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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Definition und Krankheitsbild der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist nach der aktuellen nationalen Versorgungsleitlinie definiert als
Unfahigkeit des Herzens, den Organismus mit ausreichend Blut und damit mit geniigend
Sauerstoff zu versorgen, um den Stoffwechsel unter Ruhe- wie unter Belastungsbedingungen
zu gewdhrleisten. [1, 2] Man unterscheidet verschiedene Entitdten der Herzinsuffizienz. Zum
einen differenziert man nach dem Herzzeitvolumen (HZV), zum anderen nach der bevorzugt
betroffenen Herzkammer, sowie dem zeitlichen Verlauf der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz. [1, 3] So gibt es zum einen den sogenannte Low-Output-Failure, welches als
Vorwirtsversagen des Herzens mit Verminderung des HZV und kiihler Peripherie definiert
ist. [3] Zum anderen spricht man vom sogenannten High-Output-Failure mit mangelhafter
Blut- und Sauerstoffversorgung der Peripherie bei erhdhtem HZV und warmer Peripherie.
Dies tritt eher im Rahmen von Andmien, Hyperthyreose und arteriovendsen Fisteln auf. [3]
Auch im Rahmen einer Sepsis, beziehungsweise eines septischen Schocks kann es zu
Symptomen der Herzinsuffizienz kommen: Hierbei beobachtet man initial eine hyperdyname
Frithphase mit erhdhtem HZV und Vasodilatation (wird formal dem High-Output-Failure
zugeordnet) und im Verlauf eine hypodyname Spitphase, welche mit einem Abfall des
Blutdrucks und des HZV, Hypovoldmie und Vasokonstriktion formal dem Low-Output-
Failure zugeordnet werden kann. [3, 4] In Bezug auf die Lokalisation der Herzinsuffizienz
spricht man, je nach Beteiligung der Ventrikel von Links-, Rechts- oder, wenn beide
Ventrikel betroffen sind, von einer Globalherzinsuffizienz. [1, 3] Des Weiteren ist die
Einteilung im Rahmen der Pathophysiologie von Bedeutung: Je nachdem, ob vor allem der
systolische oder der diastolische Anteil der Pumpaktion eingeschrénkt ist, spricht man von
systolischer Herzinsuffizienz als Folge einer myokardialen Kontraktionsstérung,
beziehungsweise von diastolischer Herzinsuffizienz als Folge einer
Dehnbarkeitsverminderung in der Diastole und Relaxationsstorung des linken Ventrikels.
Moglich sind auch kombinierte systolische und diastolische Ventrikelfunktionsstorungen. [1,
3] Dariiber hinaus ist noch die zeitliche Einordung der Herzinsuffizienz von Bedeutung: Eine
akute dekompensierte Herzinsuffizienz entsteht beispielsweise durch myokardiales
Pumpversagen im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms, beziehungsweise nach
Myokardinfarkt oder durch mechanische Behinderung der Ventrikelfiillung, zum Beispiel

durch  eine  Perikardtamponade, sowie durch  tachykarde und  bradykarde



Herzrhythmusstorungen. [3] Im Gegensatz dazu entwickelt sich die chronische
Herzinsuffizienz im Verlauf von Monaten oder Jahren. [1, 3]

In der aktuellen Leitlinie der europdischen Gesellschaft fiir Kardiologie (ESC) von 2016 wird
die chronische Herzinsuffizienz anhand der linksventrikulidren Ejektionsfraktion (LVEF) noch
weiter unterteilt [5]: Patienten mit einer LVEF > 50 % représentieren die Gruppe der
Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF). Eine LVEF < 40 % entspricht
einer Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF), der Graubereich
dazwischen (LVEF 40-49 %) wird als Herzinsuffizienz mit mittlerer Ejektionsfraktion
(HFmrEF) bezeichnet. Die oben bereits erwihnte diastolische Dysfunktion wird vor allem der
HFpEF zugeordnet, wihrend der HFrEF eher eine systolische Funktionsstérung zugrund liegt.
Allerdings zeigen viele Patienten mit HFrEF auch eine diastolische Dysfunktion, sodass eine
eindeutige Zuordnung anhand der Entititen ,systolische/diastolische Herzinsuffizienz*

oftmals schwierig ist. [S] Eine Einteilung mittels HFpEF/HFrEF/HFmrEF ist zu bevorzugen.

1.1.1. Epidemiologie und wirtschaftliche Aspekte

Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems stellen die vorherrschende Ursache fiir
Morbiditdt und Mortalitdit des Menschen in den Industriclindern dar. [6] Aus
epidemiologischer Sicht ist festzustellen, dass die Pridvalenz der chronischen Herzinsuffizienz
altersabhingig ist. [7, 8] Inzidenz und Prdvalenz haben in den vergangenen Jahrzehnten in
Deutschland, wie auch in anderen Industrieldndern stetig zugenommen. Man nimmt an, dass
derzeit etwa 1,8 Millionen Menschen in Deutschland an einer chronischen Herzinsuffizienz
leiden und jédhrlich 200.000 bis 300.000 Patienten neu hinzukommen. [9]

Der Inzidenzgipfel liegt in der siebten und achten Lebensdekade, wobei in den jlingeren
Altersklassen eher Minner betroffen sind und in den hdheren eher Frauen. Dariiber hinaus
liegt bei Minnern héufiger eine HFrEF vor, wihrend es bei der HFpEF ein nahezu
ausgewogenes Geschlechterverhéltnis gibt. Insgesamt halt sich das Geschlechterverhiltnis die
Waage. [10] In Deutschland gehort die chronische Herzinsuffizienz zu den haufigsten
Diagnosen bei vollstationdren Patienten, ebenso wie zu den haufigsten Todesursachen. [11]
Dartiber hinaus ldsst die zunehmende Alterung der Bevolkerung und die verbesserten
Uberlebenschancen von Personen mit akutem Herzinfarkt, Herzklappenvitien und
Kardiomyopathien erwarten, dass die Patientenzahlen mit der Diagnose Herzinsuffizienz in

den nédchsten Dekaden weiter ansteigen. [11, 12]



Genaue Zahlen zur Inzidenz und Prévalenz der chronischen Herzinsuffizienz sind fiir
Deutschland nur bedingt verfiigbar, weswegen an dieser Stelle internationale Daten mit
einbezogen werden. [1]

Eine aktuelle Stellungnahme der American Heart Association (AHA) [13] besagt, dass laut
einer Prognose des Statistischen Bundesamtes der Vereinigten Staaten die Zahl der Patienten
mit Herzinsuffizienz von aktuell 5,8 Millionen im Jahr 2012 auf {iber 8,4 Millionen im Jahr
2030 steigen wird. Mehr als 2 Millionen dieses Kollektivs werden iiber 80 Jahre alt sein, dies
entspricht iiber 26 % aller Patienten mit Herzinsuffizienz. [13] Insgesamt entspricht dies einer
Zunahme der Herzinsuffizienzprivalenz in den Vereinigten Staaten von 23 % (von 2,42 % im
Jahr 2012 auf 2,97 % im Jahr 2030). [13] Die Gesamtanzahl der Amerikaner mit der Diagnose
Herzinsuffizienz wird damit von 2012 bis 2030 um 46 % zunehmen. [13]

Daher nimmt auch die volkswirtschaftliche Bedeutung der chronischen Herzinsuffizienz
dramatisch zu: Heidenreich et al. [13] postulieren einen 2,5 fachen Anstieg der direkten
medizinischen Kosten von 20,9 Milliarden Dollar im Jahr 2012 auf 53,1 Milliarden Dollar im
Jahr 2030. Uber 80 % dieser Kosten werden den Hospitalisierungen zuzuschreiben sein.
Werden die indirekten Kosten durch Morbiditét (entspricht verlorenem Einkommen durch
Arbeitsplatzverlust und verringerter Produktivitdt im Haushalt wegen Herzinsuffizienz) und
Mortalitdt (entspricht verlorenem Einkommen durch vorzeitigen Tod aufgrund von
Herzinsuffizienz) mit eingerechnet, kommt es zu einem Anstieg der Kosten fiir das
Krankheitsbild Herzinsuffizienz von 30,7 Milliarden Dollar im Jahr 2012 auf 69,8 Milliarden
Dollar im Jahr 2030. [13, 14]

Diese Prognosen geben trotz ihrer groBen Betrdge nicht die Gesamtkosten wieder, welche
entstinden, wenn man wirklich alle Patienten mit Herzinsuffizienz (Komorbidititen
herausgerechnet) entsprechend ihrem medizinischen Betreuungsaufwand in die Rechnung mit
einbezdge: In diesem Fall wiirden die direkten medizinischen Kosten im Jahr 2030 in den
Vereinigten Staaten etwa dreimal so viel, ndmlich 160 Milliarden Dollar betragen. [13] Diese
Daten lassen sich entsprechend den jeweiligen Gesundheitssystemen anndhernd auf

europdische Lander iibertragen.

1.1.2. Atiologie

Die hidufigsten Ursachen der chronischen Herzinsuffizienz sind mit 70-90 % der Fille bei
weitem die arterielle Hypertonie und die koronare Herzkrankheit (KHK). [1, 3, 15, 16]

Dartiiber hinaus kann die Herzinsuffizienz durch eine Vielzahl an selteneren Erkrankungen,



wie nichtischdmische Kardiomyopathien, Herzklappenerkrankungen, Arrhythmien oder
Perikarderkrankungen verursacht werden. [1] Etwa 2-3 % der Fille konnen derzeit urséchlich
auf Alkoholmissbrauch zuriickgefiihrt werden. [1] AuBlerdem konnen einige Medikamente
eine Herzinsuffizienz verursachen, wie zum Beispiel Anthrazykline, Tumornekrosefaktor-
antagonisten wie Infliximab, und andere wie Clozapin, Amphotericin B oder

Immunmodulatoren, wie zum Beispiel Interferone. [1, 16-20]

1.1.3. Pathomechanismen

Grundsitzlich beginnt eine chronische Herzinsuffizienz mit einer myokardialen Schidigung,
oftmals durch Druck- oder Volumenbelastung. [2, 21] Die daraus resultierende Verminderung
der linksventrikuldren Funktion aktiviert nachfolgend beschriebene
Gegenregulationsmechanismen, die zwar kurzfristig die Herzleistung aufrechterhalten,
langfristig jedoch zu einer weiteren myokardialen Zellschddigung und einer Manifestation der
Herzinsuffizienz fiihren. [1, 2, 21]

Obwohl es latent schwierig ist, universelle Mechanismen der chronischen Herzinsuffizienz zu
definieren, geraten die komplexen Entstehungsmechanismen dieses Krankheitsbildes in den
Fokus und bilden die Grundlage unterschiedlicher Interventionsansétze. [1, 3, 22]

In der vorliegenden Arbeit ist die Druckiiberlastung als Ursache der Hypertrophie des
Herzens Gegenstand des Interesses. Auf die weiteren Verdnderungen soll jeweils der

Vollstidndigkeit halber kurz eingegangen werden.

1.1.3.1. Morphologische Verinderungen

Die chronische Herzinsuffizienz zeichnet sich durch morphologische Verdnderungen des
Myokards aus. Verschiedene Ursachen liegen den unterschiedlichen Ausprigungen der
Herzinsuffizienz zugrunde (vgl. [3, 23, 24]): kardiale Ischdmie und toxische Faktoren fiihren
eher zu einer Dilatation linken Ventrikels. Genetische Faktoren kénnen sowohl zu einer
Dilatation, als auch zu einer linksventrikuldren Hypertrophie fiihren. Haufigere Ursachen
dafiir sind arterielle Hypertension und Aortenstenosen. [3]

Fiir vorliegende Arbeit sind vor allem die Hypertrophie des linken Ventrikels und das kardiale
Remodeling von Bedeutung. [22, 25] Erstere unterscheidet sich, je nach zugrunde liegender
Belastung, in eine konzentrische Hypertrophie durch erhdhte Druckbelastung, oder in eine

exzentrische = Hypertrophie  durch  erhohte  Volumenbelastung  (zum  Beispiel



Klappeninsuffizienzen). [3] Eine erhohte Druckbelastung wird wie oben genannt, vor allem
durch arterielle Hypertonie verursacht, es kann jedoch beispielsweise auch eine
Aortenklappenstenose oder eine hypertrophe Kardiomyopathie zugrunde liegen. Durch
jegliche dieser Ursachen kommt es zu einem erhohten Auswurfwiderstand, gegen welchen
das Herz anpumpen muss, was schlieSlich zum hypertrophen Wachstum der Kardiomyozyten
im Sinne einer Anpassungsreaktion fiihrt.

Der konzentrischen, beziehungsweise exzentrischen Hypertrophie ist jeweils ein klar
abgrenzbares, morphologisches Wachstumsmuster zuzuordnen. Es ist festzuhalten, dass es
durch die pathologische Hypertrophie zu gravierenden Konsequenzen fiir die kardiale
Funktion kommt, wobei wiederum das Hypertrophiemuster entscheidend fiir den
Schweregrad der Dysfunktion ist. (vgl. [26-29])

Durch die Hypertrophie kommt es letztendlich auch zu einer ischdmischen Schiadigung der
Kardiomyozyten, welche apoptotisch und dann fibrotisch ersetzt werden. Folglich nehmen
mit zunehmendem Bindegewebsanteil die Kontraktilitdt ab und die Steifigkeit des Ventrikels
zu, was wiederum die Ventrikelfiillung verringert. [30, 31] Es entwickelt sich konsekutiv eine
diastolische Funktionsstorung. Mikroskopisch beobachtet man unter anderem eine
interstitielle Fibrose, die Vermehrung der Mitochondrien und eine Verbreiterung der Z-

Streifen, das sogenannte Remodeling des Herzens. [3]

1.1.3.2. Funktionelle Verdnderungen

Ausgangspunkt klinisch fassbarer Verdnderungen ist die Abnahme der linksventrikuldren,
systolischen Pumpfunktion entweder gekoppelt mit einer Abnahme der diastolischen
Relaxation oder als eigenstindige Ursache. [1, 32] Am gesunden Herzen kann die
Kontraktilitit und damit die Pumpfunktion durch die Aktivierung des Sympathikus iiber
verschiedene Mechanismen gesteigert werden: zum einen durch den Frank-Starling-
Mechanismus, zum anderen durch den Bowditch-Effekt oder die Stimulation der
Adenylatcyclase. Mit fortschreitender Insuffizienz des Herzmuskels versagen diese
Kompensationsmechanismen zunehmend. [3] Somit sinkt das maximal erreichbare HZV
zunichst nur unter Belastung ab, spiter auch schon in Ruhe. [3] Im Vergleich zum Gesunden
kann der insuffiziente Herzmuskel ein bestimmtes Schlagvolumen nur noch bei erhdhtem

linksventrikuldrem enddiastolischen Druck (LVEDP) fordern. [3]



1.1.3.3. Neurohumorale Aktivierung

Im Zusammenspiel fiihren diese Verdnderungen zur Aktivierung einer Vielzahl an
neurohumoralen Gegenregulationsmechanismen: So kommt es durch den schon aktivierten
Sympathikus und der damit gesteigerten Katecholaminausschiittung zu einer Steigerung der
Herzfrequenz, welche anfangs die Kontraktiliit sogar noch steigert. [3] Mit zunehmender
Insuffizienz des Herzens steigt der Noradrenalinspiegel im Plasma, wéhrend gleichzeitig die
kardialen Betarezeptoren herunter reguliert werden. Dadurch wirken die Katecholamine am
Myokard immer weniger inotrop, erzeugen aber in der Peripherie {iber eine Steigerung des
Arteriolentonus eine Erhohung des peripheren Widerstands und damit der Nachlast. [3] Die
Erhohung der Nachlast fiihrt wiederum zu morphologischen Verdnderungen im Sinne einer
Hypertrophie (vgl. 1.1.3.1.) Dariiber hinaus kommt es zu einer Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), welches {iber Angiotensin II zu einer
Vasokonstriktion und damit zu einer Nachlasterhohung fiihrt. Dies begiinstigt erneut die
Entstehung einer kardialen Hypertrophie. Zusétzlich kommt es iiber die Aldosteronwirkung,
sowie unabhingig vom RAAS durch die vermehrte Ausschiittung von Vasopressin, zu einer
Natrium- und Wasserretention und damit zu einer Vorlasterhohung. [1, 3] Bei chronischer
Dauerstimulation des RAAS entwickelt sich ein sekundédrer Hyperaldosteronismus, welcher
zu hypokalidmiebedingten Rhythmusstérungen fithren kann. Insgesamt kommt es durch die
neurohumorale Aktivierung letztendlich zu einem Circulus vitiosus, welcher insbesondere die
myokardiale Hypertrophie noch verstarkt. [1, 3]

Im Gegensatz dazu steht die Ausschiittung der natriuretischen Peptide, vor allem vom Typ A
(ANP = atrial natriuretic peptide) und vom Typ B (BNP = brain natriuretic peptide). BNP
wirkt vasodilatorisch und natriuretisch-diuretisch, indem es eine hemmende Wirkung auf das

RAAS ausiibt. Mit zunehmender Herzinsuffizienz steigt der BNP-Spiegel. [3, 32]

1.1.4. Klinik und Klassifikation

Die Klinik der chronischen Herzinsuffizienz stellt sich vor allem durch die Symptome der
Linksherzinsuffizienz dar, dennoch kann es im Verlauf durch einen Blutriickstau ins rechte
Herz auch zu Symptomen der Rechtsherzinsuffizienz kommen. 3]

Die Kardinalsymptome der Linksherzinsuffizienz sind Dyspnoe, anfangs nur bei Belastung,
spiter auch in Ruhe, sowie Lungenddeme. [3, 33] Dariliber hinaus kommt es zu einer

allgemeinen Leistungsminderung, Schwichegefiihl und Zyanose, sowie insbesondere bei
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dlteren Patienten zu zerebralen Funktionsstorungen. [3]

Auch Pleuraergiisse sind hédufig und treten bei jeglicher Form der Herzinsuffizienz auf. [3]
Periphere, symmetrische Tibia- beziechungsweise Knochelddeme sind eher fiir die
Rechtsherzinsuffizienz charakteristisch. In schweren Fillen kommt es auch zu Odemen am
K&rperstamm, sogenannten Anasarka. [3] Diese Odeme werden oftmals in der Nacht
ausgeschwemmt, was zu einer flir die Patienten belastenden Nykturie fiihrt.

Mogliche Komplikationen einer Herzinsuffizienz sind Herzrhythmusstérungen wie
Vorhofflimmern oder AV-Blocke. [3] Etwa ein Drittel aller Patienten mit Herzinsuffizienz
stirbt am plotzlichen Herztod durch ventrikuldre Tachykardien, Kammerflimmern oder
Asystolien. Dariiber hinaus kommt es zu Thrombembolien, schweren Lungenddemen, akuten
Dekompensationen und kardiogenem Schock. [3] Die gingigste Stadieneinteilung der
Herzinsuffizienz erfolgt nach den Kriterien der New York Heart Association (NYHA) in vier

Stadien: [1, 3]

Herzerkrankung ohne korperliche Einschrankung.

NYHAI Alltagliche korperliche Belastung induziert keine inadéquate
(asymptomatisch) | grschgpfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina Pectoris

Beschwerden.
Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen

NYHA I Leistungsfahigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe oder bei geringer

(leicht) Anstrengung. Stirkere korperliche Belastung wie z.B. Bergaufgehen oder

Treppensteigen, verursacht Erschopfung, Rhythmusstorungen, Luftnot
oder Angina Pectoris.
Herzerkrankung mit héhergradiger Einschrinkung der korperlichen

NYHA 1 Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tatigkeit. Keine Ruhebeschwerden.

(mittelschwer) Geringe korperliche Belastung, wie z.B. Gehen in der Ebene verursacht

Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina Pectoris.

NYHA IV Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivititen und
(schwer) in Ruhe. Meist Bettlagerigkeit.

Abbildung 1: NYHA-Klassifikation der chronischen Herzinsuffizienz. [modifiziert nach 1]

Um die Einteilung nach diesen subjektiven Kriterien auch messbar etwas objektivieren zu
konnen, erfolgt die Korrelation unter anderem mit der Belastbarkeit und dem
Herzminutenvolumen der Patienten. [3] So ist ein Stadium NYHA I bis 150 Watt und héher
belastbar und hat sowohl in Ruhe, als auch wunter Belastung ein normales
Herzminutenvolumen (HMV). Im Stadium NYHA IV ist eine Belastungsuntersuchung nicht

mehr moglich und das HMYV ist schon in Ruhe eingeschrinkt. [3]




1.1.5. Diagnostik

Eine genaue Anamnese mit der Erhebung von Risikofaktoren wie Hypertonie, Nikotinabusus,
Ubergewicht und Diabetes mellitus sowie den vorliegenden Symptomen, liefert oft bereits
Hinweise auf Ursachen und Schweregrad der Herzinsuffizienz. [15] Eine anschliefende,
ausfiihrliche korperliche Untersuchung zeigt die Symptomlokalisation. Laboruntersuchungen
sind eher zielfilhrend im Hinblick auf die Ursachenforschung, lediglich die Parameter BNP
und NT-proBNP gelten als diagnostische Marker fiir eine Herzinsuffizienz und kdnnen auch
als Verlaufsparameter genutzt werden (akuter Beginn: BNP > 100 pg/ml, NT-proBNP > 300
pg/ml; nicht-akuter Beginn: BNP > 35 pg/ml, NT-proBNP > 125 pg/ml). Im EKG konnen
sich atriale/ventrikuldre Hypertrophiezeichen, Vorhofflimmern oder -flattern, Schenkelblocke
und Erregungsriickbildungsstérungen zeigen. [1, 3]

Die diagnostische Methode der Wahl ist die Echokardiografie, welche Aufschluss iiber die
Morphologie und Funktion des Herzens gibt. [3] Dariiber hinaus ist eine Aussage iiber das
Ausmal} der ventrikuldiren Hypertrophie im Sinne einer pathophysiologischen Reaktion
moglich. Weiterhin ermdglicht die Echokardiografie eine Differenzierung zwischen
systolischer und diastolischer Dysfunktion. [1] Auch ein Rontgen-Thorax in 2 Ebenen ist zur
Diagnosefindung hilfreich: so kann man Zeichen der Lungenstauung wie Kerley B-Linien
oder eine hildre Zeichnungsvermehrung, ebenso wie eine eventuelle globale oder isolierte
Hypertrophie des Herzens, beziehungsweise einzelner Anteile erkennen. [3] Bei speziellen
Fragestellungen kann noch Zusatzdiagnostik betrieben werden, so zum Beispiel ein
Belastungs-/Langzeit-EKG, eine Myokardszintigrafie sowie ein Kardio-MRT oder eine

Koronarangiografie. [1, 3]



Nachfolgende Abbildung zeigt den aktuellen Diagnostikalgorithmus der nationalen

Versorgungsleitlinie:
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Abbildung 2: Aktueller Algorithmus der Diagnostik zur chronischen Herzinsuffizienz nach der nationalen
Versorgungsleitlinie. [modifiziert nach 1]

1.1.6. Therapiestrategien

Die etablierten Therapiestrategien der chronischen Herzinsuffizienz stiitzen sich auf mehrere
Sdulen: So ist zum einen die kausale Therapie von essentieller Bedeutung, zum anderen steht
die symptomatische Therapie aufgrund der Komplextitit und Multifaktorialitit der
Herzinsuffizienzursachen aktuell noch im Vordergrund. [34, 35] Zu den kausalen
Therapieansédtzen gehoren die Therapie der arteriellen und der pulmonalen Hypertonie,
genauso wie die Revaskularisation bei KHK. [3, 36, 37] AuBlerdem miissen andere Ursachen,
wie eine Myokarditis, oder Herzrhythmusstérungen adéquat behandelt werden.
Herzklappenvitien oder eine konstriktive Perikarditis sollten operativ versorgt werden. [3] In

der vorliegenden Arbeit soll als weiterer Ansatz die gezielte Therapie der morphologischen



Verdnderungen, die im Rahmen einer durch Druckiiberlastung induzierten Herzinsuffizienz
auftreten, (vgl. 1.1.3.1.) in den Vordergrund gestellt werden. Insbesondere die selektive
Therapie der Hypertrophie durch neue RNA-Molekiile, sogenannte miRNA-Inhibitoren ist

von Interesse und wird unter 4.2. ndher beleuchtet. (vgl. 1.2.)

1.1.6.1. Lifestyle-Modifikation und Allgemeinmafinahmen

Bei den nicht medikamentdsen Therapieansitzen ist es wichtig, auf die individuelle Situation
des Patienten einzugehen. Grundsitzlich sollte eine Reduktion der kardiovaskuldren
Risikofaktoren erfolgen, hierzu gehdrt ganz besonders die Raucherentwohnung. [1, 38]
Zudem sollten Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz auf ihr Gewicht achten und sich
tdglich zu einem festen Zeitpunkt wiegen, um bei einem plotzlichen, fiir den Patienten
uniiblichen Gewichtsanstieg unverziiglich den behandelnden Arzt benachrichtigen zu kénnen.
[1, 39] Gegebenenfalls muss eine Restriktion der Fliissigkeitszufuhr verordnet werden, um der
Entstehung von Odemen vorzubeugen. [1] Im Falle einer stabilen Herzinsuffizienz sollte ein
arztlich kontrolliertes, sporttherapeutisches Trainingsprogramm durchgefiihrt werden. [3]
Ebenso zeigt die Einfithrung leichter Kost, kleiner Mahlzeiten und das Weglassen von
Mahlzeiten am spiten Abend, sowie eine kaliumreiche, kochsalzarme Diét positive Effekte
auf den Krankheitsverlauf. [3] Patienten mit einer alkoholtoxischen Kardiomyopathie sollten

strikte Alkoholkarenz einhalten. [1, 38]

1.1.6.2. Medikamentiose und apparative Therapie

Aktuell gibt es keine kausale medikamentdse Therapie der Herzinsuffizienz, dennoch ist sie
wohl die wichtigste Sdule bei der Behandlung dieser Erkrankung. Hierbei ist wichtig,
zwischen prognoseverbessernden und symptomatisch unterstiitzenden Medikamenten zu
differenzieren. Therapiert wird nach den NYHA-Stadien. [3]

Im Folgenden werden die klassischen Medikamente, die in der Therapie der chronischen

Herzinsuffizienz eingesetzt werden, vorgestellt.

Auf die potentiellen neuen Therapeutika, die gezielt zur Therapie der Hypertrophie eingesetzt

werden, wird unter 4.2. ndher eingegangen.
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NYHA | NYHA Il NYHA | NYHA
]| v
ACE-Hemmer indiziert indiziert indiziert Indiziert
ATi-Antagonisten Bei ACE- Bei ACE-Hemmer- Bei ACE- Bei ACE-
Hemmer- Intoleranz Hemmer- Hemmer-
Intoleranz Intoleranz Intoleranz
ARNI Indiziert (statt ACE- Indiziert Indiziert
Hemmer) (statt ACE- | (statt ACE-
Hemmer) Hemmer)
pB-Blocker Nach indiziert indiziert indiziert
Myokardinfarkt/
bei Hypertonie
Aldosteronantagonisten Nach Nach indiziert indiziert
Myokardinfarkt Myokardinfarkt
Thiaziddiuretika bei Hypertonie Bei indiziert Indiziert
Flissigkeitsretention
Schleifendiuretika Bei indiziert indiziert
Flissigkeitsretention
Herzglykoside Bel Beil indiziert indiziert
Tachyarrhythmie Tachyarrhythmie/
bei persistierenden
Symptomen unter
ACE-Hemmer und
Diuretika

. Prognoseverbessernd
. Symptomatisch unterstitzend

. Herzglykoside: galten friher als symptomatisch unterstiitzend, laut neueren Studien
dosisabhangiger prognoseverbessernder Effekt von Digoxin

Abbildung 3: Stufenschema der medikamentosen Therapie der chronischen Herzinsuffizienz. (modifiziert
nach [3, 40])

Zu den prognoseverbessernde Medikamenten gehort als erstes der ACE -Hemmer. Dieser ist
in allen NYHA-Stadien einzusetzen und vermindert die Angiotensin II-Bildung, wodurch
diese Substanzklasse den systemischen Widerstand und somit die Nachlast senkt. [1, 2, 41-45]
ACE-Hemmer wirken zusitzlich kardioprotektiv, indem sie das Remodeling am Myokard
reduzieren. [3, 4, 46]. AuBBerdem senken sie die Natrium- und Wasserretention und verringern
dadurch die Vorlast und den Sympathikotonus. Ebenso wird durch ACE-Hemmer der lokale
Abbau von Bradykinin am Gefdendothel gehemmt, was so zu den unerwiinschten
Nebenwirkungen wie Reizhusten und angioneurotisches Odem fiihrt. [1, 3] Unter 4.3. wird
die Wirksamkeit und die Nebenwirkungen der ACE-Hemmer ausfiihrlich diskutiert. Bei
Kontraindikation fiir einen ACE-Hemmer oder bei durch diesen verursachten
Nebenwirkungen, erfolgt der Einsatz von Angiotensin;-Rezeptorblockern ebenfalls ab NYHA

I, welche eine nebenwirkungsdrmere Alternative zu ACE-Hemmern darstellen. Die
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Wirkweise entspricht derjenigen von ACE-Hemmern. Jedoch wird der AT;-Rezeptor direkt
gehemmt, sodass keine Interferenz mit dem Bradykininabbau entsteht. [3, 47-51]

Um dessen neueste Weiterentwicklung mitabzubilden, soll hier noch die Gruppe der
Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren (ARNI) vorgestellt werden: Momentan ist das
sogenannte Entresto® (Sarcubitril/Valsartan) auf dem Markt erhiltlich, welches fiir die
systolische Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) in den NYHA-Stadien
II-IV zugelassen ist. [40] Sarcubitiril hemmt Neprilysin, eine neutrale Endopeptidase via
LBQ657. [40, 52] Valsartan wiederum hemmt auf bekannte Art und Weise den AT1-Rezeptor
und zusitzlich die Effekte von LBQ657. [40] Neprilysin wiederum hydrolisiert die
natriuretischen Peptide wie ANP, BNP und auch Bradykinin. [52] Die Kombination von
ACE-Hemmer und ARNI ist kontraindiziert. [40] ARNI sollten bei Patienten mit HFrEF, die
trotz optimaler Therapie mit ACE-Hemmer, B-Blocker und Aldosteronantagonisten
symptomatisch bleiben, den ACE-Hemmer ersetzen. [5]

Ab NYHA II sind zusédtzlich, da ebenfalls prognoseverbessernd, B-Blocker indiziert. Bei
Patienten mit Hypertonie oder nach Herzinfarkt sind sie bereits ab NYHA I indiziert. [1-3, 41,
53-56] B-Blocker wirken negativ chrono-, dromo-, ino- und bathmotrop, das heillit sie
reduzieren den Sauerstoffverbrauch, wirken rhythmusstabilisierend und schirmen die
Myokardzellen vor dem tiberaktiven Sympathikus ab. [1]

Aldosteronantagonisten wie Spironolacton sind ebenfalls prognoseverbessernd und werden ab
NYHA II eingesetzt. Bei ihrem Einsatz ist die Kontrolle des Serumkaliums wichtig. [1, 3, 57,
58]

Symptomatisch unterstiitzend wirken alle anderen Diuretika, welche ab NYHA III eingesetzt
werden, beziehungsweise bei Fliissigkeitsretention und nach Myokardinfarkt schon ab NYHA
IL. [3]

Die Einnahme von Herzglykosiden (Digitalis, Digitoxin) erfolgt ab NYHA Stadium III, sowie
stadienunabhéngig bei Tachyarrhythmie bei Vorhofflimmern. [3] Herzglykoside wirken vor
allem positiv inotrop. Sie zdhlten frither ebenfalls zu den symptomatischen Therapeutika, laut
neueren Studien gibt es einen dosisabhidngigen, prognoseverbessernden Effekt von Digoxin.
[4]

Nicht unerwéhnt bleiben sollen die apparativen Maflnahmen, die ergriffen werden kénnen, um
den Herzmuskel zu unterstiitzen und damit die Prognose der Patienten zu verbessern. [3, 33,
59-63] Durch die Optimierung der myokardialen Kontraktionsabldufe mittels
vorhofgesteuerter biventrikuldrer Elektrostimulation, ldsst sich die Pumpleistung durch eine

kardiale Resynchronisationstherapie (CRT) verbessern. [1, 3]
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Eine weitere apparative Therapiemoglichkeit ist der implantierbare Kardioverter-Defibrillator

(ICD), welcher am effektivsten gegen ventrikuldre Rhythmusstorungen wirkt.

Bei schwer symptomatischen Patienten, die alle Kriterien erfiillen, kann die Implantation

eines kombinierten CRT-ICD Systems erwogen werden. [1]

Zuletzt besteht die Moglichkeit der Herztransplantation als Ultima ratio.

Um die Zeit bis zur Transplantation zu iiberbriicken, besteht die Moglichkeit des Einsatzes

von sogenannten Assist Devices, welche mechanische Unterstiitzungssysteme

vor allem des linken Ventrikels darstellen. [3]

des Herzens,
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Abbildung 4: Aktueller Therapie-Algorithmus der chronischen Herzinsuffizienz nach der nationalen

Versorgungsleitlinie. [modifiziert nach 1]
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1.1.7 Prognose

Die Prognose einer unbehandelten manifesten Herzinsuffizienz ist meist ungilinstig: die 1-
Jahresletalitdt in Abhédngigkeit vom NYHA-Stadium betrdgt im Stadium I unter 10 %,
wihrend sie im Stadium II schon 15 % betrdgt. Im Stadium III steigt die 1-Jahresletalitit dann
auf 25 %, im Stadium IV liegt sie sogar bei 50 %. [3] Unter leitliniengerechter, konservativer
Therapie lasst sich die Prognose um etwa 50 % verbessern, die 10-Jahresiiberlebensrate nach
Herztransplantation betrdgt sogar bis zu 70 % bei einer Absterberate von 3 %/Jahr. [3] Die
hiufigste Todesursache bei an chronischer Herzinsuffizienz Erkrankten ist der plotzliche
Herztod durch Kammerflimmern. [3] In Anbetracht dieser sogar im Vergleich zu
Tumorerkrankungen schlechten Gesamtprognose, trotz der aktuell vorliegenden Vielfalt an
therapeutischen Moglichkeiten, ist es von grofer Wichtigkeit weiter an neuen
Therapieoptionen zu forschen. An dieser Stelle steht unter anderem die Gruppe der miRNAs,
welche im Folgenden vorgestellt werden soll, im Interesse der Forschung. Denn die
systolische Herzinsuffizienz ist zwar multifaktoriell, hat jedoch in der Regel drei
Hauptaspekte: eine eingeschriankte Pumpfunktion, vermehrte Fibrose und unter Umstinden
eine verminderte Mikrozirkulation. Eine molekulare Therapie die diese Aspekte antagonisiert,
scheint daher aussichtsreich. Dies macht die Inhibition von miRNAs attraktiv, da diese oft

mehrere Angriffspunkte auf einmal vorweisen konnen.

1.2. Molekularbiologische Grundlagen

1.2.1. miRNA

Micro-RNAs sind kleine, nicht- kodierende, einzelstringige RNA Molekiile von etwa 19-25
Basenpaaren (bp) Linge, welche phylogenetisch hoch konserviert und post-transkriptional an
der Regulation der Genexpression beteiligt sind. Sie werden zunédchst als lange
Primértranskripte von inter- und intragenomischen Regionen durch die RNA-Polymerase II
transkribiert und anschlieBend wird die etwa 60-100 bp lange Vorldufer-miRNA unter
anderem von den Enzymen Drosha, DGCRS8 und Dicer prozessiert. Hierbei entsteht die reife,
22 bp lange miRNA, welche mRNA durch eine konservierte (6-8 bp lange) Startsequenz
mittels Watson-Crick-Basenpaarung bindet. [64, 65] Als Endonuklease ist Drosha
verantwortlich fiir die Entstehung der prd-miRNA, indem sie die Primértranskripte auf die
Lange der Vorldufer-miRNAs zuschneidet. [66] Drosha ist als Mikroprozessor-Komplex mit

diversen Polypeptiden assoziiert, von denen sich in in-vitro Experimenten gezeigt hat, dass sie
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unabdingbar fiir eine korrekte Funktion von Drosha ist. [67] Einer dieser Co-Faktoren ist oben
erwahnter DGCRS: er stabilisiert die Drosha-Expression und fordert eine akkurate Spaltung
der pri-miRNAs. [66] Sobald die pra-miRNAs generiert worden sind, werden sie in das
Zytoplasma  transportiert, wo die Ribonuklease  Dicer fiir die  weiteren
Regulationsmechanismen verantwortlich ist: Dicer kiirzt nun die etwa 70 bp lange pra-
miRNA auf ihre reife Form von etwa 22 bp. [66] Die korrekte Funktion von Dicer ist
essentiell fiir die Aufarbeitung nahezu aller pri-miRNAs, so dass Dicer-Null-Mutationen in
Maiusen zu einem embryonal letalen Phianotyp fiihren. [68] Dariiber hinaus ist Dicer nicht nur
an der Fetalentwicklung maBgeblich beteiligt, sondern auch an multiplen physiologischen und
pathologischen Zellprozessen in erwachsenen Individuen. [66] Zusétzlich verbindet sich
Dicer mit anderen Proteinen, um den sogenannten RISC (RNA-induced Silencing Complex)
zu formen. [66] Dieser dient im Verbund mit einer reifen miRNA dazu, eine gewiinschte Ziel-
mRNA post-transkriptional zu regulieren, indem sie entweder abgebaut wird oder post-
translational inhibiert wird. [69, 70] Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass der
Entstehungsprozess der miRNAs selbst eine komplexe Angelegenheit mit diffizilen
Interaktionen diverser Co-Faktoren ist und dementsprechend groBen Einfluss auf die
Regulation der miRNAs hat.

Mehr als 30 % des Protein-kodierten Teils des menschlichen Genoms werden durch miRNAs
reguliert. [70] Durch die Fahigkeit der miRNAs, sowohl an perfekt passende, als auch an
nicht vollig komplementére Ziel-mRNAs zu binden, kann eine einzelne miRNA funktionell
als Transkriptionsfaktor Bedeutung erlangen, da sie auf diese Weise nicht nur einzelne Gene
reguliert, sondern Genexpressionsmuster moduliert. [64] Bis zu 200 mRNAs konnen auf diese
Art von einer miRNA inhibiert werden. [71]

Nachdem die Bedeutung von Micro-RNAs zunéchst auf dem Gebiet der Krebsforschung,
viralen Krankheiten und entwicklungsbiologischen Prozessen nachgewiesen wurde, legen
neuere Erkenntnisse nahe, dass sie auch ein wichtiger Teil von Regulationsprozessen bei der
kardialen Entwicklung, sowie kardiovaskuldren Erkrankungen wie der Hypertrophie sind. [66,
72-77]

Hierbei kann man die miRNAs einteilen in Antagonisten und Agonisten vornehmlich der
kardialen Hypertrophie, sowie in Akteure vorrangig in Fibroblasten beziehungsweise
Endothelzellen. [66]

Nicht zuletzt sind diejenigen miRNA-Profile von Interesse, welche in einem insuffizienten
Herzen verdndert reguliert werden und damit Genexpressionsprofile auf ihr fetales

Expressionsmuster zuriicksetzen. [72] Die Ubereinstimmung zwischen den Veriinderungen

15



der miRNA-Expression in einem versagenden und einem fetalen Herzen ist eklatant. In einer
Studie von Thum et al. [72] wurden beispielhaft drei fetale miRNAs (miRNA-21, -129, -212)
in neonatalen Kardiomyozyten iiberexprimiert, was zu morphologischen Verdnderungen
dhnlich wie in insuffizienten Herzen fiihrte. Genauso kam es bei einer Uberexpression dieser
miRNAs in adulten Herzmuskelzellen zu zelluldrer Hypertrophie und einer Aktivierung des
fetalen Genprogrammes. [72]

Zunichst zu denjenigen miRNAs, welche bei einer pathologischen kardialen Hypertrophie als
Antagonisten agieren:

miRNA-1 zihlt zu den kardial am hochsten exprimierten miRNAs. Dies deutet bereits darauf
hin, dass sie eine spezifische Rolle in der Morphologie und Funktion von Kardiomyozyten
spielt. [70, 78, 79] Die Komplexitit der Regulation und Funktion von miRNAs wird bereits
an dieser ersten miRNA deutlich: wiahrend der Entwicklung des Herzens fiihrt eine
Uberexpression von miRNA-1 zu dilatierten Ventrikeln und Herzinsuffizienz, [80]
wohingegen beim erwachsenen Herzen die Uberexpression von miRNA-1 eine
kardiomyozytire Hypertrophie abschwicht. [71, 81, 82] Die Herunterregulation dieser
miRNA ist demzufolge maB3geblich bei der Pathogenese der kardialen Hypertrophie. [66]
miRNA-1 ist Teil einer bicistronischen Gruppe im Herzen, welche fiir miRNA-1, miRNA-
133a-1/miRNA-1-2 und miRNA-133a-2/miRNA-1-1 kodieren. [80] Die Uberexpression von
miRNA-133 fiihrt ebenfalls zur Abschwichung einer Agonisten-induzierten kardialen
Hypertrophie, [82, 83] wihrend die Inhibition dieser miRNA (vgl. 1.2.2.) das Myokard fiir
exzessives Wachstum sensibilisiert. [66] Ein genetischer Mangel sowohl an miRNA-133a-1
als auch miRNA-133a-2 resultiert in extensiver kardialer Fibrose und beeintrichtigter
kardialer Funktion. [66] Ebenso werden auch miRNA-26 und miRNA-98 bei kardialer
Hypertrophie herunterreguliert, wihrend ihre Uberexpression das Wachstum der
Kardiomyozyten abschwécht. [66] miRNA-9 stellt sich ebenfalls als Negativ-Regulator der
kardialen Hypertrophie dar, indem sie die Expression von Myocardin, einem transkriptionalen
Co-Faktor welcher die kardiale Hypertrophie stimuliert, abschwécht. [66]

Bereits erwdhnt wurden auch die Agonisten der kardialen Hypertrophie. Hierzu zéhlt unter
anderem miRNA-195, welche zuerst als Hypertrophie auslosende miRNA im erwachsenen
Herzen charakterisiert wurde. [84] Die Uberexpression von miRNA-195 induziert in den
neonatalen Kardiomyozyten von Ratten eine Hypertrophie und fiihrt in vivo zu einer
dilatativen Kardiomyopathie und kardialer Dysfunktion. [84, 85] Auf konkordante Art und
Weise beeinflusst miRNA-499 das kardiale Wachstum. [66] Die Inhibition von miRNA-199b

in vivo fiihrt zu einer deutlichen Abnahme von Hypertrophie und Fibrose in Mausmodellen
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zur Herzinsuffizienz. [66] In einem Mausmodell der Herzinsuffizienz durch Druckiiberlastung
demonstrierten Rane et al. [86] eine Heraufregulation von miRNA-199a-5p. miRNA-23a wird
ebenfalls bei durch Druckiiberlastung induzierter Hypertrophie vermehrt exprimiert. [66]
Dartiber hinaus sind die miRNAs-100, -92 und -18b ebenfalls als Agonisten an der
Entstehung einer pathologischen Hypertrophie beteiligt. [87]

Als Teil der evolutionér konservierten miRNA-212/132-Familie ist die miRNA-132 ebenfalls
stark mit kardialer Hypertrophie assoziiert. [65] Unter hypertrophischen Stimuli wird die
Expression dieser miRNA-Familie in vitro und in vivo in Miusen induziert.[65] Ucar et al.
[65] stellten in einem transgenen Mausmodell dar, dass die Uberexpression von miRNA-
212/132 in Kardiomyozyten zu kardialer Hypertrophie fiihrt. Dies wird anhand der Analyse
von kardialen Stress-Markern, wie ANP, BNP und -MHC, welche drastisch erhoht waren,
deutlich. Dariiber hinaus wurde in der gleichen Studie gezeigt, dass miRNA-212/132 benotigt
wird, um tiberhaupt kardiale Hypertrophie in Méusen generieren zu konnen. [65] Daher waren
Maiuse, die durch eine kiinstlich erzeugte Mutation eine miRNA-212/132-Defizienz auf
beiden Allelen besallen, vor TAC-induzierter Hypertrophie geschiitzt. [65] Des Weiteren
wiesen diese Tiere weniger TAC-erzeugte Fibrose als Wildtyp-Tiere auf. Insgesamt ldsst sich
also feststellen, dass die miRNA-212/132-Familie bei Uberexpression nicht nur ausreicht, um
kardiale Hypertrophie zu induzieren, sondern auch eine Voraussetzung dafiir ist. [65] Dadurch
scheint die Inhibition von miRNA-132 ein potentiell interessanter Ansatz zur Verhinderung
der kardialen Hypertrophie zu sein. [65]

Das physiologische Wachstum des Herzens ist ebenfalls von Bedeutung, deshalb soll hier ein
kurzer Uberblick iiber die daran beteiligten miRNAs gegeben werden. Zirkulierende miRNAs
zeigten ein distinktes Muster als Reaktion auf sportives Training: miRNA-146a und miRNA-
222 waren durch akuten Sport vor und nach Ausdauertraining heraufreguliert, miRNA-21 und
miRNA-221 wurden nur nach akutem Training und nicht durch Ausdauertraining in ihrem
Niveau erhoht. miRNA-20a reagierte nur auf Ausdauertraining, wihrend miRNA-133a, -210
und -328 weder auf akutes Training noch auf Ausdauersport eine Verdnderung zeigten. [88,
89]

Nicht nur die Dysregulation von Kardiomyozyten ist ausschlaggebend fiir die Entstehung
einer Herzinsuffizienz, ebenso kommt es zu modifizierten Regulationsmustern von miRNAs
in Fibroblasten. Eine davon ist die miRNA-29, welche simultan mehrere Zielgene regulieren
kann, unter anderem Elastin, Kollagene und Fibrilline. [66, 90] Thum et al. [91] zeigten, dass
die Expression von miRNA-21 im versagenden Myokard vor allem in Fibroblasten stark

induziert wird. Durch die Inhibition dieser miRNA in vivo konnte eine kardiale Dysfunktion
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im Mausmodell durch Pressure-Overload verhindert werden. [91] Die Effekte von miRNA-21
sind jedoch noch vielfdltiger, auch eine Wirkung in Kardiomyozyten konnte dargestellt
werden: der Komplementérstrang miRNA-21* zeigt Potential als parakriner Signalmediator
im Hinblick auf Fibroblasten-induzierte kardiomyozytiare Hypertrophie [92]. Die Transfektion
von Kardiomyozyten mit einem miRNA-21*-Vorldufer fiihrt zu einer signifikant hoheren
ZellgroBe, wihrend die Transfektion mit miRNA-21 in dieser Hinsicht keinen Effekt zeigte
[92]. Festzuhalten ist, dass die miRNA-21 nicht nur direkt Einfluss auf die molekularen
Regulationsmechanismen des Herzens hat, sondern auch indirekt [92]: zum Beispiel die
Wirkung auf Herzmuskelzellen via Fibroblasten. Auch die wihrend ihrer eigenen
Stoffwechselprozesse  beteiligten  Partner, so zum Beispiel oben aufgefiihrter
Komplementirstrang, besitzen eigenes Einflussvermogen auf kardiales Zellwachstum. Um
also allen Wirkmechanismen der miRNA-21 auf die Spur zu kommen, ist es notwendig auch
ihre zunéchst als Abbau- oder Nebenprodukte vernachléssigten
Stoffwechselzwischenprodukte in die Gleichung mit einzubeziehen.

In einer Arbeit von Kumarswamy et al. [93] wurde der Einfluss der miRNA-212-Familie auf
Endothelzellen und die Angiogenese untersucht. Die Autoren konnten zeigen, dass eine
Inhibition von miRNA-212 die endotheliale Migration und die Formation von Kapillaren
selbst unter Stressoren aufrechterhalten konnte, wohingegen die Inhibition von miRNA-132 in
dieser Situation nicht den gleichen Effekt zeigte. [93] Dies deutet darauf hin, dass die beiden
miRNAs trotz ihrer Zugehdorigkeit zu einer Familie aufgrund der gleichen Keimsequenz, nicht
den gleichen Einfluss auf das Endothel haben. [93] Verantwortlich hierfiir ist unter anderem
eine zusidtzliche miRNA-Bindesequenz, die in miRNA-212 integriert ist, nicht aber in
miRNA-132. Dariiber hinaus zeigte sich, dass die Aktivierung der miRNA-212/132 Familie
von miRNA-30a-3p abhingig ist. [93] Die Inhibition dieser pro-angiogenetischen miRNA
[94] fiihrte zu einer Uberexpression von miRNA-212/132. [93] Eine Deletion von miRNA-
212/132 durch Knockout-Mause fiihrte zu einer Verbesserung der Endothelfunktion, sowie zu
einer erhohten Kapillardichte und Angiogenese in vivo. [93] Die Untersuchungen von
Kumarswamy et al. zeigten, dass vor allem miRNA-212 einen groBen Einfluss auf die

endotheliale Funktion hat, wahrend miRNA-132 immerhin marginale Effekte aufweist. [93]

1.2.2. miRNA-Inhibitoren

Die nachgewiesene Dysregulation von miRNAs in verschiedenen Krankheitsbildern fiihrt in

der Konsequenz zur Moglichkeit der Inhibition derselben, um so potentiell diese
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Krankheitsbilder therapeutisch zu modulieren.

Es gibt verschiedene Methoden um letztendlich die Translation einer bestimmten miRNA
gezielt in vivo zu hemmen. Chemisch modifizierte, -einzelstringige, gegenldufig
komplementire Oligonukleotide konnen einerseits an die reife miRNA binden und als
kompetitiver Inhibitor agieren, andererseits konnen sie auch an die Vorldufer-miRNA binden
und so deren Prozessierung verhindern. [31] Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass
diese antimiR genannten Oligonukleotide die Weiterverarbeitung oder den Transport der

Vorlauferstufen der miRNAs aus dem Zellkern storend beeinflussen. [31]

miRNA Inhibition
Single stranded miRNA
antimiR (ITTL_[TTN piRNA*
Antagomir miRNA
LI 1111115 (111l m@
cho cho
antimiR
LNA A iRNA
(NN ENERRE] — (1111 lllIIm ..
RISC antimiR
2*MOE 7
(NN EEERE RN
Enhanced &
translation
'ORF AAA 'OR}‘ AAA
Ribosome Ribosome

Abbildung 5: verschiedene Moglichkeiten zur Inhibition von miRNA. (modifiziert nach [31])

Die perfekte Komplementaritit der AntimiR-Oligonukleotid-Sequenz mit der entsprechenden

miRNA erlaubt ihnen, an ihre Ziel-miRNA zu binden und ihre Funktion zu beeinflussen.

Es sind verschiedene Arten von AntimiRs bekannt: die élteste AntimiR-Klasse ist das
Antagomir, ein cholesterinmodifiziertes 2°-O-methyl-phosphothioat Antisense
Oligonukleotid. [95] Es inhibiert miRNAs kompetitiv, indem er sich an den reifen miRNA

Leitstrang anlagert, nachdem der RISC den Folgestrang enfernt hat. [95]

Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit einen gesamten miRNA-Signalweg zu blockieren.
[31] Dies wird erreicht durch das Beseitigen der gewiinschten miRNA, die verhindert, dass sie
an ihr jeweiliges mRNA-Ziel bindet. [96] Sharp und Kollegen berichteten bereits 2007 iiber
sogenannte miRNA Sponges, welche die Reduktion des miRNA-Niveaus induzierten. [95]
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Bei dieser Technik wird eine Serie von entweder perfekt oder imperfekt gepaarten
Bindestellen fiir eine spezifische miRNA an die 3°-UTR (untranslated region) der
Expressionskassette eines Reportergens eingefiihrt. [31, 95]

Die gebiindelten Bindestellen fungieren als kompetitive Inhibitoren und besetzen die
natiirlichen, auf die spezifischen miRNAs programmierten RISCs. [31] Dies reduziert effektiv
die Konzentration der programmierten RISCs die fiir eine Bindung an ihr natiirliches Ziel zur
Verfligung stehen, wodurch der inhibitorische Effekt einer spezifischen miRNA auf ihre Ziel-
mRNAs nachlésst. [31] Anstatt also einzelne Mitglieder einer miRNA-Familie gesondert zu
inhibieren, werden durch die Sponges alle Mitglieder einer miRNA-Familie auf einmal

beseitigt, da deren gleiche Bindungsstellen von den Sponges erkannt werden. [31]

Dariiber hinaus existieren Inhibitoren, welche chemisch durch die Locked Nucleic Acid
(LNA) Thiophosphat  Modifikation = gekennzeichnet sind, sowie die 2°‘-O-
methoxyethylphosphorothioat (MOE) Verdanderung der AntimiR-Oligonukleotide.

Die LNA, welche ein Nukleinsdureanalogon mit beispiellosen Hybridisierungsmdoglichkeiten
auf komplementdre DNA und RNA ist, stellt eine weitere Moglichkeit der miRNA-Inhibition
dar. [97, 98] Sie ist definiert als Oligonukleotid, welches ein oder mehrere LNA-Monomere
enthilt. Jene sind konstruiert als 2°-O,4‘-C-methylen-B-D-ribofuranosyl Monomere, das heif3t
die Grundstruktur der Ribose wird durch eine Methylen-Briicke, welche das 2‘-Sauerstoff-

Ende mit dem 4‘-Kohlenstoff-Ende verkniipft, verdndert. [97, 98]

Abbildung 6: LNA-Molekiil. (modifiziert nach [99])

Charakteristisch fiir die LNA ist ihre enge strukturelle Ahnlichkeit zu nativen Nukleinsiuren,
die unter anderem zu einer sehr guten Loslichkeit in Wasser und einer einfachen Handhabung
fithrt. [97] Eine automatisierte Herstellung ist genauso moglich, wie das Einschleusen in
Zellen mittels standardisierten Protokollen. Die Transfektion wird iiber kationische

Transfektionsreagenzien durch den geladenen Phosphathauptstrang in der Molekiilstruktur
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ermdglicht. [97] LNAs sind vielseitige und hochaffine Werkzeuge, um hochprizise
einzelstrdngige DNA und RNA zu erkennen. [97, 98] Um Oligonukleotide als Inhibitoren auf
molekularer Ebene verwenden zu konnen, ist eine erhebliche Serumstabilitit notig, was
bereits durch die Einfiihrung von zwei oder drei terminalen LNA Monomeren in einen DNA-
Strang erreicht wird. [97, 98] Damit ist eine wichtige Grundvoraussetzung fiir den
therapeutischen Einsatz von LNA bereits geschaffen. [97] Bisher sind drei verschiedene
Arten, durch die LNA inhibierend wirkt, beschrieben: als RNase H (endonukleolytische
Spaltung von RNA-Stringen), mittels sterischem (rdumlichem) Block und {iber die Inhibition
des Splicens (RNA-Prozessierung zur reifen mRNA). [97] Dariiber hinaus ist in klinischen

Studien bis dato iiber eine nur geringe Toxizitét berichtet worden. [98]

Im vorliegenden Modell wurde mit LNA-132 als miRNA-Inhibitor gearbeitet.

Die Nukleotid-Kernsequenz der reifen miRNA-132 ist im Mensch und in der Maus gleich
[100-107]: 5 - UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG - 3°.

Die Nukleotid-Sequenz der verwendeten LNA-132 nach Thum et al. [108] lautet:

5'- CGACCAUGGCUGUAGACUGUUA - chol - 3', wobei das ,,chol* fiir Cholesterin steht.

1.3. Etablierte Modelle der Herzinsuffizienz

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues Modell der hypertrophen Herzinsuffizienz
etabliert. Derzeit existieren fiir dieses Krankheitsbild Klein- und Groftiermodelle. Zu den
Kleintiermodellen gehoren vor allem Maus- und Rattenmodelle, wéhrend die Grofitiermodelle
vor allem an Schweinen, aber auch an Hunden und Schafen durchgefiihrt werden. [109-111]
Die Notwendigkeit von Tiermodellen in der Evaluation der Ursachen, klinischen
Eigenschaften und potentiellen therapeutischen Strategien eines Krankheitsbildes ist unter
anderem dadurch gegeben, dass addquate Therapiemdglichkeiten fiir gewdhnlich erst im
Tiermodell {berpriift werden miissen. Dies ist notwendig um pathophysiologische
Mechanismen, potentielle Nebenwirkungen und Risiken aufzukléren, sowie addquate
Dosierungen festzulegen, bevor Therapeutika in klinischen Studien untersucht werden. [109,
112]

Die ersten Tiermodelle der Herzinsuffizienz wurden in Ratten entwickelt, unter anderem weil
die Haltungskosten sehr viel niedriger sind als fiir Grof3tiere. Die neuesten technischen
Entwicklungen in Bezug auf Echokardiographie, MRT und Mikromanometer-Conductance

Katheter haben die Erfassung der kardialen Funktion in Nagetieren erheblich vereinfacht. Die
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chirurgische Expertise und Erfahrung, welche man erwerben muss, um Operationen am
offenen Thorax des Versuchstiers, beziechungsweise invasive himodynamische Messungen
durchzufiihren, ist in Ratten weniger anspruchsvoll als in Méusen. [111] Zusitzlich ist durch
die etwa 10-fach grofBere Herzmasse von Ratten eine groBere Anzahl von histologischen oder
molekularbiologischen Analysen postmortem moglich. [111] Es gibt verschiedene Modelle
der Herzinsuffizienz in der Ratte, unter anderem das der Koronarligatur [113] und genetische
Modelle der Hypertension mit konsekutiver Herzinsuffizienz (Dahl salt-sensitive rat /
spontaneously hypertensive heart failure-prone rat). [111, 114, 115] Jedoch ist festzustellen,
dass invasive kardiologische Messungen nur einmal mdglich sind und es dariiber hinaus nur
relativ wenige transgene Modelle im Vergleich zur Maus gibt. [111]

In Bezug zur vorliegenden Arbeit sind die Modelle der Herzinsuffizienz durch Pressure-
Overload, also durch Druckiiberlastung am meisten von Interesse. Hierzu existiert eine
Vielzahl an operativen Methoden um diese Druckiiberlastung zu induzieren. Am
verbreitetsten ist jedoch das Banding der Aorta ascendens. Bei dieser Form wird eine Ligatur
um die Aorta ascendens von 3-4 Wochen alten Ratten gelegt, wodurch diese im Laufe ihres
Wachstums graduell mehr Pressure-Overload entwickeln. [111] Ein besonders
hervorzuhebender Vorteil bei dieser Art der Druckiiberlastung ist, dass sie graduell zunimmt,
sodass auch der Ubergang von kompensierter Hypertrophie zu dekompensiertem
Herzversagen flieBend ist. Dadurch wird dieses Modell potentiell klinisch relevanter im
Hinblick auf die dhnliche Progression der Herzinsuffizienz im Menschen. [111]

Auch in Miusen existiert eine Vielzahl von Herzinsuffizienzmodellen, die Vorteile dhneln im
Prinzip jenen der Rattenmodelle (geringe Kosten bei groferen Versuchstierzahlen, grofe Zahl
an verschiedenen Untersuchungsmodalititen), hervorzuheben ist jedoch die Verfiigbarkeit
einer groBen Anzahl von transgenen und knock-out Ziichtungen. Dariliber hinaus sind die
Haltungskosten fiir Méduse sogar noch geringer als fiir Ratten. [111] Bei den Mausmodellen ist
neben diversen anderen Modellen zur Erzeugung einer Herzinsuffizienz, wie dem Ischdmie-
Reperfusionsmodell oder den genetische Modellen, vor allem das Modell der
Druckiiberlastung (TAC = transverse aortic constriction) von Interesse. [65, 112] Es wurde
zuerst von Rockman et al. [116, 117] beschrieben und hat den grof3en Vorteil, dass es mdglich

ist den Druckgradient iiber der Aortenstriktur zu quantifizieren. [111]
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Abbildung 7: Transverse aortic constriction (TAC) Modell in der Maus. (modifiziert nach [118])

Im Unterschied zu dem oben beschriebenen Pressure-Overload-Modell der Ratte tritt hier
jedoch die Druckiiberlastung sehr plotzlich ein. [111] Hieraus resultiert innerhalb kurzer Zeit
eine linksventrikulire Hypertrophie, was dieses Modell zu einer exzellenten Wahl macht,
mochte man pharmakologische oder molekulare Interventionen untersuchen, welche anti-
hypertroph wirken. [111]

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Modelle in der Ratte eher zur Erprobung neuer
pharmakologischer oder molekularer Agenzien fiir die Therapie der Herzinsuffizienz geeignet
ist, wihrend die Mausmodelle, insbesondere die transgenen, vor allem fiir die
Grundlagenforschung geeignet sind, besonders fiir die Identifikation wichtiger Gene oder
Proteine als Baustein von neuen molekularen oder pharmakologischen Substanzen. [111]
Signifikante Unterschiede zwischen Mensch und Maus existieren jedoch vor allem was die
Herzfrequenz, den Sauerstoffverbrauch, die Verteilung von Adrenorezeptoren und die
Reaktion auf den Verlust von regulatorischen Proteine betrifft. [110]

Auch die Expression kontraktiler Proteine ist speziesspezifisch, was anhand der
vorherrschenden Myosin-Isoformen belegbar ist. [110] Nicht zuletzt zeigt sich ein signifikant
unterschiedlicher Phanotyp zwischen Stammzellen von Méusen und Menschen. [110]
GroBtiermodelle hingegen sind durch eine groBe Ubereinstimmung das Verhiltnis Herz-/
Korpergewicht und das gesamte Herzkreislaufsystem betreffend, pridestiniert fiir die
kardiovaskuldre Forschung. Insgesamt dhnelt die Physiologie, Funktion und Anatomie von
Grofitieren der des Menschen sehr. [109, 110]

Besonders das Schwein ist als Modell in der Herzkreislaufforschung von groB3em Interesse, da
es wie der Mensch wenig priformierte Kollateralen aufweist und die koronararterielle

Anatomie von groBtmdglicher Ahnlichkeit mit derjenigen des Menschen ist. [110] Dariiber
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hinaus hat das Schwein als Grofitiermodell vor allem den Vorteil, dass auch viele
molekularbiologische und andere physiologische, myokardiale Prozesse denjenigen im
Menschen sehr nahe sind. [109] Das Myokard des Schweineventrikels exprimiert auf nahezu
demselben Niveau wie das des Menschen das Molekiil B-Myosin Heavy Chain (B-MHC).
[109] Die Herzfrequenz ist in Ruhe beim Schwein nur geringfiigig hoher als beim Menschen,
ebenso der LVP. [109, 119, 120] Ebenso wie der Mensch, hat auch das Schwein eine grofie
funktionelle Reserve in Bezug auf die Herzfrequenz. [109, 121] Dariiber hinaus haben auch
Schweine eine positive Kraft-Frequenzbeziehung, wie oben als Bowditch-Effekt beschrieben

wurde. [109]

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Modell der Herzinsuffizienz im Schwein durch
Druckiiberlastung, das sogenannte pTAC-Modell analysiert, wobei diesem Modell alle oben

genannten Eigenschaften von Schweinemodellen zu Gute kommen.

1.4. Fragestellung

In der hier vorliegenden Doktorarbeit wurde erstmals ein perkutanes Modell der kardialen

Hypertrophie am Schwein etabliert.
In diesem Modell wurde folgende Fragestellung untersucht:

1. Inwieweit wirkt sich die akute Druckbelastung im chronischen Verlauf auf die globale
Herzleistung und Druckentwicklung aus.

2. Inwieweit zeigt der MicroRNA-Inhibitor LNA132 eine antagonisierende Wirkung auf
die pTAC induzierte kardiale Hypertrophie.
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2. Material und Methoden

2.1. In-vivo Experiment

2.1.1. Versuchstier: Deutsches Landschwein

Alle Versuchstiere der Rasse Deutsches Landschwein wurden nach den Richtlinien des
Deutschen Tierschutzgesetzes gehalten. Die Studie wurde von der Regierung Oberbayern
genehmigt (Aktenzeichen 141-11). Die Versuchstiere wurden im Walter-Brendel-Zentrum in
GrofBhadern gehalten, wo sie durch ausgebildete Versuchstierpfleger betreut wurden. In den
dortigen Raumlichkeiten erfolgten mit Unterstiitzung des Instituts auch die Versuche. Die
Tiere waren méannlich, kastriert, zu Versuchsbeginn drei Monate alt und etwa 20 Kilogramm
schwer. An Tag 28 betrug das Gewicht im Durchschnitt 45 Kilogramm und an Tag 56
durchschnittlich 85 Kilogramm.

Die Gruppenstruktur der Versuchstiere wird aus nachfolgender Tabelle ersichtlich:

Gruppe sham pTAC pTAC/LNA-132 pTAC/LNAscr
n= 6 6 6 6

2.1.2. Versuchsdurchfiihrung

Tag 1 Tag 28 Tag 56
I I I Tage
Stent-Implantation Myokardiale Funktion Myokardiale Funktion
Myokardiale Funktion Interventionsgruppe: Gewebeentnahme
Interventionsgruppe: Applikation mIRNA-
Applikation miIRNA- Inhibitor
Inhibitor

Abbildung 8: Darstellung des Versuchsablaufs iiber 56 Tage im pTAC-Modell im Schwein.

Die Versuchstiere erhielten vor Versuchstag 1 (day 0) iiber drei Tage hinweg insgesamt 300
mg Clopidogrel (Plavix 75 mg, Bristol-Myers Squibb, New York, USA) als Loading Dose
und wihrend der ersten vier Wochen eine Erhaltungsdosis von 75 mg tdglich. Die Narkose

wurde an allen Versuchstagen durch eine intramuskuldre Bolusgabe von Narkosegemisch
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eingeleitet. Die Darstellung der verabreichten Medikamente erfolgt in Tabellen nach Teresa

Trenkwalder.

Narkosekombination

Azaperon (Stresnil) 10 mg/kg KG Janssen-Cilag, Neuss,
Deutschland

Ketamin 20 mg/kg KG Inresa Arzneimittel,
Freiburg, Deutschland

Atropin 0.02 mg/kg KG Atropinsulfat-Losung 0.5
mg/ml, Fresenius Kabi,
Bad Homburg,
Deutschland

Im Anschluss daran wurde ein Zugang iiber die Ohrvene etabliert und die Narkose vertieft.

Narkosevertiefung

Midazolam 0.5 mg/kg KG Midazolam ratiopharm
5 mg/3ml, Ratiopharm
GmbH, Ulm,
Deutschland

Fentanyl 0.05 mg/kg KG Fentanyl-Janssen

0.5 mg, Janssen-Cilag,
Neuss Deutschland

Nach endotrachealer Intubation (Hi-Lo Oral/Nasal Tracheal Tube, Mallinckrodt, Covidien,
Dublin, Irland) wurde das Versuchstier mit Raumluft und Sauerstoff beatmet (Servo
Ventilator 900C, Siemens-Elema, Schweden), wobei die Sauerstoffséttigung im Blut per
Pulsoxymeter (Ohmeda Biox 3700e Puls-Oximeter, Chalfont St Giles, Grofbritannien)
iiberwacht wurde. Die Narkose wurde mit 10 mg/kgKG/h Propofol (Recofol 20 mg/ml,
CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland) aufrechterhalten. Das EKG (Sirecust 304
D, Siemens, Miinchen, Deutschland) wurde nach Einthoven {iiber 3 Klebeelektroden
abgeleitet.

Sodann erfolgte die Préparation der Versuchstiere, welche mit der Kaniilierung der
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rechtsseitigen Arteria carotis und Vena jugularis externa begann. An Versuchstag 1 (day 0)
wurde die Vene mit einer 11F Katheterschleuse, die Arterie hingegen mit einer langen 10F
Katheterschleuse kaniiliert (beide Radiofocus Introducer 11, Terumo, Tokyo, Japan). Uber den
groflen arteriellen Zugang erfolgte in der unten geschilderten Weise die Implantation des
Reduktionsstents.

Vor der Platzierung der Katheterschleusen in die Gefdlle erfolgte die Gabe eines Heparin-
Bolus (Heparin-Natrium 25000 LE./5 ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
von 20.000 IE intravends zur Antikoagulation.

Die Schleuse des arteriellen Zugangs wurde in der unter 2.1.3. geschilderten Weise mit dem
Druckabnehmer konnektiert um den Aortendruck zu messen.

Anschlieend wurde die linksventrikuldre Druckkurve mithilfe eines Messkatheters (7.0 F
VSL Pigtail-No Lumen, Transsonic Scisense Inc., Ontario, Canada) aufgezeichnet, an
Versuchstag 1 (day 0) vor und direkt nach Implantation des Reduktionsstents, sowie jeweils
einmal an Versuchstag 28 (day 28) und 56 (day 56). Nach der ersten Druckmessung im linken
Ventrikel erfolgte die Implantation des Reduktionsstents (Stent Aortico SA-R D, PFM, La
Paz, Bolivien) iiber eine 10F Schleuse in die Aorta descendens, wodurch eine Verringerung
der Aortenfliche um 60 % induziert wurde. Durch diese, von uns hervorgerufene,
Nachlasterhohung stieg der Aortendruck vor der Stenose deutlich an (vgl. 3.1.1.1.). Nach
Durchfiihrung der himodynamischen Analysen wurde den Tieren der Interventionsgruppe
jeweils an Versuchstag 1 (day 0) und 28 (day 28) ein miRNA-Inhibitor (je 15 mg LNA-132 in
15 ml NacCl) appliziert. Zwei Drittel der Dosis wurden in die LAD injiziert, ein Drittel in den
RCX. Die Tiere der entsprechenden Vergleichsgruppe erhielten jeweils die gleiche Dosis
scrambled LNA (LNAscr). Am Ende der Intervention an Versuchstag 1 (day 0) und 28 (day
28) erhielten die Tiere jeweils 250 mg Cefuroxim (Cefuroxim Hikma, Hikma Farmaceutica,
Terrugem, Portugal) zur Infektionsprophylaxe intravends, anschlieBend wurden die
Katheterschleusen gezogen und eine subkutane, sowie kutane Naht (Supolene 3.5/0, Resorba,
Niirnberg, Deutschland) zum Wundverschluss durchgefiihrt. Im Anschluss an die
Narkoseausleitung wurden die Tiere wieder in die Stille zuriick gebracht.

An Versuchstag 56 wurde nach der Messung der hdmodynamischen Parameter das Herz
durch eine intrakardiale Injektion von 20 ml KCIl (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland) zum Stillstand gebracht. Darauthin wurde es entnommen und senkrecht zur
langen Herzachse in etwa 1 cm dicke Scheiben geschnitten.

Aus diesen wurden wiederum nach einem standardisiertem Protokoll (vgl. Abb. 10) 36

Gewebeproben aus dem linken Ventrikel zur weiteren histologischen und
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molekularbiologischen Untersuchung genommen und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°

C aufbewahrt.

2.1.3. Messung hiimodynamischer Parameter

Die Messung der hdmodynamischen Parameter fand an allen drei Versuchstagen statt. An
Versuchstag 1, als Baseline-Messung einmal vor und einmal nach Stentimplantation, sowie
nach 28 bezichungsweise 56 Tagen, jeweils nach Priparation der Versuchstiere wie oben
beschrieben.

Zunéchst erfolgte die Messung der Aortendruckkurve iiber die arterielle Schleuse, welche
direkt im Anschluss an die Kaniilierung der A. carotis distal iiber einen Dreiwegehahn mit
einem auf Herzhohe des Tieres angebrachten Druckabnehmer verbunden wurde (CardioSOFT
3.1.5, SonoMetrics, Ontario, Kanada). Das System wurde mit NaCl 0,9 % (B. Braun,
Melsungen, Deutschland) gespiilt, luftleer gehalten und anschlieBend mit dem umgebenden

Luftdruck als Referenz auf 0 mmHg geeicht.

AnschlieBend wurde der Druck im linken Ventrikel {iber einen Messkatheter (7.0 F VSL
Pigtail, Transsonic Scisense Inc., Ontario, Kanada) gemessen, welcher iiber die arterielle
Schleuse in den linken Ventrikel eingebracht wurde und distal direkt mit dem Messrechner
(ADV500 PV System, Transsonic Scisense Inc., Ontario, Kanada) verbunden war. Die
korrekte Lage der Katheterspitze im Ventrikel wurde unter Durchleuchtung via C-Bogen
(Exposcop 8000, Instrumentarium Imaging Ziehm GmbH, Niirnberg, Deutschland) und
anhand der aufgezeichneten Druckkurve (ADV500 PV System, Transsonic Scisense Inc.,

Ontario, Kanada) iiberpriift.

Die Analyse des linksventrikuldren enddiastolischen Drucks und der linksventrikuldren
Kontraktilitdt dienen der Beurteilung der globalen Myokardfunktion. Um ersteren zu erfassen,
wurde der LVP nach der Zeit abgeleitet und somit der dLVP/dt berechnet [122] (7.0F VSL
Straight, Transsonic Scisense Inc., Ontario, Kanada).

Der LVEDP wurde anhand des aufgezeichneten Kurvenverlaufs des dLVP/dt orientierend
nach den Ergebnissen von Heimisch et al. ausgewertet, hierbei gilt der maximale Anstieg der
Kurve als Korrelat des LVEDP, die erhaltenen Werte wurden anhand des ebenfalls
korrelierenden EKGs (R-Zacke) iiberpriift. Der dLVP/dt (kurz dP/dt) gibt wiederum
Aufschluss iiber die maximale Druckanstiegs- beziehungsweise Druckabfallsgeschwindgkeit,
welche jeweils mit der Kontraktilitdts- beziehungsweise Relaxationsfahigkeit des Myokards

in der linken Kammer korreliert.
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Dartiber hinaus wurde die Ejektionsfraktion des linken Ventrikels analysiert. Sie gibt vor
allem Hinweise iliber die systolische Funktion des Herzens. Sie wird errechnet aus der
Differenz der planimetrisch ermittelten endsystolischen und enddiastolischen Flachen mithilfe
der durchgefiihrten Laevokardiographien. Diese wurden via Pigtail-Katheter (7.0 F VSL
Pigtail, Transsonic Scisense Inc., Ontario, Kanada) im linken Ventrikel dokumentiert, die
Angiographie erfolgte wiederum wie oben genannt mittels C-Bogen (Exposcop 8000,
Instrumentarium Imaging Ziehm GmbH, Niirnberg, Deutschland). Die Planimetrie wurde
mittels der Software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)
durchgefiihrt.

Die Beurteilung der regionalen Myokardfunktion erfolgte mittels Sonomikrometrie nach Hagl
et al. [123] (SonoMetrics, Ontario, Kanada) an Tag 56. Nachdem die Tiere in tiefer Narkose
mit Pancuronium (Pancuronium Inresa 4 mg/2 ml, Inresa Arzneimittel, Freiburg,
Deutschland) relaxiert wurden, erfolgte zunichst die Sternotomie zur Erdffnung des Thorax
und anschliefend die Inzision und Aufspannung des Perikards. Darauthin wurden die
piezoelektrischen Kristalle (2mm Round Crystals For Large Animals, SonoMetrics, Ontario,
Kanada) via Stichinzision (Disposable Scalpel No. 11, Feather Safety Razor Co., Japan)
jeweils in das Gebiet der LAD, beziehungsweise des RCX eingebracht. Die Messung der
Segmentverkiirzung des Herzmuskels erfolgte zuerst in Ruhe, als Baseline der regionalen
Myokardfunktion und im Anschluss daran unter rechtsatrialer Schrittmacherstimulation von
120 und 150 Schldgen pro Minute.

Zuvor wurde die korrekte Lage der Schrittmacherelektroden unter Durchleuchtung (Exposcop
8000, Instrumentarium Imaging Ziehm GmbH, Niirnberg, Deutschland) und anhand des
abgeleiteten EKGs tiberpriift.

Je nach Ausmal} der lokalen Myokardschddigung ist die Segmentverkiirzung mehr oder
weniger stark eingeschriankt, sie wird ausgedriickt als prozentuale Verdnderung der
Segmentldnge (% SS) der Kardiomyozyten. Die enddiastolische und endsystolische
Segmentldnge ergeben, zueinander ins Verhéltnis gesetzt, folgende Formel zur Berechnung

der Segmentverkiirzung: % SS = (EDL — ESL) / EDL x 100.

Durch die subendokardiale Einbringung zweier piezoelektrischer Kristalle wird die
Verdnderung der Ultraschalllaufzeit zwischen den Kristallen als Korrelat der
Segmentverkiirzung wihrend der Herzaktion ermittelt. Sie werden in einem Abstand von etwa
1,5 cm zueinander positioniert und fungieren als Transceiver (abwechselnd Sender und

Empfénger). Die Ultraschalllaufzeit wird bei bekannter Laufzeit des Schalls in biologischen
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Matrices (1540 m/s) in die zuriickgelegte Distanz umgerechnet. Die Kontraktion des
Myokards bedingt eine diskrete Messverzogerung bei der Ansteuerung der Kristalle, woraus
eine vernachldssigbar kleine ortliche Unschdrfe bei der Messung der Segmentverkiirzung
entsteht. Durch die Messung der Ultraschalllaufzeit alle 15 ns kann eine Aufldsung der

Sonomikrometrie von 24 um erreicht werden.

Diastole
Epikard Endokard N
Systole

Epikard

Endokard

Abbildung 9: Schematische Darstellung der piezoelektrischen Kristalle im Myokard zur Durchfiihrung
der Sonomikrometrie. (modifiziert nach Robert Vachenauer)

Die oben genannten Parameter Aortendruck, LVP und Segmentverkiirzung wurden zeitlich
korrelierend mit dem EKG aufgezeichnet. Alle einzelnen Parameter wurden jeweils iiber eine
Minute im Verlauf aufgezeichnet und im Anschluss daran, gemittelt {iber fiinf représentative

Herzschlédge, ausgewertet.
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2.2. Histologie und Molekularbiologie

Fiir alle Farbungen wurden 5 pm dicke Kryoschnitte (Kryotom, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) nach folgendem Schema angefertigt: Quer zur apikalen Langsrichtung
wurde das Herz in fiinf horizontale Schnittebenen geschnitten. Danach wurde der linke
Ventrikel beginnend am Apex, standardisiert in 36 Proben im Uhrzeigersinn aufgeteilt. Fiir
die Farbungen wurden jeweils 2 repriasentative Proben (Nr. 9 und 13, vgl. exemplarisches
Schema von 2 Schnittebenen) aus dem LAD- beziehungsweise RCX-Areal gewihlt. Pro
Objekttrager (Thermo Scientific Superfrost ® Plus Menzel GmbH & Co KG Braunschweig,
Deutschland) wurden davon jeweils drei Schnitte aufgezogen und diese wurden dann bei - 80°
C zwischengelagert. Je nach Féarbung wurden Fluoreszenz- oder Durchlichtfotografien
angefertigt und ausgewertet. Die Darstellung der verwendeten Materialen erfolgt in Tabellen

nach Teresa Trenkwalder.

’% RCX
AR\
- Qmi”

a% RCX
VAR
LAD dg

Abbildung 10: Exemplarische Ansicht von 2 Schnittebenen des standardisierten Protokolls zur
Gewebeentnahme am Herz (dargestellt nach Rabea Hinkel).



2.2.1. Kardiomyozytengrof3e

Nachdem bereits im Mausmodell eine Zunahme des kardiomyozytéren Durchmessers nach
TAC gezeigt wurde [65], untersuchten wir auch in dieser Arbeit die Auswirkungen von
Pressure-Overload auf die Grof3e der Herzmuskelzellen als Korrelat der Hypertrophie. Hierfiir
benutzten wir die Wheat Germ Agglutinin (WGA) Féarbung nach folgendem Protokoll

(modifiziert nach Andrea Marion, University of Illinois - Chicago):

Materialien:

Chemikalien

Aceton 4° C Merck, Whitehouse
Station, USA

Wheat Germ Agglutinin 100 pg/ml  Invitrogen GmbH,

Alexa Fluor ® 488 Conjugate Karlsruhe, Deutschland

CaCl, 1 mM Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe,
Deutschland

Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories,

with DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) Burlingame, USA

PBS siche Pecam-Farbung

Methode:

e Kryoschnitte auftauen lassen

e 10 min in Aceton fixieren

e 3 x 10 min in PBS waschen

e 60 min mit WGA - Antikérper und CaCl, in PBS inkubieren
e 3 x 10 min in PBS waschen

e Mit DAPI einbetten

Direkt im Anschluss wurden die Bilder unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet
(AxioVision, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und fotografiert (AxioVision Rel.4.8., Zeiss,
Oberkochen, Deutschland). Ausgewertet wurden die Bilder ebenfalls mit der AxioVision
Rel.4.8. Software, hierfiir wurde standardisiert die Flache aller Zellen pro definiertem 5 x 5
um-Rahmen vermessen. Wie oben beschrieben, wurden jeweils 2 Proben a 3 Objekttriger mit
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je 3 Schnitten mit jeweils 3-5 Mikroskopbildern untersucht, dies entspricht fiir die WGA-

Farbung mehr als 1000 analysierten Zellen.

2.2.2. Mikrozirkulation

Die Analyse der Kapillarisierung des linken Ventrikels erfolgte anhand der Pecam-1-Farbung
fiir CD31, welche Kapillaren fluoreszenzmikroskopisch rot darstellt. Die Fluoreszenz entsteht
durch entsprechend markierte Antikorper, welche an die Antigene auf den Kapillaren binden.
Korrelierend erfolgte die Analyse der Gefédfreife durch die Darstellung der Perizyten in der
NG2-Farbung. Das verwendete Protokoll wurde speziell fiir Kryoschnitte von

Schweineproben nach Teresa Trenkwalder modifiziert.

Materialien:

PBS

NaCl 8g B. Braun Melsungen AG,
Melsungen Deutschland

KCl 02¢g Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe,
Deutschland

Na,HPO, 1.44 g Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe,
Deutschland

KH,PO;4 024 ¢ Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe,
Deutschland

Aqua dest. 1000 ml

Blocking Solution

Bovine Serum Albumine (BSA) 2% Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland

Triton-x-100 0.2% Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland

Gelost in PBS
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Antikorper

CD31/Pecam-1/Rabbit IgG 1:50
in Blocking Solution
[Primary Antibody]

Anti-Goat [gG-R (Donkey) 1:50
in Antibody Diluent
[Secondary Antibody]

Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland

Chemikalien und Zubehor

Aceton 4° C

Hydrophober Stift (Dako Pen)

Vectashield Mounting Medium
with DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Merck, Whitehouse
Station, USA

Dako, Hamburg,
Deutschland

Vector Laboratories,
Burlingame, USA

Methode:
1. Objekttrager mit Gewebeproben fiir 15 min in Aceton 4° C fixieren
2. Objekttriager trocken tupfen
3. Gewebe mit Dako Pen einkreisen
4. 30 min in der Blocking Solution inkubieren
5. Primary Antibody in Blocking Solution auf die Objekttréger pipettieren, bei 4° C {iber

Nacht einwirken lassen

6. 3 mal 10 min in PBS waschen

7. Secondary Antibody in Antibody Diluent aufpipettieren, fiir 2 h bei Raumtemperatur

stehen lassen
8. 3 mal 10 min in PBS waschen

9. Mit DAPI einbetten

Um einen Riickgang der Fluoreszenz zu vermeiden, wurden die Gewebeproben direkt im

Anschluss unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet (AxioVision, Zeiss, Oberkochen,
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Deutschland) und fotografiert (AxioVision Rel.4.8., Zeiss, Oberkochen, Deutschland).

Daraufhin wurden die Kapillaren standardisiert am Computer ausgezahlt.

2.2.3. Quantifizierung der Fibrose

Um die makroskopisch sichtbare Fibrose der gewonnenen Gewebeproben quantifizieren zu
konnen, wurde bei standardisiert ausgewihlten Proben, welche jeweils den linken Ventrikel
im LAD- beziehungsweise RCX-Areal reprédsentieren, die Sirius Red Fiarbung durchgefiihrt.
Diese stellt kollagendse Strukturen rot dar, Zellstroma ist gelb gefarbt und Zellkerne werden
mithilfe der Himalaun-Gegenfarbung blau prisentiert. Auf diese Art und Weise erhélt man
nicht nur Aufschluss iiber die Lokalisation der fibrotischen Areale im linken Ventrikel,
sondern auch {iiber dessen Fibrosegehalt. Das verwendete Protokoll wurde speziell fiir

Kryoschnitte nach Hanke Mollnau modifiziert.

Materialien:

Bouin-Losung

Gesittige wissrige Pikrinsdurelosung 15 ml Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland
Eisessig I ml Merck, Whitehouse

Station, USA

Formol 5 ml Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Chemikalien

Sirius Red Polysciences Inc.,

Warrington, USA

HCI Merck, KGaA
Darmstadt, Deutschland

Héamalaun Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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Xylol Merck, KGaA
Darmstadt, Deutschland

Entellan Euromex, Bratislava,
Slowakei

Methode:

1. Die Gewebeproben werden fiir eine Stunde in Bouin-Ldsung in den Inkubator (37° C)

verbracht.
2. AnschlieBend fiir eine Stunde in 0.1% Sirius Red/ Pikrinséure-Losung belassen.
3. Kurze Uberfiihrung in 0.01 N HC1 um Uberfirbungen zu vermeiden.
4. Kurz in Aqua dest. reinigen
5. Kernfarbung in Hamalaun fiir 5 Minuten
6. 5 Minuten flieend wéssern
7. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe:
e EtOH 70% kurz eintauchen
e EtOH 96% 3 Minuten
e EtOH 100% 3 Minuten
e EtOH 100% 3 Minuten
e EtOH 100% 2 Minuten
e Xylol 10 Minuten

8. Einbettung in Entellan

Anschlieend wurden die Gewebeproben unter dem Lichtmikroskop (AxioVert 100, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) in 2-facher VergroBerung betrachtet und fotografiert (AxioVision
Rel.4.8, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Darauthin wurde die Fibrosequantifizierung nach
einem standardisierten Protokoll mit den Bildbearbeitungsprogrammen Image J und Gimp

(GIMP Development Team) durchgefiihrt.
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2.3. Statistik

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (standard error of the mean,
SEM). Signifikante Unterschiede wurden mittels ungepaarter t-Tests, ANOVA-Analysen,
Bonferroni-Tests und Multivariatanalysen berechnet. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert
< 0.05 festgelegt und entsprechende Ergebnisse in den Abbildungen mit einem (*) markiert.

Hochsignifikante Ergebnisse (p < 0.01) wurden mit (**) versehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines neuen perkutanen Modells der Herzinsuffizienz
durch Pressure Overload

3.1.1. Himodynamik

3.1.1.1. Aortaler Druck (AP)

Die Erfassung des Druckes in der Aorta erfolgte zur Uberpriifung des Modells und der
induzierten Stenose. Um die durch den Reduktionsstent induzierte Verringerung der
Aortenfliche um 60 % zu analysieren, wurde am Versuchstag 1 (day 0) der aortale Druck
direkt vor und nach der Stentimplantation, sowie jeweils einmal an Versuchstag 28 (day 28)
und 56 (day 56) bestimmt. Die GruppengroBe betridgt, wie fiir alle weiteren analysierten
Parameter, n = 6. Direkt nach der Stentimplantation kommt es zu einem Druckanstieg von
etwa 10 mmHg in der Aorta, genauer von 89.7 £ 2.5 mmHg auf 101.4 + 2.3 mmHg. Im
weiteren Versuchsverlauf steigt der Aortendruck auf 123.5 + 4.2 mmHg an Versuchstag 28.
An Versuchstag 56 kann eine hoch signifikante (p < 0.01) Erhéhung des aortalen Drucks auf

129.7 £ 2.1 mmHg im im Vergleich zur sham-Gruppe beobachtet werden.
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Abbildung 11: Zunahme des AP von 89.7 mmHg vor (day 0 pre-stent) Stentimplantation auf 101.4 mmHg
nach (day 0 post stent) Implantation des Reduktionsstents, sowie auf 123.5 mmHg an Versuchstag 28 (day
28), beziehungsweise 129.7 mmHg an Tag 56 (day 56). (n=6, Mean + SEM ** p < (.01 sham vs. pTAC day
56, pTAC day 0 post Stent vs. day 56)
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Abbildung 12: Druckabfall in der distalen Aorta (dist. Stent) versus erh6htem Druck in der proximalen
Aorta (prox. Stent).
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Abbildung 13: Druckgradient in der Aorta distal und proximal des Reduktionsstents.
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3.1.1.2.Globale Myokardfunktion

Im Rahmen der hdmodynamischen Analyse zur Funktionalitdt des porcinen Modells der
Druckiiberlastung am Herzen werden zur Beurteilung der globalen Myokardfunktion mehrere
Parameter erfasst. Dazu zdhlen unter anderem der linksventrikuldre enddiastolische Druck

(LVEDP) und die Ejektionsfraktion (EF).
3.1.1.2.1. Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck ist ein anerkannter Pridiktor fiir eine sich
entwickelnde Herzinsuffizienz. Die Versuchstiere zeigen einen Anstieg des LVEDP iiber den
Versuchszeitraum von 7.5 £ 0.5 mmHg an Versuchstag 1 (day 0) iiber 12.7 + 0.9 mmHg auf
13.1 £ 0.8 mmHg am letzten Versuchstag. Ein hoch signifikanter hoherer LVEDP in der
pTAC-Gruppe ergibt sich im Vergleich von Versuchstag 56 mit Versuchstag 1 (day 56 vs.
day 0), sowie zwischen der pTAC- und der sham-Gruppe an Versuchstag 56 (sham vs. pTAC,
day 56).
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Abbildung 14: Zunahme des LVEDP im Versuchsverlauf von 7.5 mmHg an Versuchstag 1 (day 0) iiber
12.7 mmHg an Versuchstag 28 (day 28) auf 13.1 mmHg an Versuchstag 56 (day 56). Signifikant hoherer
LVEDP in der pTAC-Gruppe (day 56 vs. day 0) und im Vergleich sham vs. pTAC (day 56). (n=6, Mean +
SEM ** p < 0.01)
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3.1.1.2.2. Kontraktion und Relaxation

Als Korrelat der Kontraktions- beziehungsweise Relaxationsgeschwindigkeit des Myokards
ist der linksventrikuldre Druck, abgeleitet nach der Zeit, ein wichtiger Bestandteil der Analyse
der globalen myokardialen Funktion. Insbesondere von Interesse ist die diastolische
Relaxationsfahigkeit. Im Versuchsverlauf zeigt sich eine Zunahme des dP/dty.x von 1710 +
149 mmHg/s iiber 1713 £ 130 mmHg/s auf 2299 + 140 mmHg/s. Am letzten Versuchstag
ergibt sich ein hoch signifikant groBerer dP/dtm.x in der pTAC-Gruppe vs. sham. Auch
verglichen mit dem Ausgangswert an Versuchstag 1 (day 0) ergibt sich ein signifikant hoherer
dP/dtyax innerhalb der pTAC-Gruppe. Der dP/dty,, wird im Versuchsverlauf hoch signifikant
negativer: von -1247 + 50 mmHg/s an Versuchstag 1 (day 0), iber -1217 + 166 mmHg/s, auf -
2223 £ 112 mmHg/s am letzten Versuchstag (day 56).
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Abbildung 15: Steigender dP/dt,,,x von Versuchstag 1 (day 0) bis Versuchstag 56 (day 56) in der pTAC-
Gruppe, mit hoch signifikant groBerem dP/ dt,,, an Versuchstag 56 (day 56). (n=6, Mean + SEM ** p <
0.01 pTAC vs. sham, * p < 0.05 pTAC day 0 vs. day 56)
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Abbildung 16: Steigender dP/dt,,;, von Versuchstag 1 (day 0) bis Versuchstag 56 (day 56) in der pTAC-
Gruppe, mit ebenfalls signifikant h6herem dP/dt,;, an Versuchstag 56 (day 56). (n=6, Mean + SEM ** p <
0.01 pTAC vs. sham, ** p < 0.01 pTAC day 0 vs. day 56)
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3.1.1.2.3. Ejektionsfraktion (EF)

Zuletzt wurde die Auswurffraktion als Parameter zur Beurteilung der globalen
Myokardfunktion herangezogen. Sie dient vordergriindig zur Analyse der systolischen
Funktion des linken Ventrikels. Deutlich sichtbar wird hier, dass die EF von einem normalen
Ausgangsniveau von 52.3 £ 0.5 % iiber 32.7 = 2.1 % auf 43.8 £ 0.2 % im Versuchsverlauf
absinkt. So ergibt sich an Versuchstag 56 (day 56) eine hoch signifikant geringere EF in der
pTAC- vs. in der sham-Gruppe, vergleicht man die EF in der pTAC-Gruppe zu Beginn des
Versuchs (day 0) mit dem letzten Versuchstag (day 56), so zeigt sich auch hier ein hoch

signifikanter Unterschied.
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Abbildung 17: Signifikante Abnahme der Ejektionsfraktion von 50.9 % gemessen an Versuchstag 1 (day
0), iiber 35.5 % auf 34.1 % an letzten Versuchstag (day 56). (n=6, Mean + SEM ** p < 0.01 pTAC vs.
sham day 56, ** p < 0.01 pTAC day 0 vs. day 56)
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3.1.1.3. Lokale Myokardfunktion

Die lokale oder regionale Myokardfunktion wird, wie oben beschrieben, als Verhiltnis der
endsystolischen zur enddiastolischen Segmentverkiirzung des Herzmuskels dargestellt. Sie
wurde am Versuchstag 56 in Ruhe als Baseline, sowie unter rechtsatrialer Stimulation bei
Werten von 120 und 150 Schldgen pro Minute (bpm) in LAD- sowie in RCX-perfundierten
Arealen des linken Ventrikels gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die Tiere einen
signifikanten Abfall der Segmentverkiirzung (SES) unter Schrittmacherstimulation aufweisen.
So verringerte sich die Segmentverkiirzung unter Stimulation mit einer Frequenz von 120 auf
19.2 + 1.7 % im Vergleich zu den 22.5 £ 1.2 % der Baseline. Bei 150 bpm betrug die
Segmentverkiirzung nur noch 12.3 £ 1.4 %. In der Graphik beigefligt sind jeweils

entsprechende Werte von Kontrolltieren (sham).
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Abbildung 18: Lokale Myokardfunktion, gemessen mittels Sonomikrometrie im Versorgungsgebiet der
LAD an Versuchstag 56 in Ruhe, sowie unter Schrittmacher-Stimulation mit 120 und 150 bpm. Es zeigt
sich eine Abnahme von 22.5 % SES in der Baseline auf 19.2 % bei 120 bpm, beziehungsweise 12.3 % bei
150 bpm, was einen hoch signifikanten Abfall vs. sham bei 150 bpm bedeutet. In der pTAC-Gruppe ergibt
sich eine signifikant geringere SES im Vergleich Baseline vs. 150 bpm. (n=6, Mean + SEM, ** p < 0.01
sham vs. pTAC bei 150 bpm, * p < 0.05 pTAC Baseline vs. 150 bpm)
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3.1.2. Hypertrophie

Zur Analyse der Hypertrophie als eine der zentralen, zu erwartenden Folgen im pTAC-

Modell, erfolgte die histologische Analyse mittels WGA-Féarbung.

Bereits rein optisch imponiert der deutliche Unterschied sowohl makro- also auch

mikroskopisch zwischen den Kontrolltieren und den druckiiberlasteten Tieren:

Abbildung 19: Axial entnommene Gewebeproben eines Sham Tieres (links) und eines pTAC Tieres
(rechts).

Abbildung 20: Kardiomyozyten eines Sham-Tieres (linkes Bild) im direkten optischen Vergleich mit
einem pTAC-Tier (rechtes Bild) dargestellt in der WGA-Féirbung (MaBstabsskala 100 zm).
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In der quantitativen Darstellung weist die sham-Gruppe mit einer mittleren
Kardiomyozytenfldche von 155.16 + 4.32 um deutlich geringere Werte auf als die pTAC-
Tiere, welche bei 258.39 = 8.97 um lagen.
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Abbildung 21: Hoch signifikante Flichenzunahme der Kardiomyozyten der pTAC Tiere (258.39 um? im
Vergleich zu den Sham-Tieren (155.16 pm?), dargestellt in der WGA-Firbung. (n=6, Mean + SEM ** p <
0.01 sham vs. pTAC)

Auch die Analyse des Verhéltnisses zwischen Herz- und Korpergewicht zeigte einen hoch
signifikanten Unterschied zwischen der pTAC- und der Sham-Gruppe: Bei den Sham Tieren
lag die HW/BW-Ratio bei 3.11 £+ 0.05, wihrend sie bei den pTAC Tieren bei 4.11 = 0.04 lag.
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Abbildung 22: Hoch signifikant groBere HW/BW-Ratio in der pTAC Gruppe (4.11) im Vergleich mit der
Sham Gruppe (3.11) (n=6, Mean + SEM ** p < 0.01 pTAC vs. sham)

45



3.1.3. Kapillarisierung

Zur Analyse der Kapillardichte und der Anlagerung von Perizyten wurden in oben
beschriebener Weise (vgl. 2.2.2.) Doppelimmunofluoreszenzfarbungen angefertigt, wobei
Pecam-1 als Marker fiir Kapillaren und NG2 als Nachweis fiir Perizyten analysiert wurde.
Hierbei zeigte sich, dass die Tiere der pTAC-Gruppe deutlich weniger Kapillaren (494.0 +
20.1) als die Sham Tiere (946.3 + 27.5) aufwiesen.

Auch die Anzahl der Perizyten verhielten sich dementsprechend und war in der Sham Gruppe

(640.8 = 29.4) hoher als in der Gruppe der druckiiberlasteten Tiere (317.1 &+ 10.2).

Abbildung 23: Sham in der oberen Zeile vs. pTAC unten. Links die Kapillaren in der Pecam-1-Féarbung,
in der Mitte die Perizyten in der NG2-Firbung, rechts merged mit DAPI.

1200 -
* %k
1000 -
* %

~ 800 -
£
~ 600 - y m PECAM-1
()]
= NG2
N 400 -

200 -

O T 1
sham pTAC

Abbildung 24: Abnahme der Kapillardichte in der pTAC-Gruppe (494.0) im Vergleich zur Sham Gruppe
(946.3) dargestellt durch die Pecam-1-Firbung, sowie der Perizyten in der pTAC-Gruppe (317.1) im
Vergleich zur Sham Gruppe (640.8) analysiert durch die NG2-Féarbung. (n=6, Mean + SEM ** p <0.01
sham vs. pTAC)
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3.1.4. Fibrose

Da der Fibrosegehalt des Ventrikels bedeutenden Einfluss auf dessen Elastizitit,
Kontraktions- und damit Pumpfihigkeit hat, wurde die Sirius Red Féarbung in der oben
beschriebenen Weise zur Quantifizierung der fibrotischen Anteile des linken Ventrikels
durchgefiihrt. Um Vergleichswerte zu definieren, wurde eine Gruppe gesunder Kontrolltiere
der gleichen Fiarbung und Analyse unterzogen. Dabei zeigte sich, dass im linken Ventrikel ein
Grundgehalt an Fibrose (sham) von 16.3 + 0.6 % vorhanden ist. Im Gegensatz dazu wiesen
die pTAC-Tiere ein deutlich hoheres Fibroseniveau von 26.4 + 0.6 % auf.

Auch hierbei zeigen sich bereits optisch deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen:
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Abbildung 25: Sirius Red Fiarbung bei einem sham-Tier (linkes Bild) im optischen Vergleich mit einem
PTAC-Tier (rechtes Bild), fibrotische Areale stellen sich rot dar (MaBstabsskala 100 gzm).
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Abbildung 26: Fibrosegehalt in Prozent Fliachenanteil am linken Ventrikel, quantifiziert durch die Sirius
Red Féirbung. Die pTAC Tiere weisen einen hoch signifikant hoheren Fibroseanteil (26.4 %) im Vergleich
zu den Sham Tieren (16.3 %) auf. (n=6, Mean + SEM ** p < 0.01 sham vs. pTAC)
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3.2. miRNA-132 Inhibition

3.2.1. Himodynamik

Das perkutane Modell der Herzinsuffizienz durch Druckiiberlastung (pTAC) wurde unter
anderem explizit daflir geschaffen, neue Therapieansitze der Hypertrophie-induzierten
Herzinsuffizienz in einem klinisch relevanten Ansatz zu erproben. In diesem Rahmen wurde
den Tieren der Therapiegruppe, wie oben beschrieben, ein miRNA-Inhibitor (pTAC/LNA-
132) verabreicht.

Die Therapiegruppe (pTAC/LNA-132) durchlief die gleichen Funktionsanalysen wie die
vorher beschriebenen Gruppen und wird in allen folgenden Abbildungen jeweils mit der

pTAC/LNAscr und der sham-Gruppe verglichen.

3.2.1.1. Aortaler Druck (AP)

Die Tiere der pTAC/LNA-132 Gruppe zeigten einen Anstieg des aortalen Druckes (AP) von
85.9 £ 2.5 mmHg pré-Stent (day 0 pre-Stent) auf 99.4 £ 3.5 mmHg post-Stent (day O post
stent). Der AP stieg im Versuchsverlauf an Versuchstag 28 (day 28) weiterhin auf 111.9 + 5.9
mmHg, respektive 127.9 = 6.3 mmHg an Versuchstag 56 (day 56). Beigefiigt sind jeweils die
entsprechenden Daten aus der pTAC/LNAscr und der sham-Gruppe.
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Abbildung 27: Zunahme des AP in der pTAC/LNA-132 Gruppe von 85.9 mmHg auf 99.4 mmHg nach
Implantation des Reduktionsstents, sowie auf 111.9 mmHg beziehungsweise 127.9 mmHg im
Versuchsverlauf verglichen mit sham und pTAC/LNAscr Tieren. (n=6, Mean + SEM)
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3.2.1.2. Globale Myokardfunktion

3.2.1.2.1. Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Die Tiere der pTAC/LNA-132 Gruppe konnten im Versuchsverlauf ithren LVEDP besser
konservieren. Es zeigte sich zwar ein signifikanter Anstieg des LVEDP in der pTAC/LNA-
132 Gruppe im Versuchsverlauf (day 0 vs. day 56). Jedoch ist der LVEDP am letzten
Versuchstag (day 56) dennoch signifikant weniger hoch als in der pTAC/LNAscr Gruppe. In
dieser Gruppe hatte sich im Versuchsverlauf ebenfalls ein signifikanter Anstieg des LVEDP
gezeigt. Der Anstieg in der pTAC/LNA-132 Gruppe erfolgt von 7.6 + 0.2 mmHg an
Versuchstag 1 (day 0) iiber 9.8 = 0.6 mmHg auf 10.5 + 0.6 mmHg am letzten Versuchstag
(day 56).

day 0 day 28 day 56

Osham MpTAC+ LNA.scr B pTAC + LNA-132

Abbildung 28: Der LVEDP kann in der pTAC/LNA-132 Gruppe auf einem signifikant niedrigeren Niveau
konserviert werden. Er steigt im Versuchsverlauf zwar signifikant an (day 0 vs. day 56), jedoch lediglich
von 7.6 mmHg iiber 9.8 mmHg auf 10.5 mmHg im Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe an. (n=6, Mean *
SEM, * p < 0.05 day 0 vs. day 56 pTAC/LNA-132, pTAC/LNA-132 vs. pTAC/LNAscr day 56)
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3.2.1.2.2. Kontraktion und Relaxation

Als Parameter fiir die Kontraktilitit, beziechungsweise die Relaxation verdndert sich der
dP/dtmax beziehungsweise dP/dtmi, im Versuchsverlauf in der pTAC/LNA-132 Gruppe nur
geringfligig: das Ausgangsniveau kann nahezu konserviert werden. So steigt der dP/dt,.x von
1508 + 186 mmHg/s iiber 1780 = 67 mmHg/s auf 1927 £ 221 mmHg/s. Der dP/dt,,;, verhélt
sich korrelierend: Er sinkt von -1193 + 106 mmHg/s auf -1504 + 237 mmHg/s und wird zum

Versuchsende wieder etwas positiver mit -1462 + 128 mmHg/s.
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Abbildung 29: dP/dt,,., im Versuchsverlauf. Signifikant geringere Zunahme am letzten Versuchstag (day
56) im Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe. (n=6, Mean + SEM, * p < 0.05 pTAC/LNA-132 vs.
pTAC/LNAscr, day 56)
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Abbildung 30: dP/dt,,, im Versuchsverlauf. Signifikant geringere Zunahme am letzten Versuchstag (day
56) im Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe. (n=6, Mean + SEM, * p < 0.05 pTAC/LNA-132 vs.
pTAC/LNAscr, day 56)
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3.2.1.2.3. Ejektionsfraktion (EF)

Als weiterer Parameter zur Beurteilung der globalen Myokardfunktion wurde wie oben
beschrieben die Auswurffraktion (EF) herangezogen. Hierbei wurde sichtbar, dass die LNA-
132 therapierten Tiere ihren Ausgangswert mit einer EF von 52.1 + 0.6 % nahezu beibehalten.
Im Versuchsverlauf nahm sie dann lediglich {iber 46.6 £ 1.7 % auf 48.9 = 1.0 % ab.

Innerhalb der pTAC/LNAscr Gruppe zeigt sich eine signifikante Abnahme der EF
imVersuchsverlauf. Im Vergleich mit der sham-Gruppe ergibt sich bei den pTAC/LNA-132
Tieren keine signifikante Reduktion der EF.
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Abbildung 31: Die Ejektionsfraktion in der pTAC/LNA-132 Gruppe ist am letzten Versuchstag (day 56)
signifikant hoher als bei den pTAC/LNAscr Tieren. Der Ausgangswert von 52.1 % kann im
Versuchsverlauf nahezu konserviert werden (48.9 % day 56). (n=6, Mean + SEM, * p < 0.05 pTAC/LNA-
132 vs. pTAC/LNAscr, day 56; day 0 vs. day 56 pTAC/LNAscr)
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3.2.1.3. Regionale Myokardfunktion

Bei der Analyse der regionalen Myokardfunktion zeigte sich, dass die mit LNA-132
therapierten Tiere die Segmentverkiirzung (SES) unter einer Stimulation von 150 Schligen
pro Minute erhalten, also ihre funktionelle Reserve bewahren konnen. Im Detail wiesen sie
eine Segmentverkiirzung von 26.3 % als Baseline auf. Unter rechtsatrialem Pacing bei 120

bpm zeigte sich eine Segmentverkiirzung von 26.2 % und bei 150 bpm 22.3 %.
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Abbildung 32: Lokale Myokardfunktion, gemessen mittels Sonomikrometrie an Versuchstag 56 in Ruhe,
sowie unter Schrittmacher-Stimulation mit 120 und 150 Schligen pro Minute. (n=6, Mean + SEM)
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3.2.2. Hypertrophie

Auch die Tiere der Therapiegruppe (pTAC/LNA-132) wurden der gleichen histologischen
und molekularbiologischen Analyse wie die pTAC Tiere und die sham-Tiere unterzogen.

So zeigte sich ebenfalls bereits optisch ein deutlicher Unterschied in der WGA-Farbung
zwischen der Grofe der Kardiomyozyten in der pTAC/LNAscr Gruppe und in der
pTAC/LNA-132 Gruppe.

Abbildung 33: Hypertrophierte Kardiomyozyten eines pTAC/LNAscr Tieres (links) im optischen
Vergleich mit einem Tier aus der pTAC/LNA-132 Gruppe (rechts). Dieses weist deutlich kleinere Zellen in
der WGA-Firbung auf (MaBstabsskala 100 zm).

In der quantitativen Darstellung der mittleren Kardiomyozytenfldche zeigt sich, dass die Tiere
der pTAC/LNA-132 Gruppe mit einem Wert von 189.87 £ 3.18 um eine hoch signifikant
geringere mittlere Kardiomyozytenfldche aufweisen, als die Tiere der pTAC/LNAscr Gruppe
(267.20 £5.71 um ) und damit fast auf dem Vergleichsniveau der sham-Tiere (155.16 +4.32
pum ) liegen.

300 -+ L

250 -~

200 -

150 -

100 -

Kardiomyozytenflache[um2]
wu
o

o

sham pTAC + LNA.scr  pTAC + LNA-132

Abbildung 34: Nahezu konservierte Kardiomyozytenfliche in der pTAC/LNA-132 Gruppe mit 189.87
pm?im Vergleich zur sham-Gruppe (155.16 pm?), hoch signifikant geringere Kardiomyozytenfliche im
Vergleich zu den pTAC/LNAscr (267.20 pm?) Tieren. (n=6, Mean + SEM ** p < (0.01 vs. pTAC/LNAscr)
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Auch die HW/BW-Ratio verhilt sich den Erwartungen entsprechend und weist ein signifikant
geringeres Ergebnis in der pTAC/LNA-132 Gruppe auf: 3.43 + 0.15 g/kg vs. 4.33 £ 0.13 g/kg
in der pTAC/LNAscr Gruppe. Verglichen mit der sham-Gruppe (3.11 £ 0.05 g/kg) ergibt sich
bei den pTAC/LNA-132 Tieren ein sehr dhnliches Ergebnis in der HW/BW-Ratio.
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Abbildung 35: Hoch signifikant geringeres Verhiltnis zwischen Herz- und Korpergewicht (HW/BW) in
der pTAC/LNA-132 Gruppe im Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe. (n=6, Mean + SEM * p < 0.05
pTAC/LNA-132 vs. pTAC/LNAscr)

3.2.3. Kapillarisierung

Neben der Kapillardichte wurde auch in der Therapiegruppe die GefalBreifung mit der
Anlagerung von Perizyten als Marker analysiert. Es zeigte sich eine starke Zunahme der
mittleren Kapillarenzahl (Pecam-1) in der pTAC/LNA-132 Gruppe (647.2 + 17.1) gegeniiber
der pTAC/LNAscr Gruppe (485.9 + 13.4). Auch die Perizyten (NG2) verhielten sich
konkordant und zeigten eine erhohte Prasenz in der pTAC/LNA-132 Gruppe (420.5 + 15.4)
im Vergleich zu den Tieren der pTAC/LNAscr Gruppe (311.3 = 10.5).
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Abbildung 36: pTAC/LNAscr in der oberen Ze
Pecam-1-Féirbung, in der Mitte die Perizyten in der NG2-Féarbung, rechts merged mit DAPI.
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Abbildung 37: Hoch signifikant hohere Kapillardichte in der pTAC/LNA-132 Gruppe (647.2) im
Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe (485.9) dargestellt durch die Pecam-1-Firbung, sowie der Perizyten
in der pTAC/LNA-132 Gruppe (420.5) im Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe (311.3) analysiert durch
die NG2-Firbung. (n=6, Mean + SEM ** p < 0.01 pTAC/LNA-132 vs. pTAC/LNAscr).
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3.2.4. Fibrose

Ebenso wurde das Gewebe der Tiere aus der pTAC/LNA-132 der Sirius Red Férbung
unterzogen, welche einen mittleren Fibrosegehalt nahe des Baseline-Wertes der sham-Tiere
(16.3 £ 0.6 %) aufwiesen, ndmlich 18.4 £ 0.8 %. Im Vergleich: in der pTAC/LNAscr Gruppe
liegt der mittlere Fibroseanteil bei 24.5 + 1.2 %.

Auch hier imponiert der optische Unterschied zwischen den Gruppen:

Abbildung 38: Sirius Red Féarbung bei einem pTAC/LNAscr Tier (linkes Bild) im optischen Vergleich mit
einem pTAC/LLNA-132 Tier (rechtes Bild), fibrotische Areale stellen sich rot dar (MaBstabsskala 100 zm).
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Abbildung 39: Fibrosegehalt in Prozent Flichenanteil am linken Ventrikel, quantifiziert durch die Sirius
Red Farbung. Die pTAC/LNA-132 Tiere weisen einen hoch signifikant niedrigeren Fibroseanteil (18.4 %)
im Vergleich zu den pTAC/LNAscr Tieren (24.5 %) auf. (n=6, Mean + SEM ** p < 0.01 pTACLNA-132
vs. pTAC/LNAscr)
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4. Diskussion

Es gelang uns ein neues, perkutanes Modell der Herzinsuffizienz durch Druckiiberlastung
(pTAC-Modell) zu etablieren. Dariiber hinaus konnten wir in unserem priklinischen
Grof3tiermodell zeigen, dass die Inhibition von miRNA-132 myokardiale Hypertrophie und
die Fibrosierung des Ventrikels effektiv verhindert, die Vaskularisierung verbessert, sowie die

kardialen Funktionsparameter nahezu auf physiologischem Niveau erhilt.

4.1. Das pTAC-Modell als neues translationales Grofitiermodell zur
Herzinsuffizienz

4.1.1. Vorteile eines Grofitiermodells

Eine Auswahl der vorhandenen Kleintiermodelle wurde bereits ausfiihrlich vorgestellt (vgl.
1.3.). Maus- oder Rattenmodelle sind high-throughput Modelle, in denen rasch eine Vielzahl
molekularer Mechanismen untersucht werden kann. Dariiber hinaus haben Kleintiermodelle
auch Nachteile - so ist es beispielsweise deutlich schwieriger, das notwendige chirurgische
Geschick fiir Eingriffe an den feinen Strukturen eines Méuseherzens zu erlangen. [111] Auch
um hdmodynamische Messungen durchzufiihren ist groe Expertise erforderlich. [111] Des
Weiteren ist das Probenmaterial, welches aus Kleintieren gewonnen werden kann, sehr
limitiert. Auerdem zeigen beispielsweise Miuse spezies-spezifische Stammzelltypen und
Expressionsmuster kontraktiler Proteine im Vergleich zum Menschen. [110] Limitierend sind
unter anderem der schnelle Herzschlag (300-600/min), sowie die atypischen Ionenstrome in
Nagerherzen. [124] Kleintiermodelle werden mit speziellen Labormiusen oder —ratten
durchgefiihrt und entsprechen damit aufgrund der genetischen Monogenitit nicht der
genetischen Diversitdt von Menschen. [124] Im Hinblick darauf sind die in GroBtiermodellen
generierten Ergebnisse verlédsslicher, da diese eine groBere genetische Diversitit abbilden.
[124] Insofern erscheint es addquat, weitere translationale Forschung in préiklinischen
GroBtiermodellen durchzufiihren, um dadurch die Sicherheit und Effektivitit eines Verfahrens
oder einer Therapie zu testen. [124] Der groBte Nachteil der existierenden Tiermodelle im
Schwein betrifft die hohen Kosten und den Aufwand, insbesondere was Haltung und
Versuche betrifft, speziell im Vergleich mit Maus- oder Rattenmodellen. [109]

Die translationale Signifikanz wird in Grofftiermodellen dadurch noch erhoht, dass

Komorbidititen leichter in die Modelle integriert werden konnen. [124] Interessanterweise
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wurde bereits 2012 durch Yarbrough er al. [125] ein Hypertrophiemodell im Schwein
beschrieben. Die Verringerung des aortalen Durchmessers und damit die Druckiiberlastung
wurden jedoch durch die -chirurgische Insertion eines aufblasbaren Cuffs um die
aszendierende Aorta erreicht. [125] Mit der durchgefiihrten, linksseitigen Thorakotomie
gehen samtliche Risiken eines chirurgischen Eingriffs einher, so kann es beispielsweise zu
Inflammationsreaktionen, gro3eren Blutungen und Verletzungen von benachbartem Gewebe
oder Gefdf3-Nervenstrangen, sowie zu einer Lungenembolie kommen. [126]

Demgegeniiber steht als grofler Vorteil das perkutane Vorgehen im Vordergrund unseres
neuen Modells. Um den Reduktionsstent zu implantieren ist lediglich ein kleiner Hautschnitt,
sowie die Priparation der A. carotis ndtig und auch fiir die Erhebung der Messdaten an den
folgenden Versuchstagen wird nicht invasiver vorgegangen (vgl. 2.1.2.) Dariiber hinaus sind
die Applikationsarten in unserem Modell klinisch relevant, therapeutische Substanzen kénnen
lokal per Katheter direkt ins gewiinschte Areal appliziert werden und es konnen die gleichen
Kathetermodelle wie in der Humanmedizin verwendet werden. Auch die Schleusen und
Fithrungsdréhte sind iibertragbar.

Im Gegensatz zum etablierten TAC-Mausmodell, steht dariiber hinaus bei unserem Modell
der Vorteil einer verbesserten Follow up-Zeit. Die Durchfiihrung multipler Messungen stellt,
genauso wie die regionale Applikation beispielsweise therapeutischer Substanzen, auch im
Versuchsverlauf dank des perkutanen Zugangsweges kein Problem dar. Dariiber hinaus ist das
vorgestellte Modell auch potentiell reversibel: die Membran des Reduktionsstents kann
perkutan mittels eines Katheters problemlos aufgedehnt werden. Dies kdnnte einer Simulation

des Krankheitsverlaufes nach drztlicher Intervention entsprechen.

4.1.2. Interaktion zwischen Himodynamik, Hypertrophie und Fibrose

In  unserem neuen  Modell konnten wir den  Entstehungsverlauf  der
druckiiberlastungsinduzierten Herzinsuffizienz abbilden (vgl. 3.1.) und das komplexe
Ineinandergreifen der diversen Pathomechanismen (vgl. 1.1.3.) analysieren.

Die Druckiiberlastung des linken Ventrikels, als mechanische Komponente der Hypertonie, ist
mit die hdufigste Ursache der chronischen Herzinsuffizienz und trigt somit substantiell zur
kardiovaskuldren Morbiditdit und Mortalitdt bei (vgl. 1.1.). [1, 3, 127, 128] Dabei wird
grundsitzlich von der Annahme ausgegangen, dass es mit persistierender Hypertension,
beziehungsweise Druckiiberlastung, zu einem Ubergang von der kompensierten

linksventrikuldren Hypertrophie zur Herzinsuffizienz kommt. [128, 129] Die arterielle
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Hypertonie selbst ist gut erforscht und entwickelt sich unter anderem auf dem Boden einer
genetischen  Pradisposition, eines Atherosklerose-pradisponierenden Lifestyle, der
morphologischen Komponente Fibrose und dem mechanischen Faktor der Druckiiberlastung.
[3, 127]

Insbesondere die Verdnderungen der Hdmodynamik durch Druckiiberlastung riicken ins
Zentrum des Interesses.

So konnten wir in unserem Modell zeigen, dass bereits direkt nach Implantation des
Reduktionsstents ein Druckanstieg in der priastenotischen Aorta stattfindet (vgl. Abb. 11-13).
Diese Druckerhdhung setzt sich konstant bis zum Versuchsende fort (vgl. Abb. 11), was sich
durch das fortschreitende Wachstum der Tiere im Versuchsverlauf erklirt, da dies wiederum
einen proportional wachsenden Blutdruck erfordert. Dariiber hinaus kommt es zu einer
intrinsischen Triggerung der korpereigenen Regulationsmechanismen (vgl. 1.1.3.). Ebenso
zeigt sich eine Erhéhung des linksventrikuldren enddiastolischen Drucks im Versuchsverlauf
(s. Abb. 14), was einer Einschrinkung der globalen Myokardfunktion im Sinne der
Herzinsuffizienz entspricht.

Ebenfalls als Parameter der globalen und speziell der systolischen Myokardfunktion dient die
Ejektionsfraktion. Sie sinkt im Versuchsverlauf auf Werte < 35 % (s. Abb. 17) ab, was beim
Patienten laut aktueller Leitlinie eine Indikation fiir eine ICD oder CRT-Therapie wire. [1]
Damit deckt das vorliegende Modell auch Patienten mit einer schweren Herzinsuffizienz ab.
Durch die unter 2.1.3. beschriebene Messung der regionalen Myokardfunktion zeigt sich in
den hdmodynamischen Verdnderungen der Einfluss der lokalen Myokardschddigung durch
Fibrose und Hypertrophie. So nimmt die subendokardiale Segmentverkiirzung des
Herzmuskels im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren deutlich ab (s. Abb. 18), was auf eine
eingeschriankte Herzmuskelleistung verweist.

Entscheidend fiir die Entstehung und den Schweregrad einer Herzinsuffizienz, ist dariiber
hinaus auch die Schédigung des Herzmuskels auf zelluldrer Ebene im Sinne von Hypertrophie
und Fibrose, welche sich in oben beschriebenen Verdanderungen der Hémodynamik

wiederspiegelt.

Hypertrophie ist prinzipiell definiert als eine GroBenzunahme des Myozyten. [24]

Die kardiale Hypertrophie ldsst sich dtiologisch in eine physiologische und pathologische
Variante unterteilen. Trotz der deutlichen Unterschiede zwischen physiologischer und
pathologischer Hypertrophie ist es wahrscheinlich, dass es sich nicht um binidr verschiedene
Phénotypen handelt, sondern ein Kontinuum an Zusténden kardialer Plastizitat. [28]

Zu den physiologischen Ursachen der Herzhypertrophie zéhlen: Korperliche Betétigung,
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Schwangerschaft und postnatales Wachstum. Diese fordern das physiologische Wachstum des
Herzens und induzieren keine Anderung von kardialen Strukturen oder Funktionen. [24]

Im Gegensatz dazu konnen zum Beispiel neurohumorale Aktivierung oder chronische
hidmodynamische Uberlastung ein pathologisches Wachstum im Sinne einer Hypertrophie
verursachen. [130, 131] Des Weiteren kommt es bei der durch Hypertension, Klappenvitien
oder Ischdamie verursachten Hypertrophie zu abnormen metabolischen, strukturellen und
funktionalen Verdnderungen. Unter diesen Bedingungen resultieren Verdnderungen der
Kontraktilitdt, systolische und/oder diastolische Dysfunktion, sowie Verlust an
Kardiomyozyten mit fibrotischem Ersatz. [24] Dariiber hinaus wird das Risiko fiir

Herzinsuffizienz und maligne Arrythmien erhdht. [128, 132]

Limitierender Faktor fiir die Myokardhypertrophie ist unter anderem die Blutversorgung,
welche bei zu starkem Herzmuskelwachstum wesentlich beeintrachtigt wird. [133]

Bei einer pathologischen Hypertrophie kann ab einem gewissen Ausmal} an Hypertrophie die
Neubildung von Kapillaren nicht mehr mit dem Fortschreiten der Hypertrophie Schritt halten
(vgl. Abb. 23-24). Im vorliegenden Modell zeigt sich im pTAC-Modell eine signifikant
schlechtere Kapillarisierung im Vergleich zu den sham-Tieren (vgl. 3.1.3.). Auch die
GefaBreifung kann mit fortschreitender, pathologischer Myokardkraftigung nicht ausreichend
stark zunehmen (vgl. Abb. 23-24). Eine Einschrinkung der relativen Myokarddurchblutung
tritt durch den erh6hten Sauerstoft- und Substratbedarf des hypertrophierten Herzens bei einer
relativ konstanten Perfusion durch epikardiale Koronargefie auf. [133] In Folge der
Hypertrophie erhoht sich der Sauerstoffbedarf der Herzmuskelzellen, sodass sich ab einem
kritischen Herzgewicht von 500 g die Perfusion besonders der endokardnahen
Muskelschichten verschlechtert. [127] Die Minderperfusion bewirkt einen ATP-Mangel,
woraus eine verminderte Myokardentspannung resultiert (vgl. Abb. 15-16).

In Bezug auf das Wachstumsmuster differenziert man konzentrische und exzentrische
Hypertrophie: [134] Die konzentrische Hypertrophie, die auch im vorgestellten pTAC-Modell
beobachtet werden kann (vgl. Abb. 19), resultiert oft aus einer Druckiiberlastung. [24] Mit
zunehmender Schwere der Herzinsuffizienz schldgt sie in eine Dilatation des Ventrikels mit
beeintrachtigter Kontraktilitdit um. [24, 135] Im Vergleich dazu tritt die exzentrische
Hypertrophie vor allem unter Bedingungen der isotonischen sportlichen Betétigung oder unter
Volumeniiberlastung, beziechungsweise post-Myokardinfarkt auf. [131]

Das Hypertrophiemuster ist dahingehend von Bedeutung, dass bei konzentrischem
Remodeling durch Hypertension nur eine eher weniger schwerwiegende systolische

Beeintriachtigung auftritt, [136, 137] wahrend es bei exzentrischer Hypertrophie eher zu einer
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schweren Dysfunktion kommt, vergleichbar mit dem Zustand nach einem Myokardinfarkt.
(vgl. [138]) Dementsprechend ist die Art der Hypertrophie ausschlaggebend dafiir, in
welchem AusmalBl sie einen Risikofaktor fiir eine systolische Dysfunktion darstellt,
beziehungsweise welche Rolle andere morphologische Komponenten, wie die Fibrose, eine
Rolle fiir den Schweregrad der funktionellen kardialen Beeintrachtigung spielen. (vgl. [26-
291)

Fiir die kardiale Funktion ergeben sich aus der Hypertrophie folgende Konsequenzen: Es
kommt zu einer Hyperkontraktilitit des linken Ventrikels und damit zu einer beschleunigten
Austreibung des Blutes (90 % in der ersten Hélfte der Systole) und einer Erhdhung der
Ejektionsfraktion. [139] Dariiber hinaus wird das endsystolische Volumen verringert.

Durch die verdickte Wand kommt es zu einer Verminderung der Compliance, also zu einer
vermehrten Steifheit des linken Ventrikels (vgl. Abb. 15-16). Dies wiederum bedingt eine
diastolische Dysfunktion mit Beeintrdchtigung der diastolischen Fiillung des linken
Ventrikels, Verkleinerung des enddiastolischen Volumens, mangelhafter Steigerungsfahigkeit
des Minutenvolumens unter Belastung und beeintrachtigter, regionaler myokardialer
Segmentverkiirzung (vgl. Abb. 18).

Wie im vorliegenden Modell abgebildet, kommt es des Weiteren zu einem Anstieg des
LVEDP (vgl. Abb. 14) mit Drucksteigerung im linken Vorhof, in den Lungenvenen und
Lungenkapillaren, sowie zu Rhythmusstorungen. [139]

In der histologischen Analyse weisen die Kardiomyozyten der pTAC-Tiere im Querschnitt
eine etwa doppelt so grof3e Fliche auf wie die der Kontrolltiere. (vgl. Abb. 20-21)

Das Verhiltnis zwischen Herzgewicht und Korpergewicht ist in der pTAC-Gruppe signifikant
groBer als in der Sham-Gruppe. (vgl. Abb. 22)

Wie oben bereits mehrfach erwihnt, spielt die Fibrosierung des Myokards eine grof3e Rolle
bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz. Thre Auspriagung bestimmt maligeblich den
Schweregrad des Herzversagens mit.

Allen fibrotischen Prozessen im menschlichen Korper gemeinsam ist die Schiadigung der
Gewebearchitektur, sowie der zunehmende Funktionsverlust des jeweiligen Organs. [140]

Die morphologischen Gewebeeigenschaften, welche allgemein eine Fibrose definieren, sind
die Anhdufung von extrazelluldrer Matrix und der Verlust der zelluliren Homdostase. [140]
Es kommt zu einer vermehrten Neubildung von Kollagen Typ I und III. [133] AuBBerdem ist

die Quervernetzung der Kollagene erhoht, was eine vermehrte Steifigkeit des Herzens erzeugt
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und zu der hédufig beobachteten diastolischen Dysfunktion (HFpEF) beitrdgt. (vgl. Abb. 15-
16)

Fibrose erscheint in morphologisch klar abgrenzbaren Formen: [29] So existiert eine reaktive
Form im Sinne einer perivaskuldren, beziehungsweise interstitiellen Fibrose ohne
kardiomyozytire Nekrose, sowie eine reperative Form, welche nekrotische Myozyten ersetzt.
[141] Die Entstehung von fibrosem Gewebe an Orten myozytirer Verluste ist essentiell, um
die strukturelle Integritit des Myokards zu bewahren. [29] Im Zusammenspiel mit der
Myokardhypertrophie spielt die interstiticlle Fibrose mit groBer Wahrscheinlichkeit eine
wichtige Rolle beim Pumpversagen des Herzens. [133]

Initial beeintrdchtigt die Bildung fibrésen Gewebes vor allem die diastolische, passive
Relaxation und die Fiillungsdynamik des Ventrikels durch die Versteifung des Gewebes,
[142-149] dariiber hinaus jedoch auch die systolische Funktion, insbesondere die
Kontraktilitdt und konsekutiv die Ejektionsfraktion. [143, 150]

Aufgrund der Abflussbehinderung in der arteriellen Strombahn durch den Reduktionsstent ist
der Herzmuskel gezwungen, verstirkt gegen den vergroBerten Auswurfwiderstand
anzupumpen. Durch die vermehrte Herzarbeit kraftigt sich das Myokard und verliert unter
anderem durch die groBere Muskelmasse, vor allem jedoch durch den erhdhten Fibrosegrad,
an Elastizitit. Dies resultiert in erschwerter diastolischer Fiillung, was klinisch mit der
diastolischen Herzinsuffizienz korreliert.

Im vorgestellten pTAC-Modell zeigt sich anhand der Sirius Red Férbung, in der kollagene
Fasern rot angefdrbt werden [29], dass im linken Ventrikel der Sham-Tiere ein Grundgehalt
an Kollagen von 16.3 % + 0.6 vorhanden ist (vgl. Abb. 26). Im Gegensatz dazu wiesen die
pTAC-Tiere ein deutlich hoheres Fibroseniveau von 26.4 % + 0.6 auf. (vgl. Abb.25)

Diese Fibrose ist am ehesten als reaktive, interstitielle Fibrose zu werten, die in den oben
abgebildeten, exemplarischen Bildern unserer Sirius Red Farbung ersichtlich ist (vgl. Abb.
25). [29] In Korrelation mit den im Herzkatheter erhobenen Funktionsdaten zeigt sich eine
deutliche Beeintriachtigung sowohl der diastolischen, als auch der systolischen
Funktionsparameter: Es kommt zu einem signifikanten Anstieg des AP und des LVEDP,

sowie zu einem signifikanten Abfall der Ejektionsfraktion (vgl. Abb. 11, 14, 17).
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4.1.3. Varianten des Modells

Um das Potential des vorgestellten pTAC-Modells zu prizisieren, bietet sich die Moglichkeit
die Pathomechanismen, sowie den Verlauf und die Therapiemoglichkeiten anderer
Krankheiten zu analysieren.

Eine davon ist die Aortenklappenstenose, welche vor allem bei élteren Patientengruppen ein
ebenfalls weitverbreitetes Krankheitsbild darstellt. [3, 151] Ahnlich wie bei einer Uberlastung
des Herzens durch erhdhten systemischen Blutdruck, kommt es bei der Aortenklappenstenose
zu iiberhohtem Auswurfwiederstand und folglich gesteigertem linksventrikuldren Druck.
[112] Verifizierbar ist dies unter anderem durch den entstehenden Druckgradienten iiber der
Aortenklappe, also dem Druckunterschied zwischen linkem Ventrikel und der Aorta, welcher
unter physiologischen Bedingungen kleiner 5 mmHg ist. [152] Die Hohe, Dauer und
Progression dieses Gradienten bestimmen die myokardiale Reaktion. Ein &hnlicher
Druckgradient entsteht in unserem Modell, allerdings nicht {iber der Aortenklappe, sondern in
der Aorta. (vgl. Abb. 12-13)

Dartiber hinaus wird die linksventrikuldre Hypertrophie durch den signifikant erhShten
Wandstress in der Systole stimuliert. [112] Wie in unserem Modell, ist die linksventrikulére
Hypertrophie im Rahmen einer Aortenklappenstenose charakteristischerweise konzentrisch
(vgl. Abb. 19, vgl. 4.1.2.) Auch bei Betrachtung der Vorginge auf zellulirem Niveau ist eine
myozytdre Hypertrophie, iibereinstimmend zum Modell zu beobachten. [153, 154] Dariiber
hinaus proliferieren die myokardialen Fibroblasten (vgl. Abb. 25, vgl. 3.1.4. und 4.1.2.). [112]
Bei den meisten Formen der Aortenklappenstenose kommt es zu einer initialen
Kompensationsphase, in der die Parameter der linksventrikuldren Pumpfunktion, wie zum
Beispiel die Ejektionsfraktion, noch normal sind (vgl. Abb. 17). Dennoch ist diese Phase
bereits mit einer erhohten Myozytenquerschnittsfliche und fortschreitender Anhdufung von
extrazelluldren Proteinen, sowie von Fibrose im Myokard assoziiert. In unserem neu
etablierten Modell kommt es zu konkordanten Ergebnissen.

Die genannten Eigenschaften der Herzinsuffizienz durch Aortenklappenstenose finden sich in
dem neu etablierten Herzinsuffizienzmodell im Schwein wieder und erlauben zukiinftige

Analysen dieses Krankheitsbildes. (vgl. Abb. 17, 20-21, 25-26)
Doch das Modell bietet noch weitere Forschungsansitze: Die Aortenklappenstenose betrifft

vor allem éltere Patientengruppen, doch auch die Krankheiten Jiingerer werden mit

abgebildet, so zum Beispiel die Hypertrophe Obstruktive Kardiomyopathie (HOCM).
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Hierbei handelt es sich um eine Sonderform der Hypertrophen Kardiomyopathie (HCM),
[139] deren Hauptsymptom die langsam progrediente, symmetrische oder asymmetrische
Hypertrophie des linken Ventrikels ist. Meistens ist das Septum am stdrksten betroffen.
Histologisch zeigen die Herzmuskelfasern bei der HCM tendenziell eher eine wirbelférmige
Anordnung. [139]

Die Disposition zu Arrhythmien resultiert aus der Uberlastung der sekundir dilatierenden
Vorhofe, der Hypertrophie des Kammermyokards mit atypischem Faserverlauf, sowie der vor
allem interstitiell auftretenden Fibrose. Bei der HOCM kommt es - anders als im vorliegenden
Modell - des Ofteren zu einer dynamischen Obstruktion der linksventrikuliren Ausflussbahn.
Diese entsteht vor allem in Féllen von asymmetrischer Septumhypertrophie bedingt durch
Verlagerung des vorderen Mitralsegels in die Ausflussbahn. Wihrend der Systole kommt es
zu einer intraventrikuldren Stenose, oft mit erheblichem Druckgradienten, besonders
postextrasystolisch und bei anderen Bedingungen gesteigerter Kontraktilitit. Das
Obstruktionsphédnomen tritt aber nur bei etwa 25 % der Patienten auf und ist bei diesen nicht
konstant. [139] Die Therapie erfolgt medikamentds oder invasiv, beispielsweise mittels
TASH (Transkoronare Ablation der Septumhypertrophie), welche durch die Verddung von
koronaren Septalédsten sehr wirksam zu einer Regression des Myokards fiihrt [155].

Im vorliegenden Modell konnen die beschriebenen Charakteristika der HCM durch die
Hypertrophie und die damit einhergehenden hamodynamischen Verdanderungen (vgl. Abb. 11,
20-21, 25-26) mitabgebildet werden.

Die vielfiltigen Facetten und Anwendungs- beziehungsweise Analysemdglichkeiten des neu
etablierten pTAC-Modells sollen beispielhaft durch die beiden beschriebenen Krankheiten
veranschaulicht werden. Es kénnen also diverse Atiologien und Formen der Herzinsuffizienz
untersucht werden, wie beispielsweise die primdr durch Druckiiberlastung verursachte
hypertensive Herzerkrankung, valvuldre Ursachen und Erbkrankheiten. Dariiber hinaus ist es
moglich RNA-, DNA- und Protein-Analysen durchzufiihren, um neue Trigger und konsekutiv
neue Therapiansitze fiir diese Erkrankung zu detektieren. In der vorliegenden Arbeit wurde

eine Analyse zu miRNA-132, beziehungsweise deren Inhibition durchgefiihrt.
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4.2. Inhibition von miRNA-132 im Modell

In den letzten Jahren wurde durch die Entdeckung der RNA-Subgruppe der miRNAs ein
weites Feld mit neuem Therapiepotential in vielen Bereichen der Medizin eroffnet. So konnte
die Bedeutung der miRNAs im Bereich der Onkologie bereits gezeigt werden. [88, 156] Doch
auch in der Kardiologie wird die zentrale Rolle dieser kleinen RNA-Molekiile immer
deutlicher: man weill bereits seit lingerem, dass der Funktionsverlust von Dicer, einem
Schliisselenzym der miRNA-Biogenese, bei Méusen zu Kardiomyopathie und ventrikuldrer
Dysfunktion fiihrt. [157] Die Analyse spezifischer miRNAs und ihre Regulation kardialer

Mechanismen liegt daher nahe, um mechanistische Erkenntnisse zu gewinnen.

Ucar et al. [65] zeigten, dass die miRNA-212/132 Familie einen sehr starken Effekt auf
kardiomyozytire Hypertrophie hat und dass die Uberexpression von miRNA-212/132 zu
kardialer Hypertrophie fithrt. Dass die Inhibition von miRNA-212/132 in dieser Hinsicht
kardioprotektiv zu sein scheint, wurde bereits im Mausmodell von Ucar et al. [65] liberpriift.

Erstmals konnten wir nun in unserem Modell zeigen, dass die Inhibition von miRNA-132 in
praventiver Intention die myokardiale Hypertrophie und Fibrosierung des Ventrikels in
Groftieren effektiv verhindert. Des Weiteren werden die kardialen Funktionsparameter

nahezu auf physiologischem Niveau erhalten.

4.2.1. Beeinflussung von Himodynamik, Hypertrophie und Fibrose

Im vorgestellten Modell, wurde einer Untergruppe der Versuchstiere (pTAC/LNA-132) wie
oben beschrieben LNA-132 als miRNA-Inhibitor verabreicht. Die resultierende Beeinflussung
der hamodynamischen Parameter war beachtlich. So konnten die Tiere der pTAC/LNA-132
Gruppe den LVEDP auf einem signifikant niedrigeren Niveau konservieren (vgl. Abb. 28)
und auch die Kontraktilitit, beziehungsweise Relaxationsfahigkeit des Myokards konnte
deutlich ndher am Ausgangsniveau erhalten werden (vgl. Abb. 29-30). Auch die
Ejektionsfraktion blieb nahezu erhalten (vgl. Abb. 31). Im Hinblick auf die regionale
Myokardfunktion zeigt sich, dass die Tiere der pTAC/LNA-132 Gruppe ihre funktionelle
Reserve unter Schrittmacherstimulation signifikant besser erhalten konnten als die Tiere der
pTAC/LNAscr Gruppe (vgl. Abb. 32). Letzteres belegt die bereits von Ucar et al. [65] im
Kleintiermodell getroffenen Aussagen: Die mit einem miRNA-132-Inhibitor behandelten

Maiuse zeigten signifikant bessere Resultate in Bezug auf die Segmentverkiirzung als die

65



Maiduse der TAC-Gruppe ohne Therapie. Auch das Verhiltnis zwischen Herz- und
Korpergewicht ist sowohl in unserer Studie, als auch in der von Ucar et al. [65] in der

antimiR-132 Gruppe signifikant geringer als in der jeweiligen Kontrollgruppe. (vgl. Abb. 35)

Die Plastizitit der Kardiomyozyten geht oft einher mit einer Reinduktion des ,fetalen
Genprogramms®, wobei die Muster der Genexpression denjenigen wihrend der
Embryonalentwicklung nachempfunden sind. [24] Auch im Hinblick auf die Beeinflussung
der Hypertrophie bestdtigen sich die Ergebnisse der Kleintierstudie von Ucar et al. [65]: Die
Tiere der pTAC/LNAscr Gruppe zeigten im Versuchsverlauf eine deutlich vermehrte
GroBenzunahme der Kardiomyozyten. Die pTAC/LNA-132 Gruppe wies eine dezente
Zunahme im Vergleich zur sham-Gruppe auf, jedoch war die mittlere Kardiomyozytenfldche
signifikant geringer als in der pTAC/LNAscr Gruppe (vgl. Abb. 33-34). Die Differenz zur
sham-Gruppe ist der vermehrten Herzarbeit geschuldet, dennoch zeigt sich in der
hdmodynamischen Analyse kein Hinweis auf eine schwerwiegende systolische und/oder
diastolische Dysfunktion (vgl. Abb. 27-32). Insbesondere ergab sich kein erhdhtes Risiko fiir
maligne Arrhythmien. Zusétzlich kam es in der Therapiegruppe unserer Studie zu einer
Induktion des GefaBwachstums und der GefaBreifung (vgl. Abb. 36-37 und [93]).
Kumarswamy et al. [93] konnten bereits 2014 die Wichtigkeit des miRNA-212/132 Clusters
fiir die Angiogenese und Endothelfunktion zeigen: In einem Mausmodell konnte in vivo
gezeigt werden, dass die Inhibition von miRNA-212/132 die vasodilatatorische
Endothelfunktion steigert, sowie die angiogenetische Antwort sowohl postnatal als auch in
erwachsenen Méusen verbessert. Interessanterweise haben miRNA-212 und miRNA-132 trotz
der gleichen Kernsequenz unterschiedlich starke Effekte auf das Verhalten von
Endothelzellen: wihrend bereits der Einfluss von miRNA-132 auf die Endothelzellmigration
beachtlich ist, scheint der von miRNA-212 noch um ein Vielfaches stirker zu sein. Der
proangiogenetische Effekt von miRNA-132 konnte in den Arbeiten von Katare et al. [158]
und Lei ef al. [159] bestitigt werden. Konkordant zu den Ergebnissen von Ucar et al. [65]
zeigte sich eine verminderte linksventrikuldre Fibrosierung in der pTAC/LNA-132 Gruppe
(vgl. Abb. 38-39), die Arbeit von Eskildsen er al. [160] bestétigt den Einfluss der miRNA-
212/132-Familie auf die Fibrosierung: Thre Uberexpression fiihrt iiber die Regulation von
diversen Transkriptionsfaktoren und Signalmolekiilen, unter anderem der Angiotensin II-
Signalweg, zu einer gesteigerten Zellgrofle von kardialen Fibroblasten.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass wir durch die Etablierung unseres
Groftiermodells einen wichtigen Beitrag zur Translation von Forschungsergebnissen aus

Kleintiermodellen (vgl. [65]) leisten konnten.
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Dartiber hinaus ist jedoch die Wirkweise, beziehungsweise der Einfluss von miRNA-132 in
anderen Krankheitsbildern, vor allem jenen aus dem weiten Kreis des metabolischen
Syndroms, nicht zu vernachlissigen: so zeigt sich beispielsweise, dass Patienten mit nicht-
alkoholischer Steatohepatitis (NASH) und KHK eine signifikant geringere Expression von
zirkulierender miRNA-132 aufweisen als Patienten die an NASH, jedoch nicht an KHK
erkrankt waren. [161] Die Diskrepanz zu frither publizierten Daten beziiglich der
intrazelluldren Expression von miRNA-132, lésst sich laut den Autoren hypothetisch dadurch
erklaren, dass die zirkulierenden Mengen an miRNA die Balance zum intrazelluldren
miRNA-Level darstellen. Weiterfilhrende Studien konnten diese Form der Inter-Organ-
Kommunikation erleuchten. [161]

In der Pathophysiologie des akuten Asthma bronchiale konnte miRNA-132 als regulatorischer
Faktor identifiziert werden, es zeigt sich ein Anstieg der miRNA-132-Expression um etwa das
Zweifache ca. 6 Stunden nach Allergenexposition. [162]

Auch bei seltenen Erkrankungen wie der Friedreich-Ataxie spielt miRNA-132 eine Rolle, es
zeigen sich signifikant hohere miRNA-132-Spiegel in Patienten mit Friedreich-Ataxie als in

gesunden Kontrollen. [163]

Ein wichtiger Grundsatz der modernen Medizin lautet, dass Privention immer besser ist als
Therapie. In diesem Sinne ist auch der Versuchsverlauf in unserem Modell angelegt: indem
die LNA-132 bereits an Versuchstag 1 (day 0) verabreicht wird, soll der praventive Charakter
der miRNA-Inhibition auf die Entstehung der pTAC-induzierten Herzinsuffizienz abgebildet
werden. Eine weitere Versuchsserie, bei der die Applikation von LNA-132 erst nach
messtechnisch iiberpriifter Entstehung der Herzinsuffizienz erfolgt, wiirde vom priventiven
zum therapeutischen Ansatz dieses miRNA-Inhibitors weiterflihren. Diese Vorgehensweise
konnte relativ realistisch die klinische hypertrophe Herzinsuffizienz und ihre Therapie im

Sinne der Translation auf den Menschen abbilden.

4.2.2. Vergleich mit anderen miRNAs

Insgesamt gesehen, schaffen unsere Ergebnisse einen neuen Rahmen mit erweitertem
Handlungsspielraum fiir die Therapie oder, wie in unserer Studie bereits angedacht, fiir die
Priavention der Herzinsuffizienz. Kann sich jedoch die miRNA-132, beziehungsweise ihre
Inhibition im Vergleich mit anderen, aktuell erforschten miRNAs behaupten?

Aus einer Vielzahl von miRNAs mit therapeutischem Potential fiir Hypertrophie und Fibrose
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im Rahmen einer Herzinsuffizienz soll hier exemplarisch eine Auswahl diskutiert werden.
Wie unter 1.2.1. bereits vorgestellt, spielt die miRNA-1 eine prominente Rolle fiir die
morphologische Entwicklung von Kardiomyozyten, sie ist eine der kardial am meisten
exprimierten miRNAs und ihre Uberexpression fiihrt, ebenso wie die von miRNA-133 zu
einer Milderung kardialer Hypertrophie. [70, 71, 77-79, 81] In Bezug auf die myokardiale
Fibrosierung unter pathologischen Bedingungen zeigt sich, dass die miRNA-133, ebenso wie
die miRNA-30 herunterreguliert werden. [77]

Die Uberexpression von miRNA-489 fiihrt ebenfalls zu einer reduzierten Hypertrophie in
vitro und in vivo. [164] Interessanterweise kann diese miRNA indirekt iiber Ang II reguliert
werden, was eine Vielzahl an Maoglichkeiten erdffnet, da die Funktionsweise von Ang II
bereits gut erforscht ist. Dies soll jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit sein. Die Inhibition
von miRNA-199 fiihrt ebenfalls zu einer Abschwichung des pathologischen Wachstums von
Herzmuskelzellen, sowie zu einer geringer ausgeprigten Fibrosierung. [66] Die
Uberexpression von miRNA-195 fiihrt im Kleintiermodell zu einer pathologischen
Hypertrophie in Kardiomyozyten. [84, 85] In einer 2013 von Hinkel ef al. [165] publizierten
Studie zeigt sich das kardioprotektive Potential der Inhibition von miRNA-92, welche
erstmals im Groftier analysiert wurde.

Dariiber hinaus ist die miRNA-199b als Agonist bei der Entstehung pathologischer
Hypertrophie bekannt. [86]

Auch die miRNA-21 steht im Interesse vieler verschiedener Forschungszweige der Medizin.
So spielt die auf der chromosomalen Region 17q23.2 liegende miRNA nicht nur fiir Forscher
im kardiovaskuldren System eine zentrale Rolle, sondern auch fiir Onkologen, Entwicklungs-
und Stammzellbiologen, sowie Altersforscher. [88] Was die Funktion der miRNA-21 und ihre
Verteilung im Herzen betrifft, so ist die aktuelle Datenlage paradox [6]: Thum et al. [91]
zeigten, dass die reife miRNA-21 sowohl im Normalzustand, als auch stressinduziert,
vorwiegend in den Fibroblasten des Herzens exprimiert wird. [6] Unter anderem dadurch,
trigt miRNA-21 zum myokardialen Remodeling im Sinne von interstitieller Fibrose durch
pathologische Anhdufung von Kollagen und anderen extrazelluliren Matrixproteinen bei. [66]
Thum et al. [91] stellten die Hypothese auf, dass vermehrte interstitielle Fibrose sowie
kardiale Umbauprozesse, welche charakteristisch fiir die Herzinsuffizienz sind, induziert
werden. Das bedeutet folglich, dass der Aktivierung kardialer Fibroblasten eine primére Rolle
in myokardialen Erkrankungen zukommt und nicht wie bisher angenommen, die Fibrose eine
sekundédre Folge des kardiomyozytiren Schadens ist. [91] In einer neueren Arbeit zeigt

dieselbe Arbeitsgruppe mit Bang et al. [92], dass jedoch der Komplementérstrang miRNA-
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21* wie oben bereits beschrieben, in Kardiomyozyten transportiert wird und dort zu einer
zelluldren Hypertrophie fiihrt.

Tatsuguchi et al. [166] zeigen in ihrer Studie, dass miRNA-21 einen zwar subtilen, aber
reproduzierbaren inhibitorischen Effekt auf die kardiale Hypertrophie hat und die Inhibition
von miRNA-21 sogar Hypertrophie induzieren kann.

Cheng et al. [157] beschreiben in ihren Versuchen in einem Modell der ischdmischen
Prakonditionierung mit anschlieBender Reperfusion, dass die Inhibition von miRNA-21 die
kardiale Situation deutlich verschlechtert, was auf eine protektive Funktion derselben in
ischdmischen Kardiomyopathien hindeutet. Dartliber hinaus erhielt diese Arbeitsgruppe klare
Hinweise darauf, dass miRNA-21 auch in Kardiomyozyten exprimiert wird und funktionalen
Einfluss auf die Zelle nimmt. Die Inhibition von miRNA-21 konnte einen potentiellen Ansatz
zur Reduktion der Fibroblastenproliferation darstellen, um dadurch sekundéres kardiales
Remodeling im Rahmen struktureller Herzerkrankungen zu verhindern. [66]

Insgesamt gesehen, weist die Diversitdt und Wandelbarkeit dieser Ergebnisse darauf hin, dass
nicht nur die miRNA-21 ein {iberaus interessantes Ziel der kardiologischen Forschung bleibt
und dass langst noch nicht ihre komplette Funktions- und Wirkungsweise erforscht ist. Auch
weitere miRNAs sollten auf die potentiellen Wirkungen ihrer Komplementérstringe und
weiterer, bisher als ,,Zellabfall“ angesehener Strukturen, analysiert werden. Eine der ersten
Studien, die sich mit der Rolle von miRNAs im Rahmen kardialer Hypertrophie beschéftigte,
stammt aus der Arbeitsgruppe von E. Olson und zeigt die Schliisselrolle von miRNA-208
[167]: Knockout-Miuse (miRNA-2087/") die im Versuchsverlauf in der TAC-Gruppe waren,
zeigten signifikant weniger Hypertrophie, was darauf hindeutet, dass miRNA-208 spezifisch
auf pathologische Stressoren reagiert. Dariiber hinaus war diese Untergruppe der
Versuchstiere auch resistenter gegen Fibrose. [167] Insgesamt zeigt sich, dass die Inhibition
von miRNA-208 vor pathologischem kardialem Remodelling schiitzt. [168] Dariiber hinaus
besitzt sie noch die interessante FEigenschaft, dass miRNA-208 Inhibitoren die
Gewichtszunahme im Rahmen einer high-fat Diét reduzieren und sowohl den Lipid- als auch
den Glukosestoffwechsel verbessern. [168] Aktuell steht auch die Transdifferenzierung von
Fibroblasten in Kardiomyozyten im Fokus der Forschung: Hier zeigte sich, dass die
Kombination der oben erwidhnten miRNA-1, -133a und 208a (miRcombo) effizient zu einer
kardialen Umprogrammierung fiihrt. [169] Die Addition von miRNA-499 verstirkt die
Wirkung der miRcombo noch.

Wie oben bereits erwéhnt, ist die von uns untersuchte miRNA-132 Teil der miRNA-212/132-

Familie, sodass die Eigenschaften von miRNA-212 ebenfalls von Bedeutung sind. Es zeigt
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sich, dass auch diese miRNA wéhrend kardialer Hypertrophie stark heraufreguliert wird. [65]
Dariiber hinaus steht das oben vorgestellte Potential im Hinblick auf Angiogenese im
Blickpunkt. [93] Interessanterweise wird die miRNA-212/132-Familie unter physiologischen
Bedingungen nur auf einem relativ niedrigen Niveau exprimiert und wird erst durch

pathologische Stressoren funktionell bedeutsam. [77]

All diese miRNAs zeigen Potential im Hinblick auf ihre Wirkung auf kardiales Remodelling,
die in unserer Studie verwendete miRNA-132, beziehungsweise ihre Inhibition zeigt sich
jedoch aus unserer Sicht im Hinblick auf Wirksamkeit und Wirkmdglichkeiten {iberlegen: Der
Einfluss auf Hypertrophie und Fibrose ist hochsignifikant, die himodynamischen Effekte
deutlich sichtbar. Dariliber hinaus besteht ein beachtliches Potential beziiglich der
Angiogenese und des Endothelzellverhaltens. Aktuell ist es nur moglich Aussagen iiber die
praventive Wirkung der LNA-132 zu treffen, in einer weiteren Studie wire es interessant den
therapeutischen Aspekt zu priifen, indem die LNA-132 erst zu einem spéteren Zeitpunkt im
Versuchsverlauf gegeben wird. Auch eine Analyse der kombinierten Wirkung einer Inhibition
von miRNA-212/132 als miRNA-Familie birgt potentiell eine Vielfalt an therapeutischen
Moglichkeiten. SchlieBlich ldsst sich spekulieren, dass der Einsatz von LNA-132 in klinischen
Studien womdglich eindeutigere Ergebnisse liefern wird, als beispielsweise miRNA-21

Inhibitoren mit all ihren gegensatzlichen Aspekten.

Insgesamt ist festzustellen, dass miRNAs und ihre Inhibitoren eine fundamentale Rolle in der
kardiovaskuldren Entwicklung und Differenzierung spielen und hochinteressante Ansétze zur
Entwicklung neuer Therapie- und Praventionsstrategien bieten. [169, 170] Detaillierte Phase I
und II Studien, sowohl in der Kardiologie als auch in anderen Bereichen der Medizin werden
in relativ naher Zukunft Realitit sein, was den Weg fiir grol angelegte, mechanistisch

orientierte Therapiestudien ebnen konnte. [168, 170, 171]
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4.3. Klinischer Ausblick

MiRNAs stehen aktuell im Fokus einer Vielzahl an priklinischen, aber wie oben erwihnt
auch klinischen Studien (vgl. [168, 170]). Im Bereich der kardiovaskuldren Forschung ist der
Einfluss von miRNAs auf Vaskularisation und Angiogenese, Arrhythmogenese,
Atherosklerose, sowie Hypertrophie und Fibrose fiir viele einzelne miRNAs bereits gezeigt,
auch wenn die Mechanistik dahinter in vielen Féllen noch nicht zur Génze verstanden ist (vgl.
4.2.2.). [170] Jedoch ist das gro3e Potential dieser RNA-Subgruppe hochevident und lenkt das
Augenmerk nun auf den klinischen Einsatz jener Substanzen. Im Hinblick auf die
Wirksamkeit einer neuen Substanzklasse bietet sich der Vergleich mit einer bereits erprobten
Therapieklasse an, so zum Beispiel mit den langjihrig erfolgreich eingesetzten ACE-
Hemmern. An Orten hoher Fibrosedichte wurde eine vermehrte ACE-Aktivitit beobachtet.
[29] Die Wirkweise der ACE-Hemmer wurde bereits unter 1.1.6.2. erldutert. Im Hinblick auf
die oben diskutierten morphologischen Verdnderungen, ist es von grofem Interesse, in
welchem Ausmal3 der Einsatz dieser Pharmazeutika die Himodynamik auf funktioneller,
beziehungsweise auf struktureller Ebene beeinflusst.

Uber die Effektivitit und die Nebenwirkungen der ,klassischen* pharmazeutischen Therapie
mittels ACE-Hemmer ist viel bekannt, im Folgenden sollen die ,neuen“ potentiellen
Therapeutika aus der miRNA-Substanzklasse niher beleuchtet werden.

Und zuletzt stellt sich die Frage, ob die potentiell praventive Wirkung der miRNAs,
beziehungsweise ihrer Inhibitoren auf die Entstehung einer Herzinsuffizienz nicht sogar
altbewéhrte Therapiestrategien im Lauf der Zeit ersetzen wird? Zumindest werden sie in nicht
allzu ferner Zukunft voraussichtlich eine nicht mehr wegzudenkende, -ergénzende
Therapiesdule sein.

Zunéchst zum jeweiligen Einfluss der therapeutischen Substanzen auf die hamodynamische
Funktion: Sowohl auf therapeutischer, als auch auf priventiver Ebene, zeigten sich ACE-
Hemmer den Placebo-Regimes in der SOLVD I und II Studie iiberlegen. [172, 173] So
profitierten Patienten mit bereits schwer ausgepragter Herzinsuffizienz von einer signifikanten
Reduktion der Mortalitdt und der Hospitalisierungsrate, die Ejektionsfraktion konnte ebenfalls
signifikant besser bewahrt werden. [172, 174] Bei den Patienten mit asymptomatischer
linksventrikuldrer Dysfunktion kam es ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung der
Hospitalisierungsrate, jedoch nicht zu einer Reduktion der Gesamtmortalitit. Allerdings
konnte die Inzidenz der Herzinsuffizienz signifikant verringert werden. Ebenfalls in beiden

Studien konnte der systemische Blutdruck signifikant gesenkt werden, die himodynamische
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Situation wurde dementsprechend positiv beeinflusst.

Die Inhibition der miRNA-132 in unserem Modell bewirkt vergleichbar eine signifikante
Verbesserung der Funktionsparameter im Vergleich zur pTAC/LNAscr Gruppe (vgl. Abb. 27-
32). Ahnliche Daten gehen aus der Arbeit von Ucar et al. [65] hervor und demonstrieren die
Wirksamkeit miRNA-basierter Therapien. Da zum jetzigen Zeitpunkt noch keine
abgeschlossenen klinischen Studien zu kardiovaskuldren Endpunkten mit miRNA-Inhibitoren
vorliegen, existieren keine Langzeitdaten zum exakten Vergleich mit ACE-Hemmern. Jedoch
lasst sich bereits aus den vorliegenden Daten schlieBen, dass ein vergleichbar signifikantes

Wirkpotential vorhanden ist.

Laut der Arbeit von Pouleur er al. fir SOLVD [174] wirken ACE-Hemmer trotz ihres
gezeigten Einflusses auf die himodynamische Funktion vorrangig liber die Modulation der
strukturellen Parameter: Die Autoren postulieren sowohl eine Verbesserung des kollagenen
Matrix-Remodelings, als auch - iiber die Verringerung des Angiotensin II-Spiegels - eine
Stimulusreduktion fiir die myokardiale Hypertrophie. Dariiber hinaus zeigten ACE-Hemmer
das Potential unerwiinschtes, sogenanntes adverses Remodeling des Ventrikels in seinem
Fortschreiten aufzuhalten, beziehungsweise in manchen Fillen sogar zuriick zu bilden. [3, 4,
46, 174] Auch im Vergleich hierzu, zeigen sich die miRNA-Inhibitoren ebenbiirtig: Eine
signifikante Reduktion sowohl der Fibrose, als auch der Hypertrophie, sowie sogar eine
verbesserte Kapillarisierung resultieren aus der Anwendung von LNA-132 im vorliegenden

Modell (vgl. Abb. 33-39).

Uber die Therapie mit miRNA-Inhibitoren ist noch deutlich weniger bekannt, unter anderem,
weil sich viele Studien noch in ihrer priaklinischen Phase befinden. Dennoch ist zum Beispiel
bereits im Mai 2013 der erfolgreiche Einsatz eines miRNA-122-Inhibitors, Miravirsen, ohne
Dosis-limitierende Nebenwirkungen in einer Phase-II-Studie zur chronischen Hepatitis C
dokumentiert worden. [76] Auch aus der Nephrologie gibt es neuere Entwicklungen: In einer
Arbeit von Loboda et al. [175] zeigt sich, dass die Hochregulation von miRNA-21 iiber eine
Veranderung von Stoffwechselprozessen zu renaler Fibrose flihrt, wihrend in einer gesunden
Niere miRNA-21 nur auf sehr niedrigem Schwellenniveau exprimiert wird. In einer kranken
Niere hingegen wird die epitheliale miRNA-21 aktiv. [175] Jedoch scheint es auch in der
Nephrologie keine eindeutige Wirkweise von miRNA-21 zu geben, auch hier gibt es
Hinweise, dass sie auch protektives Potential besitzt: in Patienten mit diabetischer

Nephropathie ist die glomeruldire miRNA-21 positiv mit dem Albumin/Kreatinin-Quotienten
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assoziiert, wihrend der Verlust von miRNA-21 in beschleunigtem glomeruldren Schaden, bis

hin zur Apoptose der Podozyten resultiert. [175]

Dariiber hinaus ist beispielsweise, wie oben bereits angesprochen, die Applikation der
miRNA-basierten Therapien nicht unproblematisch: Aktuell werden miRNA-Inhibitoren noch
lokal und damit invasiv appliziert. Auch das genaue Therapieregime befindet sich noch in der
Erprobungsphase und wird voraussichtlich fiir jede miRNA individuell anzupassen sein.

Fir die Therapie speziell mit LNA-132 gibt es vor allem Daten aus préklinischen
Untersuchungen mit Mausen. Interessante Eckpunkte lassen sich aus der Arbeit von Ucar et
al. [65] ableiten: wie unter 1.2.1. erldutert, konnen miRNAs mehrere Zielgene gleichzeitig in
einer Zelle regulieren. Daraus folgt, dass zum jetzigen Zeitpunkt aufgrund moglicherweise
noch unbekannter Zielgene von miRNA-132, die Mdglichkeit besteht, dass diese ebenfalls zur
Entstehung der beobachteten Ergebnisse beigetragen haben. So konnte es laut den Autoren
beispielsweise sein, dass miRNA-132 nicht nur in Kardiomyozyten wirkt, sondern ebenso
einen Einfluss auf kardiale Fibroblasten und die kardiale Kapillardichte hat. [65] Die
Ergebnisse aus den Analysen in unserem Modell scheinen diese Einschitzung zu bestitigen
(vgl. 3.2)

Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass nicht nur andere kardiale Zielgene beeinflusst
werden. Theoretisch ist die Beeinflussung von Regulationsmechanismen im ganzen Korper
moglich, beispielsweise in der Leber oder in der Niere. Hierzu besteht grofer
Forschungsbedarf und Expressionsanalysen, sowie weitere Untersuchungen zur Wirkung von
miRNA-132 auf andere Koperzellen, werden aktuell durchgefiihrt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Therapie mit miRNA-Inhibitoren,
insbesondere mit LNA-132, grofles therapeutisches Potential fiir die Krankheit
Herzinsuffizienz besitzt. Jedoch gilt es etwaige Nebenwirkungen und Einflussfaktoren auf die
Lebensqualitét der Patienten noch genauer zu erforschen. Auch die Korrelation der Daten aus
unserem Modell mit denen aus klinischen Studien, stellt natlirlich nur eine idealisierte
Momentaufnahme dar und ist jederzeit kritisch zu hinterfragen, da ein Modell trotz aller

Bestrebungen die klinische Realitidt immer nur bedingt abbilden kann.

Dariiber hinaus hat sich in der Vergangenheit gezeigt, dass ACE-Hemmer, wie oben bereits
angedeutet, priaventives Potential besitzen (vgl. 1.1.6.2. und [174]). Im Moment allerdings,
wird dieses Potential vor allem zur Prévention einer kardialen Verschlechterung,
beziehungsweise zur Rezidivprophylaxe nach einem bereits erfolgten kardiovaskuldren

Ereignis genutzt, [1, 3, 174] man spricht in diesem Sinne von Tertidrpravention. Welche
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umfassende Verdnderung im Hinblick auf Morbiditit, Mortalitdt und Krankheitskosten der
Herzinsuffizienz konnte erreicht werden, wenn man stattdessen eine neue primérpriventive

MaBnahme etablieren konnte?

Bei diesem Stand der Dinge scheint es nicht unnétig oder tibertrieben, noch einmal neue und
bislang unerprobte Substanzen ins Zentrum des Interesses zu riicken: die miRNA-Inhibitoren.
Doch in unserem Modell, wie in vielen weiteren Modellen und Studien, haben die miRNA -
Inhibitoren ihr Wirksamkeitspotential eindrucksvoll unter Beweis gestellt (vgl. 1.2. / 4.2./
Abb. 27-39 / [65, 77, 84, 91, 176]) Im Zuge der Etablierung eines Screeningverfahrens
zeichnet sich aktuell ein neues Einsatzgebiet der miRNAs ab: van Rooij et al. [168] sowie
mehrere andere Forschungsgruppen postulieren das stabile Vorkommen von miRNAs in
Korperfliissigkeiten von Patienten mit Herz-Kreislauferkrankungen. Dadurch konnen sie
potentiell als Biomarker fiir kardiovaskuldre Krankheiten genutzt werden. [177-179]

In einer groB angelegten Studie von Karakas et al. [180] zeigt sich der pradiktive Wert von
miRNA-132: der zirkulierende Spiegel von miRNA-132 korreliert in einem Kollektiv von
Patienten mit koronarer Herzerkrankung prédzise mit dem Risiko fiir kardiovaskuldren Tod.
Dadurch konnte sie sich als wertvoller Biomarker fiir die Risikostratifizierung bei KHK-
Patienten, der dariiber hinaus einfach aus dem peripheren Blut zu bestimmen ist, erweisen.
[180] Ahnliche Ergebnisse werden in einer multizentrischen klinischen Studie von Masson et.
al. [181] priasentiert: In gut selektionierten Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz steigt
der zirkulierende miRNA-132-Spiegel mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz an.
Niedrigere Plasmaspiegel verbessern laut den Autoren die Risikovorhersage fiir stationére

Wiederaufnahmen aufgrund von Herzinsuffizienz.

Abschlielend ldsst sich festhalten, dass auf dem Gebiet der Therapie, beziehungsweise sogar
der Priavention der Herzinsuffizienz noch lange nicht das letzte Wort gesprochen ist. Mit der
zunehmenden Etablierung der miRNA-Inhibitoren als Therapeutika auch in anderen
klinischen Bereichen [73-76], riicken diese immer mehr ins Zentrum des Interesses der
klinischen Forschung. Thr groBBes Potential haben sie bereits in diversen Studien (vgl. 4.2.2.)
und auch in dieser Arbeit eindrucksvoll gezeigt, jetzt gilt es dieses auch im klinischen Einsatz

unter Beweis zu stellen.
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5. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit gelang es erstmals ein perkutanes Modell der kardialen
Hypertrophie (pTAC) im Schwein zu etablieren. Im Versuchsverlauf kam es zu einer globalen
Abnahme der Herzleistung mit sowohl systolischer, als auch diastolischer Insuffizienz. Auf
zelluldrer Ebene kam es zur Zunahme von myokardialer Hypertrophie und Fibrose, sowie zu
einer verschlechterten Kapillarisierung.

In einem weiteren Schritt wurde die antagonisierende Wirkung des MicroRNA-Inhibitors
LNA132 auf die pTAC-induzierte Herzhypertrophie analysiert. Es zeigte sich eine deutliche
Verbesserung der kardialen Funktion in den mit LNA132 therapierten Versuchsgruppen im
Vergleich zu den untherapierten pTAC-Tieren. Dies konnte wiederum auf zelluldrer Ebene
verifiziert werden: es zeigte sich weniger Fibrose, weniger myokardiale Hypertrophie und
eine verbesserte Kapillarisierung.

Das grofle Potential des therapeutischen Einsatzes von MicroRNA-Inhibitoren wurde nicht

nur in dieser Arbeit gezeigt, nun gilt es die Translation in die Klinik vorzunehmen.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

% SS
A.
ACE
ADH
AHA
ANP
AP
AT1
ATP
BNP
bp
bpm
CRT
DAPI
DCM
DGCRS8
dLVP/dt
DNS
dP/dt
EDL
EF
EKG

ERK-MAP
Kinase

ESC

ESL

% segment shortening

Arteria

Angiotensin Converting Enzyme
Antidiuretisches Hormon
American Heart Association
atriale natriuretic peptide
Aortaler Druck

Angiotensin 1
Adenosintriphosphat

brain natriuretic peptide
Basenpaare

beats per minute

kardiale Resynchronisationstherapie
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Dilatative Kardiomyopathie
DiGeorge syndrome chromosomal region 8
LVP abgeleitet nach der Zeit
Desoxyribonukleinsaure

Druck abgeleitet nach der Zeit
enddiastolische Lange
Ejektionsfraktion

Elektrokardiogramm

extracellular signal-regulated - mitogen-activated protein kinase

European Society of Cardiology

endsystolische Lange
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EtOH Alkohol

F French

HFmrEF Heart Failure with mid-range Ejection Fraction
HFpEF Heart Failure with preserved Ejection Fraction
HFrEF Heart Failure with reduced Ejection Fraction
HMV Herzminutenvolumen

HOCM Hypertrophe Obstruktive Kardiomyopathie
HTx Herztransplantation

HW/BW Heart Weight/Body Weight

HZV Herzzeitvolumen

ICD Implantierbarer Kardioverter-Defibrillator

IE Internationale Einheiten

ITR Inverted Terminal Repeat

KG Kdrpergewicht

KHK koronare Herzkrankheit

LAD Left Anterior Descending Artery

LNA locked nucleic acid

LVAD Left Ventricular Assist Device

LVAS Left Ventricular Assist System

LVEDP linksventrikularer enddiastolischer Druck
LVEF linksventrikulare Ejektionsfraktion

LVM linksventrikulare Masse

LVP Linksventrikularer Druck

mMiRNA micro RNA

MOE Methoxyethylphosphorothioat

mRNA messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie

NaCl Natriumchlorid
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NASH

NNT

NSAR
NT-proBNP
NYHA

OFR

PBS

PEI

pTAC
pTAC/LNA-132
pTAC/LNAscr
RAAS

RCX

RISC

RNA

RR

SEM

SPRY 1

SS

TAC

TASH

UTR

WGA

B-MHC

Nicht-alkoholische Steatohepatitis
Number-needed-to-treat

Nicht-steroidale Antirheumatika

N-terminales proBNP

New York Heart Association

Open Reading Frame

Phosphate Buffered Saline

Polyethylenimine

perkutane transverse aortale Konstriktion
perkutane transverse aortale Konstriktion/locked nucleic acid
perkutane transverse aortale Konstriktion/scrambled locked nucleic acid
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Ramus circumflexus

RNA induced silencing complex
Ribonukleinsaure

Blutdruck (Riva-Rocci)

Standard Error of the Mean

Sprouty Homolog 1

Segment Shortening

transverse aortale Konstriktion

trankskoronare Ablation der Septumhypertrophie
untranslated Region

Wheat Germ Agglutinin

B-Myosin Heavy Chain
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