelle. Eine klinische Fibrose korreliert mit einer diastolischen Dysfunktion, wie sie in
PatientenInnen mit heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) vorkommt.(32).
Die Fibrose kann dabei grofen Einfluss auf die Reizweiterleitung haben und

Mitverursacher von Arrhythmien bei herzinsuffizienten PatientenInnen sein.

Tissue growth facor 8 (TGF-8)

Tissue Growth Factor B (TGF B) ist in vielen Systemen des Korpers als Ursache von
Fibrose bekannt. Im Herzen hat es bei Uberexpression denselben Effekt. Verschiedene in
vivo und in vitro Experimente konnten zeigen, dass die Expression von TGF- B im Herzen
durch Angiotensin II getriggert wird. Eine erhohte Stimulation mit Angiotensin-II
korreliert in Méusen mit einer Fibrose, wohingegen bei TGF- B knockout Méusen mit

Angiotensin-II keine Fibrose induziert werden konnte. (33)

Tissue inhibitor of metalloproteinases-3 (TIMP3)

Metalloproteinasen  sind  entscheidende  Regulatoren des  Stoffwechsels  der
Extrazelluldrmatrix. Es wurde in einer in-vivo Studie mit TIMP 3 -knockout Méusen eine
erhohte Nachlast simuliert. Dort hat sich gezeigt, dass Mause ohne TIMP-3 oder TIMP-2
gravierende Hypertrophie und Fibrose des Myokards erlitten.(34) TIMP-3 hat somit eine
protektive Funktion und eine Hochregulation zeigt die gesteigerte Aktivitdt welche in

Zusammenhang mit einer Fibrose steht.




1.3.3 Markergene fur Inflammation
Interleukin 6 receptor (IL6R)

Interleukin 6 Rezeptor ist ein proinflammatorischer Marker. Es ist bekannt, dass erhohte
Level von IL6R im Blut von Patientenlnnen mit Herzinsuffizienz nachgewiesen werden
konnen (35). Interleukin-6 verstirkt hierbei die Zytokin-Kaskade und induziert die

Apoptose (36).Es ist somit ein maladaptiver Faktor.

1.3.4 Markergene fir Signalgebung
Regulator of Calcineurin (RCAN-1)

RCAN-1 ist ein Calcineurin-regulierendes Protein. Es konnte unter anderem von Vega et
al., gezeigt werden, dass es in RCAN-1 Knock-out Miusen mit Simulation einer erh6hten
Nachlast, als auch durch Katecholamin-Gabe, zu einer verstirkten Hypertrophie kommt
(37). RCAN-1 wirkt also anti-hypertroph. Diese Wirkung wird iiber eine Hemmung von
Calcineurin vermittelt. Es ist jedoch Calcineurin selbst, welches iiber NFAT vermittelt eine
Expressionssteigerung von RCAN-1 bewirkt (38). Dies ist von daher im Sinne einer
negativen Feedback Loop biologisch verstidndlich. Ist also mehr aktives Calcineurin
vorhanden, wird RCAN aktiv und reguliert gegen eine Calcineurin Uberaktivitit. RCAN-1
wird aktiviert durch die Extracellular signal-regulated kinase (ERK) und
Inositoltriphosphat (IP3), also unter anderem tiiber den gleichen Signalweg wie Calcineurin
(39). Eine gemessene Hochregulation von RCAN-1 kann mit einem erhéhten Calcineurin
Spiegel korrelieren. Ahnliches wurde von Hill et al. an Knockout Miusen mit Aortic-

Banding gezeigt (40).




1.4 Mechanismen der Genregulation
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Abbildung 1 Houser R. Steven, Molkentin D. Jeffrey (1)

Kalzium ist unentbehrlich fiir jegliche Muskelkontraktion im Kdrper und dabei sowohl an
der Erregung der Muskelzellen {iber Aktionspotentiale als auch direkt an der Kontraktion
beteiligt. Zusitzlich ist es aber auch ein universaler intrazelluldrer Signalvermittler mit

Endeffekten auf die Transkription und das Genexpressionsmuster.

Wie von Maack, C. et O'Rourke, B gezeigt (41), kommt es bei einer diastolischen
Dysfunktion zu einem diastolisch permanent erhéhten Kalzium-Spiegel, welcher zu einem
erhohten Grundtonus der Kontraktion und erhohten Grundtonus an Transmitter Aktivitéit

fithrt.

Die beiden elementaren Vorgénge mit Kalzium in der Hauptrolle werden daher mit dem
Begriff Exitations-Kontraktions-Kopplung (EC) auf der einen und Exitations-
Transkriptions-Kopplung (ET) auf der anderen Seite beschrieben. Es gibt zwei
unterschiedliche Wege, die zu einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums fiithren, doch

nur die Koppelung beider fiihrt zu einem ausreichenden AusmaB fiir eine Kontraktion:




Der erste Weg ist eine Verlagerung von extrazellulirem Kalzium nach Intrazelluldr. Unter
physiologischen Bedingungen ist die Konzentration von Kalzium hoéher im
Extrazelluldrraum (auch im Blut). Im Falle einer Erregung kommt es zum Einen zu einem
Influx in die Zelle entlang des Diffusionsgradienten und zum Anderen wird der Einstrom

zusitzlich durch das Offnen von Kalziumkanilen beschleunigt.

Der zweite Weg besteht aus der Freisetzung von Kalzium aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR). Dies erfolgt als Reaktion auf den Kalziumeinstrom aus dem
Extrazelluldrraum. Wie in Abb. 1 gezeigt, liegt das SR in der Ndhe der membranstindigen
Kalziumkanéle. Durch den Einstrom von Kalzium kommt es zu einer regional erh6hten
Konzentration von Kalzium in der Néhe dieser Kanidle. Dadurch wird tiber die

Ryanodinrezeptoren die Freisetzung von Kalzium aus dem SR veranlasst.

Diese Region wird auch junctional SR- Mikrodoméne genannt. Durch beide Mechanismen
gemeinsam kommt es zu einem schnellen und starken Anstieg des intrazelluldren
Kalziums. Hierdurch vermittelt bewirkt Kalzium eine Bindung von Aktin und Troponin

und folglich eine Kontraktion (EC-Kopplung).

Durch Erregungen von auflen kann es aber auch zu einem Anstieg des gesamten
intrazelluliren Kalziums kommen, welcher nicht auf die junktionale Mikrodoméne
beschrénkt ist. Hierfiir scheinen die Kanéle in der Ndhe der sogenannten submembrane
microdomain der Zellmembran beteiligt und fir die ET7-Kopplung von besonderer
Bedeutung zu sein.(42) Hier befinden sich zum Beispiel Kalzium-Kanidle wie TRPC
(ROC/SAC), ORAI und LTCC. Zudem liegen hier die G-Protein coupled Receptors
(GPCR), welche durch Angiotensin, Endothelin und oa-adrenerge Stimulation aktiviert
werden. Angiotensin ist wie oben beschrieben iiber AGTR1 Rezeptoren an Remodeling
Prozessen direkt beteiligt. Seine Aktivierung fiihrt zur Expression des
Transkriptionsfaktors TEF-1, welcher im Kapitel ,,Signalkaskaden® ndher beschrieben
wird. Bekannt ist auBerdem, dass Angiotensin zu einer erhéhten TGF Aktivitét fiihrt und
somit die Entstehung einer Fibrose begiinstigt.(33). Aktivierung eines GPCR erhoht die
Konzentration von Inositoltriphosphat (IP3) tiiber eine Phosphorylierung mittels
Phospholipase C von Inositol Biphosphat (PIP2) aus der Zellwand. Phospholipase C erhoht
auch die Diacylglycerol (DAG) Konzentration.(43) DAG aktiviert seinerseits den ROC-

channel und fiihrt zu einem weiteren Anstieg von intrazellulirem Kalzium, wéhrend IP3 zu




einer intranukledren Aktivierung von Calmodulin (CaM) iiber den IP3-Rezeptor und zu

einer Freisetzung von Kalzium aus dem SR fiihrt.(43)

Eine andere Aktivierungsmdoglichkeit von auBlen mit einhergehender Erhéhung der
Kalziumkonzentration wird liber B-adrenerge Rezeptoren gewihrleistet. (Abb. 3) Durch
deren Aktivierung wird der zyklische Adenosin-Monophosphat(cAMP) Spiegel erhoht. Ein
erhohter cAMP Spiegel aktiviert Phosphokinase A (PKA), welche zu einer Freisetzung von
Kalzium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum fiihrt. Zuséitzlich 6ffnet cAMP weitere
Kalziumkanéle. Dies hat dadurch dann groBen Einfluss auf sowohl die EC- als auch die

ET-Kopplung.

Im folgenden Bild (Abbildung 2) lassen sich die Zusammenhidnge einerseits zwischen
Katecholamin-Stimulation und andererseits Angiotensin-II-Stimulation inklusive der

dazugehorigen Rezeptoren erkennen.
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Abbildung 2 Alves A. J. et al. (44)
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1.5 Signalkaskaden des kardialen Remodeling

Intrazelluldre erhohte Kalziumkonzentrationen, aus welcher Quelle es auch kommt,
aktivieren als Ziel-Mediatoren Calmodulin (CaM) und Calcineurin (CaN), welche als
wichtigste Transmitter des kardialen Remodeling wirken und jeweils ihrerseits ein gesamt

Signalkaskade anstof3en.

Erforderliche Parameter fehlen oder sind falsch.Die erste Kalzium-abhingige
Signalkaskade ist die Calmodulin/CalmodulinKinase-II Kaskade. Hierbei kommt es durch
Bindung von intrazelluldrem Kalzium an im Intrazelluldrraum liegendes, freies Calmodulin
zu dessen Aktivierung. Das darauthin aktivierte Calmodulin wird durch die Kernmembran
transportiert und bindet intranukledr an die CalmodulinKinase-I1 (CaMKII). Durch diese
Bindung wird CaMKII aktiviert. Die CaMKII phosphoryliert die Histone Deacetylase 4/5
(HDAC), welche an die Promoterregion des MEF-2 Gen gebunden ist. Durch die
Phosphorylierung 16st sich HDAC von MEF-2 und gibt dieses zur Transkription frei.
AnschlieBend wird die phosphorylierte HDAC aus dem Zellkern transportiert (45, 46).
Zusammengefasst erfolgt durch intrazelluldren Kalziumanstieg eine Aktivierung von CaM

und CaMK-II und hieriiber eine Expressionssteigerung von MEF-2.

Ein Anstieg von intrazelluldrem Kalzium aktiviert Calcineurin (CaN) als Transmitterstoff
der zweiten kalziumabhingigen Signalkaskade. Aktiviertes Calcineurin bindet an den im
Intrazelluldrraum freien und nicht-aktiven Transkriptionsfaktor NFAT (= nuclear factor of
activated T-cells). NF-AT wird dabei nun dephosphoryliert und ist als aktiver
Transkriptionsfaktor dazu in der Lage, nach intranukleér verlagert zu werden. Intranukleér
aktiviert es die Transkription von GATA-4, c-Maf und Ap-1, wobei letztere beide eine
untergeordnete Rolle im Remodeling besitzen. Teils alleine und teils in Kooperation mit
anderen Transkriptionsfaktoren (wie z.B. GATA4) ist NFAT als Transkriptionsfaktor aktiv
(10, 47, 48). Nach seiner Verwendung wird CaN entfernt und NFAT wieder phosphoryliert
und in seiner inaktiven Form zuriick in den Intrazelluldrraum verlagert.(49) Dieser Export
aus dem Nukleus ist abhidngig von dem Enzym Glykogen Synthase Kinase -3 b(GSK3b)
und Enzymen der Mitogen-activated protein Kinase(MAP-Kinase)-Gruppe.(48)

Die folgende Abbildung zeigt die Promotorregionen verschiedener in dieser Arbeit

untersuchter Gene. Wie man anhand von ANP und BNP sieht, sind MEF-2 und GATA-4
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zwei der moglichen Transkriptionsfaktoren, die an diesen wichtigen klinischen Markern
fiir Hypertrophie angreifen und ihre Expression steuern.(27) MEF-2 und GATA 4 sind
auch noch fiir andere Hypertrophie-Marker von Bedeutung, zum Beispiel fiir § -MHC.
Doch nicht nur diese Endprodukte der oben beschriebenen Calcineurin- Signalkaskade sind
fiir die Transkription verantwortlich, sondern auch das aktivierte NFAT ist ein relevanter

Transkriptionsfaktor fiir B-MHC und BNP.(27)
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Abbildung 3 Kuwahara, Nishikimi, & Nakao, 2012 (27)

Eine Stimulation (o—adrenerg, Endothelin etc.) und Aktivierung des GPCR Rezeptors fiihrt
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors TEA domain transcription factor-1 (TEAD-1
oder TEFI). Wie von Tsika et. al (50) gezeigt wurde, kam es im Rattenmodell bei
Simulation einer erhéhten Nachlast (aortic banding), zu einer gesteigerten Aktivitit von

TEF-1 und den damit korrelierenden Hypertrophie-Markern beta-MHC, BNP und ACTA1.

ACTA1

Abbildung 4 modifiziert nach Kuwahara, Nishikimi, & Nakao, 2012 (27)

12



1.6 Hypothese und Fragestellung

1. Kommt es nach einer akuten Lastsituation auf Vorhof und/oder Ventrikel Ebene bereits

zu Einfluss auf Hypertrophiemarker?

2. Kommt es nach einer akuten Lastsituation auf Vorhof und/oder Ventrikel Ebene bereits

zu Einfluss auf Fibrosemarker?

3. Kommt es nach einer akuten Lastsituation auf Vorhof und/oder Ventrikel Ebene bereits

zu Einfluss auf Entziindungsmarker?

4. Kommt es durch Laststimulation in Ventrikeln und Vorhof zu unterschiedlichen

gewebespezifischen Verdanderungen?
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2 Methode

2.1 Gewebe

Es wurden fiir diese Arbeit Priparate aus menschlichen Herzen verwendet, die entweder
aus dem Vorhof (rechts-aurikuldres Vorhofmyokard) oder aus der Herzkammer
(Ventrikelmyokard) stammten. Aus beiden Gewebearten wurden Trabekel préapariert, die
in Form von diinnen Muskelsteifen nachfolgend in ein Organbad transferiert und in eine

Haltevorrichtung eingespannt wurden.

21.1 Ventrikelmyokard

Das ventrikuldre Myokard wurde von Multiorganspender-Patienten erhalten, deren Herzen
aufgrund von technischen oder medizinischen Griinden im Gegensatz zu den anderen
Organen nicht transplantiert werden konnten. Diese Griinde umfassten z.B. das Vorliegen
einer KHK, einer Infektion oder die Absenz eines geeigneten Empfangers. Durch diese
Ursachen waren die Herzen zwar nicht transplantationsgeeignet, wiesen jedoch eine
normale Funktion des Myokard auf. Die Klassifikation als ,,nicht-insuffiziente* (englisch
Non-Failing) Herzen umschreibt diesen Umstand genau. Bei einer Herzinsuffizienz mit
Erhohung der Nachlast als auch der Vorlast kommt es zur Dehnung der Kardiomyozyten
und moglicherweise Hypertrophie und moglicherweise schlechterem Ansprechen auf akute
Reize. Aus diesem Grund sind Non-Failing Herzen ohne stattgefundene Dehnung besser
geeignet, um die zugrundeliegenden Mechanismen zu untersuchen, da sie noch keinem

pathologischen Remodelingprozess unterworfen sind.

Die Herzen wurden vom Transplantationsteam des Universititsklinikum fiir
Transplantationschirurgie Graz (Ethikvotum 19-109 ex 07/08) entnommen. Aus dem
Myokard wurden moglichst lange Trabekel extrahiert. Hierbei wurde ein
Maximaldurchmesser von allerhdchstens 0,9mm und eine maximale Ldnge von 2cm
verwendet. Der limitierende Faktor fiir den Durchmesser ist die fehlende Versorgung des

Trabekel Zentrums, da die gesamte Versorgung durch passive Diffusion geschieht.
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Klinische Patientendaten:

Die Tabelle 5 im Anhang gibt fiir die Experimente relevante Daten wieder:

Experiment, Geschlecht (ménnlich(m)/ weiblich(w)), Alter (In Jahren(a)), LV-
VergoBerung, PAP(systolisch), PAP-wedge, LVESD, LVEDD, LV-VergroBert(ja(J),
nein(N)), LVEF (%), Operationsart.

21.2 Vorhofmyokard

Vorhofmyokard wurde aus Operationspréparaten gewonnen, wozu eine Kooperation mit
der Abteilung fiir Herzchirurgie des LKH-Graz (Ethikvotum 19-109 ex 07/08) bestand. Bei
Bypassoperationen (CABG) oder Klappenersatz Operationen wurde das rechte Herzohr
(Bereich der Spitze) entfernt, um eine vendse Kaniilierung fiir den Anschluss der
Herzlungenmaschine (HLM) zu ermdglichen. Nach Entfernung der Herzohren werden
diese direkt am Operationstisch durch den Operateur in vorbereitete, prioxygenierte und

gekiihlte BDM-Losung gegeben.

Die Tabellen 6-8 im Anhang geben die relevanten Daten wieder:

Experiment, Experimentdatum Geschlecht(ménnlich(m)/ weiblich(m/w) , Alter (In Jahren),

LV-VergroBert (ja(J), nein(N)), RA-vergroBert (ja(J), nein(N)), LVEF (%), Operationsart.

2.2 Praparation und Transport

Unter Sicht eines Stereomikroskops (Olympus; VMT) mit 10-fach VergroBBerung wurde
intensiv nach freiliegenden Trabeculae Carnae(Trabekel) gesucht. Die Anforderungen
waren fiir alle Experimente identisch. Eine Maximalquerschnittsfliche von 0,64
mm?*(Durchmesser von 0,9mm) durfte verwendet werden. Dickere Trabekel wiirden wie
oben beschrieben aufgrund mangelhafter Diffusion von Sauerstoff eine zentrale Hypoxie

erleiden.

Die Trabekel wurden aus dem linken und rechten Ventrikel entnommen, ebenso wurden
Trabekel aus dem rechten Vorhof entnommen da dieses fiir die HLM entfernt werden
musste. Hierbei wurde darauf geachtet, dass auf die Trabekel keine Spannung und/oder

Zug ausgeiibt wurde um mogliche Adaptionsvorginge nicht zu initiieren.

Falls Trabekel die Sicht versperrten und aufgrund ihrer GréBe (>0,64 mmz) fiir uns
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ungeeignet waren, wurden diese entfernt um ungehindert an freiliegende Trabekel zu
gelangen. Ein besonders grofler Trabekel wurde jeweils entnommen und direkt in

fliissigem Stickstoff eingefroren um als Probe fiir Hintergrund Streuung zu dienen.

Der Durchmesser wurde in allen Experimenten mittels Stereomikroskop bestimmt
anschliefend wurde die Querschnittsfliche unter Zuhilfenahme der folgenden Formel

berechnet: Querschnitt= (Radius)’ X Pi

Direkt nach Explantation sowohl des Herzens als auch des Herzohres wird das Gewebe in
gekiihlter pridoxygenierter Kalziumarmer 2,3-Butan-Dion-Monoxim  Losung(BDM)

transportiert.

Explantierte failing/non-failing Herzen wurden kaniiliert und es wurden Proben von
anderen Gruppen der Arbeitsgruppe entnommen. Das aus dem LKH Graz stammende
Gewebe wurde unverziiglich nach Entnahme in die Labore gebracht. Die extern
explantierten Herzen absolvierten teilweise zwei Stunden Transport. Es wurde darauf
geachtet, dass der Transport immer in gekiihlter(4°C) BDM Losung stattgefunden hat. Es
wurden geschlossene Glasbehdlter in Styropor Transportbehéltern verwendet. Diese

Aufgabe wurde von Hilfswissenschaftlern des Ludwig-Boltzmann Instituts {ibernommen.

2.3 Verwendete Substanzen

2.3.1 Tyrode-LOosung

Um im Organbad zu gewéhrleisten, dass die Trabekel unter moglichst physiologischer
Bedingung kontrahieren wurden die Bider mit oxygenierter Tyrode-Losung gefiillt. Uber
die Oxygenierung kann der pH-Wert auf einem stabilen Wert gehalten werden und eine
Azidose oder Alkalose im Bad verhindert werden. Die verwendete Tyrode-Losung ist in
diesem Setting zu Beginn sehr Kalziumarm und muss in kleinen Schritten auf die nétige

Kalziumkonzentration aufgebaut werden (siehe Versuchsablauf).
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Die Tyrode-Losung, die fiir alle Experimente benutzt wurde, hatte folgende

Zusammensetzung:

Tabelle 1
Elektrolyt Konzentration
Na® 152 mM
Cr 135 mM
H,PO, 1,3 mM
NaHCO; 25 mM
Mg* 0,6 mM
SO, 0,6 mM
Ca™* 2,5 mM
Glukose 11,2 mM
Altinsulin 10 IE/1

2.3.2 2,3-Butan-Dion-Monoxim Losung (BDM)

Fiir Transport, Praparation und das Einhéngen des Muskelstreifens in das Organbad wurde

die Tyrode-Losung mit zusétzlichen 30mM BDM angereichert.

BDM dient als kardioplegischer Schutz und ist in seiner Wirkung komplett reversibel. Es
wird eingesetzt um eine mdgliche Kontraktur der Trabekel durch plotzlichen Kalzium
Anstieg zu verhindern. In der Préparation kommt es durch die Zerstorung des umliegenden
Gewebes zur Freisetzung von intrazellulirem Kalzium. BDM ist eine Phosphatase, die die
Querbriickeninteraktion reversibel hemmt (51-53). Die Kalziumsensitivitdt von Troponin
C (54)und die Aufnahme von Kalzium in das Sarkoplasmatische Retikulum (55)bleiben
dabei unbeeinflusst(53). Auch auf den Verlauf von Membran- und Aktionspotentialen hat

BDM keinen Einfluss (56).

In der angewendeten Konzentration und dank der Reversibilitit ist BDM eine sehr

geeignete Substanz fiir eine effektive und reversible Kardioplegie.(53)
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2.4 Gerate

Abbildung 5 Organbad

Organbad

Bei dem Organbad handelt es sich um eine Anlage des Herstellers SI-Heidelberg. Die
Anlage besteht aus einem 7ml fassenden Organbad inklusive eines Oxygenationsbecken.
Uber eine externe reine Sauerstoff-Zufuhr kann die stindige Versorgung der Trabekel mit
Sauerstoff gewihrleistet werden. Das Becken verfiigt {iber eine integrierte Heizanlage,

wortiber die Temperatur kontrolliert bei 37°C gehalten wird.

In das Organbad ragen zwei Authidngevorrichtungen (Haken). Beide sind so positioniert,
dass die Spitzen komplett unter der Fliissigkeitsoberfliche zu liegen kommen. Uber die im
rechten Bildrand gelegenen Authdngevorrichtung ist die Anlage mit dem extern gelegenen

Stimulator verbunden.

Die im linken Bildrand liegende Aufhéngevorrichtung dient als Kraftaufnehmer (Force-

Transducer), durch diesen werden die Kontraktionen aufgezeichnet.
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Hinter dem Organbad erkennt man oben in Rot die Halterung fiir das zum Einspannen

verwendete Mikroskop.

o —
wiee e

IMULATOR

Abbildung 6 unten der Stimulator, oben das Thermostat

Stimulator und Thermostat

Zur elektrischen Stimulation der Trabekel wurde ein wie oben abgebildeter Stimulator
verwendet. An diesem kann man die Dauer des Impulses (5ms), die Amplitude des
Impulses und die Frequenz einstellen. Auf dem Stimulator befindet sich auf dem Bild ein
Thermostat. Dieses Thermostat misst die Temperatur im Becken und reguliert sie auf die
Voreingestellte Temperatur ( 37°C). Die Temperatur wird direkt {iber die unter dem

Organbad gelegene Heizvorrichtung reguliert.

Zentrifuge

Fiir die Isolation der RNA wie spéter beschrieben wurde eine Zentrifuge der Firma Thermo
scientific mit dem Namen Fresco 21 verwendet. Sie ist fiir fiir micro tubes ausgelegt. Diese
Zentrifuge ist in der Lage, wihrend des Zentrifugierens das Material bei einer

voreingestellten Temperatur zu halten und kann bis zu 28.000 RPM zentrifugieren.

Biorad- MyCycler
Aus dem Trabekel wurde im Verlauf RNA isoliert (s. unten) und in cDNA transkripiert.
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Fiir die Inkubation der Proben wihrend der Transkription von RNA in cDNA wurde ein
Biorad MyCycler verwendet. Dieser ist in der Lage, vorher eingespeicherte Protokolle zur
Erhitzung von Proben durchzufiihren. Er kann mit einer Erhitzungsrate von bis zu
2.5°C/Sekunde und einer Kiihlrate von 1.5°C/Sekunde die Proben erhitzen/abkiihlen.
Durch die eingespeicherten Protokolle wird gewéhrleistet, dass zwischen Inkubationszeit

und Erhitzung keine Zeit verloren geht.

2.5 Versuchsablauf

2,51 .Einhangen

Das Zirkulationssystem der Kammer des Organbades wurde zuerst mit 7ml Kalzium-
armer-Tyrode Losung gefiillt. Diese wurde unter aktivierter Oxygenierung in der Kammer

priaoxygeniert. Und mit Hilfe des Thermostates auf 37°C Beckentemperatur gebracht.

In das FEinhdngebecken wurde prioxygenierte BDM Losung gegeben. In das
Einhdngebecken wurde anschlieBend das Pridparat mit Hilfe einer Pipette gebracht. Der
Muskelstreifen wurde mit Hilfe mikrochirurgischer Pinzetten unter mikroskopischer
Kontrolle auf die Muskelhaken aufgespieit, wobei darauf geachtet wurde, das Priparat

nicht zu dehnen.

Abbildung 7 Trabekel in einem Organbad

Nach fiinf Minuten Ruhephase wurde der Trabekel in das Organbad zu der bereits
praoxygenierten Tyrode Losung gegeben. Es wurde weitere fiinf Minuten gewartet und die
Losung im Organbad wurde komplett durch frische praoxygenierte Tyrode-Losung

ausgetauscht. Dies geschah um mdgliche Reste von BDM aus dem Organbad zu entfernen.
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In den néchsten Schritten wurde die Dokumentation vorbereitet. Hierfiir wurde Powerlab
in Betrieb genommen, eine Schnittstelle zwischen den Force-Transducern und dem
Programm LabChart (Version 7.1.7.), welches auch gestartet wurde. Es wurde mit der
Dokumentation begonnen, sobald die Trabekel im Organbad angelangt sind und die
Querschnittsfliche jedes Trabekels eingefiigt. Hiermit wurde die Kraft in Abhéngigkeit
von der Querschnittsfliche angegeben (mN/mm?”) und es wurde ein Null-Abgleich am

nicht-gedehnten Trabekel durchgefiihrt.

Weitere fiinf Minuten nach dem Auswaschen der BDM Losung wurde mit dem
Auftitrieren der Kalzium-Konzentration begonnen. Hierbei wurde in drei Schritten (1.
Schritt +3,1 ul 2. Schritt + 4,0 pl, 3. Schritt +9 ul) 2,5 mM Kalziumkonzentration im
Becken erreicht. Nach dem zweiten Schritt und ImM Kalzium im Becken wurde mit der
Stimulation begonnen. Die Stimulation erfolgte tiber die Muskelklemmen
(Rechteckstimulation, End-zu-End, Impulsdauer 5 ms). Die Spannung wurde bis zur ersten
sichtbaren und messbaren Kontraktion (hiermit wurde der Schwellenwert fiir die
elektrische Erregung erreicht) erhoht. Fiir die Erhaltung wurde ein Spannungswert von
40% tiber dem Schwellwert gewihlt. AnschlieBend wurde der letzte Kalzium Schritt

verabreicht.

Es wurde gewartet bis die Kontraktionen auf gleichem Niveau stattgefunden haben. Wenn
die Kontraktionen gleichméfig und stabil waren, konnte davon ausgegangen werden, dass

der notige Schwellenwert sicher iiberschritten war.

Nach Stabilisierung der Kontraktionskraft wurde in 50um Schritten {iber die
Mikrometerschraube der Zug auf die Trabekel erhoht. Diese wurden solange gedehnt, bis
kein Kraftzuwachs mehr oder einer Abschwéichung im Vergleich zur vorherigen Periode

sichtbar waren. Diese Linge wurde als Ly, (Linie in der Abbildung) definiert.
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Abbildung 8 In Labchart aufgezeichnetes Protokoll mit Dehnungsschritten

Nach Stabilisation der Kontraktionskraft konnte anschlieBend mit den Experimenten

begonnen werden.

Fiir die Messungen der Genexpression in diesem Modell wurden zwei Bader auf Maximale
Dehnung (L) vorgedehnt und mit 1 Hz stimuliert. Durch die Maximale Dehnung wurde
mittels Frank-Starling-Mechanismus die maximale Kraft im Myokard erzeugt. Diese
Vordehnung wurde 8 Stunden und 6 Stunden beibehalten. In den verbleibenden zwei
Organbéddern wurden die Trabekel ohne Vordehnung/Dehnfrei eingehdngt und fiir den
gleichen Zeitraum unter Stimulation im Organbad belassen. Diese wurden als
Kontrollgruppe verwendet. Somit hat man 2 Béder auf Dehnung(Interventionen) und 2

Béder Dehnungsfrei(Kontrolle).

2.5.2 Entnahme und Einfrieren

Nach erfolgtem Protokoll wurden die Muskeltrabekel kontrahierend bei bestehenden
Steady-State nach Ablauf des jeweiligen Zeitpunktes (6h oder 8h) entnommen. Die
entnommenen Trabekel wurden aus dem Organbad direkt in ein bereitstehendes Eppendorf
Cryotube gegeben, welches in fliissigem Stickstoff gelagert und somit vorgekiihlt war.
Durch das Vorkiihlen gefroren die Trabekel direkt an der Rohrchen-Wand. Das

verschlossene Cryotube wurde sofort zuriick in den bereitstehenden fliissigen Stickstoff

22



gegeben. Die Cryotubes wurden unter stdndiger Kiihlung in fliissigen Stickstoff in einen -

80°C Kiihlschrank iiberfiihrt, in welchem sie zur Langzeitlagerung aufbewahrt wurden.

2.6 Genexpression

2.6.1 Homogenisierung und Lyse

Um die in den Trabekeln enthaltene RNA in eine Losung zu binden und zu extrahieren, ist
eine Lyse und Homogenisierung notwendig. Die Lyse findet unter Schwing- und
Riittelbewegungen in dem Magna-Lyser statt. Bei einem Magna-Lyser handelt es sich um
einen Rotor-Stator-Homogenisierer. In diesem werden die im Rohrchen enthaltenen
Keramikbélle in Bewegung gebracht, durch diese Schwingungen und Bewegungen wird
das zwischen den Billen gefangene Gewebe zerkleinert. Zur Untersuchung der RNA-
Zusammensetzung wurden die Myokardproben mithilfe des RNEasy-Mini-Kit der Firma
Qiagen (Bestellnummer: 74104) bearbeitet. Dieses Kit ermdglicht die Isolation von RNA
aus kleinen(bis zu 1mg Bindekapazitét auf der Sdulen-membrane) Probenmengen wie zum
Beispiel aus Trabekeln. Aus diesem Set wurde der RLT Puffer entnommen, die genauen
Bestandteile sind geheim. Es enthilt aber eine hohe Konzentration von Guanidin

Isothiocyanat und ist verantwortlich fiir die Bindung von RNA an der Sdulenmembran.

Im ersten Schritt wurde die nétige Puffer Losung aus RLT-Puffer und Mercaptoethanol
hergestellt. In einem Verhédltnis von 1:100 wurden dem RLT-Puffer kleine Mengen
Mercaptoethanol hinzu gegeben, um die Stabilitit des Lysates zu erhdhen. Nachdem die
Puffer-Losung vorbereitet war, wurden 430ul Puffer fiir jede Probe in einem Magna-tube
bereit gestellt. AnschlieBend wurden die auf fliissigem Stickstoff gelagerten Proben in die

vorbereiteten Tubes gegeben.

StandardmiBig wurden alle Proben 4mal bei 6500rpm fiir 20 Sekunden bearbeitet. Falls
nach dem letzten Zyklus noch makroskopisch sichtbares Gewebe vorhanden war, wurde
noch ein Schritt mit 6500rpm fiir 10 Sekunden durchgefiihrt. Da sich die Proben hierbei
erhitzen Zwischen den einzelnen Zyklen wurden die Magna-Tubes auf bereitgestellten

Kiihlkissen (auf -20°C vorgekiihlt) auf Raumtemperatur herabgekiihlt.

Nach vollstdndiger Lyse wurde das Lysat in ein bereit stehendes 2ml Eppendorf Tube
gegeben. Es wurde bei jeder Lyse mit einem Restvolumen von 80ul in den Magnatubes
gerechnet. Diese konnten aufgrund der hohen Adhésionskrifte an den Keramikkugeln

nicht extrahiert werden.
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2.6.2 RNA Isolation

2.6.2.1 Prazipitation und Bindung an die Saule

Die gewonnenen 350ul Lysat wurden mit 70% Ethanol in den neuen Eppendorf Tubes
vermischt. Durch Auf- und Abpipetieren wurde schonend eine Prézipitation der im Lysat

enthaltenen RNA in dem Ethanol erreicht.

Das Gesamtvolumen des Lysats wurde danach auf die zentrale Membran der Saule in
einem 2ml Réhrchen gegeben, welches dem RNEasy-Kit beilag. Nach einer zweiminiitigen

Zentrifugation bei 10000rpm wurde die im Réhrchen aufgefangene Fliissigkeit verworfen.

2.6.2.2 Waschschritte

Die RNA wurde durch diesen Schritt auf der Sdulenmembran fixiert.

Nun wurde die auf der Sdulenmembran fixierte RNA durch Zugabe von 350ul RW1-Puffer
gewaschen und 15 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum

verworfen. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt.

Der RW1-Puffer wurde auch dem RNeasy-Kit entnommen, die genaue Zusammensetzung
ist geheim. Sie enthélt aber Guanidin, Salze und Ethanol. Er wird verwendet um effektiv
Biomolekiile wie Kohlenhydrate, Proteine, Fettsduren etc. zu entfernen. Zur gleichen Zeit

bindet er RNA mit mehr als 200 Basenpaaren an die Sdulenmembran.

AnschlieBend wurde die Sdule auf ein neues 2ml Rohrchen gegeben und die Waschschritte
folgten. Hierfiir wurden 700ul RPE1 Puffer auf die spin-Membran gegeben. Nach zwei
Minuten Inkubationszeit folgte 15 Sekunden Zentrifugation mit 10 000 rpm. Dieser Schritt

ist zweimal durchgefiihrt worden.

Der RPE-Puffer wurde auch dem RNeasy-Kit entnommen, die genaue Zusammensetzung
ist geheim. Es handelt sich bei dem RPE-Puffer um eine milde Waschlosung. Seine
Hauptfunktion ist die Entfernung von Salzen aus der Losung. Ethanol ist ein wichtiger
Bestandteil des RPE-Puffers, dieser wird im Verhéltnis 1:4 (RPE-Konzentrat : Ethanol) vor

der ersten Verwendung des Puffers beigefiigt.
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2.6.2.3 Trocknen

Nach dem auswaschen mit RPE1 wurde der Auswurf samt Rohrchen wieder verworfen
und die Sdulenmembran in ein neues 2ml Rohrchen gesteckt. Es folgte eine 2-miniitige

Zentrifugation mit Maximalgeschwindigkeit zum Trocknen der Membran.

2.6.2.4 Elution (Protokollname)

Der letzte Schritt der RNA-Isolation ist die Eluierung Hierbei folgte eine Spiilung der
Membran mit 30ul RNase freiem Wasser, dadurch wurde die RNA aus der Membran
gelost und befand sich nun geldst im RNase freiem Wasser. Da die Proben anschlie3end
sehr sensibel waren, mussten sie nach der Eluierung auf Eis (4°C )gelegt werden um eine
RNA-Degradierung zu verhindern. Die geloste RNA wurde spektrometrisch (in einem
Nano-Drop 2000c) vermessen, wodurch die Konzentration an RNA in der Losung ermittelt

wurde.

Stichprobenartig wurden auch Kontrollen der Qualitét mittels Bioanalyser durchgefiihrt. In
der Abbildung 12 kann das Ergebnis einer solchen gesehen werden. Die L-Bande ist
hierbei die Vorgabe man erkennt bei Probe 7 und 8 zwei scharf abzugrenzende schwarze
Linien, diese entsprechen der durch Gelelektrophorese zuriickgelegten Strecke der RNA
Ketten. Bei Probe 9 und 10 erfolgte eine Degradierung der RNA, welches sich im

Bioanalyser als eine ,,Schmierspur® zeigt.

Die Proben wurden nach der Vermessung erneut bei -80°C eingefroren.

[=]

70 —

Abbildung 9 Bioanalyzer Ergebnis
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2.6.3 cDNA Synthese

Die gefrorene Probe wurde langsam aufgetaut und anschlieBend durch schiitteln auf einem
Vortexer und Zentrifugieren wieder in eine homogene Ldsung gebracht. Das vorher
gefrorene Qiagen Quantiscript Kit (Bestellnummer: 205311 ) enthdlt gDNA wipeout
buffer, Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript RT-Buffer, RT Primer mix und
RNase-freies Wasser. Der Kit wurde bei -20°C gelagert und nach der Entnahme auf Eis
gelagert, wo er langsam aufgetaut wurde. Die einzelnen Bestandteile wurden wie die
Proben durch schiitteln auf einem Vortexer und nachfolgende leichte Anzentrifugation auf
einem Tisch-spiner in eine homogene Losung gebracht. Durch das Zentrifugieren konnten

auch Restmengen der vorhandenen Losungen gesammelt werden.

Zuerst wurde ein genomic DNA wipeout Mastermix erstellt. Hierflir wurden pro Probe 2

ul gDNA wipeout Buffer und 11ul RNase-freies Wasser vermischt.
Anschliessend wurden 13ul des Mastermix mit 1ul der RNA vermischt.
Es kommt auf ein Gesamt Reaktions Volumen von 14 pl.

Die Mischung aus Mastermix und RNA wurde fiir 2min bei 42°C inkubiert und nach
abgelaufener Inkubation direkt auf Eis gekiihlt. Durch diesen Schritt wurde Genomische

Rest-DNA, welche die Probe verunreinigt hitte, ausgespiilt.

Fir den nichsten Schritt wurde bei Experimentbeginn ein Reverse-Transkriptase
Mastermix erstellt. Dieser Mastermix enthélt alle ntigen Komponenten um einen cDNA
Synthese zu ermoéglichen. In der folgenden Aufstellung sind alle Komponenten des

MasterMix aufgelistet.
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Tabelle 2

Komponente Volumen/Reaktion

Reverse Transkription Mastermix

Quantiscript Reverse Transcriptase 1yl
Quantiscript RT Buffer 4yl
RT Primer Mix 1ul
Zu transkripierende RNA 14yl

nach kompletter gDNA Bereinigung

Gesamtvolumen 20yl

Wenn der Mastermix und die gDNA bereinigte RNA zusammengegeben werden, wird der
Mix fiir 15min bei 42°C inkubiert. Der Biorad Zykler erhitzt nach 15min automatisch auf
95°C, wodurch die Reverse Transkriptase deaktiviert wird. Durch die Reverse

Transkriptase wird aus RNA und Nukleotiden wieder komplementire DNA(cDNA).

Nach Abschluss der Erhitzung wird die gewonnene cDNA bei -80°C bis zur Durchfiihrung
der PCR gelagert.
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2.6.4 Quantitative Real-Time Polymerase Ketten Reaktion (QRT-PCR)

Es wurde eine quantitative Polymerase chain reaction (PCR) durchgefiihrt. Bei dieser
kommt es zur Vervielfaltigung der cDNA. Der Startpunkt der PCR wird genspezifisch mit

bestimmten Primern vor der Analyse festgelegt.

In der folgenden Tabelle 3 sieht man die verwendeten Primer inklusive der dazugehdrigen
Sequenz, alle bestellt bei der Firma Microsynt aus Wolfurt. Sdmtliche Primer wurden mit

Qualitétszertifikat geliefert.

Tabelle 3
Oligo Name Sequenz
h-AGTR-for GGCTATTGTTCACCCAATGAAGT
h-AGTR-rev TGGGACTCATAATGGAAAGCAC
h-MYH7-for CTTTGCTGTTATTGCAGCCATT
h-MYH7-rev AGATGCCAACTTTCCTGTTGC
h-ACTA1-for GGCATTCACGAGACCACCTAC
h-ACTAl-rev CGACATGACGTTGTTGGCATAC
h-FHL1-for TGCTGCCTGAAATGCTTTGAC
h-FHL1-rev GCCAGAAGCGGTTCTTATAGTG
h-TGFb1-for GGCCAGATCCTGTCCAAGC
h-TGFb1-rev GTGGGTTTCCACCATTAGCAC
h-TIMP3-for TGGGTTGTAACTGCAAGATCAAG
h-TIMP3-rev GGTCCAGAGACACTCGTTCT
h-IL6R-for CCCCTCAGCAATGTTGTTTGT
h-IL6R-rev CTCCGGGACTGCTAACTGG
h-NppA-for CAACGCAGACCTGATGGATTT
h-NppA-rev AGCCCCCGCTTCTTCATTC
h-NppB-for TGGAAACGTCCGGGTTACAG
h-NppB-rev CTGATCCGGTCCATCTTCCT
h-GAPDH-for GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
h-GAPDH-rev GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
h-B2M-for GAGGCTATCCAGCGTACTCCA
h-B2M-rev CGGCAGGCATACTCATCTTTT
RCANI1-rev.(human) TGAGGTGGATCGGCGTGTA
RCANI1- GCGTGGTGGTCCATGTATGT
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2.6.4.1 Primertest:

Um die Zuverléssigkeit und Spezifitdt der Primer zu testen wurde in einem ersten Schritt
ein Testlauf durchgefiihrt. Hierzu wurde aus den gelieferten Primern eine 100 uM
Stocklosung erstellt, das hierfiir bendtigte Wasservolumen wurde im Qualitdtszertifikat
angegeben. Anschliefend wurde die Stocklosung um den Faktor 10 mit Nuclease-free

Water der Firma Ambion auf eine 10 pM Losung verdiinnt.

Um die Primer zu testen, wurde ein Pool-Homogenat aus den 6 am hochsten konzentrierten
Proben erstellt. Diese wurden verdiinnt und es wurde getestet welche die minimal

mogliche Konzentration fiir die Primer darstellt.

Zu dem Pool-Homogenat wurde ein Mastermix aus aus nuclease freiem Wasser und SYBR
Green als Fluoreszenz hergestellt. Dieser wurde mit den jeweiligen Primern nach dem
unteren Schema vermischt. Fiir die Testung der Primer wurde die Reaktion mit 4 pl des

Pool-Homogenat getestet.

Tabelle 4
Mastermix Volumen (pl)
H20 0,48
SYBR Green Master Mix 5,00
Primer 1 (10 pM) --> 260 nM 0,26
Primer 2 (10 uM) --> 260 nM 0,26
cDNA 4,0
Gesamt 10,00

Es wurde der SSO Advanced SYBR Green Super Mix der Firma Biorad verwendet.

Jede Probe wurde als Triplikat getestet.

Es wurden 96-Well Platten(LightCycler® Multiwell Plate 96, Artikelnummer
04729692001, Firma Roche) verwendet. Im ersten Schritt wurden 6 pl Mastermix

vorgelegt, anschlieBend wurden jeweils 4 ul der Proben in die Wells pipettiert.

Die Platte wurde anschliefend mit einer Folie abgedeckt und eine Minute bei 9000RPM

zentrifugiert, darauthin wurde die qPCR gestartet.
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Hier als Beispiel das Ergebnis des Primertestlaufs von hu-RCANI1. Wie man in Abbildung
11 erkennt, kommt es zu einem Anstieg des Fluoreszenz Marker nach ca. 18-22 Zyklen. Es
kommt wie gewollt zu einem schnellen Anstieg der gemessenen Fluoreszenz (dunkelrote
Kurven). Der Kurvenverlauf ist typisch und man kann aus dem Umschlagspunkt der
Steigung anhand der bendtigten Zyklen eine Standardkurve mit Y-Achse Umschlagspunkt
(crossing point) und X-Achse der Logarhythmischen Konzentration erstellen. Aus der
Steigung (Slope) dieser Standardkurve kann die Effizienz (Efficiency) berechnet werden.
Unter perfekten Bedingungen sollte die Effizienz 2(dies entspricht100%) sein, dass heif3t
bei jedem Zyklus wird die Anzahl der DNA verdoppelt. Da 100%(entspricht einem Slope
von -3.32) in der Wissenschaft nie erreicht wird, wird eine Slope/Efficiency zwischen 90%
und 110% akzeptiert. Dies entspricht einem Slope zwischen -3.58 und -3.10. Fiir hu-
RCANTI ergab sich eine Efficiency von 1,969 und ein Slope von -3.397. Diese Ergebnisse

entsprechen einem optimalen Ergebnis und besten Voraussetzungen fiir die Primer.
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In der Abbildung 12 erkennt man den Kurvenverlauf einer Erhitzungsphase der
Primertestung von hu-RCANI1. Da die Fluoreszenz nur an doppelstringige DNA bindet,
kann man anhand der Melting Curve erkennen, bei welcher Temperatur sich der
Doppelstrang 16st und zwei einstrdngige DNA-Stringe entstehen. Bei der Analyse der
Melting Curve zu hu-RCANI fillt auf, dass der ,,Melting-Point*“ zwischen 82 °C und
84 °C liegt. Da es zu einem stetigen Abfall der doppelstraingigen DNA kommt und es
keinen zweiten peak oder Stufe gibt kann davon ausgegangen werden, dass bei circa

84,5 °C die Doppeltrange alle in Einzelstringe zerlegt wurde.

Melting Curves
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Abbildung 12

In der Abbildung 13, welche sich aus Abb. 12 ableitet, sicht man einen einfachen
Ausschlag (single peak) zwischen 80-86 °C. Dieser zeigt uns, dass es fiir diesen Primer nur
ein Amplicon gab. Dies spricht dafiir, dass es keine Verunreinigung gab, an welche die

Fluoreszenz hitte binden konnen.

Melting Peaks
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Abbildung 13
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Dank der Auswertung der beiden Graphen und den hervorragenden Parametern Efficiency
und Slope kann davon ausgegangen werden, dass hu-RCANI1 fiir die Laborbedingungen

und den Experimentablauf die bestmogliche Primer-Wahl ist.

2.6.4.2 gRT-PCR Versuchsprotokoll

Fiir die Experimente wurden die in Tabelle 1 gennannten Primer gewéhlt.

Alle cDNA Proben wurden auf 1ng/ pl verdiinnt. Der Mastermix wurde identisch zu dem

im Kapitel Primertest beschriebenen Mastermix hergestellt.

Es wurden erst 6 ul Mastermix und anschliefend 4pl der Probe (entspricht 4 ng) auf die
384-Well Platte gebracht.

Die Proben wurden von einem automatischen Pipettierroboter der Firma
Hamilton (STARIet) auf eine 384-Well Platte pipettiert. Das Ergebnis der PCR wird spéter

beschrieben.

2.6.4.3 Theoretischer Hintergrund zur PCR

In der PCR wird die DNA auf 94-98 °C erhitzt, wiahrend dieser Phase teilt sich die
doppelstrangige DNA in zwei einzelstrangige DNA Strecken auf.

Die Reaktion wird auf 45-65°C heruntergekiihlt. In dieser Phase werden einzelne DNA-
Primer, welche aus einzelstrangiger DNA bestehen hinzugegeben und die Tag-Polymerase
bindet an die Primer des weiteren werden Nukleotide fiir die Polymerase hinzugegeben
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Diese Reaktion lduft sehr langsam ab, da die DNA-
Polymerase bei so niedrigen Temperaturen nicht sehr aktiv ist, aber sich die Primer an ihre

Startcodons setzen konnen.

Das Bad wird nun langsam auf 65-75°C erhitzt, die Taq-Polymerase hat ihr

Wirkungsmaximum bei 72°C. In dieser Phase l4uft die Tag-Polymerase die einzelstréingige
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DNA in 3’-5'Richtung ab und ergdnzt von dem Primer ausgehend die fehlenden
Basenpaare mit den komplementiren Basenpaaren in der Losung, so dass zwei neue

doppelstrangige DNA Stringe entstehen.

SYBR Green bindet alle neu entstandenen Basen Paare und bringt diese zum
Fluoreszieren. Die Fluoreszenz akkumuliert sich und wird am Ende der PCR gemessen.
Die Intensitit der Fluoreszenz wird gegen die Hintergrund Fluoreszenz (Cr-Wert)

gemessen und ist aussagekriftig iiber die Zahl der neu aufgetretenen Basen-Paare.

Dieser Zyklus wird 40mal wiederholt und am Ende wird die Steigerung an Fluoreszenz

gegen den Cr-Wert gemessen.

2.7 Statistische Auswertung

Alle in dieser Arbeit angegebenen Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
angegeben. Die Testung auf Signifikanz erfolgte mittels T-test(ungepaart).
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3 Ergebnisse

3.1 BNP

Fir NppB(BNP) kann man eine generelle Expressionssteigerung feststellen. In den
folgenden Abbildungen wurde in der ersten die gesamt eExpression der Kontrollgruppe ins
Verhéltnis mit der gesamten Expressionssteigerung der Dehnungsgruppe gesetzt. Wie man
in Abbildung 14 sieht, ist die Expression in der Dehnungsgruppe ca. 5-mal hoher als in der

Kontrollgruppe.

NppB

Relative Expression

0,0 -

Kontrolle Dehnung

Abbildung 14 NppB Gesamtexpression
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Man sieht in Abbildung 15 die Expression der Kontrolle und Dehnung fiir das 6 und 8
Stunden Protokoll. Man sieht hier nur eine minimale Expressions-Steigerung nach 6h.
Ganz im Gegensatz zu der Expressionssteigerung nach 8Stunden Dehnung, hier kommt es

zu einer starken aber nicht signifikanten Expressionssteigerung von NppB.
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Abbildung 15 NppB Detailansicht
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3.2 ANP

Fiir NppA(ANP) kann eine Expressionssteigerung in allen Untergruppen festgestellt
werden. In Abbildung 16 sieht man die Kontrollgruppe im Zusammenhang mit der
Gesamtheit der Dehnungsgruppe. Man erkennt eine Expressionssteigerung in der

Dehnungsgruppe.

NppA

Relative Expression
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(=] 931 (=]

&
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0,0 -

Kontrolle Dehnung

Abbildung 16 NppA Gesamtexpression

In der detaillierteren Abbildung 17 mit Aufspaltung in 6 Stunden und 8 Stunden Dehnung
sieht man, dass es nach 6h noch zu keiner nachweisbaren Steigerung der NppA Expression
kommt, wohingegen nach 8 Stunden eine signifikante Expressionssteigerung um den

Faktor 5 nachweisbar ist.
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Abbildung 17 NppA Detailansicht

3.3 FHL1

Fir FHL1 kann fiir die Gesamtexpression, wie in Abbildung 18 zu sehen, eine
Expressionssteigerung nachgewiesen werden. Die Expressionssteigerung der Kontrolle im

Vergleich zur Summe aller gedehnten Trabekel ist hierbei signifikant.
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Abbildung 18 FHL1 Gesamtexpression
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In der Detailansicht Abbildung 19 sieht man wie fiir NppA nach 6h Dehnung eine nicht
aussagekriftige Verdnderung der Expression und nach 8h eine starke und signifikante

Expressionssteigerung der FHL1 Expression.
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Abbildung 19 FHL1 Genexpression Detailansicht
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3.4 MYH7

Fir MYH7 konnte eine Expressionssteigerung der Dehnungsgruppe im Gesamtvergleich
zur Kontrolle gemessen werden. Wie in Abbildung 20 zu sehen, kommt es zu einer

Expressionssteigerung um den Faktor 3.
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Abbildung 20 MYH7 Gesamtexpression
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In der Detail Ansicht in Abbildung 21 sieht man, dass es nach 6 Stunden zu einer
signifikanten Expressionssteigerung gekommen ist. Fiir 8 Stunden ist bei geringer Fallzahl
leider keine aussagekréftige Aussage zu treffen aber der Trend geht auch hier zu einer

Expressionssteigerung.
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Abbildung 21 Detailansicht
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3.5 TGFB1

Fir das Gen TGFBI1 kann, wie in Abbildung 22 zu sehen ist, eine Expressionssteigerung

durch Dehnung nachgewiesen werden.
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Abbildung 22 TGFB Gesamtexpression
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In der Detailansicht zeigt sich, dass es nach 6 Stunden zu einer signifikanten Steigerung

kommt und diese konstant ist und noch nach 8 Stunden nachweisbar ist.
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Abbildung 23 TGFB Detailansicht
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3.6 RCAN1

Fiir das Gen RCAN 1 wird durch Dehnung eine Expressionssteigerung verursacht. Wie in
Abbildung 24 zu sehen ist, kommt es durch Dehnung zu einem Anstieg der Expression um

den Faktor 4.

RCAN1
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Abbildung 24 RCAN1 Gesamtexpression

In der Detailansicht sieht man eine konstante Steigerung der Expression nach 6 und 8
Stunden. Fiir 6 Stunden ist das Ergebnis allerdings mit Vorsicht zu betrachten, da es

aufgrund geringer Fallzahl keine klare Aussagekraft gibt.
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Abbildung 25 RCAN1 Detailansicht

3.7 ACTA1

Fir das Gen ACTAIl kann durch Dehnung eine signifikante Expressionssteigerung

nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 26 zu erkennen ist, kommt es zu einer

aussagekriftigen Expressionssteigerung.

Relative Expression
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Kontrolle Dehnung
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Abbildung 26 ACTA1 Genexpression Gesamtansicht
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Wie in der Detailansicht Abbildung 27 zu erkennen, kommt es zu einer starken und
signifikanten Expressionssteigerung nach 8h, bereits nach 6 Stunden ist eine

Expressionssteigerung von 1,6 im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar.
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Abbildung 27 ACTA1 Detailansicht
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3.8 IL6R

Fiir das Gen IL6R kann durch Dehnung eine Expressionssteigerung nachgewiesen werden.
Wie in Abbildung 28 zu sehen ist, kommt es zu einer 6-fach stérkeren Expression des IL6R

Gens durch Dehnung.

IL6R
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Abbildung 28 IL6R Gesamtexpression

Wie in Abbildung 29 zu sehens kommt es nach 6h zu einer stirkeren
Expressionssteigerung als nach 8 Stunden. Aber auch nach 8 Stunden ist eine Steigerung
um das 1,81 —fache im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar. Beide Messergebnisse sind

signifikant.
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Abbildung 29 IL6R Genexpression Detailansicht

3.9 TIMP3

Fir das Gen TIMP3 kann eine Expressionssteigerung durch Dehnung nachgewiesen

werden. Wie in Abbildung 30 zu sehen, kommt es zu einer Steigerung um den Faktor 5

durch Dehnung.
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Abbildung 30 TIMP3 Gesamtexpression
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Abbildung 31 TIMP3 Genexpression Detailansicht

In der Detailansicht 14sst sich erkennen, dass es nach 6 Stunden zu einer stirkeren und
signifikanten Expressionssteigerung kam, nach 8 Stunden ist diese geringer ausgeprégt.
Allerdings ist auch nach 8 Stunden eine Expressionssteigerung um den Faktor 1,62

feststellbar.
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3.10 Subgruppenanalyse

In der Subgruppe mit erh6htem pulmonal-arteriellen Druck war die Grundexpression in der
Kontrollgruppe von Gen NppB und NppA hoher als in der Gruppe ohne erhéhten PAP.
Hingegen fiel der Dehnungseffekt bei PAP fiir dieses Gen tendenziell schwécher aus. Des
Weiteren kann eine hohere Grundexpression und Expressionssteigerung fiir die Gene IL6R

und TIMP3 festgestellt werden( Abbildung 32 und 33).
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Abbildung 32 Korrelation TIMP3 Genexpression bei vorbekannten erh6htem PAP
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Abbildung 33 Korrelation IL6R Genexpression bei vorbekannten erh6htem PAP
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Fiir die Subgruppe mit erhohtem PAP konnte auch eine verringerte Expression von NppA
und NppB bei Patienten mit erhohtem PAP festgestellt werden. Sowohl die
Grundexpression als auch die Expressionssteigerung ist hierbei verringert (Abbildung 34

und 35).
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Abbildung 34 Korrelation NppA Genexpression bei vorbekannten erh6htem PAP

NppB PAP

relative Expressionsrate

PAP normal _ PAP erhdoht PAP normal _ PAP erhoht
Kontrolle Dehnung

Abbildung 35 Korrelation NppB Genexpression bei vorbekannten erh6htem PAP

In der Subgruppe mit RA-VergroBerung war die Grundexpression in der Kontrollgruppe
von Gen IL6R und MYH?7 niedriger als in der Gruppe ohne RA-Vergroferung. Aussagen
iber den Dehneffekt sind bei fehlender Fallzahl leider nicht mdglich.
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Abbildung 36 IL6R Expression in der Kontrollgruppe, korreliert mit RA-Vergr6Berung
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Abbildung 37 MYH7 Expression in der Kontrollgruppe, korreliert mit RA-VergrofRerung
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Fir das Gen TIMP3 ldsst sich bei RA-VergroBerung eine erhohte Grundexpression
nachweisen. Auch hier ist eine Aussage fiir einen Dehneffekt aufgrund fehlender Fallzahl

leider nicht mdglich.
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Abbildung 38 TIMP3 Expression der Kontrollgruppe, korreliert mit RA-VergroBerung

52



3.11 Genexpression im Ventrikel

Wie in Abbildung 39 zu sehen ist, konnte fiir den Ventrikel eine signifikante

Expressionssteigerung um den Faktor 2,29 nach 8 Stunden Dehnung festgestellt werden.
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Abbildung 39 NppA Ventrikel Dehnung nach 8 Stunden

Wie bei dem jeweiligen Gen bereits besprochen, konnte auller fiir den Hypertrophie
Marker NppA fiir kein weiteres Gen eine Expressionssteigerung nachgewiesen werden. In
Abbildung 40 sieht man, dass die Streuung sehr grof3 ist und aufgrund der niedrigen

Fallzahl von qualitativ hochwertigen Proben sind die Ergebnisse nicht aussagekriftig.
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4 Diskussion

4.1 BNP

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Hochregulation von BNP im ventrikuldren und im
atrialen Myokard durch akute Dehnung nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit den
Befunden von Toischer und Kogler et al, die an isolierten ventrikuldren
Kardiomyozyten aus Kanninchen- und Human-Myokard unter Last iiber 6 Stunden eine
dhnlich hohe Expressionssteigerung finden konnten. (18) In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass BNP bereits nach 6h auf Dehnung reagiert. Eine
Expressionssteigerung von BNP auf Proteinebene wird typischerweise durch ein Zunahme
der Wandspannung ausgeldst (57), was durch Dehnung in Trabekel Streifen simuliert
werden kann. Grundsitzlich muss aber hierbei zwischen Anderungen der
Proteinexpression durch verdnderte Translation und Proteindegradation und verdnderte

Transkription unterschieden werden.

Fir die Transkription konnten ndmlich Alves et al. (44) zeigen, dass neben der
Wandspannung  auch  adrenerge  und  Angiotensinrezeptor-vermittelte  und
nachgeschaltete kalziumabhéngige Mediatoren wie cAMP, Phosphokinase @A  und
Posphokinase C an der Regulation von Kalzium beteiligt sind, was die Expression von
BNP regulieren konnte. Eine Dehnbelastung fiihrt sowohl zu einer Aktivierung von
Kalzium Kandlen als auch zu einer chronischen Erhohung des diasotlischen Kalziumlevel
und Verteilungsmuster von intrazelluldrem Kalzium (Shannon et al. und Cooling et al. (34,
49)). Uber diesen Mechanismus kénnte es zu einer Aktivierung von Calcineurin (Kehat et
Molkentin (10)) kommen, das zur gesteigerten Aktivitit des Transkripitonsfaktors NF-AT
fiihrt und direkt die Expression von BNP beeinflusst. Wie spéter beschrieben, wurden in
dieser Arbeit auch andere direkte Downstream Gene von NF-AT gemessen, so ACTAI,
Nppa(ANP) und B-MHC. Eine direkte Hemmung dieses Transkriptionsfaktors durch FK-
506 und ein dadurch bedingtes Ausbleiben der BNP-Expressionsantwort konnte diesen

Mechanismus in Folge-Studien unter Beweis stellen.
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Fir das kardiale Remodeling bedeuten die vorliegenden Ergebnisse, dass eine
Dehnbelastung durch die Expressionssteigerung von BNP einen kompensatorischen
Mechanismus im ventrikuliren Myokard hervorruft. BNP wirkt antihypertroph,
diuresefordernd und vasodilatierend (Jensen et al.(20) und Sun et al. (58)), alles

Wirkungen, die einem maladaptiven Remodeling entgegenwirken.

Fiir die Genexpression im Ventrikel ist aufgrund der niedrigen Fallzahl keine Aussage {iber

Expressionsverdnderungen durch Dehnung moglich.

4.2 ANP

Korrelierend mit einem Anstieg von BNP konnte ein Anstieg von ANP nach 8 stiindiger
Dehnungsbelastung festgestellt werden, dieser ist signifikant. Wie von Kinnunen et al. (26)
am Rattenmodell gezeigt, bewirkt passives dehnen eine Expressionssteigerung von ANP.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein ANP Anstieg in humanen atrialen und
ventrikuldren Myokard nach 8 stiindiger Dehnung nachweisbar ist. Es kommt durch
Dehnung zur Zunahme von atrialer Wandspannung und hierdurch zu einer Sekretion und
zusitzlich zu einer gesteigerten Expression von ANP (25), die Dehnung des Atriums ist der
wichtigste Reiz fiir eine Erhdhung von ANP. Allerdings gilt wie fiir BNP auch fiir ANP ein
Zusammenhang mit adrenerger Stimulation, wie durch Alves J. et al. gezeigt wurde (44).
Hierbei ist der gleiche Mechanismus wie bereits oben beschrieben iiber einen Anstieg von

cAMP verantwortlich.

Da ANP auch durch den Calcineurin/NF-AT Signalweg hochreguliert wird, ist es wenig
verwunderlich, dass es bei einem Anstieg von BNP auch zu einem Anstieg von ANP
kommt. ANP wirkt wie BNP, antihypertroph, diureseférdernd und vasodilatierend (59), so
dass durch die ANP-Expressionsantwort ein kompensativer adaptiver Mechanismus

angenommen werden kann.
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4.3 FHL1

Wie fiir die oben beschriebenen Hypertrophiemarker konnte auch fiir Four —and-a-half-lim
1 (FHL1) eine Expressionssteigerung nachgewiesen werden und zwar eine signifikante

Steigerung um den Faktor 3,94 nach 8h Dehnung.

Wie bereits in der Einleitung erwihnt zeigt Hutchinson et al. dass es bei Mausen nach
Aortalem Banding und der dadurch verursachten WNachlast-Erhdhung zu einer
Expressionssteigerung von FHL-1 und FHL-2 kommt. (30) Klinische Relevanz haben
Mutationen in FHL-1, diese fiihren zu Emery-Dreifuss Muskeldystrophie. Aber es gibt

auch nonsense Mutationen in FHL-1, welche zu einer kardialen Hypertrophie fiihren(60).

Im Rattenmyokard konnte von Gaussin A. et al. gezeigt werden, dass fiir die Entstehung

von B-adrenerger Hypertrophie FHL1 eines der wichtigsten Tréger-Gene ist (61).

In seiner Funktion ist FHL-1 ein Regulator der Muskelmasse, wobei die genaue
Funktionsweise weiterhin ungeklért bleibt. In Médusen mit gesteigerter FHL1 Expression
wurde in skeletalen Muskelzellen eine Hypertrophie induziert und es kam zu einem
Wechsel des Muskelfasertypus. Diesen Pathomechanismus konnte man in Versuchen mit
NF-AT Inhibition unterbinden (62). Dies konnte auch fiir Folge-Experimente der
Arbeitsgruppe, in der diese Diplomarbeit durchgefiihrt wurde, in denen eine Hemmung
von Calcineurin mit FK-506 angestrebt, wird von Relevanz sein. Eine Angiotensin-1
vermittelte Aktivierung scheint auch von Relevanz zu sein, in Rattenmodellen wurde iiber

eine AT-1 Blockade eine FHL1 Expression unterdriickt (63).

Fiir die Genexpression im Ventrikel ist aufgrund der niedrigen Fallzahl keine Aussage liber

Expressionsverdanderungen durch Dehnung moglich.

4.4 MYH7

In dieser Arbeit konnte fiir B-MHC nachgewiesen werden, dass es zu einer Steigerung der
Expression nach 6h und 8h kam, wobei die Expressionssteigerung nach 6 Stunden
signifikant war. Fiir den Ventrikel ist der Trend zu einer Herunterregulation zu erkennen,
allerdings ist dieser Fund aufgrund der geringen Fallzahl nicht aussagekréftig. Dieses
Ergebnis ist schliissig mit den Vorbefunden wie durch Guggilam A. et al. an Ratten mit

aortocavalen Fisteln in in vivo und in vitro Experimenten an ménnlichen Spraque-Dawley
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Ratten gezeigt. Kommt es bei diesen Ratten zu einem Umbau von a- MHC zu B-MHC
Isoform. Die Miuse wurden hierbei durch die Aorto-cavale Fistel einer erhdhten Vorlast
ausgesetzt. Es kam in den Maiusen nach 21 Wochen zu einer Ausbildung einer
linksventrikuldren exzentrischen Dilatation und auf zelluldrer Ebene zu einem Umbau der

MHC Untergruppen.  -MHC ist Energie effizienter als a-MHC (64).

Zu einer Expressionssteigerung von f-MHC auf molekularer Ebene kommt es wie bei BNP
durch eine Erhohung des Wandspannungsstress. Es kommt iiber eine Erhohung des
intrazelluldren Kalziums und hierbei iiber CAMK-II zu einer Expressionssteigerung von 3-

MHC.

Wie fiir BNP bereits beschrieben fiihrt ein erhohtes diastolisches Kalzium zu einer
Aktivitatssteigerung von CAMK-II. Die Zunahme von diastolischen Kalzium findet
aufgrund verringerter SERCA-2a Aktivitdt statt, welche fiir den Abtransport von Kalzium
aus dem Zytosol verantwortlich ist. Ein Anstieg des enddiastolischen Kalziums fiihrt {iber
den oben beschriebenen Calcineurin und Calmodulin vermittelten Signalweg zu einer

Aktivierung von NF-AT und CAMK-II und damit zu einer Steigerung von 3-MHC.

4.5 TGFB

TGFB zeigt nach 6h eine signifikante Expressionssteigerung, aber auch nach 8h ist der
Trend zur Steigerung erkennbar. Fiir den Ventrikel ist der Trend zu einer
Herunterregulation zu erkennen, allerdings ist dieser Fund aufgrund der geringen Fallzahl

nicht aussagekriftig.

Wie von Stefan Rosenkranz gut zusammengefasst, kommt es bei linksventrikuldrer
Dilatation oder HOCM zu einer Hochregulation von TGF- B. Das Ausmal} der
Aktivitatssteigerung von TGF- B ldsst sich mit dem Umfang der Fibrose korrelieren. In
vitro induziert TGF- B die Produktion von Extrazelluldrmatrix dazu gehort Fibronectin,
Kollagen und Proteoglykane von Fibroblasten, auBlerdem aktiviert es das fetale

Genexpressionsmuster, all dies sind Marker fiir eine Hypertrophie. (65)

Durch Okumura K et al. konnte am Rattenmodell gezeigt werden, dass iiber eine Blockade
mit Carvedilol (beta-Blocker) eine Zunahme der Fibrose bei Patienten mit pulmonalem

Hypertonus (Wandspannungsstress) erzielt werden konnte.(66)
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Davon ausgehend, dass es bei pulmonalem Hypertonus und Dehnung zu einer
Expressionssteigerung von TGFB1 kommt, konnte in unserem Setting davon ausgegangen

werden, dass es zu einer Steigerung kommt.

4.6 RCAN1

Fiir RCAN1 konnte wie oben gezeigt, ein Trend zur Steigerung nach 6h sowie nach 8h
erkannt werden, leider ist dieser nicht signifikant. Fiir den Ventrikel ist der Trend zu einer
Herunterregulation zu erkennen, allerdings ist dieser Fund aufgrund der geringen Fallzahl
nicht aussagekriftig. In diesem Ergebnis spiegelt sich die Vermutung wieder, dass RCAN1

autoregulativ in den Calcineurin Stoffwechsel eingreift.

Wie von Vega et al. Gezeigt, kommt es in RCANI-knockout Méausen durch eine
gesteigerte Nachlast zu verringerten Hypertrophie als in Méusen ohne die Mutation(37).
Bartelds B. et al. konnten an Mausen mir erhéhter Nachlast durch aorto-cavalen Shunt oder
pulmonal Arterie Banding (PAB) zeigen, dass es abhingig von der Art des Stimulus zu
verschiedenen Molekularen Adaptionsmechanismen kommt. Beide Methoden fiihrten hier
zu einer dhnlich stark ausgeprdgten Hypertrophie. In Médusen mit PAB kam es zu einer
Hochregulation von RCANI, welches fiir eine Aktivierung des Calcineurin Signalweg
steht. Im Gegensatz dazu zeigten Maiduse nach aorto-cavalen Banding keine

Expressionssteigerung.(67)

Diese Studien mit gegensdtzlichem Ergebnis zeigen, dass der Einfluss von RCANI1 noch
nicht vollstandig gekldrt ist, RCANI aber durchaus einen Einfluss auf Hypertrophie
Entstehung hat.

In Folgestudien der Arbeitsgruppe, welche sich mit diesem Thema weiterbeschaftigt kann
untersucht werden, ob durch eine Hemmung dieser Signalskaskade, durch z.Bsp. FK-506,
die Genexpressionssteigerung von RCANT1 reduziert werden kann. Falls dies moglich ist,
wire es ein indirekter Beweis fiir den NF-AT Calcineurin Signalweg im menschlichen

Myokard und seinen Rolle auf Hypertrophie Entstehung.
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4.7 ACTA1

Fir das Gen ACTA1 konnte nach 6 stiindiger Dehnung ein geringer Anstieg der
Expresison (n.s.) festgestellt werden, nach 8h aber eine signifikante Expressionssteigerung
im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Fiir den Ventrikel ist der Trend zu einer
Herunterregulation zu erkennen, allerdings ist dieser Fund aufgrund der geringen Fallzahl
nicht aussagekriftig. Da ACTA1l skeletales a-Aktin Bestandteil des fetalen
Genexpressionsmusters ist, ist dieses Ergebnis gut vergleichbar mit vorher durchgefiihrten

Studien und bestétigt, dass es auch hier zu einem frithen Umbauprozess kommt.

Wie durch Copeland O. et al. in humanem und Ratten-Myokard gezeigt wurde, kommt es
bei Hypertrophie zu einem signifikanten Anstieg des Anteils von skeletales a-Aktin. Beim
Menschen und Ratten ohne Hypertrophie wurden 21 +/- 2% skeletales a-Aktin gemessen,
die restlichen 79 +/- 2% bestehen aus actin, alpha, cardiac muscle 1 (ACTC1) und beim
Menschen mit terminalen Herzversagen 53 +/- 5% skeletales a-Aktin gemessen am
Rattenmyokard sogar 60 +/- 7% . (68) Es kommt demnach zu einer Steigerung von
ACTAL1 bei Dilatation und Dehnung von Myokard. Es ist bekannt, dass Mutationen in dem
fiir ACTALI codierenden Gen zu angeborener Muskeldystrophie mit kardialer Beteiligung
fiihren (Nemalin Kardiomyopathie)(28, 69).

Wie BNP, ANP und B-MHC ist auch ACTA1 ein Bestandteil der fetalen Genexpression so
wird auch ACTA1 durch eine Stérung der lonenhomdostase durch Kalzium Anstieg und
konsekutiver CaN/CaMK-II Aktivitit gesteigert. Eine Unterexpression (Mutation) von
ACTAL1 fiihrt zur Dystrophie und seine Aktivititssteigerung fiihrt zu Hypertrophie.

Wie bei BNP bereits beschrieben, kommt es zu einer Aktivierung von ACTA1 durch NF-
AT aber auch durch die TEF-Familie, also durch adrenerge Stimulation wird die ACTA1
Expression gesteigert. Der Einfluss von Angiotensin auf ACTA1 scheint von geringerer

Bedeutung zu sein.
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4.8 IL6R

Wie in Ergebnissen an Abb. 29 konnte fiir Interleukin 6 Rezeptor(IL6R) nach 6h und 8h
eine Expressionssteigerung festgestellt werden, diese sind signifikant. Fiir den Ventrikel ist
der Trend zu einer Herunterregulation zu erkennen, allerdings ist dieser Fund aufgrund der
geringen Fallzahl nicht aussagekriftig. Dies passt zu der Funktion von Interleukin-6(1L6)
als immunologische Erstantwort. Die stirkere Expression nach 6h konnte man als
Primirantwort diskutieren und nach 8 Stunden kam es bereits zu einer schwécheren

Expression, da es fiir eine chronische Belastung steht.

IL6 wird nach akuter Schadigung sezerniert und aktiviert Immunzellen und zellulére
protektive Antworten. Fiir kurze Zeitrdume verhindert IL-6 schwere Schédden, bei
chronischer Erhdhung wird es aber zu einem pathogen. Es kommt zu chronischer
Entziindung und fibrotischen Umbau. (70) Es gibt mehrere Studien, die den IL6-Rezeptor
in diesem Zusammenhang als mogliches neues Ziel einer anti-proliferativen Therapie
sehen (71, 72). IL6R Expression wird im Falle einer Entziindungsreaktion und dem
Vorhandensein von IL6 erhdht. Als Fibrose Marker und Marker fiir Remodeling in

humanem Myokard kann er deswegen sehr gut verwendet werden.

4.9 TIMP3

Im atrialen Myokard konnte nach 6h eine signifikante Hochregulation von TIMP3
gefunden werden. Fiir den Ventrikel ist der Trend zu einer Herunterregulation zu erkennen,

allerdings ist dieser Fund aufgrund der geringen Fallzahl nicht aussagekréftig.

Die Annahme eines Anstieges von TIMP3 beruht auf der Tatsache, dass es ein elementarer
Bestandteil im Remodeling von Myokard darstellt. Fan D et al haben im in vivo an Ratten
gezeigt dass es bei TIMP3 und TIMP2 Knockout Méusen, also Méusen mit fehlender
Expression von TIMP3/TIMP2 nach Angiotensin II Infusion zu gravierender Zunahme der
Linksventrikuldren Steifigkeit kam. Aufbauend auf dieser Studie kann man davon
ausgehen dass Metalloproteinase einen wichtigen Schutzfaktor fiir myokardiale

Remodelingprozesse darstellt. (32)

TIMP3 wird durch TGFBI als auch durch BNP in seiner Aktivitdt gesteigert und wirkt wie

ein physiologischer Gegenregulator gegen libermissige Fibrose.(34)
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4.10 Limitationen

In der vorliegenden Diplomarbeit hat sich gezeigt, dass die Streuung zwischen den
einzelnen Proben innerhalb des gleichen Experimentsettings (Kontrolle vs. Kontrolle,
Dehnung vs. Dehnung) der gleichen Herzen hoch ist. Diese Streuung ist aufgrund
multifaktorieller Genese und lag liber der erwarteten Streuung. Aufgrund der hohen
Qualitdtsanspriiche an die extrahierte RNA wurde die Fallzahl weiter signifikant
verringert, da einige Proben von der weiteren Messung ausgeschlossen wurden. Leider
lassen sich dadurch teilweise nur Trends ohne Signifikanz zeigen. Insbesondere im

ventrikuldren Myokard waren dadurch keine aussagekriftigen Ergebnisse zu erzielen.
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Anhang —Tabellen

Tabelle 5
Experiment: Ventrikel 8h Ventrikel 8h Ventrikel 8h
Geschlecht: w w m
Alter: 56a 72a 64a
LV-EF 50% 55% 65%
LV-VergroRert: i n n.v.
PAP(systolisch) 25mmHg n.v. n.v.
PAP-Wedge n.v. 9mmHg n.v.
LVESD n.v. 21mm 37mm
LVEDD n.v. 37mm n.v.
Andere: n.v. Diast. Dysfunktion, IVS: 10mm, TAPSE
E/A: 0,8, IVS diast 35mm
14mm
Operation: Explantation Explantation Explantation bei

interkranieller

Blutung
Zusatzdiagnosen: n.v. n.v. n.v.
Tabelle 6
Experiment: Vorhof 6h Vorhof 6h | Vorhof 6h | Vorhof 6h | Vorhof 6h
Experimentdatum: 01.07.13 05.07.13 14.10.13 24.10.13 31.10.13
Geschlecht: m m m m m
Alter: 77a 6la 51a 65a 54a
LV-EF: n.v. 57% n.v. 60% n.v.
LV-vergroBert: n.v. N n.v. N N
RA-vergroRert: n.v. N n.v. N N
VHF: N N N J N
Operation: Aortenklappen- | CABG CABG CABG Aortenklappen-
ersatz ersatz
Zusatzinformationen: | Cor 3G-KHK, 3G-KHK, 3G-KHK, Hochgradige
Hypertonikum, | art. art. art.
art. Hypertonie, | Hypertonie | Hypertonie | Hypertonie Aortenklappen-

KHK ohne
wirksame
Stenose

stenose bei

bicuspider
Aortenklappe
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Tabelle 7

Experiment: Vorhof 8h Vorhof 8h Vorhof 8h Vorhof 8h
Experimentdatum: 06.03.13 21.03.13 11.04.13 29.04.13
Geschlecht: w m m w
Alter: 56a 80a 72a 66a
LV-EF: 55% 35% 60% 60%
LV-vergroBert: N N J N
RA-vergroRert: N J N N
VHF: N N N N
Operation: CABG CABG und CABG CABG
Aortenklappenersatz
Zusatzinformationen: | 2G-KHK, Art. 3G-KHK, 2G-KHK, art. 2G-KHK, art.
Hypertonie schwergradige Hypertonie Hypertonie,
Aortenstenose Z.n. PAE
Tabelle 8
Experiment: Vorhof 8h Vorhof 8h Vorhof 8h Vorhof 8h
Experimentdatum: 02.05.13 13.05.13 05.06.13 07.06.13
Geschlecht: m m m m
Alter: 70a 78a 81la 77a
LV-EF: 60% n.v. n.v. n..v
LV-vergroBert: J n.v. N N
RA-vergroRert: N n.v. N N
VHF: N N N N
Operation: CABG CABG Aortenklappen- CABG
ersatz
Zusatzinformationen: | 3G-KHK. Art. 3G-KHK, St. N. Schwere 3G-KHK,
Hypertonie, DM- | Reanimation Aortenklappen- leichtgradige
Il stenose Aortenklappen-
stenose
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Anhang —Projektplan

Dezember 2012-Januar 2013 Einarbeitungsphase
Februar 2013 — Dezember 2013 Experimentldufe und Probengewinnung
Januar 2014 — April 2014 RNA-Isolation/ cDNA schreiben

Mai 2014 — Januar 2015 PCR-Laufe
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