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1. Einleitung 

1.1 Herzinsuffizienz 

Eine Herzinsuffizienz stellt die häufigste pathophysiologische Entität kardiovaskulärer 

Erkrankungen (CVD) dar und ist eine intensive gesundheitsökonomische Last für jedes 

Gesundheitssystem. Laut Statistik der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind CVD 

als global häufigste Todesursache identifiziert worden. Geschätzt verstarben im Jahr 

2008 weltweit 17,3 Millionen Menschen an einer CVD. Diese Zahl repräsentiert 30 % 

aller globalen Todesfälle und wird sich gemäß Voraussagen der WHO bis zum Jahr 

2030 sogar auf 23,6 Millionen erhöhen und somit global die häufigste Todesursache 

bleiben 
1
. Eine Schätzung betroffener Individuen auf dem europäischen Kontinent hat 

die Europäische Gesellschaft für Kardiologie (ESC) angestrengt. In den 51 durch die 

ESC vertretenen Ländern sind derzeit ca. 15 Millionen Menschen an Herzinsuffizienz 

erkrankt, woraus sich eine Prävalenz von ca. 4 % errechnet. Betrachtet man die Alters-

verteilung der Herzinsuffizienz, so liegt die Prävalenz in der Gruppe der 70- bis 80-

jährigen bei 10 bis 20 % 
2
. In jüngeren Jahren existiert eine deutliche geschlechtsspezi-

fische Krankheitsprävalenz auf Seiten männlicher Patienten, in späteren Dekaden ist das 

Geschlechterverhältnis ausgeglichen 
2
. Die Gesamtprävalenz der Herzinsuffizienz wird 

sich zukünftig weiter erhöhen. Dies ist vor allem auf den zunehmenden demographi-

schen Wandel bezüglich der Altersstruktur, die Verbesserung der Überlebensrate nach 

einem kardialen Insult und Fortschritte in der Sekundärprävention einer Herzinsuffi-

zienz zurückzuführen 
2, 3

. Zukünftig wird die Bedeutung der Herzinsuffizienz in der 

medizinischen Versorgung somit weiter an Relevanz gewinnen. 

Die chronische Herzinsuffizienz kann nicht als uniformes Krankheitsbild mit gleich-

bleibender Symptomatik beschrieben werden und bisher existiert ebenfalls noch keine 

ubiquitär akzeptierte Definition dieser Erkrankung. Vielmehr ist die Herzinsuffizienz als 

komplexes Syndrom, verknüpft mit dem Auftreten typischer klinischer Symptomenkon-

stellationen und wegweisender apparativer Befunde, zu sehen 
3
. Bei einer symptomati-

schen Herzinsuffizienz finden sich bei erkrankten Patienten belastungsabhängige    

Dyspnoe, bei fortgeschrittener Erkrankung auch Ruhedyspnoe, vermehrte Müdigkeit,       
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sogenanntes „fatigue“, sowie eine zunehmende Ansammlung von Ödemen in verschie-

denen Körperbereichen und Organen. Diese können zu nächtlichen Atemnotepisoden 

mit schaumigem Auswurf, dem Asthma cardiale, führen. Insgesamt führt die Progredi-

enz der Erkrankung zu einer deutlichen Verschlechterung der Lebensqualität betroffener 

Individuen. Die apparativen Untersuchungen umfassen neben der Echokardiographie, 

dem Elektrokardiogramm und einer Röntgenuntersuchung des Thorax auch die labor-

chemische Analyse einer Blutprobe und sollen objektivierbare Befunde struktureller 

und/oder funktioneller kardialer Veränderungen erbringen. Etablierte laborchemische 

Biomarker zur Erst- und Verlaufsdiagnostik einer Herzinsuffizienz sind das atriale   

natriuretische Peptid (ANP), das B-Typ natriuretische Peptid (BNP) und das wegen der 

höheren Halbwertszeit zur Erst- und Verlaufsdiagnostik vermehrt eingesetzte N-

Terminale pro-BNP (NTpro-BNP) 
4-8

.  

Für eine Herzinsuffizienz existieren multiple Ursachen (siehe Abbildung 1). Der wich-

tigste Grund bei kardialer Genese der Herzinsuffizienz ist die koronare Herzkrankheit 

(KHK). Sie ist bei über 50 % der betroffenen Patienten kausal für eine spätere Herzin-

suffizienz verantwortlich 
9
. Für die KHK wiederum stellt vor allem die langjährige Hy-

pertonie einen prädispositionellen Zustand dar, welcher somit indirekter als auch direk-

ter Risikofaktor der Herzinsuffizienz ist. Neben der KHK und Hypertonie sind weitere 

wichtige Risikofaktoren, sogenannte „major risk factors“, für die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz identifiziert worden 
10

. Hierzu zählen Klappenvitien, Diabetes melli-

tus, Übergewicht, Myokarditiden und Arrhythmien. Neben den bisher beschriebenen 

kausalen Ursachen einer Herzinsuffizienz gibt es ebenfalls (noch) nicht klassifizierbare 

sogenannte idiopathische Formen dieser Erkrankung.  
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Abbildung 1: Ursachen der Herzinsuffizienz 

Nach 
11

 

Klinisch wird versucht, die Betroffenen deskriptiv bestimmten Gruppen zuzuordnen. 

Daher wird die akute von einer chronischen Herzinsuffizienz unterschieden. Akut sollte 

hierbei nicht im Sinne eines zeitlichen Terminus, sondern vielmehr zur Beschreibung 

der Schwere der Erkrankung herangezogen werden. Die betroffene Struktur im Herzen 

begründet eine Unterscheidung zwischen linksventrikulärer und rechtsventrikulärer 

Herzinsuffizienz. Während die linksventrikuläre Herzinsuffizienz viele unterschiedliche 

Ätiologien haben kann, ist die rechtsventrikuläre Herzinsuffizienz oftmals Folge einer 

vorbestehenden linksventrikulären Herzinsuffizienz 
11

. Als letzte Konsequenz kann   

hieraus auch eine biventrikuläre, also das gesamte Myokard betreffende, globale Herz-

insuffizienz entstehen. Generell wird zudem die systolische (HFrEF) von der diastoli-

schen Herzinsuffizienz (HFpEF) unterschieden 
12, 13

. Hierzu ist anzumerken, dass eine 

Unterscheidung zwischen diesen beiden Formen keine Darstellung zweier voneinander 

unabhängiger Entitäten zufolge haben sollte 
14

.  

Zur Einteilung des Schweregrades einer Herzinsuffizienz bedient man sich klinisch 

oftmals der international anerkannten Klassifikation der New York Heart Association 

(NYHA). Diese stellt allerdings eine rein subjektive Klassifizierung der Erkrankung 

anhand von Symptomen etwaiger Patienten dar und ist daher stetiger Kritik ausgesetzt. 

Um die Einteilung des Schweregrades an objektivierbare Befunde zu knüpfen,         

entwickelte die American Heart Association (AHA) zusammen mit dem American   

Kardial bedingt Systemisch bedingt

Myokardiale Schäden Erhöhter CO-Bedarf

Myokardinfarkt, Myokarditis, Kardiomyopathie, 

Chemotherapeutika

Hyperthyreoidismus, Morbus Paget

Klappenvitien Erhöhung der Nachlast

Aortenstenose, Mitralklappeninsuffizienz Aortenstenose, Hypertonie, Phäochromozytom

Arrhythmien Metabolisch

Bradyarrhythmien, Tachyarrhythmien Selenmangel, Thiaminmangel, Carnitinmangel

Fehler der Erregungsleitung Infiltrative Erkrankungen

AV-Knoten-Block, Linksschenkelblock Amyloidose, Hämochromatose, Chronische Fibrose

Insuffiziente Versorgung

Ischämie

Ursachen der Herzinsuffizienz
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College of Cardiology (ACC) eine Klassifikation, die sich an strukturellen Befunden 

des Herzmuskels orientiert 
3
 (siehe Abbildung 2). Mittlerweile werden beide Klassifika-

tionen oftmals zusammen genannt und ergänzen sich gegenseitig. Darüber hinaus exis-

tieren noch weitere, detailliertere Klassifikationen zur Einschätzung des Schweregrades 

einer Herzinsuffizienz, wie beispielsweise die Forrester-Klassifikation 
15

, welche sich 

an hämodynamischen Parametern orientiert und vor allem bei akut gefährdeten, inten-

sivmedizinisch zu versorgenden Patienten eine vorteilhaftere, standardisierte Behand-

lung ermöglichen soll. Eine weitere Methode, um die Schwere einer Herzinsuffizienz 

anhand objektivierbarer Befunde zu ermitteln, bietet die Feststellung der linksventriku-

lären Ejektionsfraktion (LVEF). Die LVEF ist der Anteil des vom linken Ventrikel in 

die systemische Zirkulation ausgeworfenen Blutvolumens am gesamten Schlagvolumen 

während einer Herzaktion. Normalwerte für die Ejektionsfraktion liegen in der Regel 

zwischen 55-70 %, bei Werten zwischen 40-55 % spricht man von einer reduzierten 

Ejektionsfraktion, Werte unter 40 % können einen Anhaltspunkt für das Vorliegen einer 

Herzinsuffizienz bieten 
16

.  

 

Abbildung 2: Internationale Klassifikation einer Herzinsuffizienz 

Nach 
2
 

Funktionell nach NYHA Strukturell nach ACC/AHA

Einteilung in Klassen anhand von Symptomen und 

körperlicher Aktivität
Einteilung in Stufen anhand struktureller Defizite

Klasse I Stufe A

Keine Einschränkung der Leistungsfähigkeit bei 

normaler körperlicher Belastung. Keine 

Ruhesymptomatik

Hohes Risiko für Herzinsuffizienz aber keine 

nachweisbaren Myokardschäden

Klasse II Stufe B

Leichte Einschränkung bei körperlicher Belastung. 

Normale körperliche Belastung führt zu Dyspnoe, 

Fatigue und Palpitationen. Keine Ruhesymptomatik

Beginnende strukturelle Myokardschäden die 

hochwahrscheinlich mit einer Herzinsuffizienz 

assoziiert sind aber ohne nachweisbare Symptome

Klasse III Stufe C

Mittlere Einschränkung bei körperlicher Belastung. 

Bereits leichte körperliche Aktivität führt zu Dyspnoe, 

Fatigue und Palpitationen. Keine Ruhesymptomatik. 

Symptomatische Herzinsuffizienz mit nachweisbaren 

strukturellen Myokardschäden.

Klasse IV Stufe D

Keine körperliche Aktivität ohne starke Symptomatik. 

Beschwerden auch in Ruhe.

Fortgeschrittene strukturelle Myokardschäden und 

nachweisbare Beschwerden in Ruhe trotz 

medikamentöser Therapie.

Gebräuchliche Klassifikationen zur Einteilung der Herzinsuffizienz
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In Deutschland ist die Herzinsuffizienz seit dem Jahr 2006 wechselnd an Platz 1 und 2 

unter den Ursachen für eine Hospitalisierung 
17

. Gleichermaßen stellt sie in der Alters-

gruppe der über 85-jährigen die am häufigsten diagnostizierte Erkrankung dar. Die Ge-

samtausgaben des deutschen Gesundheitssystems im Zusammenhang mit der Diagnose 

Herzinsuffizienz lagen im Jahr 2006 bei 2,9 Milliarden Euro 
18

. Jedoch wird zukünftig 

aufgrund der progredient alternden Bevölkerung und weiterer, oben genannter, Gründe 

mit einem Anstieg der Kosten zu rechnen sein. Die Mortalität der Herzinsuffizienz in 

Deutschland hat sich in den letzten Jahren verbessert. Allerdings ist die krankheitsbezo-

gene Sterblichkeit, die sogenannte Letalität, immer noch mit einer schlechten Prognose 

verbunden. Nach 540 Tagen sterben, trotz leitliniengerechter Therapie, ca. 36 % der 

Patienten 
18

. Durchschnittlich versterben ca. 50 % der männlichen und 46 % der      

weiblichen Patienten innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung 
19-21

. Damit 

liegt die 5-Jahres-Mortalitätsrate über der vieler maligner Neubildungen. 

1.2 Kardiomyopathien 

Bei ca. einem Drittel aller herzinsuffizienten Patienten lässt sich eine Kardiomyopathie 

als Ursache der Erkrankung belegen. Der Begriff der Kardiomyopathie unterliegt in 

seiner Bedeutung und der ihm zugeordneten Befunde einem stetigen Wandel. Im Jahr 

1957 prägte W. Bridgen in einem Bericht über ungewöhnliche, nicht-koronare Erkran-

kungen des Myokards erstmals den Begriff der Kardiomyopathien 
22

. Zunächst definier-

te man diese als akute, subakute oder chronische Dysfunktionen des Herzens, häufig mit 

endo- oder perikardialer Beteiligung aber ohne arteriosklerotischen Ursprung 
23-25

. Die 

erste globale Klassifikation der Kardiomyopathien erfolgte dann im Jahr 1980 durch die 

WHO-Task Force und unterteilte die Erkrankung in primäre (idiopathische, angeborene) 

und sekundäre (spezifische, identifizierbare Pathologie) Formen 
26

. Eine Kardiomyopa-

thie wurde fortan lediglich als Erkrankung des Herzmuskels unklarer Genese definiert. 

Weiter wurden die primären Kardiomyopathien in dilatative, restriktive, hypertrophi-

sche und nicht klassifizierbare Formen unterteilt. Erst 15 Jahre später wurde diese Klas-

sifikation revidiert und enthielt nun eine weitere Subklasse, die der arrhythmogenen 

Kardiomyopathien. Die bis heute gültige Klassifikation definiert den Begriff der Kardi-

omyopathie als Erkrankung des Myokards, welche mit einer durch Befunde              
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objektivierbaren kardialen Dysfunktion vergesellschaftet ist 
27

. Im Jahr 2006 veröffent-

lichte die AHA zusammen mit dem ACC eine Empfehlung zur möglichen Aktualisie-

rung der aktuell gültigen Klassifikation von Kardiomyopathien 
28

. In dieser Veröffentli-

chung wird empfohlen, die Unterteilung in primär und sekundär neu zu definieren. Pri-

mär solle für eine auf den Herzmuskel beschränkte Kardiomyopathieform verwendet 

werden und enthält 3 vorgeschlagene Subgruppen (genetisch, erworben und Mischfor-

men). Die sekundären Kardiomyopathien sind als jene im Kontext vorherrschender or-

ganischer Erkrankungen mit sekundärer Myokardbeteiligung zu verstehen.  

Die aktuell gültige Einteilung beschreibt die verschiedenen Kardiomyopathieformen 

aufgrund der für sie spezifischen Pathophysiologie und, insoweit möglich, ihrer Ätiopa-

thogenese: 

 

Abbildung 3: Überblick der Klassifizierung von Kardiomyopathien  

RA = Rechtes Atrium, LA = Linkes Atrium, RV = Rechter Ventrikel, LV = Linker Ventrikel. 

Nach 
11
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1. Unklassifizierbare Kardiomyopathien (UCM) 

In dieser Subgruppe finden sich alle Formen von Kardiomyopathien, welche den ande-

ren Gruppen nicht eindeutig zuordenbar sind. Beispiele hierfür sind neben der isolierten 

ventrikulären Non-Compaction Kardiomyopathie (INVM) die Takotsubo-

Kardiomyopathie, die systolische Dysfunktion mit minimaler Dilatation, die mitochond-

riale Kardiomyopathie und die endokardiale Fibroelastose. 

2. Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) 

Typisch für die HCM ist eine vermehrte Hypertrophie des interventrikulären Septums 

im Vergleich zur freien Wand des linken Ventrikels. In der klinischen Diagnosefindung 

gelten normalerweise Werte von über 15mm Dicke des interventrikulären Septums als 

pathologische Hypertrophie 
29

. Aufgrund dessen kommt es, abhängig vom Schweregrad 

der Erkrankung, zu einer Verengung des Ausflusstraktes mit konsekutiv vermehrter 

Druckbelastung des linken Ventrikels. Man unterteilt die HCM daher in eine obstrukti-

ve (HOCM) und eine nicht-obstruktive Form (HNCM) (siehe Abbildung 3). Auch eine 

durch die Krankheit ausgelöste rechtsventrikuläre Hypertrophie wurde von Maskatia et 

al. beschrieben 
30

. Das linksventrikuläre Volumen ist meist normal bis reduziert und 

üblicherweise lässt sich in der 2-dimensionalen Echokardiographie, welche das diagnos-

tische Mittel der Wahl darstellt, eine diastolische Dysfunktion nachweisen. Hierbei liegt 

eine abnorme Relaxations- und Füllungsphase des linken Ventrikels einhergehend mit 

erhöhten Füllungsdrücken vor. Sekundär, beziehungsweise zur weiteren Diagnostik bei 

fehlendem Befund in der Herzechokardiographie, kann auch ein Magnet-Resonanz-

Imaging (MRI) des Myokards erfolgen. Diese kann irreguläre Morphologie sowie Nar-

ben im Myokard nachweisen, die oftmals ein erhöhtes Risiko für Arrhythmien und so-

mit den plötzlichen Herztod aufweisen. Insofern könnte die MRI-Untersuchung in Zu-

kunft einen höheren Stellenwert in der HCM-Diagnostik gewinnen 
31

. Ätiologisch lie-

gen bei ungefähr 60-70 % der Betroffenen verschiedene autosomal-dominante Mutatio-

nen in Genen von Sarkomerproteinen vor. Hierbei betreffen die häufigsten Mutationen 

das Gen der schweren Kette des ß-Myosins (ß-MHC) und das des kardialen Myosinbin-

deproteins-C 
32

. Die therapeutischen Maßnahmen zur Behandlung der HCM sind bis-

lang nur symptomorientiert und stellen keine kausale Kuration dar. Neben                
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konservativen Maßnahmen, die unter anderem eine medikamentöse Therapie zur Re-

duktion der kardialen Last mittels Betablocker oder Calciumantagonisten und Vermei-

dung körperlicher Spitzenbelastungen beinhalten, kommen auch interventionelle An-

wendungen zum Einsatz. Diese umfassen neben der transkoronaren Ablation der Sep-

tumhypertrophie (TASH) und der endokardialen Radiofrequenzablation der Septumhy-

pertrophie (ERASH) unter anderem auch die Implantation eines Schrittmachers 

und/oder eines implantierbaren Kardiovertierer-Defibrillators (ICD). Bei Therapiever-

sagen kann schließlich noch eine transaortale subvalvuläre Myektomie (TSM) versucht 

werden, welche wegen der Maximalinvasivität des Eingriffes immer seltener durchge-

führt wird. 

3. Restriktive Kardiomyopathie (RCM) 

Eine eher seltene Form der Kardiomyopathie stellt die RCM dar. Bei affektierten Indi-

viduen bestehen eine Restriktion des Füllungsvolumens sowie des enddiastolischen Vo-

lumens, mono- oder auch biventrikulär 
27, 33

. Im Gegensatz zu anderen Kardiomyopa-

thieformen ist hierbei jedoch in der Regel die systolische Funktion annähernd normal 

und es besteht keine Hypertrophie der myokardialen Wand 
27

 (siehe Abbildung 3). Den-

noch kann die Wanddicke, im Rahmen interstitieller oder infiltrativer Erkrankungen, 

zunehmen (siehe unten). Ursächlich kann sie idiopathisch, familiär-genetisch oder se-

kundär im Rahmen von infiltrativen Erkrankungen wie Amyloidose und Sarkoidose 

auftreten. Die familiär-genetische Form wird in der Regel autosomal-dominant vererbt 

und wird häufiger bei weiblichen Patienten beobachtet 
34

. Weiterhin sind Speicherer-

krankungen wie Morbus Fabry und Hämochromatose, endomyokardiale Erkrankungen 

wie endomyokardiale Fibrose und hypereosinophiles Syndrom und Sklerodermie als 

auch Radiatio und medikamentöse Therapie mit Chemotherapeutika (vor allem Anth-

razykline) mögliche Ursachen der Erkrankung 
35-38

. Der Diagnosestellung einer RCM 

geht im Allgemeinen eine Kombination von Untersuchungen, bestehend aus körperli-

cher-, echokardiographischer- und diagnostischer Rechtsherzkatheter-untersuchung, 

voraus. Da Krankheitsverlauf und klinische Präsentation der Erkrankung variabel sind, 

nutzt man je nach Schweregrad unterschiedliche Therapieregime. Hierzu zählen die 

Anwendung von Diuretika zur Vorlastsenkung, eine Frequenzkontrolle mittels Digitalis, 

Calciumantagonisten oder Betablockern zur Verlängerung und Optimierung der       
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Füllungsphase des Herzens während der Diastole und Gabe von Antikoagulantien bei 

Auftreten von Vorhofflimmern. Als weitere Option kommen 2-Kammer Schrittmacher 

in Betracht, um Defizite der Erregungsbildung und –leitung zu kompensieren. Ultima 

ratio ist die Herztransplantation bei Patienten welche eine progressive, therapierefraktä-

re Form der Erkrankung aufweisen. 

4. Arrhythmogene Rechtsventrikuläre Kardiomyopathie (ARVC)  

Die ARVC stellt mit einer Inzidenz von 1:1.000 bis 1:5.000 auch eine der weniger ver-

breiteten Kardiomyopathien dar 
39-41

. In mehr als 50 % der Fälle liegt eine familiäre 

Form der Erkrankung vor, die in der Regel autosomal-dominant vererbt und mit variab-

ler Penetranz weitergegeben wird 
42

. Hierbei sind männliche Individuen häufiger betrof-

fen als weibliche. Pathogenetisch kommt es zu einer vermehrten Apoptose in Kardio-

myozyten. Die apoptotischen Zellen werden durch eine Mischung aus Binde- und Fett-

gewebe ersetzt, welches mit der Leitung elektrischer Impulse interferiert. Daher erklä-

ren sich auch die im EKG (Elektrokardiographie) zu beobachtenden Phänomene wie die 

Epsilonwelle, Rechtsschenkelblöcke und sogenannte Re-Entry-Arrhythmien. Obwohl 

die Erkrankung entsprechend ihrer Bezeichnung rechtsventrikulär gehäuft auftritt, sind 

bei bis zu 50 % der Fälle auch linksventrikuläre Beteiligungen nachgewiesen           

worden 
43-45

. Die klinische Manifestation der Erkrankung findet meist erst im Adoles-

zentenalter statt, wobei die Patienten in der Regel nicht älter als 60 Jahre sind 
46

. Routi-

nediagnostik bei verdächtigen Patienten umfasst neben ausführlicher körperlicher Un-

tersuchung, 12-Kanal-EKG, Röntgen-Thorax, 24-Stunden-EKG und 2-dimensionaler 

Echokardiographie auch eine ausführliche Familienanamnese mit Stammbaumuntersu-

chung. Gerade in Frühstadien der Erkrankung können die Untersuchungen allerdings 

auch unspezifisch ausfallen. Da die Erkrankung eine mögliche Ursache für den plötzli-

chen Herztod unter jungen Erwachsenen und Profisportlern repräsentiert, ist die erste 

Therapiemaxime die Verhinderung des plötzlichen Herztodes. Sportliche Aktivität soll-

te minimiert werden, da sie aufgrund der erhöhten kardialen Belastung zu einer mehr-

fachen Risikoerhöhung führen kann 
47

. Symptomatische Patienten die Arrhythmien 

aufweisen, können mit Betablockern oder einem Klasse-III-Antiarrhythmikum wie  

Amiodaron oder Sotalol behandelt werden, da diese sich aufgrund ihrer niedrigen 

proarrhythmischen Potenz besonders eignen 
48, 49

. Bei therapierefraktären Arrhythmien 
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bietet sich die Implantation eines ICD zur Verhinderung des plötzlichen Herztodes an. 

Eine weitere Möglichkeit zur Risikoreduktion bietet die Katheterablation von Arrhyth-

mieherden. Diese Maßnahme bietet schnell sichtbaren, akuten Erfolg, jedoch sind Re-

zidivraten von bis zu 90 % innerhalb eines 3-Jahresintervalls beschrieben 
50

.  

5. Dilatative Kardiomyopathie (DCM)  

Die DCM beschreibt einen Zustand des Herzens, bei dem der linke und/oder der rechte 

Ventrikel dilatiert sind (siehe Abbildung 3) und folglich eine verminderte Kontraktilität 

des Herzens präsent ist, wodurch sich auch die Ejektionsfraktion (EF) reduziert 
27, 51

. 

Die Inzidenz der Erkrankung steigt mit zunehmendem Lebensalter und ist bei        

männlichen und afroamerikanischen Individuen erhöht 
52, 53

. Der Krankheitsverlauf, 

dessen genaue Ursache bislang nicht geklärt werden konnte, ist gekennzeichnet durch 

den zunehmenden Verlust von Kardiomyozyten. Charakteristischerweise kommt es bei 

den Betroffenen zu einer histologisch nachweisbaren, progredienten interstitiellen Fib-

rose des Myokards, sowie zu einer Reduktion der Autokontraktilität der Kardiomyozy-

ten im Krankheitsverlauf 
54

. Klinisch leiden die Patienten oftmals unter typischen 

Symptomen einer Herzinsuffizienz (s.o.) und das Auftreten von Arrhythmien, Throm-

bembolien sowie des plötzlichen Herztodes ist in jeder Phase der Erkrankung möglich 

27, 55
. Generell weisen Betroffene ein erhöhtes Herzgewicht auf, jedoch findet sich keine 

signifikante Hypertrophie, da die Erhöhung auf die zunehmende Dilatation der Herz-

höhlen zurückzuführen ist. Die Reduktion der EF ist der etablierteste prognostische 

Marker zur Einschätzung der Schwere einer DCM.  

Therapeutisch kommen, abhängig von Schweregrad und Ursache der Erkrankung, un-

terschiedliche Möglichkeiten in Betracht. Supportive Maßnahmen umfassen neben der 

Reduktion etwaiger Risikofaktoren (Nikotinabusus, Adipositas, Alkohol- und Salzre- 

striktion) auch Flüssigkeitsbilanzierung und moderate körperliche Aktivität. Der Ver-

zicht beziehungsweise die Behandlung auslösender Noxen ist bei identifizierbarer Ursa-

che der Erkrankung eine der ersten Maßnahmen. Medikamentös kommen Vasodilatato-

ren (ACE-Inhibitoren, Hydralazin und Isosorbiddinitrat), Diuretika (Furosemid, Hydro-

chlorothiazid), Aldosteronantagonisten (Spironolacton, Eplerenon), Betablocker und 
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Antikoagulantien zum Einsatz 
56-64

. Ultima Ratio ist, wie bei anderen Kardiomyopathie-

formen, auch hier die Herztransplantation 
65, 66

. 

Die DCM ist als das Ergebnis der Einwirkung verschiedenartigster pathogenetischer 

Prozesse auf das Myokard anzusehen 
67

. Insofern sind potentielle Ursachen dieser Er-

krankung mannigfaltig und zum Teil noch nicht komplett geklärt. Eine grundsätzliche 

Differenzierung erfolgt dementsprechend zwischen spezifischen Formen mit bekannter 

Ursache und idiopathischen Formen bei denen die Ursache (noch) nicht abschließend 

geklärt werden konnte. Die Diagnose einer idiopathischen DCM stellt in aller Regel 

eine Ausschlussdiagnose dar.  

In etwa der Hälfte aller Fälle kann die DCM einer spezifischen Ursache zugeschrieben 

werden 
68

. Hierbei sind vor allem familiär-genetische, toxische, (auto-) immunologische 

und infektiöse Gründe zu nennen. Manche dieser spezifischen DCM-Formen gelten als 

potenziell reversibel 
69

. 

Inzidenz (5-8/100.000 pro Jahr) und Prävalenz (36,5/100.000) der DCM in den       

westlichen Industriestaaten zeigen die Erkrankung ebenfalls als nicht vernachlässigbares 

ökonomisches Problem 
70-73

. Betrachtet man die fehlenden kurativen Therapieoptionen, 

das potenziell junge Erstmanifestationsalter und den oftmals finalen Verlauf, so ist die 

DCM eine der schwerwiegendsten Herzerkrankungen und ist darüber hinaus häufigste 

Ursache für die Indikation zur Herztransplantation 
67, 74-76

. 

5.1  Toxische Formen 

Die toxisch-induzierten Kardiomyopathieformen sind im Vergleich zu infektiösen For-

men, vor allem den viral-induzierten Myokarditis-assoziierten Formen, als seltener ein-

zustufen 
68

. Bei den schädigenden Substanzen spielen vor allem Alkohol, der Alkohol-

metabolit Acetaldehyd und Kokain neben vielen anderen toxischen Agentien eine wich-

tige Rolle. Der Alkohol und seine Metabolite führen hierbei zu einer direkten Schädi-

gung der Mitochondrien und des sarkoplasmatischen Retikulums. Infolge dessen kommt 

es zu einer verminderten Proteinbiosynthese im Myokard 
77, 78

. Die Anwendung von 

Medikamenten, insbesondere Chemotherapeutika, können ebenfalls zu einer immensen 

myokardialen Schädigung führen. Hierbei sind neben den für ihre kardiotoxische    
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Wirkung bekannten Anthracyclinen (Adriamycin, Doxo- und Daunarubicin) auch    

Fluorouracil, Barbiturate, Chloroquin und Amphetamine zu nennen. Weiterhin existiert 

auch in der immer häufiger verwendeten Gruppe der sogenannten monoklonalen Anti-

körper (wie z.B. Infliximab) ein ausgeprägtes kardiotoxisches Nebenwirkungsprofil. Da 

diese Medikamente vermehrt eingesetzt werden, könnte auch die Anzahl hierdurch in-

duzierter Nebenwirkungen zunehmen 
79-81

. 

5.2  Immunologische Formen 

Immunologische Ursachen als Auslöser einer DCM sind in jüngster Zeit vermehrt Ge-

genstand von Untersuchungen geworden. Gerade nach einer überstandenen infektiösen 

Myokarditis, welche mehrheitlich den Erstkontakt eines Erregers mit dem Körper dar-

stellt, bleiben oftmals Gedächtniszellen gegen das spezifische Antigen zurück, welche 

sich im Verlauf auch gegen körpereigene Epitope richten können. Diese sogenannten 

Autoimmunerkrankungen können durch eine genetische Prädisposition und/oder gewis-

se Umwelt- und Lifestylefaktoren induziert werden 
82

. Eine besondere Bedeutung er-

langt die Theorie der Autoimmunerkrankungen im Zusammenhang mit der Pathogenese 

einer DCM vor allem hinsichtlich der Nachweisbarkeit autoantigener Immunglobuline 

und weiterer Autoantikörper im Myokard betroffener Patienten 
83-85

.  

5.3  Infektiöse Formen 

Die infektiöse Myokarditis kann ebenfalls einen fudroyanten Verlauf nehmen und zu 

kardialer Dysfunktion führen. Die infektiös bedingte Kardiomyopathie zählt daher, ne-

ben anderen, zu den Hauptursachen einer DCM 
68, 71

. Eine Myokarditis kann durch eine 

Vielzahl verschiedener Erreger ausgelöst werden. Hierbei sind neben Viren (Coxsa-

ckievirus), Bakterien (Corynebakterium diphtheriae) und Pilzen (Aspergillus und 

Candida ssp.) auch Parasiten zu erwähnen 
86-90

. In lateinamerikanischen Ländern von 

Bedeutung ist diesbezüglich vor allem Trypanosoma cruzi 
91, 92

. Aber auch in Ländern 

in die Immigration aus Endemiegebieten stattfindet, steigt die Relevanz solcher Infekti-

onen 
93

. Als Reaktion auf eine Zunahme von Infektionen mit diesem Parasiten werden 

in den USA, Spanien und Frankreich nahezu alle Blutprodukte zur Übertragung am 

Menschen auf T.cruzi gescreent 
94, 95

.  
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In Europa und Nordamerika wird die Mehrzahl infektiös bedingter Kardiomyopathien 

jedoch weiterhin durch kardiotrope Viren verursacht 
96, 97

. In diesen Fällen kommt es 

meist zu einer akuten Entzündungsreaktion innerhalb des Myokards, welche eigentlich 

der Viruselimination dienen soll, oftmals allerdings mit exzessiver Myokardschädigung 

einhergeht. Die entzündlichen Vorgänge bei dieser Kardiomyopathie führen zu Fibro-

sierung des Myokards, Hypertrophie von Kardiomyozyten und in letzter Konsequenz zu 

einer Dilatation der betroffenen Herzhöhlen 
98, 99

.  

5.4  Familiär-genetische Formen 

In den letzten 2 Dekaden konnten viele der vormals als idiopathisch klassifizierten Kar-

diomyopathien näher untersucht und dem familiären Formenkreis zugeordnet werden. 

Die Häufigkeit familiär bedingter Formen der Erkrankung fluktuiert, je nach Autor, 

zwischen 20-50 % 
100-104

. Die hohe Variabilität in Angaben zur Häufigkeit resultiert 

vermutlich aus dem Ausschluss symptomloser aber dennoch genotypisch positiver Per-

sonen. Die zugrundeliegenden genetischen Mutationen, die bei Betroffenen zur phäno-

typischen Ausprägung führen, sind sehr vielschichtig. Hierbei sind autosomal-

dominante Vererbungsmodi in der deutlichen Mehrzahl und mit ungefähr 90 % aller 

Fälle am häufigsten verantwortlich für eine Erkrankung 
105

. Die ebenso existierenden 

autosomal-rezessiven, X-chromosomalen sowie mitochondrialen Vererbungswege tre-

ten im Verhältnis selten auf 
100, 106, 107

.  

In unterschiedlichen Proteinen konnten bisher Mutationen nachgewiesen werden (siehe 

Abbildung 4). Darunter befinden sich vor allem solche aus dem Struktur- und           

Zytoskelettapparat der Kardiomyozyten. Die erste Proteinmutation, die als ursächlich 

für eine früh einsetzende DCM identifiziert werden konnte, war die in kardialem          

α-Aktin 
108

. Kardiales α-Aktin stellt einen Hauptbestandteil der im Sarkomer lokalisier-

ten dünnen Filamente in Kardiomyozyten dar. Weil das Sarkomer in allen Muskelzellen 

des Körpers die funktionale Einheit zur Krafterzeugung und -übertragung während der 

Muskelkontraktion ist, wirken sich Mutationen in diesem Protein folglich fatal auf die 

Funktion von kontraktilen Zellen aus. Die bisher entdeckten Mutationen in kardialem  

α-Aktin betreffen überwiegend die Interaktion zwischen Aktin und dem Zytoskelett und 

nicht die Aktin-Myosin-Interaktion. Insofern sind Mutationen hierin als Defekte der       
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Kraftübertragung zu bezeichnen 
109

. Weitere, in der Regel autosomal-dominante, Muta-

tionen mit Wirkung auf die Kraftübertragung der Muskelzelle betreffen Desmin, Me-

tavinculin, Dystrophin (x-chromosomal rezessive Transmission) und die δ-Sarkoglykan-

Untereinheit des Dystrophin-assoziierten Glykoproteinkkomplexes 
110

. Alle diese Prote-

ine sorgen physiologischerweise für eine effiziente Kraftübertragung des Sarkomers an 

das Sarkolemm. Sind sie mutiert, führen verminderte Kraftübertragung und/oder ver-

minderte Resonanz auf erhöhte mechanische Belastung zur Ausprägung einer kardialen 

Dysfunktion und längerfristig gegebenenfalls zu einer DCM. Veränderungen im Dys-

trophin sind bisher vor allem im Zusammenhang mit dem Auftreten der Duchen-

ne’schen Muskeldystrophie bekannt, bei der es vornehmlich zu Veränderungen in der 

quergestreiften Skelettmuskulatur kommt 
111-114

. Ebenfalls möglich, wenn auch deutlich 

seltener, sind Dystrophinveränderungen, die isoliert die Herzmuskulatur betreffen und 

als Grund einer DCM in Frage kommen 
115-117

. 

 

Abbildung 4: Schematische Übersicht vielfältiger Mechanismen, die zu familiär-genetischer      

Kardiomyopathie führen  

DCM = Dilatative Kardiomyopathie 

β-MHC = schwere Kette des beta-Myosin 

mt-RNA = mitochondriale t-RNA 

Modifiziert nach 
109
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Auch an der Krafterzeugung in Kardiomyozyten beteiligte Proteine können autosomal-

dominante Mutationen aufweisen, die zu einer DCM führen können 
118

. Hierbei sind vor 

allem β-MHC, das kardiale Troponin-T und das α-Tropomyosin betroffen 
109, 110, 119

 

(siehe Abbildung 4). 

Neben den bisher beschrieben Mutationen können auch Signalwege oder die Regulation 

der Kalziumhomöostase von möglichen Veränderungen betroffen sein und sind auf-

grund dessen mit der Entstehung einer DCM in Zusammenhang zu bringen (siehe Ab-

bildung 4).  

Die Energiebereitstellung in den Mitochondrien mittels β-Oxidation freier Fettsäuren 

kann durch Veränderungen in Genen für Proteine, die in diesen Prozess involviert sind, 

entweder direkt als beteiligte Enzyme oder als Transportproteine empfindlich gestört 

werden 
120

. Das Myokard kann in diesen Fällen entweder durch die verminderte Ener-

giebereitstellung oder auch direkt durch toxische Zwischenprodukte des betroffenen 

Stoffwechselweges geschädigt werden.  

Genauso kann eine verminderte und/oder fehlerhafte Proteinsynthese in den Mitochon- 

drien zur Krankheitsentwicklung beitragen 
107, 109, 121-123

.  

Eine gleichbleibende intrazelluläre Kalziumkonzentration ist Voraussetzung einer phy-

siologischen Muskelkontraktion. Das Protein Phospholamban ist unter anderem in die 

Regulation des Kalziumspiegels involviert und sorgt als Inhibitor der im Sarkoplasma 

lokalisierten Kalzium-ATPase SERCA2a (Sarcoplasmic Reticulum Ca
2+

 ATPase) für 

die Steuerung der Aufnahme von Kalzium in das sarkoplasmatische Retikulum 
124

. 

Nach β-adrenerger Stimulation wird SERCA2a phosphoryliert und in seiner Funktion 

gehemmt, wodurch die Aufnahme von Kalzium ins sarkoplasmatische Retikulum be-

schleunigt und so eine schnellere Relaxation möglich wird. Kommt es nun zu einer 

Veränderung im Phospholamban, welches eine retardierte Kalziumwiederaufnahme 

induziert, so verlangsamt sich die Relaxation und dies kann auf Dauer zur Ausbildung 

einer DCM führen 
125

. 
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Der Transkriptionskofaktor EYA4 

Der Anteil familiär-genetisch bedingter DCM wurde bereits im Abschnitt 5.4 in der 

vorliegenden Arbeit erwähnt. Auch die verschiedenen möglichen pathophysiologischen 

Mechanismen die zur Manifestation einer DCM führen können, wurden in diesem Zu-

sammenhang behandelt. Die genauere Aufarbeitung vermuteter genetischer Verände-

rungen gestaltet sich in der Regel schwierig, da die Identifizierung möglicher Gene, 

welche an der Krankheitsentstehung beteiligt sein könnten, aus dem kompletten Gen-

pool erfolgt und jedes hiervon exakt untersucht werden muss. Zusätzlich werden viele 

Syndrome erst im späteren Lebensalter symptomatisch und bedingen ab diesem Zeit-

punkt eine hohe 5-Jahres-Mortalitätsrate von über 50 % 
126

, sodass weitere Untersu-

chungen möglicherweise nicht zeitgerecht stattfinden können 
127

.  

Bisher wurden mehr als 40 Gene identifiziert in denen Mutationen zu einer DCM führen 

können 
68, 128-133

. Da diese Gene häufig für unterschiedliche Proteine kodieren, kann bei 

der familiären DCM von einer starken genetischen Heterogenität gesprochen           

werden 
134

. Es verwundert daher nicht, dass gewisse Mutationen nicht nur phänotypi-

sche Auswirkungen im Herz von Betroffenen, sondern auch in anderen Organen nach 

sich ziehen. Es existieren mehrere genetisch bedingte Syndrome, bei denen neben kar-

dialer Dysfunktion auch eine auditorische Beeinträchtigung vorliegt 
135

. Oftmals sind in 

diesen Fällen jedoch zusätzliche Organdysfunktionen wie beispielsweise Enzephalomy-

elopathien, nicht-insulin-abhängiger Diabetes oder Ataxie nachweisbar 
123, 136-138

. Die 

Kombination rein kardialer und auditorischer Beeinträchtigungen ist selten. 

Insofern war es ein Novum, als Schönberger et al. im Jahr 2000 ein bisher unbekanntes, 

autosomal-dominant vererbtes, Syndrom beschrieben 
127

. 2 betroffene Brüder wiesen 

hierbei einen seit über 20 Jahren bestehenden sensorineuralen Hörverlust (SNHL) auf 

und präsentierten sich mit einer sich im Verlauf aggravierenden DCM, welche eine 

Herztransplantation notwendig machte 
127

. Nachforschungen innerhalb der Familie der 

Betroffenen ergaben 6 weitere adoleszente Betroffene mit linksventrikulären Abnorma-

litäten und Hörverlust sowie 3 Betroffene mit SNHL ohne kardiale Auffälligkeiten (sie-

he Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Stammbaum der Indexfamilie für das Syndrom aus SNHL und DCM 

Gefüllte Symbole zeigen Betroffene von SNHL und DCM, freie Symbole zeigen unbetroffene Individu-

en. Halb links gefüllte Symbole zeigen nur von SNHL-Betroffene Individuen. Durchgestrichene Symbole 

bezeichnen verstorbene Individuen. Markierung mit Stern zeigt Indexpatienten. 

Nach 
127

  

Erweiterte genetische Analysen zeigten, dass sich das beteiligte Gen auf dem Chromo-

som 6q23-24 befand. Weitere Untersuchungen von dort lokalisierten Genen, welche 

neben kardialer auch für kochleäre Transkripte kodieren, engten die ursächlichen Gene 

auf 3 voneinander verschiedene ein. Hierunter befanden sich das Gen für den Transkrip-

tionsfaktor Epikardin (TCF21), das für die Glukokortikoid-induzierbare Kinase SGK-1 

und jenes für den Transkriptionskofaktor EYA4. In letzterem konnte schließlich eine 

4846-Basenpaare lange Deletion nachgewiesen werden, welche in allen betroffenen 

Familienmitgliedern präsent, in den anderen getesteten Vergleichsgenomen jedoch ab-

wesend war. Diese Mutation führt zu einem Transkript, welches nach dem Aminosäure-

rest 193 einen Frameshift aufweist, sodass nach 29 neuen Aminosäureresten schlussend-

lich ein Stoppkodon abgelesen wird. Dieser Umstand führte zur Namensgebung dieser 

Mutante: E193 
139

. Um ferner zu beweisen, dass Eya4 eine Bedeutung in Funktion und 

Entwicklung kardialer Gewebe hat, wurden weitere Versuche im Zebrafischmodell 

durchgeführt. Die Injektion von antisense morpholino Oligonukleotiden führte zu ano-

mal gespliceter RNA in Versuchszellen, was sich klinisch in Perikardergüssen und  
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Hämoperikardia äußerte. Zusätzlich präsentierten sich die Ventrikel der injizierten Tiere 

deutlich kleiner als die der Vergleichstiere 
139

.  

Das Besondere an der Identifizierung der EYA4-Mutation als Ursache der Entstehung 

einer DCM ist, dass es die erste nachgewiesene Mutation in einem Transkriptionskofak-

tor darstellt die zu einer solchen Erkrankung führt 
127, 139

. Bisherige Mutationen betrafen 

vor allem Gene für Struktur- und Sarkomerproteine (s.o.) aber kein Gen eines Tran-

skriptionskofaktors. Alle bisher beschriebenen Mutationen in humanem EYA4 resultie-

ren in isoliertem SNHL und führen zu keiner Ausprägung eines kardialen Phänotyps 

(siehe Abbildung 6) 
140-142

. 

 

Abbildung 6: Strukturelle Unterschiede bekannter EYA-Mutationen im Vergleich 

Modifiziert nach 
139

 

Eya-Proteine bestehen aus einer C-terminalen und einer N-terminalen Domäne, welche 

sich in Größe und Funktion unterscheiden 
142-144

. Charakteristisch für Eya-Proteine ist 

eine hochkonservierte, ca. 271 bis 275 Aminosäuren lange, sogenannte Eya-Domäne 

(ED), welche sich am C-Terminus des Proteins befindet und unter anderem für die di-

rekte Interaktion mit anderen Proteinen zuständig ist. Zudem besitzen sie eine intrinsi-

sche und extrinsische Phosphataseaktivität in Form einer Protein-Tyrosin-Phosphatase 

(PTP) (siehe Abbildung 7) 
144-147

. Die ED beinhaltet das charakteristische Sequenzmotiv 

für eine Subgruppe der PTP, die der Haloazid-Dehalogenasen (HAD) 
148, 149

. Diese  
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speziellen Enzyme finden sich über viele Speziesgrenzen hinweg auch in Bakterien so-

wie in Menschen. Ihre detaillierte Funktion ist bis heute, vor allem in Eukaryoten, nicht  

definitiv geklärt. Bisher konnte nur ein Substrat dieser PTP nachgewiesen werden, das 

Histonprotein H2AX 
150, 151

. Da sie allerdings den posttranslationellen Zustand der Eya-

Proteine verändern können und dies die Proteinstabilität, -konformation, subzelluläre 

Lokalisation, Interaktionsfähigkeit als Kofaktor sowie die Transaktivierungsfunktion 

beeinträchtigen kann, erscheint durch diese Funktion eine Anpassung an bestimmte 

Signale in Form einer schnellen Adaptation möglich 
144, 152-154

.  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Wildtyp Eya4 (links abgebildet) und der Mutante E193 

(rechts abgebildet) welche zu SNHL und DCM führt 

Modifiziert nach 
155

 

Eya-Proteine definieren eine neue Klasse von PTP, da Ihnen ein essentielles Merkmal 

dieser Gruppe, der Cysteinrest welcher für die Katalysefunktion nötig ist, fehlt 
156, 157

. 

Diese Phosphataseaktivität fehlt in einzelnen Mutationen von Eya4, so beispielsweise in 

E342 (1468insAA, siehe Abbildung 6) und E193.  

Die ED ist zwischen Vertebraten und Invertebraten, aber auch zwischen unterschiedli-

chen Eukaryoten, in großen Teilen identisch. So ist beispielsweise das Eya-Protein der 

Pflanze Arabidopsis thaliana zu 39 % Sequenzhomolog zum humanen und das murine 

Eya-Protein ist mit dem des Menschen zu 98,7 % identisch 
158

. Eine N-Terminale Do-

mäne ist bei in Pflanzen exprimierten Eya-Proteinen hingegen nicht nachweisbar 
155

. 

Die Austauschbarkeit der einzelnen Eya-Proteine zwischen verschiedenen Spezies un-

terstreichen Experimente in denen es möglich war, einen sogenannten „eyeless“ Phäno-

typ von Drosophila, bei dem das Eya-Gen mutiert und die Fliegen wegen defekter    

Eya-Proteine phänotypisch augenlos waren, durch Expression von humanem EYA1, -2 

oder -3 Augen zu verleihen und den „eyeless“-Phänotyp zu reversibilisieren 
159, 160

. 
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Die N-Terminale Domäne, die bei Menschen zwischen 200 und 300 Aminosäuren lang 

ist, ist im Vergleich hierzu variabler und andere Forschungsarbeiten konnten nachwei-

sen, dass sie eine gewisse Transaktivierungsfunktion besitzt (siehe Abbildung 7) 
161, 162

. 

Die Domäne wird beidseits von Prolin-, Serin- und Threonin-reichen Sequenzen flan-

kiert (siehe Abbildung 7) und kürzlich konnte für sie eine Threonin-

Phosphataseaktivität nachgewiesen werden 
163, 164

. Über eine klar definierte Funktion 

dieser Aktivität oder ein spezifisches Substrat wurde bisher zwar noch nicht berichtet, 

es konnte hierzu aber gezeigt werden, dass die Threonin-Phosphatase eine bedeutende 

Rolle in der Aktivierung der angeborenen Immunität im Zytoplasma der Zelle hat 
163

. 

Zusammengefasst sind Eya-Proteine nicht mehr nur simple Transkriptionskofaktoren, 

die in einer isolierten linearen Kaskade der Signaltransduktion mitwirken, sondern 

vielmehr in einem komplexen System verschiedenster Wechselwirkungen stehende und 

vor allem hierin stetig den finalen Effekt dieser Kaskade beeinflussende Moleküle 
157

. 

Wildtypisches Eya4 ist eines von 4 Homologen (Eya1-4) des Gens „eyes absent“ (eya), 

welches bei Drosophila melanogaster vor allem an der Entwicklung retinaler Strukturen 

beteiligt ist 
165, 166

. Diverse Studien zeigten hierbei den direkten Zusammenhang zwi-

schen der korrekten Genfunktion von Eya und der phänotypischen Augenentwicklung. 

Kommt es zu einem Funktionsverlust des Eya-Gens, fehlt betroffenen Drosophila me-

lanogaster jegliche Augenentwicklung 
167, 168

. Durch direkte Expression dieses Gens in 

Zellen an beliebigen Köperstellen hingegen ist eine Formation ektoper Augen jederzeit 

möglich 
159, 169, 170

.  

Neben „eyes absent“ gehören noch „twin of eyeless (Toy), eyeless (Eye), sine oculis (So) 

und dachshund (Dac)” zu diesem Netzwerk retinaler Entwicklung (RD, engl. für Re-

tinal Determination). Bei Säugetieren sind die entsprechenden homologen Gene „Pax6 

(für Toy und Eye), Eya, Six (für So) und Dach (für Dac)“ 
171

. Dieses Netzwerk wird, 

analog zu Drosophila, oft als Pax-Six-Eya-Dach-Netzwerk (PSEDN) bezeichnet 
155

. Die 

Mitglieder dieses Netzwerkes sind als Regulatoren embryonaler Entwicklungsvorgänge 

in unterschiedlichen Geweben wie z.B. Auge, Ohr, Muskel, Hypophyse und Nieren so-

wie in diversen weiteren essentiellen Entwicklungsvorgängen bei allen Metazoen invol-

viert 
165, 172-174

. Neuere Forschungsergebnisse zeigen ebenfalls eine Beteiligung von 

Eya-Proteinen in Angioneogenese, Reparatur von DNA-Schäden sowie in der           
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Metastasierung maligner Tumoren 
155

. Im RD von Vertebraten wie auch Invertebraten 

besteht unter den einzelnen Proteinen eine gewisse Hierarchie. Hierbei ist Pax6 in der 

Hierarchie ganz oben angeordnet und sorgt für die Aktivierung der Expression von Eya 

und Six. Diese beiden bewirken in synergistischer Weise die Induktion der Expression 

von Dach (siehe Abbildung 8) 
161

. Diese Regulation ist jedoch nicht als lineare Hierar-

chie anzusehen, sondern ein komplexes Zusammenwirken mehrerer Vorgänge, die sich 

untereinander beeinflussen 
170, 175

. 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Hierarchie im RD-Netzwerk 

Pax6 aktiviert die Transkription von Eya und Six welche synergistisch zusammen wirken und DACH 

induzieren. 

Modifiziert nach 
161

 

Als Transkriptionskofaktoren wird Eya-Proteinen bisher keine eigene DNA-

Bindedomäne zugeschrieben, weiterhin konnte bis dato auch keine eindeutige nukleäre 

Lokalisierungssequenz (NLS) für Eya-Proteine von Vertebraten gezeigt werden. Hinzu 

kommt, dass sie, um ihre regulatorische Funktionen im Nukleus der Zelle wahrnehmen 

zu können, an echte Transkriptionsfaktoren binden müssen 
143, 159, 176

. Es wurde hierzu 

gezeigt, dass Eya-Proteine nach Kotransfektion mit dem Transkriptionsfaktor Six1 mit 

diesem komplexieren und in den Kern importiert werden 
142

. Six-Proteine hingegen 

können, aufgrund zweier eigener NLS, auch ohne diese Komplexierung in den Kern 

translozieren und dort als Aktivator und/oder Repressor ihre Zielgene regulieren. Die 
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letztendliche Wirkung wird hierbei durch eventuelle Kofaktoren, wie beispielsweise 

Eya4, beeinflusst.  

Der Zusammenhang, aufgrund dessen alle anderen bisher bekannten humanen EYA4-

Mutationen isolierten SNHL ohne kardiale Beteiligung verursachen und E193 einen 

kardialen Phänotyp präsentiert, kann eventuell durch die fehlende Möglichkeit der   

Dimerisierung mit wildtypischem Eya4 und der Komplexierung mit Six1 erklärt wer-

den. In der Literatur wird beschrieben, dass E193 nicht mehr die Fähigkeit zur Dimeri-

sierung mit wildtypischem Eya4 und Komplexierung mit Six1 besitzt 
139

. Zusätzlich 

wird mutierten Eya-Proteinen ebenfalls eine beschleunigte Biodegradierung zugeschrie-

ben, welche einen weiteren Grund für verminderte Funktionalität darstellen kann 
142

. 

Da sogenannte Transkriptionskofaktoren für einen Import in den Nukleus der Zelle an 

echte Transkriptionsfaktoren binden müssen, dürfte dieser Hypothese folgend kein 

E193 im Nukleus der Zelle nachgewiesen werden können. 

Über die spezifische Funktion von Eya4 im myokardialen Gewebe von Säugetieren ist 

bislang wenig bekannt. Ein Target, welches myokardial exprimiert wird und eine wich-

tige Funktion in der kardialen Homöostaseerhaltung und Herzentwicklung hat, ist die 

Na
+
/K

+
-ATPase 

177
. Diese sorgt für einen Ionenaustausch über die Zellmembran entge-

gen des vorherrschenden Gradienten, indem sie 3 Natriumionen nach extrazellulär und 2 

Kaliumionen nach intrazellulär unter ATP-Verbrauch aktiv transportiert. Hierdurch ist 

sie am Erhalt der elektrischen Leitfähigkeit und Impulsbildung in Kardiomyozyten 

durch Konstruktion eines elektro-chemischen Gradienten beteiligt. Im Zusammenspiel 

mit dem Na
+
/Ca

2+
-Austauscher wird so über die Reduktion des Kalziumtransports nach 

extrazellulär die Kontraktilität des Myokards erhöht 
178, 179

. Doch auch an der physiolo-

gischen Herzentwicklung ist die Na
+
/K

+
-ATPase beteiligt. So konnte im Zebrafischmo-

dell gezeigt werden, dass eine mutierte Isoform der Na
+
/K

+
-ATPase zu verkleinerten 

und malformierten Herzen führte, deren Funktion stark eingeschränkt war 
180, 181

.  

Neben Eya4 konnte für Eya2 eine wichtige Funktion in der Regulation von myokardia-

ler Hypertrophie von Lee et al. nachgewiesen werden 
182

. Durch Ligation des           

Aortenbogens wurde in dieser Arbeit eine Anpassung des Myokards an die erhöhte 

Druckbelastung erzwungen. Es konnte gezeigt werden, dass Eya2-überexprimierende 
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Mäuse signifikant weniger pathologisches Remodeling aufweisen als Wildtypmäuse. 

Zusätzlich wurde spekuliert, dass Eya2 das pathologische Remodeling stoppen und ei-

nen Signalweg für die physiologische Hypertrophie ohne kardialen Funktionsverlust 

induzieren könnte 
182, 183

. Da neben Eya4 auch Eya2 eine wichtige Rolle in der kardialen 

Homöostase inne zu haben scheint, wäre eine kardioprotektive Rolle von Eya-Proteinen 

denkbar. 

1.3 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

Um neben der bisher bekannten kausalen Bedeutung von Eya4 im Falle einer mutierten 

Isoform auch eine Beteiligung des Eya4-Signalweges bei erworbenen kardialen Erkran-

kungen nachzuweisen, wurde an histologischen Schnitten von murinem und humanem 

Myokard ein polyklonaler Eya4-Antikörper verwendet. Zunächst konnte hierdurch die 

homogene zytoplasmatische Lokalisation des Proteins in humanem und murinem Myo-

kard nachgewiesen werden. Kommt es zu einer pathophysiologischen Schädigung des 

myokardialen Gewebes, wird Eya4 in den Kern transloziert. Im murinen Infarktmodell 

konnte ferner nachgewiesen werden, dass die Translokation von Eya4 bereits wenige 

Minuten nach dem Insult eintritt (siehe Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Zeitabhängige Translokation von Eya4 (grün) in den Nukleus im Infarktmodell. 

Im gesunden Myokard ist Eya4 zytosolisch lokalisiert. Bereits wenige Minuten post-Infarkt wird Eya4 in 

den Kern transloziert. Blau: DAPI 

Zum Nachweis der Lokalisierung von Eya4 sowie E193 innerhalb der Zelle, auch in 

Abhängigkeit der Expression von Six1, wurden unterschiedlich fluoreszenzmarkierte 

Eya4- (DsRed-Eya4), E193- (DsRed-E193) sowie Six1- (GFP-Six1) Expressionsvekto-

ren kloniert. Um die Funktion von Eya4 und E193 in primären Kardiomyozyten unter-

suchen zu können, wurden des Weiteren Eya4- und E193-Vektoren auf adenoviraler 

Basis kloniert. 

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Dass die Mutante E193 des Transkriptionskofaktors Eya4 zur Manifestation von früh 

einsetzendem SNHL und später einsetzender DCM (siehe oben) führt, wurde bereits 
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dargelegt 
139

. Da der Finalzustand einer progressiv verlaufenden DCM stets eine sich im 

Laufe der Zeit aggravierende Herzinsuffizienz zur Folge hat, war die Untersuchung des 

Einflusses des Eya4-Signalweges auf Entstehung und Verlauf einer Herzinsuffizienz 

eine logische Schlussfolgerung aus den bisher publizierten Arbeiten. 

Im Jahr 2013 bezogen sich 164.422 wissenschaftliche Publikationen auf das Thema 

Herzinsuffizienz (Pubmed, Stand 06.08.2013). Im Vergleich hierzu sind die erfassten 

Publikationen zum spezielleren Thema DCM mit 4.084 im Jahr 2013 deutlich geringer. 

Das Thema Herzinsuffizienz wird vermutlich zukünftig, gerade aufgrund des demogra-

fischen Wandels in Deutschland 
184

, weiterhin große Bedeutung haben und wahrschein-

lich eine noch größere Geltung in den globalen Gesundheitssystemen erlangen 
1
.      

Insofern ist die Thematik molekularer Mechanismen und Signalwege, die eine Herzin-

suffizienz beeinflussen oder in ihre Entstehung involviert sind, stark vorangetrieben 

worden und gegenwärtig immer noch weltweit Gegenstand intensiver Forschung.   

Dennoch sind potentielle Mechanismen und Targets in der Entstehung kardialer Hyper-

trophie und sich daraus ergebender Herzinsuffizienz nach wie vor mehrheitlich         

unbekannt 
185

.  

Die Überlegung, den Eya4/Six1-Signalweg auf Zusammenhänge mit der Entstehung 

einer erworbenen Herzinsuffizienz und nicht nur im kausalen Falle einer Eya4-Mutante 

zu untersuchen, ergab sich, nachdem von Li et al. gezeigt wurde, dass der Transkripti-

onsfaktor Six6 zusammen mit Dach eine direkte reprimierende Wirkung auf den      

Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitor p27
kip1

 ausübt 
186

. Des Weiteren konnten Hauck et 

al. nachweisen, dass p27
kip1

 nicht nur während einer Zellzyklusregulation sondern auch 

in postmitotischen Kardiomyozyten aktiv ist und über sein Substrat CK2-α´ (Casein 

Kinase 2) inhibiert wird, was eine Hypertrophie in adulten Kardiomyozyten erst ermög-

licht 
187

. Als in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe daraufhin nachgewiesen werden konnte, 

dass eine Six1-Bindungsstelle im Promotor des p27-Gens existiert (unpublished data), 

war es das erklärte Ziel, zu untersuchen, ob eine Regulation von p27
kip1

 durch Eya4 

stattfindet. Ferner sollte die Relevanz der physiologischen Funktionalität des 

Eya4/Six1-Komplexes in der Aufrechterhaltung der kardialen Homöostase untersucht 

werden. Hierbei war es die Zielsetzung, die Hypothese zu belegen, dass der Eya4/Six1-

Komplex Targets, die für die normale kardiale Funktion eminent sind, via p27
kip1

     



Einleitung 

26 

 

reguliert und somit eine wichtige Rolle in der Erhaltung einer normalen kardialen Funk-

tion innehat (siehe Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: Hypothese der Funktion des Eya4/Six1-Signalweges in der Entstehung myokardialer 

Hypertrophie 

Linkes Abbild: Unter Normalbedingungen befinden sich Eya4 und Six1 zum größten Teil im Zytoplas-

ma, die p27-Level sind ausreichend, um eine Hypertrophie zu unterbinden. Kommt es zu einem         

Hypertrophiestimulus, komplexieren Eya4 und Six1 und translozieren in den Kern, die Konzentration im 

Kern steigt und sinkt im Zytoplasma. Intranukleär hemmen sie die Expression von p27. Somit wird eine 

physiologische Hypertrophie möglich. Rechtes Abbild: Ein Defekt der Eya4-Signalkaskade, z.B. durch 

die Mutante E193, könnte über eine Verhinderung der Inhibition zu permanent erhöhten p27-Leveln 

führen und, mangels Adaptation an sich täglich ändernde myokardiale Lasten, zu spät einsetzender Herz-

insuffizienz führen. 
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2 Material 

2.1 Geräte 

Gerät Firma Gerätebezeichnung 

Autoklav Systec V150 

Eismaschine  Scotsman AF200 

ELISA-Reader Tecan Tecan Spectra 

ELISA-Reader Dynex Dynex MRX tc 

Entwicklermaschine Protec medical systems Ecomax 

Feinwaage Sartorius BP61 

Fluoreszenzmikroskop Keyence Biozera BZ-8000K 

Folienschweißgerät Clatronic FS 3261 

Folienschweißgerät Severin  Folio 

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr Economy, öko super 

Gefrierschrank (-20 °C) Bosch Economic 

Gefrierschrank (-80 °C) National Lab Profi Star 

Gefrierschrank (-80 °C) Heraeus Hera freeze 

Gefrierschrank (-80 °C) Forma Scientific -86C Freezer 

Heizblock Eppendorf ThermoStat plus 

Homogenisator IKA EUROSTAR digital 

Inkubator Heraeus Function line 

Inkubator Forma Scientific Steri-Cult 200 
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Kühlschrank (4 °C) Siemens KT14R31, KT14R30 

Kühlschrank (4 °C) Liebherr glass line, Premium, comfort 

Lichtmikroskop Leitz Labovert 

Lichttisch Universität Würzburg   

Luminometer Berthold Industries Lumat LB9501 

Magnetrührer IKA Labortechnik 
RH basic2, Ikamag RET, 

Ikamag RCT 

Magnetrührer Hartenstein 
Hotplate Stirrer L-71, Hot-

plate Stirrer L-81 

Magnetresonanztomograph Bruker Biospin Germany Bruker Biospec 70/20 

Photometer Eppendorf Bio-Photometer 

Power Supply Biometra P25, PP4000 

Power Supply Hoefer SX250 

Scanner Epson Expression 1600 

Schüttler Hartenstein L-40,Mini Rocker MR-1 

Schüttler Braun Biotech  Certomat R 

Schüttler Heidolph Duomax 1030 

Sonikator Julabo USR 05 

Sterilbank Steril S.p.A. Antares 72 

Vakuumpumpe KNF LAB Laboport 

Vortexer LMS VTX-3000L 

Vortexer Lab 4 you Bio Vortex V1 

Vortexer Heidolph Reax 1 D R 
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Waage Kern&Sohn  EW2200-2NM 

Wasserbad Haake Thermo C10 

Wasserbad Inlabo SW20C 

Zentrifuge Sigma 2K15, Sigma 2-15 

Zentrifuge Heraeus Biofuge pico 

Zentrifuge Beckman GPKR Centrifuge 

2.2 Verbrauchsmaterial 

2.2.1 Allgemeines Verbrauchsmaterial 

Generell wurden die allgemeinen Verbrauchsmaterialien, wie zum Beispiel Plastikröhr-

chen, Zellkulturschalen oder Pipettenspitzen, über die Universitätsklinik Würzburg 

(Medizinische Fakultät, Zentrallager), die Firma A. Hartenstein Gesellschaft für Labor- 

und Medizintechnik mbH (Würzburg, Deutschland) oder die Firma Weckert Labor-, 

Röntgen- und Medizintechnik (Kitzingen, Deutschland) bezogen. 

2.2.2 Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, über die Apotheke des Uni-

versitätsklinikums Würzburg oder über die Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), 

Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma (München, Deutschland) und A. Hartenstein Ge-

sellschaft für Labor- und Medizintechnik mbH (Würzburg, Deutschland) bezogen. 
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2.3 Antikörper 

2.3.1 Primärantikörper 

Primär-Antikörper Firma Katalog Nr. Verdünnung 

Rabbit monoclonal anti-HA 
Sigma-Aldrich, Mün-

chen, Deutschland  
H6908 1:1.000 WB 

Rabbit monoclonal anti-p27
kip1 

Abcam, Cambridge, 

UK 
ab 32034 

1:300 WB 

1:50 ICH 

Rabbit monoclonal anti-p27
kip1

 

(phospho T157) 

Abcam, Cambridge, 

UK 
ab 60019 

1:200 WB 

1:50 ICH 

Goat polyclonal anti-p27 

(Thr187) 

Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg, 

Deutschland 

sc-16324 

1:300 WB 

1:50 ICH 

Rabbit polyclonal anti-p27
kip1 

Abcam, Cambridge, 

UK 
ab 7961 

1:150 WB 

1:50 ICH 

Mouse monoclonal anti-

GAPDH 

Millipore, Temecula, 

Kalifornien 
MAB374 1:3.000 WB 

Goat polyclonal anti-Eya4-N-

Terminal 

Abcam, Cambridge, 

UK 
ab 47990 1:300 WB 

Rabbit polyclonal anti-Six1 

Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg, 

Deutschland 

sc-9127 1:200 WB 

Mouse monoclonal anti-

Na
+
/K

+
-ATPase β2 

Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg, 

Deutschland 

sc-135997 1:200 WB 
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Rabbit polyclonal anti-ANP 

Chemicon Internatio-

nal, Temecula, Kali-

fornien 

AB5490 1:250 WB 

Rabbit monoclonal anti-p27
kip1

 

(Ser-10)-R 

Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg, 

Deutschland 

sc-12939 1:50 ICH 

Rabbit polyclonal anti-p27
kip1

 

(Phospho T198) 

Abcam, Cambridge, 

UK 
ab 64949 1:50 ICH 

Rabbit polyclonal anti-Histone 

H1 (FL-219) 

Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg, 

Deutschland 

sc-10806 1:250 WB 

2.3.2 Sekundärantikörper 

Sekundär-Antikörper Firma Katalog Nr. Verdünnung 

Alexa Fluor 594 donkey anti-

goat IgG (H+L) 

Invitrogen
™

, Darm-

stadt, Deutschland 
A11058 1:200 

Cy3 goat anti-rabbit IgG (H+L) 
Invitrogen

™
, Darm-

stadt, Deutschland 
A10520 1:200 

ECL anti-mouse IgG, Horserad-

ish Peroxidase linked whole 

antibody (from sheep) 

GE Healthcare, Mün-

chen, Deutschland 
NA931V 1:5.000 

ECL anti-rabbit IgG, Horserad-

ish Peroxidase linked F(ab´) 2 

(from donkey) 

GE Healthcare, Mün-

chen, Deutschland 
NA9340V 1:5.000 

 Donkey anti-goat IgG-HRP 

Santa Cruz Biotech-

nology, Heidelberg, 

Deutschland 

sc-2020 1:3.000 
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2.4 Kommerzielle Kits 

Kits Firma Katalog Nr. 

Qiagen
®
 Plasmid Purification 

Kit 
Qiagen

®
 GmbH, Hilden, Deutschland 12162 

ECL
TM

 Western Blotting Detec-

tion Reagents 

GE Healthcare, München, Deutsch-

land 
RPN2106 

DharmaFECT
®
 2 Transfection 

Protocol 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 
T-2005-01 

Lipofectamine
™ 

PLUS
™

 System 
Life Technologies

™
, Darmstadt, 

Deutschland 
15338030 

QuikChange
®
 Site-Directed 

Mutagenesis Kit 

Agilent Technologies, Waldbronn, 

Deutschland 
200518 

Quant-iT
™

 dsDNA Assay Kit 
Life Technologies, Darmstadt, 

Deutschland 
Q-33130 

Qiagen
®
 DNeasy Tissue Kit Qiagen

®
 GmbH, Hilden, Deutschland Q-69582 

ViraPower
™

 Adenoviral Ex-

pression System 
Invitrogen

™
, Darmstadt, Deutschland 

K4930-00 

K4940-00 

  

2.5 Primer 

Bezeichnung Sequenz Firma 

Forward-Primer Genotypisie-

rungs PCR 

5´-TGG GAG AGC CAT 

AGG CT-3´ 
Eurofins MWG Operon 

Reverse-Primer Genotypisier-

ungs PCR 

3´- GCG GCG AAG CTT 

TTA GTA AGT GGG-5´ 
Eurofins MWG Operon 
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2.6 Plasmide 

Bezeichnung Firma 

pAd-CMV-Dest-DsRed-Eya4 Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

pAd-CMV-Dest-DsRed-E193 Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

pAd-CMV-Dest-GFP-Six1 Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

 

Forward-Primer Gateway
®
 

Klonierung Eya4  

5´-TAC GGT ACC ATG GAA 

GAC TCC C-3´ 
Eurofins MWG Operon 

Reverse-Primer Gateway
®
 Klo-

nierung Eya4 

5´-TAC CTC GAG TTA CAA 

ATA CTC TAA-3´ 
Eurofins MWG Operon 

Reverse-Primer Gateway
®
 Klo-

nierung E193 

5´-TAC CTC GAG TTA GTA 

AGT GGG C-3´ 
Eurofins MWG Operon 

Forward-Primer Mutagenese 

Position -2604 

5´-ACA GAA AAT GAA 

CCA AGA GTG TTA GGA 

GAC T-3´ 

Eurofins MWG Operon 

Foward-Primer Mutagenese Po-

sition -1794 

5´-GCT TGG GAA GGA 

AGA TGG GCC AGG GGT 

GTA C-3´ 

Eurofins MWG Operon 

Reverse-Primer Mutagenese 

Position -2604 

5´-AGT CTC CTA ACA CTC 

TTG GTT CAT TTT CTG T-

3´ 

Eurofins MWG Operon 

Reverse-Primer Mutagenese 

Position -1794 

5´-GTA CAC CCC TGG CCC 

ATC TTC CTT CCC AAG C-

3´ 

Eurofins MWG Operon 
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2.7 siRNA 

Bezeichnung Firma 

Dharmacon siRNA Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 

 

2.8 Zellen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden im Haus aus den Herzen von neonata-

len weiblichen und männlichen Wistar-Ratten (Harlan Winkelmann, Deutschland) iso-

liert.  

2.9 Puffer, Lösungen und Medien 

2.9.1 Puffer, Lösungen und Medien für die Isolierung von nukleären und zytoso-

lischen Proteinen 

1x PBS pH 7,4 

Puffer A 

Inhaltsstoffe Volumen / 10 ml Endkonzentration 

Hepes (pH 7,9) 1,0 ml 10 mM 

KCl 0,2 ml 10 mM 

EDTA 0,01 ml 0,1 mM 

EGTA 0,02 ml 0,1 mM 

DTT 0,025 ml 1 mM 

PMSF 0,05 ml 0,5 mM 
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Puffer C 

Inhaltsstoffe Volumen/ 10 ml Endkonzentration 

Hepes (pH 7,9) 2,0 ml 20 mM 

NaCl 4,0 ml 0,4 M 

EDTA 0,02 ml 1 mM 

EGTA 0,2 ml 1 mM 

DTT 0,02 ml 1 mM 

PMSF 0,1 ml 1 mM 

 

 dH2O zum Auffüllen der Pufferlösungen auf 10 ml/Ansatz 

2.9.2 Zellkultur 

1x PBS pH 7,4 zum Waschen der Zellen 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 5 l Endkonzentration 

NaCl [58,44] 40,0 g 137 mM 

KCl [74,56] 1,0 g 2,7 mM 

Na2HPO4*2H2O [177,99] 7,2 g 8,1 mM 

KH2PO4 [136,09] 1,02 g 1,5 mM 

dH2O ad 5,0 l  

DMEM/10 (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium mit 10 % FCS) 

Inhaltsstoffe Volumen Endkonzentration 

DMEM (Invitrogen
™

 500,0 ml  
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#D6046) 

Penicillin G 5,0 ml 100,0 U/ml 

Streptomycin 5,0 ml 0,1 mg/ml 

FCS 50,0 ml 10 % 

 

Nährmedium für NRCM 

 MEM HBS mit NEAA (AMIMED
® 

Bioconcept) 

Inhaltsstoffe 

 

Volumen/ 1000 ml 

 

Endkonzentration 

 

MEM HBS mit NEAA 12,5 g  

L-Glutamin (Sigma-Aldrich 

#G8540-25G) 
292 mg 2,0 mM 

Natrium-Bicarbonat 

(Sigma-Aldrich #S-5761) 
350 mg 4,2 mM 

Vitamin B12 1 ml 2,0 μg/ml 

Penicillin G 1 ml 50 U/ml 

Streptomycin 1 ml 50 μg/ml 

Bromdesoxyuridin 5 ml 0,1 mM 

FCS 50 ml 5 % 

dH2O ad 1000 ml  

Isoliermedium für NRCM 

 Calcium und Bikarbonat-freies Hanks mit Hepes (CBFHH) 
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Komponente 

(MW [g/mol]) 

Stocklösung [g/l] ml Stock/ l CBFHH Endkonzentration 

[mM] 

NaCl (58,44) 200 40 137 

KCl (74,55) 40 10 5,36 

MgSO4*7H2O 20 10 0,81 

Dextrose 100 10 5,55 

KH2PO4 (136,09) 6 10 0,44 

Na2HPO4 (141,96) 9 10 0,34 

Hepes, pH 7,4 47,66 100 20,06 

 

 T- und D-Lösung: Zugabe von 150 mg Trypsin (1,5 mg/ml) (Difco Trypsin 250 

#215240) pro 100 ml CBFHH und 1ml DNAse (2 mg/ml) pro 100 ml CBFHH 

2.9.3 Western Blot 

RIPA-Puffer 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Stock-Lsg. 
Volumen bzw. 

Gewicht/100 ml 
Endkonzentration 

NaCl [58,44]  1,0 M 15,0 ml 150,0 mM 

Tris [121,14]  1,0 M 5,0 ml 50,0 mM 

PMSF [174,19] 100,0 mM 1,0 ml 1,0 mM 

IGEPAL CA-630   1,0 ml 1,0 % 

DOC [416,6] 10 % 5,0 ml 0,50 % 

SDS [288,38] 10 % 1,0 ml 0,10 % 

dH2O   ad 100,0 ml  
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4x Laemmli-Puffer 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) 
Volumen bzw. Gewicht/      

10 ml 
Endkonzentration 

1 M Tris pH 6,8 2,4 ml 0,24 M 

SDS [288,38] 0,8 g 0,08 % 

Glycerol [92,1] 4,0 ml 0,4 % 

β-Mercaptoethanol [78,13] 1,0 ml 0,1 % 

Bromphenolblau [669,96] 0,1 ml 0,01 % 

dH2O 2,8 ml  

1,5 M Tris pH 8,8 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration 

Tris [121,14] 18,15 g 1,5 M 

dH2O  ad 100,0 ml  

1,0 M Tris pH 6,8 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration 

Tris [121,14] 12,0 g 1,0 M 

dH2O  ad 100,0 ml  
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10 % SDS pH 8,0 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration 

SDS [288,38] 10,0 g 10,0 % 

dH2O ad 100,0 ml  

SDS-Gele 

1. Trenngel 

Inhaltsstoffe  5 % 7,5 % 10 % 12 % 15 % 

dH2O 11,39 ml 9,69 ml 8,02 ml 6,69 ml 4,69 ml 

1,5 M Tris pH 8,8 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml 

10 % SDS 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 

Acrylamid/Bis (30 % Stock) 3,3 ml 5,0 ml 6,67 ml 8,0 ml 100,0 ml 

10 % APS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 

TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml 

2. Sammelgel  

Inhaltsstoffe  Volumen 10 ml für 2 Gele 

dH2O 5,65 ml 

1,0 M Tris pH 6,8 2,5 ml 

10 % SDS 0,1 ml 

Acrylamid/Bis (30 % Stock) 1,7 ml 

10 % APS 0,05 ml 

TEMED 0,01 ml 
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5x PBS pH 7,4 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 5 l 
Endkonzen-

tration (5x) 

Endkonzen-

tration (1x) 

NaCl [58,44] 20,0 g 342,0 mM 68,4 mM 

NaH2PO4*H2O [137,99] 11,73 g 85,0 mM 17,0 mM 

Na2HPO4 [141,96] 41,17 g 290,0 mM 58,0 mM 

dH2O ad 5,0 l   

5x Elektrophorese-Puffer pH 8,3 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 5 l 
Endkonzen-

tration (5x) 

Endkonzen-

tration (1x) 

Tris [121,14] 75,0 g 0,62 M 124,0 mM 

Glycin [75,07] 360,0 g 4,8 M 960,0 mM 

SDS 25,0 g 0,50 % 0,10 % 

dH2O ad 5,0 l   

Transfer-Puffer pH 8,3 

Inhaltsstoffe  Stock-Lsg. Volumen/ 1 l 
Endkon-

zentration 

5x Elektrophorese Puffer pH 8,3 5x 200,0 ml 1x 

MeOH 100 % 200,0 ml 20,0 % 

dH2O  ad 1,0 l  
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Waschlösung 

Inhaltsstoffe  Stock-Lsg. Volumen/ 1 l 
Endkonzen-

tration 

5x PBS pH 7,4 5x 200,0 ml 1x 

Tween20 100 % 0,5 ml 0,05 % 

dH2O  ad 1,0 l  

Blocklösung 

Inhaltsstoffe  Stock-Lsg. Volumen/ 100 ml 
Endkon-

zentration 

5x PBS pH 7,4 5x 20,0 ml 1x 

Magermilchpulver  5,0 g 5,0 % 

dH2O  ad 100,0 ml  

2.9.4 Immunhistochemie 

Fixierlösung 

Inhaltsstoffe (MW [g/mol]) Gewicht/ 100 ml Endkonzentration 

PFA [30,03 als Monomer] 4,0 g 4,0 % 

1x PBS pH 7,4 ad 100,0 ml  
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Permeabilisierungslösung 

Inhaltsstoffe Volumen/ 50 ml Endkonzentration  

Triton X-100 0,1 ml 0,2 % 

1x PBS pH 7,4 ad 50,0 ml    

Blockierlösung 

Inhaltsstoffe Volumen/ 5 ml Endkonzentration 

Donkeyserum 0,5 ml 10,0 % 

BSA 0,05 mL 1 % 

TWEEN 0,005 mL 0,1 % 

1x PBS pH 7,4 ad 5,0 ml  

4′,6-Diamidin-2-phenylindol-Lösung 

Inhaltsstoffe Volumen/ 50 ml Endkonzentration 

DAPI [10 mg/ml] 0,1 ml 0,2 % 

1x PBS pH 7,4 ad 50,0 ml  
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2.9.5 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

An Kryoschnitten 

Inhaltsstoffe 

Hämatoxylin 

Eosin 

H2O/dH2O 

96% Ethanol 

Roti-Histol a und b 

Xylol/Ethanol 1:1 

Entelan 

2.9.6 Picrosirius-Rot-Färbung 

An Kryoschnitten 

Inhaltsstoffe 

Sirius red F3BA 

50 % Ethanol, 75 % Ethanol, 96 % Ethanol 

Roti-Histol a und b 

Xylol/Ethanol 1:1 

Entelan 

dH2O 
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Cardiomyocyte-Cross-Sectional-Area-Färbung 

Inhaltsstoffe 

1x PBS pH 7,4 

Blue Alexa Fluor 350 conjugate Wheat Agglutinin 1µg/µl (Invitrogen
™

) 

Sytox Green Nucleic Staining 5mM in DMSO (Invitrogen
™

) 

DAPI (10mg/ml) 

Red Alexa Fluor 594 conjugate Wheat Agglutinin 1µg/µl (Invitrogen
™

) 

2.9.7 Polymerase-Kettenreaktion 

50x TAE-Puffer 

Inhaltsstoffe Volumen/Gewicht 

Tris (pH 8,3) 42g 

CH3COOH 55,1 ml 

Na2EDTA (0,5 M) 100 ml 

dH2O ad 1 l 

1x TAE-Puffer 

Inhaltsstoffe Volumen 

50x TAE-Puffer 20 ml 

dH2O ad 1 l 
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10x Ladepuffer 

Inhaltsstoffe Volumen Endkonzentration 

Saccharose  50 % 

Bromphenolblau  0,1 % 

Na2EDTA 0,2 M  

Nukleotid Stammlösung (100mM) 

Inhaltsstoffe Volumen/Gewicht 

dATP (100 mM) 12,5 µl 

dCTP (100 mM) 12,5 µl 

dGTP (100 mM) 12,5 µl 

dTTP (100 mM) 12,5 µl 

dH2O 950 µl 

2.9.8 Chemisch kompetente E. coli 

CAP-Puffer 

Inhaltsstoffe Volumen/Gewicht 

CaCl2 * 2H2O (60 mM) 2,2 g 

15 % Glycerol 37,5 ml 

PIPES (10 mM) 0,75 g 

dH2O ad 250 ml 
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2.9.9 Anzucht von Bakterienkulturen 

LB-Medium 

Inhaltsstoffe Volumen/Gewicht 

Bacto-Trypton (Pepton) 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

NaCl 10 g 

NaOH ad pH 7,0-7,5 

dH2O ad 1,0 l 

Agarplattenmedium 

Inhaltsstoffe Volumen/Gewicht 

Bacto-Trypton (Pepton) 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

NaCl 10 g 

Agar 15 g 

NaOH ad pH 7,0-7,5 

dH2O ad 1,0 l 

2.10 Software 

 Microsoft Office 2010  

 Correl Draw 

 SigmaStat 2.03 

 MRXe Revelation 

 Keyence BZ 8000, BZ image analysis application 
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 Keyence BZ 8000, BZ observation application 

 ScanPacK 3.0 

 Epson Scan Expression 1600 

 easyWIN basic 

 Image J 
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3 Methoden 

3.1 Isolierung und Kultivierung von neonatalen Kardiomyozyten  

Die Isolation von Kardiomyozyten aus Herzen von weiblichen und männlichen Wistar-

Ratten erfolgte jeweils an 1-3 Tage alten Jungtieren. Nach durchgeführter Desinfektion 

erfolgte die Dekapitation und die zügige Exzidierung des Herzens. Alle nachfolgenden 

Schritte wurden unter der Sterilbank und bei sterilen Bedingungen durchgeführt. 

 Die Herzen wurden und in ein Gefäß mit 10 ml CBFHH und 2,5 ml Heparin überführt. 

Anschließend erfolgte die Überführung in ein Gefäß mit 1,5 ml CBFHH und 1,5 ml 

Heparin. In einer leeren Petrischale wurden die Herzen zunächst mit einer Schere und 

im weiteren Verlauf mit einem Skalpell zerkleinert. Nach weiterer mechanischer Zer-

kleinerung der Schnitte wurden diese schließlich in einer T- und D-Lösung (bestehend 

aus CBFHH mit Trypsin und DNAse) für 2x 20 min bei geringster Geschwindigkeit auf 

einem Magnetrührer verdaut. Nach der Inkubationszeit wurde der Zellüberstand in FCS 

überführt und die verbleibenden Gewebestücke je für 10 min einem Trypsin-DNAse-

Verdau unterzogen. Die Zellen wurden im Anschluss bei 1.600 rpm für 5 min bei RT 

zentrifugiert. Um eventuell vorhandene Fibroblasten aus der Suspension zu entfernen 

erfolgte das Preplating. Hierzu wurde das nach der Zentrifugation vorhandene Pellet in 

MEM/5 resuspendiert und die entstandene Zellsuspension auf eine 10 cm Petrischale 

gegeben, welche dann für 1 h bei 37 °C und 1% CO2 inkubiert wurde. Nach dem      

Preplating wurde der Überstand in ein neues Gefäß überführt und hieraus anschließend 

auf einer 6-Well Platte ausplattiert. Die Inkubation der adhärenten, primären Zelllinie 

erfolgte bei 37 °C in einer 1 %igen CO2-Atmosphäre. Nach 24 h wurden die Zellen mit 

1x PBS gewaschen und frisches Medium dazugegeben. Darauffolgende Medienwechsel 

erfolgten im 2-Tagesrhythmus.  

Die Reinheit der Zellkultur wurde zum einen lichtmikroskopisch anhand der für Kardi-

omyozyten typischen autoelektrischen Erregung des Zellverbandes verifiziert, zum an-

deren durch immunhistologische Fluoreszenzfärbungen mit einem Antikörper gegen 

kardiospezifisches Troponin-T bestätigt. 
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3.2 Etablierung eines Mausmodells 

HA-getaggte E193- und Eya4-cDNA wurde mittels PCR amplifiziert, restriktionsver-

daut um passende Schnittstellen zu erhalten und unabhängig voneinander in einen    

korrekten Säugetierexpressionsvektor (alpha-MyHC clone 26) kloniert. Um eine kardio-

spezifische Expression zu validieren, wurde das gesamte Konstrukt unter Kontrolle des 

mausspezfischen α-MHC-Promotors kloniert. Ob die Klonierung erfolgreich war, konn-

te im Anschluss mittels einer Sequenzierung des entstandenen Plasmids verifiziert    

werden. Nach dem Restriktionsverdau wurden die DNA-Fragmente, bestehend aus dem    

α-MHC-Promoter sowie dem HA-Eya4 bzw. HA-E193, mit dem Slide-A-Lyzer Dialy-

sis Cassette Kit (Pierce Technologies) entsprechend der Vorgaben des Herstellers aufge-

reinigt. Anschließend wurden die aufgereinigten DNA-Fragmente noch auf die finale 

Konzentration mittels Zugabe von Mikroinjektionspuffer eingestellt. Darauffolgend 

wurde die DNA per Mikroinjektion in den Pronukleus männlicher befruchteter Oozyten 

von Friend Leukemia Virus B-Mäusen (FVB) eingebracht. Diese wurden danach in den 

Fortpflanzungstrakt scheinschwangerer weiblicher Mäuse implantiert. Durch DNA-

Isolierung aus Ohr- oder Schwanzspitzen der Versuchstiere mittels PCR-Analyse wur-

den sogenannte „Founder“ sowie deren Nachkommen genotypisiert und so die Tiere, 

welche das Transgen exprimieren, determiniert. Zur DNA-Extraktion wurde das 

DNeasy Tissue Kit (Qiagen
®
) gemäß Herstellerangaben korrekt verwendet. 

3.3 Proteinanalytische Methoden 

3.3.1 Proteinextraktion aus Zellen 

Die nukleäre und zytoplasmatische Proteinextraktion aus Zellen wurde stets vor sämt- 

lichen proteinanalytischen und biochemischen Methoden durchgeführt. Hierbei wurde 

zuerst das Behandlungsmedium von den Zellen abgenommen und diese mehrmals mit 

raumtemperierten 1x PBS gewaschen. Ein definiertes Volumen Puffer A (siehe jeweili-

ger Abschnitt) wurde auf die Zellen pipettiert, diese mit einem Zellschaber von der 

Zellkulturschale abgelöst und die Zellsuspension anschließend in ein neues Reaktions-

gefäß überführt. Die intrazellulär lokalisierten Proteine wurden durch einen Zellauf-

schluss in Lösung gebracht. Die Zellsuspension wurde hierzu 8-10 mal mit einer      
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Insulinspritze aspiriert und mit Druck zurück durch die dünne Öffnung der Nadel ge-

presst. Die Suspension wurde durch Zentrifugation (5.000 rpm, 5 min, 4 °C) in     

Membranbestandteile und Zellüberstand separiert. Die zytoplasmatischen Bestandteile 

und die RNA blieben im Überstand, der in ein separates Reaktionsgefäß überführt und 

bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung konserviert wurde. Das am Boden des Gefäßes 

verbleibende Pellet, bestehend aus nukleären Proteinen, wurde in Puffer C resuspen-

diert, für 20 min auf Eis gelagert und alle 5 min geschüttelt. Nach Ablauf der Zeit er-

folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt und der sich hieraus ergebende Überstand aus 

Kernextrakten und nukleären Proteinen wurde bei -80 °C konserviert. 

3.3.2 Proteinextraktion aus Geweben 

Bevor analytische Methoden angewandt werden konnten, musste zunächst die Protei-

nextraktion aus dem Gewebe betreffender Versuchstiere (z.B. Myokard von genoty-

pisch veränderten Mäusen) isoliert werden. Hierzu wurde 200 µl RIPA-Puffer mit 1:25 

Proteaseinhibitor (Roche® „cOmplete, EDTA-free“) zu dem jeweiligen Gewebestück 

hinzugefügt und unter Verwendung des Homogenisators mit passendem Spatel homo-

genisiert. Nachdem makroskopisch keine Gewebestücke mehr sichtbar waren, erfolgte 

eine Proteinbestimmung die Probe mittels Bradford-Methode (siehe unten). Nach Be-

stimmung der Proteinkonzentration wurde die Lösung 1:1 mit 2x Laemmli-Puffer und 

Mercapto-Ethanol (950 µl Laemmli-Puffer und 50 µl Mercaptoethanol) versetzt und für 

5 min bei 95 °C aufgekocht. Danach konnte entweder die Gesamte Probe bei -80 °C 

konserviert oder beispielsweise im Rahmen eines Western Blots direkt verwendet wer-

den. 

3.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Um die Zelllysate für weitere Analysen verwenden zu können, musste ihre Proteinkon-

zentration bestimmt werden. Dafür wurde ein 1976 von Bradford etabliertes Verfahren 

durchgeführt 
188

. Von den zu messenden Proben wurde 1 µl zu 799 µl dH2O zugegeben 

und mit 200 µl Bradford-Lösung (Bio-Rad, München, Deutschland) vermischt. Die Lö-

sungen wurden in Küvetten überführt und in einem geeichten Photometer, das vorher 

mit einer Referenz (800 µl Wasser + 200 µl Bradford-Reagenz + 1 µl Extraktionspuffer) 
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genullt wurde, bei 595 nm gemessen. Mittels des geeichten Photometers konnte die Ex-

tinktion bei 595 nm abgelesen und hierdurch der Proteingehalt der Probe ermittelt   

werden. 

3.3.4 Western Blot zur Bestimmung der Proteinexpression  

Die differentielle Expression spezifischer Proteine und Enzyme in Proteinlysaten aus 

zytoplasmatischen oder nukleären Extrakten transfizierter Zellen sowie Gewebe aus 

dem linken Myokard wurden mittels Western Blot Analysen und entsprechender Anti-

körper bestimmt.  

Zunächst wurden die Proteine extrahiert, indem die Zellen in 200 µl RIPA-Puffer, ver-

setzt mit einem Protease Inhibitor Cocktail (1:25 Roche Diagnostics GmbH, Germany), 

aufgeschlossen wurden. 

Nach Bestimmung und Einstellung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Methode 

wurden die Proteinextrakte mit 4x Laemmli-Puffer (v/v 1:4) versetzt und bei 95 °C für 

10 min denaturiert. 20-40 µg Gesamtprotein jeder Probe wurden anschließend mittels 

15 % SDS-PAGE hinsichtlich ihrer Größe aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Prote-

ine durch einen elektrophoretischen Transfer auf eine Nitrozellulosemembran übertra-

gen. Die Membran wurde nachfolgend für mindestens 2 h in Blocklösung (5 % Mager-

milchpulver in PBST) inkubiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern. 

Die Inkubation mit dem Primärantikörper (Verdünnung in Blocklösung), der spezifisch 

an das zu analysierende Protein bindet, erfolgte standardmäßig ÜN im Kühlraum bei 4 

°C. Am nächsten Morgen wurde die Membran mit 1x PBS/Tween gründlich gewaschen 

(mind. 3x für je 10 min) und mit einem speziesspezifischen HRP-gekoppelten Sekun-

därantikörper für 2 h bei RT inkubiert.  

Nach weiteren Waschschritten (1x PBS/Tween, >3x je 10 min) erfolgte schließlich die 

Visualisierung des detektierten Proteins durch die ECL-Methode (GE Healthcare) nach 

Anleitung des Herstellers.  

Um sicher zu stellen, dass unterschiedlich starke Proteinbanden tatsächlich aus einer 

differentiellen Proteinexpression resultieren, wurde bei jeder Membran stets eine      

Ladekontrolle der Proteinmenge bzgl. eines ubiquitär exprimierten Kontrollproteins 
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durchgeführt. Im Falle von Zytoplasma- und Gesamtzelllysat diente hierzu GAPDH 

(Chemicon), während bei nukleären Lysaten das Histon H1 (Santa Cruz) verwendet 

wurde. Die densitometrische Analyse der Proteinbanden im Verhältnis zur Ladekontrol-

le GAPDH bzw. Histon H1 erfolgte mit der ImageQuant Software (Biometra). 

3.4 Färbungen 

3.4.1 Immunfluoreszenzfärbung von Geweben und Zellen 

Für die intrazelluläre Detektion und Lokalisierung spezifischer Proteine in Kardio-

myozyten, wurden immunfluoreszente Färbungen mit spezifischen Antikörpern für das 

jeweils zu untersuchende Protein durchgeführt. 

Hierbei wurden aus den entnommenen Herzen Kryoschnitte mit einer Dicke von 10 µm 

mittels eines Kryotoms angefertigt und direkt zur adäquaten Konservierung in „Tissue 

Tek® O.C.T™“ fixiert. Die Schnitte wurden zunächst bei RT aufgetaut und anschlie-

ßend wurde das auf dem Glasträger befindliche Material mit dem „Dako
©

-Pen“ umran-

det. Danach erfolgten 3 Waschschritte der Glasträger mit 1x PBS für jeweils 5 min. 

Weitergehend wurden eine Fixierung mit 4 % PFA in PBS (17 min bei 10 µm-

Schnitten, RT) und erneutes 3-maliges Waschen mit 1x PBS für jeweils 5 min durchge-

führt. Im Anschluss daran wurde ein Permeabilisierungsschritt mit 0,2 % igem Triton 

X-100 vorgenommen (20 min bei 10 µm-Schnitten, RT), wonach erneutes Waschen der 

Schnitte mit 1x PBS nötig war. Vor der Inkubation mit dem spezifischen Primärantikör-

per erfolgte eine Blockierung eventueller unspezifischer Antikörperbindungen        

(Blockierlösung. >1 h, RT). Die Inkubation mit dem Primärantikörper (anti-HA, Sigma 

1:1.000) erfolgte standardmäßig ÜN bei 4 °C. Am nächsten Morgen wurde die Pri-

märantikörperlösung gründlich abgewaschen (3x mit 1x PBS für mind. je 10 min) und 

das Gewebe mit einem speziesspezifisch gekoppelten Sekundärantikörper (entsprechen-

de Verdünnung in Blockierlösung) für 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend 

wurde der Sekundärantikörper gründlich abgewaschen (3x mit 1x PBS für mind. je 

10 min) und die Zellkerne mit DAPI angefärbt (15 min, RT, im Dunkeln). Nach den 

abschließenden Waschschritten (3x mit 1x PBS für mind. je 10 min) und dem          

Eindeckeln der Gewebe mit „VectaShield® Mounting Medium“ (Vector Labs) wurde 
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die zelluläre Lokalisierung bzw. die Histomorphologie der Gewebe am Fluoreszenzmik-

roskop (Keyence Biozera BZ-8000K) analysiert.  

3.4.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die HE-Färbung dient der unterschiedlichen Anfärbung basophiler bzw. azidophiler 

Strukturen, welche sich nach der Färbung blau bzw. rot darstellen. Somit werden bei 

Gewebeschnitten insbesondere die Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA sowie das 

mit Ribosomen angereicherte raue endoplasmatische Retikulum durch das Hämatoxylin 

blau gefärbt, während das Eosin vor allem die Zellplasmaproteine rot anfärbt. Für die 

Hämatoxylin-Eosin Färbung wurden 10 µm dicke Kryoschnitte von Herzgewebe zuerst 

für genau 10 min in Mayer’s Hämatoxylin inkubiert. Daraufhin erscheinen die Zellkerne 

aufgrund des niedrigen pH-Gehaltes der Färbelösung zunächst rötlich-braun. Die      

typische blau-violette Färbung der Zellkerne wurde durch Erhöhen des pH-Wertes mit-

tels 10 min Spülen mit Leitungswasser erreicht. Ein Vorgang der auch als „Bläuen“        

bezeichnet wird. Anschließend erfolgte 2-maliges Waschen mit destilliertem Wasser. 

Danach wurden die Schnitte für 5 min in Eosin inkubiert. Als nächster Schritt erfolgte 

eine Dehydrierung der Schnitte mit 96 % Ethanol, vor der Klärung der Schnitte in    

Xylol/Ethanol 1:1 sowie reinem Xylol. Zuletzt wurden die Entwachsung mit Roti-Histol 

(a und b) sowie die schlussendliche Fixierung in Entelan vorgenommen. 

3.4.3  Picrosirius-Rot-Färbung 

Mit der Picrosirius-Rot-Färbung wird Kollagen rot angefärbt, während sich andersarti-

ges Gewebe gelblich darstellt. Da es bei einer Herzinsuffizienz im Rahmen des         

sogenannten kardialen Remodelling zu einer deutlichen interstitiellen Bindegewebs-

vermehrung kommt, ist diese Methode gut dazu geeignet, eben jene Vermehrung zu 

detektieren. Hierzu wurden 10 µm dicke Kryoschnitte von Herzgewebe für genau 20 

min in eine 1 %ige Lösung aus Sirius Rot F3BA und gesättigter Pikrinsäure gelegt. 

Nach dem anschließenden Waschen der Schnitte in destilliertem Wasser, je 2-3 mal pro 

Schnitt, wurden sie der Reihenfolge nach in 50 %-, 75 %- und 96 %igem Ethanol je-

weils für 1 min dehydriert und mittels Xylol/Ethanol 1:1 sowie Xylol für jeweils 5 min 
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geklärt. Nach der Entwachsung der Schnitte mit Roti-Histol (a und b) für ebenfalls je-

weils 5 min erfolgte als letzter Schritt die Fixierung in Entelan. 

3.4.4 Cardiomyocyte Cross Sectional Area-Färbung 

Die Cardiomyocyte Cross Sectional Area-Färbung wird zur Auswertung von mit Hyper-

trophiestimuli behandelten Zellen im Vergleich mit basalen Zellen verwendet. In der 

vorliegenden Arbeit wurden stets Kardiomyozyten aus dem linksventrikulären Gewebe 

an möglichst gleicher Lokalisation genutzt.  

Hierzu wurden die Schnitte zunächst bei RT aufgetaut, bevor mit einem „Dako
©

-Pen“ 

die Umrandung des sich auf dem Glasträger befindlichen Gewebes erfolgte. Als nächs-

tes wurden die Schnitte in 4 %igem PFA mit PBS für 17 min fixiert, wonach sie 3 mal 

für jeweils 1 min in 1x PBS gewaschen wurden. Darauffolgend wurde die Färbung der 

Schnitte durch Bedecken mit Blue Wheat Agglutinin und Sytox Green für 30 min 

durchgeführt. Das sich in der Färbung befindliche Blue Wheat Agglutinin lagert sich 

spezifisch in die Zellmembranen von Kardiomyozyten ein und färbt diese blau, während 

das verwendete Sytox Green den Zellkern grün färbt. Nach abschließendem Waschvor-

gang für insgesamt 10 min in 1x PBS und der Fixierung der gefärbten Schnitte in 

„Vectashield
® 

Mounting Medium“ (Vector labs) lassen sich somit die blau gefärbte 

Zellmembran und das grün gefärbte Zytoplasma mittels Mikroskop (Keyence Biozera 

BZ 8000K) untersuchen und hiervon Aufnahmen erstellen (200x Vergrößerung).      

Mittels einer Analysesoftware (Image J) konnten diese ausgewertet werden. Das Pro-

gramm ermöglichte es, die Fläche der Kardiomyozyten zu bestimmen und somit stimu-

lierte mit unstimulierten Zellen anhand der Fläche des Zytoplasmas zu vergleichen. Die-

ser Umstand erlaubte die Feststellung einer Hypertrophie.  

3.5 Molekularbiologische Methoden  

3.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Technik, die es gestattet, 

ausgewählte DNA-Bereiche gezielt zu amplifizieren. Voraussetzung für diese zyklische 

Nukleinsäureamplifikation ist, dass DNA-Sequenzen, die das zu amplifizierende Stück 
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flankieren, bekannt sind. Der Reaktionsablauf einer PCR gliedert sich in die 3 Einzel-

schritte Denaturierung, Primer-Annealing und Elongation, welche zwischen 25 und 35 

mal wiederholt werden, wodurch es zu einer exponentiellen Vermehrung (2
n
) des aus-

gewählten DNA-Bereichs kommt. 

Ein Standardansatz für eine in dieser Arbeit durchgeführte PCR setzte sich wie folgt 

zusammen: 

 5 μl 10x-PCR-Puffer 

 1 μl F (forward)-Primer (10 pmol/μl) 

 1 μl R (reverse)-Primer (10 pmol/μl) 

 1 μl DNA bzw. 2 μl Zellkultur (für Klon-PCR) 

 0,25 μl Taq-Polymerase bzw. Taq/Pfu-Polymerase 

 2 μl dNTPs (10 mM) 

 ad 50 μl dH2O 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pfu-Ultra II-Polymerase verwendet. Die           

Pfu-Polymerase stammt aus dem Bakterium Pyrococcus furiosus und besitzt zusätzlich 

zur hohen Thermostabilität noch einen Korrekturlesemechanismus, welcher den Falsch-

einbau von Basen minimiert. 

Im Thermocycler durchlief das Reaktionsgemisch folgende Reaktionsbedingungen: 

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 

Denaturierung 95 °C 30 sec, 30 Zyklen 

Primer-Annealing Tm(Primer) 

Primer 

Tm -5°C 30 sec, 30 Zyklen 

Elongation 72 °C 1 min/kB, 30 Zyklen 

Finale Elongation 72 °C 4 min 

Auswahl der Primer  

Mittels der Computersoftware „Generunner®“ lassen sich Oligonukleotid-Primer in 

ihrer Sequenz konstruieren. Hierbei ist zu beachten, dass die Primer spezifisch nur an 

einen DNA-Bereich binden, möglichst nicht mit sich selbst hybridisieren und einen  
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GC-Gehalt zwischen 40 % und 60 % aufweisen. Die Annealing-Temperatur des Primers 

sollte 2-5 °C unterhalb seiner Schmelztemperatur liegen. 

Mit Hilfe der genannten Software ließen sich verschiedene Sequenzierprimer entwerfen 

(siehe 3.7). Außerdem wurden verschiedene PCR-Primer konstruiert, die 3´- und 5´-

wärts der cDNA an die jeweilige Vektor-DNA binden. 

Auch alle verwendeten Mutagenese-Primer wurden auf diese Art entworfen. Bei der 

Konstruktion dieser Oligonukleotide war darauf zu achten, dass sie 3´- und 5´- wärts der 

Mutagenesestelle zwischen 15 und 18 bp besitzen, die eine hochspezifische Bindung 

der Primer an die DNA zulassen. 

Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese 

In dieser Arbeit wurden 0,8-2 %ige Agarosegele verwendet um PCR-Produkte, Plasmi-

de und enzymatisch gespaltene Vektoren ihrer Größe nach aufzutrennen. Für die Her-

stellung eines Agarosegels wurde die jeweilige Menge Agarose (2 g bei einem 2 %igen 

Gel) in 100 ml 1 x TAE-Puffer gelöst und in der Mikrowelle aufgekocht bis eine klare 

Lösung entstand. Das Gemisch wurde anschließend unter Rühren auf ca. 50 °C abge-

kühlt. Nach Zugabe von 10 μl Ethidiumbromid-Lösung wurde das noch flüssige      

Gemisch luftblasenfrei in eine Gelkammer mit eingesetzten Kämmen gegossen. Nach 

der Auspolymerisierung des Agarosegels wurde es in einer Gelelektrophoresekammer 

mit 1 x TAE-Puffer überschichtet. Die Kämme wurden vorsichtig entfernt. Je 5 μl DNA 

(z.B. PCR-Produkt, Plasmid) wurden mit 3 μl Laufpuffer gemischt und nachfolgend in 

die Geltaschen pipettiert. Für die Größen- bzw. Konzentrationsbestimmung der DNA-

Fragmente wurde neben die Proben eine 100 bp DNA Ladder bzw. eine Low Mass 

DNA Ladder aufgetragen. Das Agarosegel wurde daraufhin für ca. 30 min an eine 

Spannung von 120 V angeschlossen. 

Das im Agarosegel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die DNA-Doppelhelix 

und fluoresziert unter UV-Licht. Aus diesem Grund lassen sich die aufgetrennten DNA-

Fragmente nach der Gelelektrophorese unter einem UV-Transilluminator sichtbar    

machen und ihre Größe bzw. Konzentration bestimmen. 
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Mutagenese 

Mit der Methode der in vitro-Mutagenese ist es möglich, eine bekannte DNA-Sequenz 

gezielt zu verändern. Die Mutagenesereaktion entspricht im Wesentlichen einer PCR-

Reaktion (siehe 4.2.1). Die doppelsträngige Vektor-DNA mit cDNA-Insert wird bei 95 

°C denaturiert. Anschließend bindet der Mutageneseprimer bei 60 °C spezifisch an die 

Zielsequenz mit Ausnahme der Base(n), welche verändert werden soll(en). Durch die 

Pfu-Polymerase wird der Primer bei 68 °C komplementär zum Matrizenstrang in 

5´→3´-Richtung verlängert. Es entsteht ein doppelsträngiges DNA-Molekül, das an der 

Mutationsstelle ungepaart vorliegt. Bereits ab dem 2. Zyklus der Reaktion bindet der 

Mutationsprimer vollständig an die Zielsequenz und die Mutation kann sich manifestie-

ren. Nach der Mutagenese-PCR erfolgt mittels einer enzymatischen Reaktion mit dem 

Enzym Dpn I der Abbau der methylierten Template DNA, die keine Mutationen enthält. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der in vitro-Mutagenese verwendet, um 

gezielt eine Triplett-Deletion in die vorliegende Six1-Bindungsstelle im Promoterbe-

reich des p27
kip1

-Gens einzubauen. Durch diese Mutationen veränderte sich die Sequenz 

der Bindungsstelle in der Form, dass der Eya4/Six1-Komplex nicht mehr binden konnte. 

So konnten eine funktionelle Analyse des veränderten Gens durchgeführt und die Aus-

wirkungen dieser Mutationen genauer betrachtet werden. 

Das Pipettierschema für eine Mutagenese-PCR sah wie folgt aus: 

 5 μl 10x Pfu-Puffer 

 0,5 μl template-DNA 

 0,5 μl F (forward)-Primer (10 pmol/μl) 

 0,5 μl R (reverse)-Primer (10 pmol/μl) 

 0,5 μl Pfu-Polymerase 

 1 μl dNTPs (10 mM) 

 ad 50 μl dH2O 

3.5.2 [³H]-Leucin Einbau in Kardiomyozyten 

Eine Möglichkeit um das Wachstumsverhalten von Zellen beobachten zu können ist es, 

die Proteinsyntheserate dieser zu quantifizieren. Da hypertrophierende Zellen eine    
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erhöhte de-novo Proteinsynthese aufweisen, kann man durch Bestimmung dieser nach-

weisen, ob Zellen auf einen bestimmten Stimulus mit Hypertrophie reagieren. Hierzu 

wurde in dieser Arbeit die Methode des Tritium-Leucin ([³H]-Leucin) Einbaus in myo-

kardiale Zellen verwendet. Als Tracer wurde Tritium-markiertes Leucin verwendet, 

welches die Kardiomyozyten in ihre Proteine einbauen. Die Strahlung der Radioaktivi-

tät wurde anschließend mittels eines Detektors erfasst und mit dem DNA-Gehalt der 

Zelle normalisiert. Anhand der Menge detektierter Elektronen erfolgte die Quantifizie-

rung der Hypertrophie. 

Nachdem die Kardiomyozyten isoliert und für 24 h in MEM mit 5 % FCS kultiviert 

wurden (siehe oben), erfolgte nach weiteren 24 h die Transfektion der Zellen mit   

Plasmiden, welche entweder für Eya4 oder für E193 kodierten. Anschließend wurden 

die Zellen für 4 h in einer Suspension aus MEM-T/I und einem prohypertrophischen 

Stimulans inkubiert. Das Stimulans war bei den in dieser Arbeit durchgeführten Versu-

chen stets Angiotensin-II. Weitergehend beginnt die Inkubation mit [
3
H]-Leucin (Ame-

rsham Biosciences), welches hierzu in einer Konzentration von 37.000 bq/ml hinzuge-

geben wurde. Auf eine Einwirkzeit von 4 h folgend, wurden die Zellen 2-malig mit 1x 

PBS gewaschen und für 10 min mit 1 %igem SDS lysiert. Die DNA-Konzentration der 

Zellen wurde mit dem „Quant iT® dsDNA Assay Kit“ (Invitrogen™) gemäß dem vor-

liegenden Protokoll des Herstellers bestimmt. Dieser Schritt war nötig, um eine Refe-

renz der Zellmenge als Vergleichsbasis zu haben. Damit die verbleibenden Proteine 

präzipitiert werden konnten, wurden 500 µl niedrigtemperierte 10 %ige Trichloroessig-

säure zur Suspension hinzugefügt. Daraufhin ruhte das entstandene Gemisch für 30 min. 

Anschließend erfolgte die Zentrifugation der Suspension bei 13.000 rpm für 10 min. 

Das hieraus entstandene Pellet resuspendierte man nun in 500 µl 1 %igem SDS und ließ 

das ganze erneut für 30 min bei Raumtemperatur (RT) reagieren. Zuletzt wurde das Ly-

sat in neue Gefäße überführt und 5 ml Szintillationsflüssigkeit hinzugegeben. Die Men-

ge an inkorporiertem [
3
H]-Leucin wurde mittels eines sogenannten β-Counters ermittelt 

und in counts/ml/min (CPM) angegeben. Die Änderung des Verhältnisses von CPM zu 

DNA-Konzentration wurde als Korrelat der de-novo Proteinsynthese verwendet, wobei 

das Verhältnis unstimulierter Vergleichszellen als 100 % definiert wurde. 
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3.5.3 Gateway
®
-Klonierung 

Für die funktionale Analyse eines Gens bzw. eines Proteins wird die Methode der Klo-

nierung genutzt. Hierbei wird das gewünschte Gen des „proteins of interest“ in Form 

des entsprechenden DNA-Fragmentes in einen entsprechenden Vektor integriert. In die-

ser Promotionsarbeit wurden die Klonierungsarbeiten gemäß der „Gateway
®

-

Klonierung“ (Invitrogen™) gemäß der Herstellerangaben durchgeführt. Diese Technik 

lässt sich in separate Schritte aufgliedern, welche nachfolgend charakterisiert werden.  

Anfügen von Restriktionsschnittstellen an das Zielgen 

Zunächst musste das Zielgen in einen passenden Entry Clone eingefügt werden. Dazu 

wurde die kodierende Sequenz mittels Mutagenese-PCR mit den passenden Schnittstel-

len versehen. Diese waren für das spätere Einfügen des Zielgens in einen Vektor emi-

nent wichtig, da diese 8-10 bp langen Sequenzen von den Rekombinationsenzymen  

erkannt wurden. Dies wurde erreicht, indem man eine PCR mit spezifischen Primern 

ansetzte und das Zielgen als Template hinzugab. Mutagenese-Primer (siehe Material-

teil), die aus der Schnittstelle, einer kurzen Spacer-Sequenz und dem Anfang bzw. dem 

Ende der Zielsequenz bestanden, banden sich während der Reaktion komplementär an 

die cDNA. Als Produkt des in der PCR-Maschine ablaufenden Zyklus aus Denaturie-

rung, Annealing und Elongation ergab sich nun die cDNA mit den angefügten Schnitt-

stellen. Da die Enzyme des späteren Ligationsschrittes sogenannte „sticky ends“, also 

Überhänge einzelner Nukleotide in der DNA, benötigten, führte man mit dem PCR-

Produkt einen Restriktionsverdau durch. Dafür brauchte es je eine bestimmte Menge 

des PCR-Produktes, des 10x Fast Digest Puffer® und der für die Schnittstellen spezifi-

schen Restriktionsenzyme (Kpn I und Xho I). Anschließend wurde destilliertes H2O 

addiert um das Endvolumen zu erreichen.  

Ein Standardansatz für den Restriktionsverdau setzte sich wie folgt zusammen: 

 10 µl des PCR-Produktes, 

 1 µl 10x Fast Digest Puffer®, 

 je 1,5 µl des für die Schnittstelle spezifischen Restriktionsenzyms 

 dH2O ad 30 µl/Ansatz 
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Das Gemisch reagierte für 1 h bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch eine enzymspezifi-

sche Hitzeinaktivierung unterschiedlicher Dauer und Temperatur beendet. Nach Ende 

des Verdaus wurde die Suspension auf ein Agarosegel aufgetragen und mittels horizon-

taler Gelelektrophorese nach Molekulargewicht aufgetrennt. Dies diente der Isolierung 

des gesuchten Zielgens mit passenden Schnittstellen und der Befreiung von Verunreini-

gung durch entstandene Nebenprodukte. Die entsprechende Gelbande wurde aus dem 

Gel exzidiert und entsprechend der Angaben des Herstellers mit dem „PCR-Purification 

Kit“ (Quiagen Industries) aufgereinigt. Um das Zielgen in den Entryvektor 

(pENTR™1A, siehe Abbildung 11) einfügen zu können, musste dieser mit denselben 

Restriktionsenzymen geschnitten und aus der Multiple Cloning Site (MCS) das ccdB-

Gen entfernt werden. Hierzu wurde, nach obigem Schema, erneut ein Restriktionsver-

dau mit dem Entryvektor durchgeführt. Das ccdB-Gen enthält die Information für ein 

die Gyrase des Bakteriums hemmendes Protein, das letztlich zytotoxisch auf das Bakte-

rium wirkt. Bei einer nicht erfolgreichen Klonierung dürften die Bakterien dementspre-

chend nicht überlebensfähig sein.  

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des als Entryvektor verwendeten pENTR™1A-Vektors 

Nach 
189
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Ligation von Zielgen und Donorvektor 

Nach erfolgreichem Restriktionsverdau der Vektor- und Insert-DNA mit den ausge-

wählten Restriktionsenzymen und der Aufreinigung der DNA aus der Gelelektrophorese 

begann der nächste Schritt. Dieser implizierte die Ligation von cDNA und dem 

pENTR™1A-Vektor um das Zielgen rekombinationsfähig zu machen und die Vorteile 

des Gateway
®

-Systems nutzen zu können. Ohne diesen Schritt wäre eine spätere Re-

kombination zwischen Entryvektor und vielen anderen Expressionsvektoren im Rahmen 

des Gateway
®

-Systems nicht vereinfacht möglich gewesen. Die Ligation wurde erreicht 

indem, durch Verwendung des Enzyms T4-DNA-Ligase, die Vektor- und Insert-DNA 

im Verhältnis 1:5 (Vektor:Insert) an ihren komplementären überhängenden Enden („sti-

cky ends“) miteinander verknüpft wurden. 

Hierzu wurde das PCR-Produkt mit pENTR™1A (1 µg/µl) und dem entsprechenden 

Enzym-Puffer in einer Suspension zusammengefügt. Anschließend ließ man das      

Gemisch bei 22 °C für 1,5 h reagieren. Um die Reaktion zu beenden, wurde der Ansatz 

nach Ablauf der vorgeschriebenen Zeit für 10 min auf 65 °C erhitzt.  

Ein Standardansatz für diesen Schritt setzte sich aus folgenden Komponenten zusam-

men: 

 16 µl des PCR-Produktes 

 1 µl pENTR™1A (1 µg/µl)  

 2 µl des T4-Ligase Puffers (10-fach, Invitrogen™) 

Chemisch kompetente E. coli 

Damit die Bakterien die Plasmid-DNA aufnehmen können, und somit eine Erfolgskon-

trolle der Klonierung durchgeführt werden kann, mussten die Zellwand sowie die Plas-

mamembran der Bakterienzelle zunächst permeabilisiert werden. Dies wurde über ein 

sogenanntes „kompetent machen“ der Bakterien realisiert. In der vorliegenden Arbeit 

konnte dies chemisch, also durch Zugabe bestimmter Stoffe, erreicht werden. Es wurde 

zunächst eine über Nacht-Kultur (ÜNK) des betreffenden Bakteriums (E. coli, Stamm 

DH5α) angesetzt (für Details siehe Kapitel 3.5.5) und die ÜNK auf 4x10 ml              
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Falcon-Röhrchen aufgeteilt. Anschließend erfolgte die Zentrifugation für 10 min mit 

6.000 rpm bei 4 °C. Hatte sich am Ende der Zentrifugation am Boden des Falcon-

Röhrchens ein Pellet gebildet, wurde der Flüssigkeitsüberstand oberhalb des Pellets 

vorsichtig verworfen. Danach wurde das Pellet in je 10 ml eiskaltem CAP-Puffer resus-

pendiert und es erfolgte die Inkubation der Lösung auf Eis für 30 min, wonach erneut 

für 10 min bei 6.000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde. Hatte sich erneut ein Pellet ge-

bildet, wurde der Überstand vorsichtig verworfen. Nun konnte das Pellet erneut mit 2 

ml eiskaltem   CAP-Puffer resuspendiert und die Lösung zu jeweils 50 µl aliquotiert 

werden. Die Aliquots konnten nun bei -80 °C konserviert oder direkt verwendet werden. 

Transformation von Fremd-DNA in chemisch kompetente Bakterien 

Um eine Erfolgskontrolle der bisher vollzogenen Maßnahmen nachweisen zu können, 

wurde im nun folgenden Schritt eine Transformation mit dem hergestellten Entryvektor 

durchgeführt. 50 µl chemisch-kompetente E. coli vom Stamm DH5α-Zellen wurden auf 

Eis liegend aufgetaut und vorsichtig resuspendiert. Anschließend gab man 1 µl (ca. 1 

ng) Plasmid-DNA (pENTR™1A+Eya4, Antibiotikaresistenz gegen Kanamycin, siehe 

Abbildung 11) zu den Zellen und beließ diese für eine Inkubationszeit von 30 min auf 

Eis. Im folgenden Schritt wurden die chemisch-kompetenten Zellen für genau 30 sec 

auf 42 °C erhitzt und anschließend erneut für 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 

150 µl SOC-Medium wurden die Zellen für 1 h bei 37 °C geschüttelt und schließlich 50 

µl der Zellen auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika (hier Kanamycin 

und Chloramphenicol) ausplattiert. Die ausplattierten Zellen wurden über Nacht bei 37 

°C bebrütet. 

Effizienzkontrolle 

Nach dem Bebrüten der Zellen auf der Agarplatte wurden gut gewachsene Kolonien 

selektiert, indem man diese in eine 96-Well-Platte, in die pro Well 10 µl dH2O vorge-

legt wurden, pipettierte und resuspendierte. Um nun spezifisch nachweisen zu können, 

dass die Insertion der cDNA in den pENTR™1A-Entryvektor erfolgreich war, wurde 

eine PCR mit dem Inhalt der Well-Platten als Template durchgeführt. Die PCR erfolgte 

nach einem standardisierten Vorgehen (siehe Abschnitt PCR), wobei die Primer, welche 
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spezifisch an das erwünschte Zielgen binden, passend zum gesuchten Template ausge-

wählt werden mussten. Hierzu wurden Polymerase-Puffer, dNTPs, die spezifischen 

Primer (Forward und Reverse), das Template und eine passende hitzestabile Polymerase 

zu einem Ansatz von 50 µl mit dH2O zusammengefügt. War der Ansatz gemäß dem 

gewählten Programm in der PCR-Maschine genügend amplifiziert, wurde er auf ein      

1 %iges Agarosegel aufgetragen und anschließend erfolgte die Auftrennung der DNA-

Fragmente nach Molekulargewicht mittels horizontaler Gelelektrophorese. Anhand des 

berechneten Molekulargewichts des Konstrukts ließ sich nun visuell eruieren, ob die 

Ligation erfolgreich war.  

Einen Standardansatz für diese PCR wählte man wie folgt: 

 5 µl 10x Pfu-Puffer,  

 5 µl dNTPs (10 mM each)  

 Je 1 µl spezifische Primer (Forward und Reverse) 

 1 µl Template 

 0,5 µl Pfu-Polymerase 

 37,5 µl destilliertes H2O 

Plasmidisolation 

Damit das gewünschte Plasmid in entsprechend großen Mengen erhältlich ist, kann man 

nach dem Ausplattieren der Zellen erneut selektieren und anschließend gut gewachsene 

Klone „picken“. Die Vervielfältigung und Isolierung von Plasmid-DNA aus einer Bak-

terienkultur war in dieser Arbeit immer dann nötig, wenn die Plasmid-DNA in größeren 

Mengen benötigt wurde. Hierzu wurden die Bakterienklone mit einer Pipettenspitze in 

LB-Medium (siehe Materialteil) überführt und über Nacht, unter Selektionsdruck mit 

dem entsprechenden Antibiotikum, bei 37 °C in einem Schüttler angezogen. Am fol-

genden Morgen wurden die Ansätze in einer Mini- oder Midi-Präp mit dem „Qiagen
®

 

Plasmid-Purification Kit“ (Qiagen
®
) entsprechend der Angaben des Herstellers aufge-

reinigt und es ergab sich die aufgereinigte Plasmid-DNA, welche zur Konservierung bei 

-80 °C eingefroren werden konnte. Wurde auch dieser Schritt erfolgreich durchgeführt, 

empfahl es sich, das Produkt zur Sequenzierung einzusenden. 



Methoden 

64 

 

Rekombination mit anderen Vektoren 

Der große Vorteil der Gateway
®

-Klonierungsmethode liegt in der hohen Zahl an Re-

kombinationsmöglichkeiten einzelner Plasmide, sobald das gewünschte Gen einmal in 

einen Entryvektor eingebracht wurde. Sollte nun das Zielgen in einen anderen          

Expressionsvektor überführt werden, ließ sich dies sehr einfach und schnell durchfüh-

ren. Im speziellen Fall war der Entryvektor wie bereits erwähnt 

pENTR™1A+Eya4/E193 und man rekombinierte diesen mit dem Expressionsvektor 

pAd/CMV/V5-DEST™ (siehe Abbildung 12).  

 

Abbildung 12: Schematische Darstellung des pAd/CMV/V5-DEST-Expressionsvektors mit Chlo-

ramphenicol-Resistenz in der MCS, nach Invitrogen
™ 

 Nach 
189

 

Hierzu wurden 2 µl des Insert-tragenden Entryvektors (pENTR™1A+Eya4/E193, 150 

ng/µL) sowie 1 µl des Zielvektors (pAd/CMV/V5-DEST, 150 ng/µl) zusammengege-

ben. Währenddessen taute der Enzymmix LR-Clonase II (Invitrogen
™

) für 2 min auf Eis 

langsam auf. Anschließend vortexte man diesen 2 mal gründlich und fügte 2 µl der LR-

Clonase zum Rekombinationsansatz hinzu und vortexte diesen ebenfalls bevor er kurz 

zentrifugiert wurde. Daraufhin wurde der gesamte Ansatz für 1 h bei 25 °C inkubiert 
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und dann 1 µl Proteinase K pro Ansatz hinzugefügt. Anschließend wurde erneut gevor-

text und nochmals für 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Erfolgskontrolle wurde im Wei-

teren simultan zu der Insertion des Zielgens in den Entryvektor durchgeführt. Sie erfolg-

te anhand von Transformation, Ausplattieren, Selektieren der Klone, PCR sowie Ampli-

fikation und Aufreinigung der Plasmid-DNA (s.o.). 

3.5.4 Transfektion 

Das Verfahren der Transfektion beschreibt generell das Einbringen genetischen 

Fremdmaterials in eine eukaryotische Zelle. Dieses lässt sich beispielsweise für     

Plasmide, Antisense-Oligos oder siRNA nutzen. Die Anforderungen, die an eine Trans-

fektionsmethode gestellt werden, beziehen sich auf eine möglichst hohe Effizienz, die 

Zellkernspezifität des eingebrachten Materials und eine niedrige Absterberate der     

behandelten Zellen. Die in der vorliegenden Arbeit gewählte Transfektionsmethode war 

die der Lipofektion und wurde mit dem „Lipofectamin
®
-System“ des Herstellers Invi- 

trogen™ gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Hierbei handelt es sich um einen Vorgang bei dem eine bestimmte Formulierung aus 

kationischen und neutralen Lipiden eingesetzt wird. Diese Moleküle bilden in wässriger 

Lösung spontan sogenannte Liposomen, vesikuläre Ansammlungen von Fettmolekülen 

die eine Lipiddoppelschicht ausbilden und hierdurch einen hydrophoben Hohlraum im 

Inneren bilden können. Durch elektrostatische Wechselwirkung der negativ geladenen 

Phosphatgruppen des genetischen Materials mit der hydrophilen Kopfgruppe der katio-

nischen Lipide bilden sich Komplexe aus, welche als Lipoplexe bezeichnet werden. Die 

Komplexierung des einzubringenden Materials mit kationischen Verbindungen vermit-

telt eine Schutzfunktion vor extrazellulärem Abbau, gleichzeitig wird die Anheftung an 

die negativ geladene Zelloberfläche sowie die endozytotische Aufnahme ins Zytoplas-

ma begünstigt. Über Lipid-Lipid-Interaktionen wird im Zellinneren die endosomale 

Membran destabilisiert, so dass die DNA/RNA aus dem Endosom freigesetzt wird, be-

vor der lysosomale Abbau einsetzt. Für eine erfolgreiche Transfektion muss das geneti-

sche Material dann noch in den Nukleus der Zelle gelangen. Auf passivem Wege ist 

dies nur nach Auflösung der Kernmembran während der mitotischen Zellteilung mög-

lich und setzt eine geringe Molekülgröße mit weniger als 1.000 bp voraus.  
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Als Transfektionsreagenz wurde „Lipofectamine
®
2000“ (Invitrogen™, USA) verwen-

det. Um den DNA-Lipofectamin-Komplex herzustellen, verdünnte man sowohl das 

„Lipofectamine
®
2000“ als auch die DNA/RNA in serumfreiem Minimalmedium (OP-

TI-MEM), mischte beide Verdünnungen und inkubierte für 20 min bei RT. Den ent-

standenen DNA/RNA-Lipofectamin-Komplex gab man zu den etwa 90 %ig konfluenten 

Zellen, die am Tag zuvor ausgesäht wurden und bei denen das Medium kurz vor Zugabe 

durch OPTI-MEM ersetzt wurde. Nach 4 bis 6 h wurde das Medium gewechselt und 

nach weiteren 24 bis 48 h konnte selektiert werden. 

3.5.5 Adenovirale Expressionskonstrukte 

Für die Herstellung der adenoviralen Expressionkonstrukte wurden definierte Plasmide 

über die Firma Life Technologies bezogen (siehe Abschnitt Material). Hieraus wurden 

virale Partikel unter Verwendung des „Vira Power
™

 Adenoviral Expression System“ 

(Invitrogen
™

) gemäß Anleitung des Herstellers gewonnen. 

3.5.6 Knockdown mittels siRNA 

Für die funktionelle Deaktivierung eines Gens von Interesse, kann man die Zelle in der 

das Gen aktiv ist mit siRNA transfizieren. Hierzu wurde in dieser Arbeit die „Dharma-

con siRNA“ (Thermo Scientific) mittels des „DharmaFECT 2“ (Thermo Scientific) ge-

mäß Vorgaben des Herstellers in die verwendeten Zellen eingebracht. 

3.5.7 Anzucht von Bakterienklonen 

Für die Anzucht von Bakterienklonen auf Agarplatten wurden ca. 50 μl transformierte 

Bakterienzellen auf die Agarplatten pipettiert und gleichmäßig mit einem abgeflammten 

Drigalski-Spatel verteilt. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. War 

dem Agarmedium ein Antibiotikum zugesetzt, so erfolgte neben der Vermehrung der 

Bakterien auch eine Selektion. In diesem Fall konnten nur die Bakterien wachsen, wel-

che durch die Transformation ein Plasmid mit einem entsprechenden Resistenzgen auf-

genommen haben. Für die Vermehrung eines Bakterienklons in Flüssigmedium wurde 

je nach Bedarf eine bestimmte Menge LB-Medium (5 ml, 50 ml, 100 ml) verwendet 

und die jeweils entsprechende Menge Antibiotikum hinzu pipettiert. Mit einer sterilen 

Pipettenspitze wurde etwas Bakterienmaterial aus einer Glycerinkultur entnommen oder 
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ein Bakterienklon von einer Agarplatte gepickt und in das Medium überführt. Die Kul-

tur wurde anschließend bei 37 °C unter Schütteln über Nacht oder bis zu einer vorgege-

benen Bakteriendichte kultiviert. 

Um immer mit demselben Bakterienklon arbeiten zu können, wurde aus einer Über-

nachtkultur eine Glycerinkultur angesetzt, die bei -80 °C gelagert werden kann. Hierfür 

wurden zu 850 μl der Übernachtkultur 150 μl 87 % Glycerin gemischt und der Klon 

eingefroren.  

3.6 Magnetresonanztomographie transgener Tiere 

Die morphologischen Veränderungen des kardialen Phänotyps transgener Mäuse mit 

einer Überexpression von jeweils HA-E193 bzw. HA-Eya4 wurde in vivo mittels MRI 

ermittelt und vergleichend Wildtypmäusen gegenübergestellt. Hierzu wurden jeweils 6 

männliche und weibliche Mäuse jeder Gruppe im Alter von 6 Monaten untersucht. Alle 

Untersuchungen an den Tieren wurden unter Einhaltung aller Vorgaben für die Behand-

lung von Versuchstieren sowie stets mit dem gleichen MRT durchgeführt (siehe Ab-

schnitt Material). Das Gerät hatte hierbei eine angegebene Feldstärke von 7,05 Tesla. 

Die Tiere wurden unter Allgemeinanästhesie in Inhalationstechnik untersucht. Hierzu 

wurde eine endotracheale Intubation der Tiere vorgenommen und mittels Inhalation von 

Raumluft mit 0,5 %igen O2-Anteil sowie 1,5 %igem Isoflurananteil die Anästhesie auf-

rechterhalten. Für die Darstellung der Herzen der Tiere wurde eine EKG-getriggerte      

„multi-slice cine-FLASH“-Sequenz (fast low angle-shot) mit einer Auflösung von 

0,117x0,117 mm bei einer Schichtdicke der einzelnen Schnitte von 1 mm verwendet. 

Die zeitliche Auflösung wurde mit 20 Bildern pro Herzzyklus gewählt und die Mitte-

lung lag bei 2-4 pro Bild um das Signal-Rausch-Verhältnis zu verbessern. Unter Ver-

wendung eines Analyseprogramms erfolgt die Auswertung der myokardialen        

Wanddicke, der Gesamtmasse des Herzens, der links- und rechtsventrikulären endsysto-

lisch sowie enddiastolischen Volumina sowie des ventrikulären Durchmessers. Alle 

Messungen wurden hierbei von einem in der Methode erfahrenen Spezialisten,         

verblindet, in Relation zum Wildtyp ausgewertet.  



Methoden 

68 

 

3.7 Statistische Auswertung 

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM, engl. stan-

dard error of the mean) dargestellt. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte durch eine 

einfaktorielle Varianzanalyse (One Way ANOVA). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 

*p<0,05 und **p<0,001 wurde als signifikant erachtet.  
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4. Ergebnisse 

4.1 Zelluläre Lokalisation von Eya4- und E193-Proteinen in Ab-

hängigkeit von Six1 

Eya-Proteine sind per Definitionem Transkriptionskofaktoren, da zumindest für Ver-

tebraten-Eya bisher noch keine NLS identifiziert werden konnte. Weil sie die regulatori-

sche Funktion auf Ihre Zielgene im Nukleus der Zelle ausüben, sind sie von echten 

Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Six-Proteinen abhängig, welche Ihnen die 

Translokation in den Zellkern ermöglichen. Eya-Proteine lagern sich im Zytoplasma der 

Zelle zu Dimeren zusammen und binden als solches an Six1. Anschließend erfolgt die 

nukleäre Translokation des gesamten Komplexes 
190

.  

Um Lokalisierungsstudien von Eya4 und der mutierten Isoform E193 durchführen zu 

können, wurden primäre neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCM) mit DsRed-

markiertem Eya4, E193 und GFP-markiertem Six1 transfiziert. Die Verteilung der    

fluoreszierenden Proteine im Zellkulturmodell wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie 

analysiert (siehe Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Kolokalisierungsstudien von DsRed-markiertem Eya4 und E193 (rot) mit GFP-

markiertem Six1 (grün) in NRCMs. 

Subzelluläre Lokalisierung und Translokation von DsRed-markiertem wildtypischem Eya4 und der trun-

kierenden E193-Mutante in primären Rattenkardiomyozyten. Oben links: Isolierte Infektion mit adenovi-

ralem DsRed-Eya4 zeigt zytoplasmatische sowie (in geringerem Umfang) nukleäre Lokalisierung des 

Proteins (rot; lila aus übereinander gelegtem DAPI-gefärbtem Nukleus). Oben rechts: Koinfektion von 

DsRed-Eya4 und GFP-Six1 ergibt die nukleäre Translokation von DsRed-Eya4 (Eya4 rot; Six1 grün). Die 

kleine Box oben rechts zeigt die Überlagerung aus DsRed-Eya4 und GFP-Six1 zusammen mit DAPI. 

Unten links: Einzelinfektion mit adenoviralem DsRed-E193 zeigt die größtenteils zytoplasmatische Loka-

lisierung des Proteins bei ebenfalls nukleärer Nachweisbarkeit. Rechts unten: Die zelluläre Verteilung 

von DsRed-E193 (rot) verändert sich nach Koinfektion mit GFP-Six1 (grün) nicht. Alle Bilder bei glei-

cher Vergrößerung. Ein weißer Balken entspricht 20 µm. 
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Übereinstimmend mit vorherigen Publikationen 
142, 190

 konnte im Zellkulturmodell   

gezeigt werden, dass (DsRed-markiertes) Eya4 48 h nach Transfektion größtenteils im 

Zytoplasma lokalisiert ist. Nach der Kotransfektion mit GFP-markiertem Six1 findet 

eine nukleäre Translokation des Komplexes statt und beide Proteine sind im Zellkern 

vermehrt und im Zytoplasma nur noch vermindert nachweisbar (siehe Abbildung 13). 

Die alleinige Transfektion mit GFP-markiertem Six1 führte, konkordant zu Beobach-

tungen anderer Forschungsgruppen 
176, 190, 191

, ebenfalls zur Nachweisbarkeit des Pro-

teins im Zellkern. 

Die Auswertung der Kolokalisierungsstudien mit DsRed-markiertem E193 bestätigte, 

entgegen der bisherigen Annahme, dass das mutierte Protein auch im Zellkern nach-

weisbar war. Jedoch fanden sich auch Residuen im Zytoplasma und dies trotz Kotrans-

fektion mit GFP-markiertem Six1 (siehe Abbildung 13). Obwohl die Nachweisbarkeit 

von E193 im Zellkern geringer war als bei Eya4, war sie durchweg in mehreren Trans-

fektionsreihen mit unterschiedlichen Klonen vorhanden. Ebenfalls waren die Ergebnisse 

in Transfektionsstudien mit unterschiedlichen Zelltypen reproduzierbar.  

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie weiter zu validieren und zu quantifizie-

ren, wurden die transfizierten NRCM aufgearbeitet und so präpariert, dass man die   

Extrakte aus Zellkernen und Zytoplasma für eine Western Blot-Analyse nutzen konnte 

(siehe Abbildung 14). 

  

cytosolic nuclear

Eya4

E193

GAPDH H1

Eya4

E193

Single Transfection

      

cytoplasmic nuclear

Eya4

E193

GAPDH H1

Eya4

E193

Six1 Cotransfection

 

Abbildung 14: Western Blot-Analyse von nukleären und zytoplasmatischen Proteinlysaten trans-

fizierter NRCM bei isolierter Transfektion mit E193/Eya4 sowie Kotransfektion mit Six1 
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Nach Kotransfektion mit Six1 kann nur wenig Eya4 zytosolisch nachgewiesen werden, während es    

nukleär akkumuliert. E193 konnte, übereinstimmend mit den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie, 

ebenfalls im Zellkern nachgewiesen werden. GAPDH und Histon H1 (H1) wurden als Ladekontrolle 

verwendet. 

Um die Proteine E193 und Eya4 nachweisen zu können, wurde ein α-DsRed-Antikörper 

verwendet. Nach Koexpression von Six1 war E193 deutlich im Zytoplasma nachweis-

bar, wohingegen Eya4 kaum mehr nachgewiesen werden konnte. In den Zellkernextrak-

ten ließ sich ferner eine signifikante Akkumulation von wildtypischem Eya4 nachwei-

sen. Die trunkierende Mutation E193 war ebenfalls in nukleären Extrakten zu detektie-

ren, wenn auch mit geringerer Intensität. 

4.2 Die p27
kip1

-Expression in Abhängigkeit von Eya4 

Der Tumorsuppressor p27
kip1

 ist hauptsächlich durch seine Funktion der Zellzyklusregu-

lation und der Zellteilung bekannt, wo er als Inhibitor dieser Vorgänge eine Überwa-

chungsfunktion inne hat 
192

. So führte die Deletion des p27
kip1

-Gens in Tierversuchen 

mit Mäusen zu einer Organhyperplasie in multiplen Loci und zusätzlichem Tumor-

wachstum 
193-195

. Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass eine direkte Re-

gulation des p27
kip1

-Gens durch Proteine der Six-Familie stattfindet 
186

. Da ein Großteil 

der Kardiomyozyten nach der Perinatalperiode im Zellzyklusarrest bleiben, ist es umso 

interessanter, dass eine antihypertrophische Regulation von postmitotischen, adulten 

Kardiomyozyten durch p27
kip1

 nachgewiesen werden konnte 
187

.  

Eya4 reguliert im Komplex mit Six1 seine Zielgene 
190, 196-198

. Um einen möglichen Ein-

fluss von Eya4 auf die Expression von p27
kip1

 zeigen zu können, wurden NRCM mit 

jeweils dem wildtypischen Eya4-Protein, der trunkierenden Mutation E193 oder Eya4-

siRNA transfiziert. Anschließend erfolgte eine proteinanalytische Auswertung mittels 

Western Blot und nachfolgender Densitometrie (siehe Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Western Blot von Homogenisat transfizierter NRCMs 

Die Überexpression von Eya4 zeigt einen Anstieg der Eya4-Level ebenso wie einen Abfall der p27
kip1

-

Level innerhalb der Zelle. Im Fall einer E193-Überexpression ist die p27
kip1

-Expression erhöht im Ver-

gleich zur Kontrolle. Ein Knockdown von Eya4 mittels spezifischer siRNA sorgt für ein umgekehrtes 

Resultat: Die Eya4-Spiegel sind niedrig und parallel dazu sind die p27
kip1

-Spiegel erhöht.  

In der Analyse mittels Western Blot wurde ein Eya4-spezifischer Antikörper, welcher 

sich gegen den N-Terminus des Proteins richtete, verwendet. Die Überlegung, dass 

durch eine „Lack of function“-Mutation von Eya4, in Form von E193, kein Einfluss auf 

die endogene Eya4-Expression mehr stattfindet, korrelierte mit den optischen Befunden 

(107±7 %; n=6; ns). Um die optischen Eindrücke zu validieren und eine möglichst ge-

naue Quantifizierung der Ergebnisse zu erhalten, wurden im Anschluss densitometri-

sche Analysen der Western Blots erstellt (siehe Abbildung 16). 

Hierbei zeigte sich, dass eine Eya4-Überexpression für einen Anstieg der Eya4-

Proteinlevel sorgte (189±11 %; n=6; p<0.05), während die Transfektion mit Eya4-

siRNA zu einem deutlichen Abfall der Eya4-Expression führte (31±7 %; n=6; p<0.05). 

Ebenso zeichnete sich ein Einfluss der Eya4-Proteinlevel auf die Expression von p27
kip1
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ab. Als Referenzwerte wurden stets die Eya4-Proteinlevel der unbehandelten Zellen 

verwendet, wobei diese als 100 % galten. 

 

Abbildung 16: Densitometrische Analyse der angefertigten Western Blots 

Eya4 reprimiert signifikant die p27
kip1

-Expression (54±9 %; n=6; p<0.05), während ein Eya4-Knockdown 

mittels siRNA diesen Effekt umkehrte (164±10 %; n=6; p<0.05). E193 hat einen aktivierenden Einfluss 

auf die Expression von p27
kip1

. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. 

Hinsichtlich der Regulation der p27
kip1

-Expression durch Eya4 konnte durch die densi-

tometrische Analyse (siehe Abbildung 16) quantifiziert werden, dass eine Transfektion 

mit E193 eine Steigerung p27kip1-Expression zur Folge hatte (163±9 %, n=6; p<0.05). 

Die Transfektion mit wildtypischem Eya4 hingegen sorgte in betroffenen Zellen für 

eine signifikante Erniedrigung von p27
kip1

-Leveln (54±9 %; n=6; p<0.05). Im Gegen-

satz zu dieser Beobachtung sorgte ein Eya4-spezifischer Knockdown mittels Transfek-

tion von Zellen mit siRNA für eine signifikante Zunahme der p27
kip1

-Proteinlevel in der 

Zelle (164±10 %; n=6; p<0.05). Auch hierbei dienten die p27
kip1

-Proteinlevel in unbe-

handelten Zellen als 100 % Referenzwert. Die beobachteten Ergebnisse sind konkordant 

mit der Hypothese einer Beeinflussbarkeit der p27
kip1

-Expression durch Eya4. 
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Da, wie bereits erwähnt, in der Literatur gezeigt werden konnte, dass p27
kip1

 in adulten, 

postmitotischen Kardiomyozyten an der Hypertrophieregulation beteiligt ist 
187

, musste 

als nächster Schritt eine kausale Auswirkung der Eya4-Proteinlevel auf die Entstehung 

einer Hypertrophie belegt werden. Hypertrophierende Zellen weisen einen erhöhten 

Proteinmetabolismus auf und dieser wird durch die De-Novo-Proteinsynthese der be-

treffenden Zelle repräsentiert. Die Quantifizierung der [³H]-Leucin-Inkorporation in die 

Proteine der Zelle ist hierbei ein Surrogatmarker für eine Hypertrophie 
199

. 

Hierzu wurden primäre Kardiomyozyten von Ratten verwendet, welche entweder mit 

wildtypischem Eya4, der mutierten Isoform E193 oder Eya4-siRNA transfiziert wurden 

(siehe Abbildung 17). 

 

Abbildung 17: [³H]-Leucin-Inkorporation als Korrelat der Proteinsynthese während Hypertrophie 

Transfektion mit Eya4 hat einen aktivierenden Effekt. Durch einen Eya4-Knockdown kommt es zur   

Umkehr dieses Effektes. E193 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinsynthese. 

Die [³H]-Leucin-Inkorporation der primären Kardiomyozyten stieg durch eine Transfek-

tion mit Eya4 signifikant an (163±7 %; n=8; p<0.05). Wurde die Herzmuskelzelle mit 
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Eya4-spezifischer siRNA transfiziert, welche die Translation des Proteins hemmt, ließ 

sich dieser Effekt signifikant mindern und es trat eine Reduktion der De-Novo-

Proteinsynthese ein (12±4 %; n=8; p<0.05). Dieses Ergebnis spricht für eine mögliche 

Induktion der zellulären Hypertrophie durch eine Überexpression von Eya4 und unter-

stützt die hier formulierte Hypothese der Regulation von p27
kip1

 durch Eya4. Eine eben-

falls durchgeführte Transfektion des Kardiomyozyten mit der trunkierenden Mutante 

E193 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf den [³H]-Leucin Einbau der Zelle, was die 

Vorstellung einer Loss-of-Function-Mutation dieses Proteins validieren könnte. 

4.3 Die p27
kip1

-Promoteraktivität in Abhängigkeit der Expression 

von Eya4 

Um zu determinieren auf welcher Ebene eine Regulation der p27
kip1

-Expression durch 

den Transkriptionskofaktor Eya4 stattfindet und um zu verifizieren, dass eine Regulati-

on durch Eya4 im Komplex mit einem Koaktivator, wie zum Beispiel einem Mitglied 

der Six-Familie, erfolgt, wurde die Wirkung von Eya4 auf p27
kip1

 in vitro untersucht. 

Hierzu wurden NRCM mit einem (p27PF) Expressionsplasmid transfiziert, welches das 

Luciferase-Reportergen unter Kontrolle des p27
kip1

-Promoters exprimiert. Dieser Vektor 

wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. T. Sakai Kyoto, Japan konstruiert und dankens-

werterweise zur Verfügung gestellt. Anschließend erfolgte die Kotransfektion mit je-

weils einem für Eya4- oder E193-kodierenden Plasmid. Im Promoterbereich des p27
kip1

-

Gens befinden sich 2 putative Six1-Bindungsstellen, die sich beide upstream des eigent-

lichen Startcodons für die Translation des p27
kip1

-Gens befinden (TCAGGTT bei Posi-

tion -2604; ATCCTG bei Position -1794, siehe Abbildung 18). 

 

Abbildung 18: Schematische Zeichnung des p27
kip1

-Promoters 

Es befinden sich 2 Six1-Konsensussequenzen im Promoterbereich: Bei Position -2604 und Position    

-1794. Beide befinden sich upstream des ATG-Startcodons. 
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Da für vertebraten-Eya4 bisher keine eigene DNA-Bindedomäne oder eine NLS nach-

gewiesen wurde, benötigt es für die Translokation in den Zellkern und vor allem für das 

Binden an seine Zielgene die Interaktion mit echten Transkriptionsfaktoren wie bei-

spielsweise Six1 
142, 155

. 

Es erfolgte die Kotransfektion von p27PF mit entweder wildtypischem Eya4 oder E193 

(siehe Abbildung 18). Die p27
kip1

-Promoteraktivität in alleinig mit p27PF-transfizierten 

Zellen wurde als 100 % (n=6) definiert.  

 

Abbildung 19: Promoterstudien mit dem p27-Plasmid 

Die Auswertung beweist die Reduktion der p27
kip1

-Promoteraktivität in Abhängigkeit der Expression von 

Eya4 (67±7 %; n=6; p<0.05). Dieser Effekt war durch die Inaktivierung der Six1-Bindungsstelle an Posi-

tion -1794 revidierbar. E193 führte zu einer signifikanten Steigerung der transkriptionellen Aktivität 

(120±7 %; n=6; p<0.05). 
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Die Kotransfektion mit dem Eya4-Plasmid führte in den behandelten Zellen zu einer 

signifikanten Reduktion der p27
kip1

-Promoteraktivität (67±7 %; n=6; p<0.05). Im     

Gegensatz dazu führte die Koinfektion mit E193 zu einer signifikanten Zunahme der    

transkriptionellen Aktvität des p27
kip1

-Promoters (120±7 %; n=6; p<0.05). Dieses Er-

gebnis weist auf eine Abhängigkeit der Wirkung von Eya4 auf das p27
kip1

-Gen in Form 

einer funktionierenden Six1-Konsensussequenz hin, da die Mutante E193 durch den 

Frameshift und den Einbau eines Stoppkodons nach Aminosäurerest 193 keine Six1-

Bindungsstelle mehr besitzt 
139

.  

Um eine direkte Abhängigkeit der Wirkung von Eya auf das p27
kip1

-Gen von der Inter-

aktion mit Six1 zu bestätigen, wurde jeweils eine der beiden Six1-Bindungsstellen im 

Promoterbereich des p27
kip1

-Gens durch Mutagenese derart verändert, dass eine Bin-

dung an diese Sequenzen nicht mehr möglich sein sollte. Im Detail wurde entweder das 

AGG-Basentriplett der Konsensussequenz an Position -2604 oder das CCT-

Basentriplett an Position -1794 deletiert (siehe Abbildung 20). Die hieraus resultieren-

den mutierten p27PF-Plasmide (p27PF_muta-2604 und p27PF_muta-1794) wurden per 

Transfektion erneut in NRCM eingebracht, entweder allein oder in Kotransfektion mit 

dem Eya4-Konstrukt. 

 

Abbildung 20: Darstellung des wildtypischen p27PF-Promoters und der mutierten Plasmide 

p27PF_muta-1794 und p27PF_muta-2604 

Die konstitutive Suppression der p27
kip1

-Promoteraktivität war weniger stark ausge-

prägt, nachdem die Bindungsstelle an Position -1794 manipuliert wurde (161±9 %; n=6; 

p<0.05, Abbildung 19). Auch eine Kotransfektion von p27PF_muta-1794 mit dem 

Eya4-Konstrukt konnte keine vermehrte Suppression des p27
kip1

-Promoters induzieren 

(149±9 %; n=6; p<0.05, Abbildung 19). Konträr zu diesem Ergebnis führte eine Mani-
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pulation der Bindungsstelle an Position -2604 zu keiner signifikanten Suppression der 

Aktivität des p27
kip1

-Promoters, da die Luciferaseaktivität von p27PF_muta-2604 derje-

nigen des normalen p27
kip1

-Promoters entsprach (101±9 %; n=6; ns). Die Koexpression 

von p27PF_muta-2604 resultierte in der gleichen Aktivität wie der des wildtypischen 

p27
kip1

-Promoters (73±11 %; n=6; ns). 

Die soeben beschriebenen Ergebnisse validieren die Hypothese, dass Eya4 seine Wir-

kung auf die Aktivität des p27
kip1

-Gens über die Interaktion mit Six1 ausübt. Es kommt 

zytoplasmatisch zur Komplexierung mit Six1 und dieser Komplex wird in den Zellkern 

transloziert, wo er seine Zielgene, in diesem Fall das des Zellzyklusregulators p27
kip1

, 

reguliert. Ferner konnte gezeigt werden, dass für die Wirkung des Eya4/Six1-

Komplexes die Bindungsstelle an Position -1794 diejenige ist, welche intakt und funkti-

onell sein muss. Die Bindungsstelle an Position -2604 scheint für diesen Vorgang keine 

Relevanz zu besitzen. 

Entsprechend der in vitro-Ergebnisse, könnte gemäß der in Abbildung 10 dargelegten 

Hypothese ein Defekt in der Eya4/Six1-Signalkaskade, wie bei der E193-Mutante, auf-

grund einer permanenten Erhöhung der intrazellulären p27
kip1

-Level und der daraus 

resultierenden verminderten Anpassungsfähigkeit des Myokards an alltägliche Belas-

tungen zu einer nach Jahren einsetzenden Herzinsuffizienz führen. Die Überexpression 

von Eya4 hingegen könnte durch starke Hemmung von p27
kip1

 zu einer überschießenden 

Hypertrophiereaktion führen. 

4.4 Generierung von HA-E193- und HA-Eya4-überexprimierenden 

Mäusen 

Um die bereits formulierte Hypothese (Abbildung 10) zu verifizieren und in vivo-

Ergebnisse zu sammeln, wurde in einem FVB-Hintergrund ein Mausmodell konstruiert, 

in welchem die Tiere eine konstitutive myokardspezifische Überexpression von HA-

Eya4 oder HA-E193 zeigen. Die verwendeten Tiere waren ausnahmslos FVB-Mäuse 

und die Myokardspezifität der Überexpression wurde durch eine Fusion des HA-

markierten Eya4- bzw. E193-Konstruktes mit dem kardiospezifischen α-MHC-Promoter 

gewährleistet (siehe Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Schemazeichnung des Vektors der verwendet wurde, um eine myokardspezifische 

Überexpression von HA-markiertem Eya4 bzw. E193 zu gewährleisten 

Aus initial 3 Indextieren, in welche das Plasmid per Mikroinjektion eingebracht wurde, 

hat man jeweils eine Mauslinie gezüchtet. Die in dieser Arbeit präsentierten Experimen-

te stammen von Tieren der Linie HA-Eya4_10 und HA-E193_7. 

Die Tiere wurden mittels PCR genotypisiert. Hierzu wurden speziell angefertigte Primer 

verwendet, welche ausschließlich bei den transgenen Tieren, nicht jedoch bei Wildtyp-

mäusen, eine Bande bei ca. 250 bp in der Gelelektrophorese ergaben.  

Um eine stabile Expression des Konstruktes in vivo nachweisen zu können, wurden 

Western Blots mit einem spezifischen HA-Antikörper (Sigma-Aldrich™, München) aus 

Herzproben der Tiere angefertigt (siehe Abbildung 22).  
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Abbildung 22: Western Blot Analyse aus Herzlysaten transgener Tiere 

Das Transgen (HA-Eya4 bzw. HA-E193) wird jeweils stabil exprimiert, GAPDH wurde als Ladekontrolle 

verwendet.  

Um die Western Blot-Ergebnisse zu verifizieren, wurde an Gewebeschnitten aus Herzen 

der transgenen Tiere zusätzlich eine Immunfluoreszenzfärbung angefertigt. Hierzu 

musste das Gewebe mit einem α-HA-spezifischen Primärantikörper und einem fluores-

zierenden Sekundärantikörper inkubiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop unter-

sucht werden (Biozero Keyence BZ-8000, siehe Abbildung 23). 



Ergebnisse 

82 

 

 

Abbildung 23: Immunfluoreszenz der zellulären Verteilung von HA-Eya4 und HA-E193 

Die Immunfluoreszenzaufnahmen beweisen eine homogene Verteilung des HA-Eya4 bzw. HA-E193 im 

Zytoplasma und im Nukleus der Kardiomyozyten unter basalen Bedingungen. Links: a-HA-Antikörper-

Färbung mit fluoreszierendem Sekundärantikörper, Rechts: Überlagerung mit DAPI. Ein Weißer Balken 

entspricht 20 μm.  

In den angefertigten Bildern (Abbildung 23) zeigte sich die Bestätigung der Western 

Blot-Ergebnisse: Unter Basalbedingungen konnte eine homogene Verteilung des      

jeweiligen HA-markierten Transgens (Eya4 bzw. E193) im Zytoplasma sowie im Nu- 

kleus der isolierten Kardiomyozyten demonstriert werden.  
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Da die Wirkung von Eya4 bzw. E193 auf die Expression von p27
kip1

 in dieser Arbeit 

bisher nur in vitro gezeigt werden konnte, wurden entsprechende Western Blot-

Analysen mit Herzlysaten transgener Tiere angefertigt. Hierzu war die zusätzliche   

Verwendung eines p27
kip1

-spezifischen Antikörpers nötig. Anschließend erfolgte eine 

densitometrische Analyse der Ergebnisse (siehe Abbildung 24). 

 

Abbildung 24: Western Blot und densitometrische Analyse der in vivo-Expression von p27
kip1

 in 

Abhängigkeit von Eya4 bzw. E193, Wildtyp-Proben zum Vergleich und GAPDH als Ladekontrolle 

Signifikant niedrigere p27
kip1

-Expression in Eya4-überexprimierenden Tieren (32±18 %, n=6; p<0.05). 

Signifikante Erhöhung der p27
kip1

-Expression in E193-überexprimierenden Tieren (160±10 %, n=6; 

p<0.05) im Vergleich zu Wildtypen (definiert als 100 %). 
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Die Analyse der Untersuchungsergebnisse bestätigte die bisher in vitro erbrachten Be-

funde: Während es bei HA-E193-überexprimierenden Mäusen im Vergleich zu              

wildtypischen Tieren zu einer signifikanten Erhöhung der p27
kip1

-Proteinlevel kommt 

(160±10 %, n=6; p<0.05), führen erhöhte HA-Eya4-Proteinlevel in Kardiomyozyten der 

Versuchstiere zu signifikant niedrigeren p27
kip1

-Proteinleveln (32±18 %, n=6; p<0.05). 

Die p27
kip1

-Proteinlevel in Wildtypmäusen wurden hierbei als 100 % Wert herangezo-

gen. 

4.5 Kardio-MRI-Untersuchungen transgener Tiere 

Das kardiovaskuläre Magnetresonanz-Imaging (MRI) ist eine gute Methode um phäno-

typische Auswirkungen auf das Herz transgener Tiere zu visualisieren. Es ermöglicht 

nicht nur die korrekte Ausmessung der Herzhöhlen sondern kann ebenfalls dynamische 

Befunde, wie Ejektionsfraktion und enddiastolisches wie auch endsystolisches Volumen 

sowie die Kontraktilität des Myokards suffizient darstellen 
200, 201

. Zusätzlich lassen 

sich, abhängig vom eingesetzten Gerätetypus, auch Inflammationsvorgänge sowie eine 

myokardiale Infiltration von Fett und Bindegewebe nachweisen 
202

. 

Hierfür waren Untersuchungen von HA-E193 bzw. HA-Eya4-überexprimierenden Tie-

ren sowie wildtypischen Mäusen zu einem definierten Zeitpunkt nötig. Es zeigte sich, 

dass bei den 9 Monate alten, HA-E193 transgenen Tieren eine altersabhängige Herzin-

suffizienz ähnlich der Entwicklung bei Trägern der humanen E193-Mutation auftritt 

(siehe Abbildung 25). Bei den 9 Monate alten HA-Eya4-transgenen Tieren, zeigte sich 

hingegen eine signifikante Vermehrung der LV-Hypertrophie im Vergleich zum Wild-

typ (siehe Abbildung 25). Dies spricht für die Entstehung einer signifikanten konzentri-

schen Myokardhypertrophie durch eine Eya4-Überexpression im Sinne einer diastoli-

schen Herzinsuffizienz (HFpEF). 
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Abbildung 25: MRI-Untersuchung transgener (HA-E193/HA-Eya4) Mäuse im Vergleich zum Wild-

typ 

Das linksventrikuläre enddiastolische Volumen ist bei HA-E193-überexprimierenden Tieren signifikant 

erhöht (siehe auch Abbildung 29). Signifikante LV-Hypertrophie bei HA-Eya4-überexprimierenden  

Tieren (siehe auch Abbildung 29). 

Das linksventrikuläre enddiastolische Volumen, welches bei fortgeschrittener Herzin-

suffizienz erhöht sein kann 
203

, war bei den HA-E193-exprimierenden Tieren signifikant 

höher (27±1 μl) als bei wildtypischen Mäusen (20±0,5 μl) oder HA-Eya4-

überexprimierenden Tieren (21±1,5 μl) (siehe Abbildung 29).  

Die Reduktion der LVEF ist ebenfalls ein Substitut des Spätstadiums einer Herzinsuffi-

zienz und kann durch MRI genau bestimmt werden 
204-206

. Die linksventrikuläre Aus-

wurffraktion war bei den HA-E193-überexprimierenden Tieren signifikant verringert 

(27 %, siehe Abbildung 29), während sie bei Wildtypmäusen (67 %, Abbildung 29) und 

HA-Eya4-überexprimierenden Tieren (61 %, Abbildung 29) normal war.  

Die Dicke des interventrikulären Septums, welches den linken vom rechten Ventrikel 

funktionell und anatomisch separiert, kann ebenfalls im Rahmen einer Herzinsuffizienz 

zunehmen und spiegelt das Ausmaß der linksventrikulären Hypertrophie gut wieder. Im 

Falle der transgenen Mäuse zeigten sich zwischen dem HA-E193-Typ (0,8 mm), dem 

HA-Eya4-Typ (1,5 mm) und dem Wildtyp (1,1 mm) signifikante Unterschiede. So war 

die Septumdicke bei den HA-Eya4-transgenen Tieren im Sinne einer beginnenden   

myokardialen Hypertrophie deutlich höher als beim Wildtyp und beim HA-E193-Typ, 

bei dem eher eine DCM-typische Morphologie mit Ausdünnung des apiko-septalen 

Myokards zu finden war. 
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4.6 Histomorphologie myokardialer Gewebeschnitte 

Die Morphologie histologischer Präparate aus Herzgewebe zeigt bei fortgeschrittener 

Herzinsuffizienz oft eine Ausdünnung der myokardialen Wand des linken oder rechten 

Ventrikels infolge einer Dilatation der betroffenen Herzhöhle. Von 9 Monate alten Tie-

ren der 2 gezüchteten transgenen Linien wurden nach der Entnahme von Herzen ent-

sprechende Gewebeschnitte angefertigt und mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) 

angefärbt (siehe Abbildung 26).  

 

Abbildung 26: HE-gefärbte Myokardschnitte unterschiedlicher Tiere 

HE-gefärbte Myokardschnitte zeigen im Falle der HA-E193-überexprimierenden Tiere eine Ausdünnung 

der linksventrikulären Wand und Dilatation der Herzhöhle. Bei HA-Eya4-überexprimierenden Tieren 

zeigen sich hingegen typische Zeichen einer beginnenden kardialen Hypertrophie. 

In der Färbung zeigte sich bei den HA-E193-überexprimierenden Tiere eine Ausdün-

nung der linksventrikulären myokardialen Wand und der Herzspitze infolge einer Dila-

tation des linken Ventrikels, welche bei Vergleichsproben aus wildtypischen Tieren 

nicht zu sehen war. Bei den HA-Eya4-überexprimierenden Tieren zeigte sich, entspre-

chend der MRI-Ergebnisse, eine signifikante Dickenzunahme des LV-Myokards typisch 

für eine kardiale Hypertrophie. 

Das Herzgewicht bezogen auf das Gesamtkörpergewicht, die Heart-Weight to Body-

Weight-Ratio 
207

, ist ebenfalls Surrogat einer kardialen Hypertrophie und Ausdruck der 

als kardiales Remodeling bezeichneten Umbauvorgänge während der progressiven 

Herzinsuffizienz. Die Heart-Weight to Body-Weight-Ratio war bei HA-E193-

transgenen Mäusen (5.2±0.12) im Vergleich zu wildtypischen Mäusen (4.08±0.08)   
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signifikant erhöht. Beim Vergleich wildtypischer Mäuse (4.08±0.08) und HA-Eya4-

transgener Tiere war diese signifikante Erhöhung in noch ausgeprägterer Form festzu-

stellen (6.1±0.2). 

Auch in der Ausmessung der Kardiomyozytengröße (CCSA) bestätigte sich die Ent-

wicklung einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz bei HA-E193-exprimierenden Tieren 

und einer Hypertrophie bei HA-Eya4-überexprimierenden Tieren (siehe Abbildung 27). 

 

 

Abbildung 27: CCSA-Färbungen von Wildtyp, HA-E193 und HA-Eya4-Mäusen 

Die CCSA war bei den HA-E193-überexprimierenden Tieren signifikant verringert, während sie bei den 

HA-Eya4-Mäusen signifikant erhöht war (Details siehe Abbildung 29). Ein weißer Balken entspricht 20 

μm. 

Die Auswertung der CCSA-Messung ergab eine signifikant niedrigere Zytoplasma-

fläche bei den für HA-E193 transgenen Mäusen (274±10 μm²), verglichen mit den wild-

typischen Mäusen (597±15 μm²). Vergleicht man die HA-Eya4-transgenen Tiere 

(676±19 μm²) mit den wildtypischen (597±15 μm²), bestätigt sich durch die signifikant 

höhere Zytoplasmafläche auch hier die Entstehung der kardialen Hypertrophie. 

Mittels der Picrosirius-Red-Färbung (PSR) lässt sich die Akkumulation von Kollagen, 

welches bei progredienter Herzinsuffizienz vermehrt in den interstitiellen Raum zwi-

schen den Zellen eingelagert wird und untergegangene Kardiomyozyten ersetzt, gut 

darstellen, da durch sie eine spezifische Kollagenanfärbung möglich ist 
208, 209

. Von 

Herzgewebe unterschiedlicher Tiere angefertigte PSR-Färbungen zeigten in Bezug auf 

die Akkumulation von Kollagen eindeutige Ergebnisse (siehe Abbildung 28).  
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Abbildung 28: PSR-Färbung von Myokard unterschiedlicher Tiere 

Es zeigt sich eine deutliche Kollagenakkumulation bei den HA-E193- sowie den HA-Eya4-

überexprimierenden Tieren im Vergleich zu Wildtypmäusen. Ein Weißer Balken entspricht 20μm. 

Die Kollagenkonzentration in Gewebeschnitten von HA-E193-Mäusen war signifikant 

höher (0.824±0.2 a.u.) als bei den Wildtyptieren (0.354±0.03 a.u.). Bei HA-Eya4-

Mäusen findet sich, wenn auch in leicht reduzierter Form, ebenfalls eine signifikante 

Erhöhung der intramyokardialen Kollageneinlagerung. 

 

Abbildung 29: Zusammenfassung und Auswertung der Durchschnittsmessungen, MRI-Ergebnisse 

und kardialer Histomorphologie 
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5. Diskussion 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind, im Besonderen in Industrienationen, immer noch 

die häufigste Todesursache und werden bei stetig steigender Lebenserwartung und Le-

bensalter zukünftig noch an Bedeutung zunehmen 
210

. Die Ursachen für die Entstehung 

einer Herzinsuffizienz sind mannigfaltig und, da auch extrakardiale Erkrankungen wie 

zum Beispiel die Chronisch-obstruktive-Lungenerkrankung Symptome einer Herzinsuf-

fizienz imitieren können, teilweise schwierig zweifelsfrei zu identifizieren 
20

. Jedoch ist, 

vor allem seit der erstmaligen Beschreibung eines Kardiomyopathie-verursachenden 

Gens im Jahr 1990, die genetisch determinierte Entstehung einer Herzinsuffizienz in 

den Fokus der Forschung sowie der klinischen Diagnosestellung gerückt 
211

. Im Fall der 

DCM wird von einer familiär-genetischen Ursache der Erkrankung in bis zu 48 % der 

Fälle ausgegangen 
102

. Die große Heterogenität möglicher genetischer Ursachen reicht 

von zytoskelettalen, myofilamentären und nukleären Proteinen bis hin zu Proteinen, die 

für Ionenkanäle kodieren 
134, 212, 213

.  

Die beschriebene E193-Mutation in humanem Eya4, welche zu SNHL und später ein-

setzender familiärer DCM führt, ist hierbei besonders zu erwähnen. Durch sie kommt es 

zu einer 4.846 Basenpaar langen Deletion im Gen eines Transkriptionskofaktors und 

nicht, wie in den meisten beschriebenen Fällen, eines Strukturproteins 
139

. 

Eya4, als eines der 4 Vertebratenhomologe des Drosphila-Gens „eyes absent“, zählt zu 

den Transkriptionskofaktoren, welche keine eigene DNA-Bindedomäne besitzen. Des-

halb ist die Komplexbildung aus Eya4 und Six1 essentiell für die die nukleäre Translo-

kation von Eya4 und ermöglicht erst die Wirkung auf die Zielgene 
142

. Bei Vertebraten 

sind für Eya-Proteine verschiedene Zielgene beschrieben worden: Hierzu zählen Myo-

genin, die Kreatinkinase der Muskulatur sowie Cyclin A1 und D1 
214-216

. Bis zur Be-

schreibung der Regulation einer für die kardiale Entwicklung bei Zebrafischen essenti-

ellen Untereinheit der Na
+
/K

+
-ATPase war von einer Bedeutung der Eya-Proteine in der 

kardialen Entwicklung nichts bekannt 
177

. Das Bekanntwerden der Repression von 

p27
kip1

 durch Six6 sowie die Regulation postmitotischer Kardiomyozyten durch p27
kip1

 

ergaben neue Ansätze hinsichtlich einer möglichen Regulation desselben durch den 
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Eya4-/Six1-Komplex 
186, 187

. Die Untersuchung der p27
kip1

-Gensequenz hinsichtlich 

einer möglichen Regulation durch diesen Komplex zeigte eine Bindungsstelle für Six1 

im p27
kip1

-Promoterbereich. Die Literatur zum Einfluss verschiedener Eya-Proteine auf 

Proteine der Six-Familie und letztlich auf die Ziele des Eya/Six-Komplexes beschreibt 

in den meisten Berichten eine starke Aktivierung von Six durch Eya (beispielsweise 

Eya3 und Six1
196

) und somit eine Aktivierung der Transkription in den durch Eya/Six 

regulierten Zielgenen 
190, 196, 198

. Aufgrund dieser Berichte war zu erwarten, dass auch 

die Interaktion von Eya4 und Six1, insbesondere im Hinblick auf die Regulation des 

Promoters von p27
kip1

, zu einer Aktivierung der Transkription von p27
kip1

 führen würde. 

Entgegen der Annahme kam es in den hier durchgeführten Versuchen, bei Überexpres-

sion von Eya4, jedoch zu einer starken Hemmung der Transkription von p27
kip1

. Im 

Falle der trunkierenden Mutante E193 konnte hingegen eine Aktivierung der Transkrip-

tion gezeigt werden. 

Der zyklinabhängige Kinaseinhibitor (CDK) p27
kip1

 ist bisher vor allem als Zellzyklus-

regulator bekannt. Hier besitzt er eine wichtige Kontrollfunktion innerhalb der Zelle am 

Übergang vom G1 zum S-Punkt. Hierbei führen vermehrte antiproliferative Zellsignale 

zu einer Akkumulation von p27
kip1

 innerhalb der Zelle und via Inhibition der Interaktion 

von E-CDK2 und D-CDK4 kann dies den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus verhindern 

192, 217, 218
 . p27

kip1
 wird ebenso in postmitotischen, adulten Kardiomyozyten exprimiert 

und sorgt durch seine zelluläre Akkumulation für einen konsequenten Zellzyklusarrest 

der in einen Wachstumsstopp mündet. Die p27
kip1

-Spiegel erreichen nach der 25. Wo-

che des humanen Fetus Ihren Höhepunkt und bleiben danach konstant 
219

. Über diese 

Funktion hinaus ist bislang allerdings sehr wenig über mögliche weitere Funktionen von 

p27
kip1

 bekannt. Die Höhe der intrazellulären Konzentration von p27
kip1

 korreliert zwar 

mit hypertrophischen und antihypertrophischen Signalen der Zelle, allerdings war die 

Bedeutung solcher Ergebnisse, angesichts des Umstands physiologischer Suppression 

der meisten Cycline und Ihrer Partner-CDKs, unklar 
220

. Sind bei Fehlen von hypertro-

phischen Reizen die Spiegel von p27
kip1

 hoch, so sinken sie bei prohypertrophischen 

Reizen stark ab 
221

 . Dazu passend konnte gezeigt werden, dass es bei genotypisch mo-

difizierten Knock-out-Mäusen für p27
kip1

 durch Verengung des Lumens der Aorta 

(„aortic banding“) zu einer exorbitanten Hypertrophie der Kardiomyozyten kommt, die 

in einer final verlaufenden DCM endet, während diese Reaktion bei Wildtyptieren   
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deutlich geringer ausfiel 
187

. Ebenso scheint p27
kip1

 eine wichtige kardioprotektive Be-

deutung im post-myokardial infarzierten Herzen zu haben. So konnten Konecny et al. 

222
 kürzlich zeigen, dass bei Mäusen, welchen nach einem Myokardinfarkt ein p27

kip1
-

Fusionsprotein verabreicht wurde, die Rate an kardialer Hypertrophie sowie Fibrose 

deutlich geringer war als bei unbehandelten Vergleichstieren. Die detaillierten Mecha-

nismen der Aktivierung bzw. Suppression von p27
kip1

 im Zusammenhang mit Hypertro-

phie im adulten Myokard bleiben noch zu untersuchen. Dennoch konnten mittlerweile 

einige Faktoren der Hypertrophieregulation identifiziert werden. So wurde gezeigt, dass 

die CK2-α´ im Falle prohypertrophischer Signale der Zelle zu einer Phosphorylierung 

von p27
kip1

 führt, was zu dessen Degradierung beiträgt. Genauso konnte aber im Um-

kehrschluss eine Inhibition von CK2-α´durch p27
kip1

 nachgewiesen werden 
187

. Dieser 

Rückkopplungsmechanismus ist insofern interfessant, als dass CK2-α´viele weitere 

Targets besitzt, welche ebenfalls mit Hypertrophieregulation in Zusammenhang ge-

bracht werden, darunter zum Beispiel HDAC1 und HDAC2 oder NFATc 
220

. Des Wei-

teren konnte von Li et al. 
223

 gezeigt werden, dass Nuclear factor erythroid-2-related 

factor (Nrf2) ein zusätzliches Target in der p27
kip1

-Hypertrophiekaskade ist. Nrf2 ist 

bekannt als zytoprotektiver Transkriptionsfaktor, der durch Aktivierung von Genen de-

toxifizierender Proteine den oxidativen Stress der Zelle zu mindern hilft 
224

. Nrf2 sorgt 

jedoch auch für eine Reduktion maladaptiven kardialen Remodelings nach übermäßiger 

Stimulation mit Angiotensin II und erhöht die zellulären p27
kip1

-Spiegel, wodurch eine 

überschießende Hypertrophie effizient verhindert wird. Zusammenfassend scheint die 

Funktion von p27
kip1

 nicht nur in der Phase der fetalen Organogenese, sondern insbe-

sondere auch in postmitotischen adulten Kardiomyozyten sehr bedeutsam zu sein. 

Die Interaktionen innerhalb des sogenannten PSEDN wurden bereits von mehreren Au-

toren beschrieben 
155, 159, 161

. Ebenso wurde bewiesen, dass die Fähigkeit von Six-

Proteinen, als Aktivator oder auch Suppressor zu agieren, zumindest partiell von Kofak-

toren wie Eya bzw. Dach abhängt. Eya-Proteine wirken hierbei als Koaktivatoren, wäh-

rend Dach-Proteine eher als Kosuppressoren agieren. Eya benötigt als reiner Transkrip-

tionskofaktor ohne eigene DNA-Bindedomäne andere Transkriptionsfaktoren, während 

bei Dach davon auszugehen ist, dass es spezifisch an die vorgesehenen DNA-Sequenzen 

binden kann 
225, 226

 . Ebenso scheint die Interaktion von Eya und Dach die Funktion von 

Dach als Suppressor in Richtung Aktivator lenken zu können: So konnte bei Drosophila 
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durch synergistische Interaktion von Eya und Dachs die Induktion ektoper Augen aus-

gelöst werden 
169

. Auch bei Säugetieren scheint durch synergistische Interaktion von 

Eya und Dach eine Induktion von Gewebewachstum möglich. Hierbei konnte durch 

Interaktion von Eya2 und Dach2 bei Mäusen die Myogenese induziert werden 
191

. Mög-

licherweise wird die Interaktion zwischen Eya und Dach sogar durch ein Mediatorpro-

tein, das sogenannte „CREB-binding protein“ (CBP), ausgelöst 
227

 . Insbesondere Eya3 

besitzt die Möglichkeit, Dach von einem Suppressor zu einem Aktivator zu transformie-

ren, welcher dann weitere Koaktivatoren initiieren kann 
196

 .  

Die oben beschriebenen Lokalisierungsstudien der einzelnen Proteine in vitro zeigten 

wie erwartet, dass die Majorität der Six-Proteine im Nukleus der Zelle nachzuweisen 

waren, während Eya4 und E193 hauptsächlich im Zytoplasma zu finden waren. In    

Kolokalisierungsstudien mit gemeinsamer Expression von jeweils Eya4 bzw. E193 und 

Six1 ergab sich überraschenderweise auch im Fall der trunkierenden Mutante E193 eine 

nukleäre Nachweisbarkeit. Dieses Ergebnis war unerwartet, weil bereits beschrieben 

wurde, dass die Mutante E193 weder mit wildtypischem Eya4 noch mit Proteinen der 

Six-Familie dimerisiert bzw. komplexiert 
139

. Insofern dürfte analog zu der fehlenden 

NLS bei humanem Eya eigentlich keine nukleäre Translokation von E193 möglich sein. 

Da dieses Ergebnis auch ohne Koexpression von Six1 beobachtet werden konnte, ist die 

Translokation von E193 möglicherweise weniger Six-abhängig als bisher gedacht. 

Denkbar wäre hier der passive Transport des Proteins in den Kern, da die Größe der 

E193-Mutante mit ca. 21 kDa die kritische Größe von 40 kDa nicht überschreitet und 

daher keine Import-Rezeptoren beansprucht werden müssen. Andererseits wäre auch die 

Dimerisierung mit einem bisher unbekannten Kofaktor möglich. Eya-Proteine besitzen 

bekanntermaßen eine ungewöhnlich große Fülle an Interaktionspartnern, zudem werden 

mehrere bisher Unbekannte vermutet 
228

. Ebenso könnte die fehlende Möglichkeit der 

Dimerisierung von E193 mit wildtypischem Eya4 eine Ursache für eine nukleäre Loka-

lisation des Proteins darstellen. Eine zusätzliche Möglichkeit könnte eine immer noch 

funktionelle Aktivierungssequenz in der N-terminalen Domäne der trunkierenden Mu-

tante E193 sein. Wie in der Literatur beschrieben, verliert das E193-Protein im Ver-

gleich zum wildtypischen Eya4-Protein die gesamte C-terminal gelegene ED, während 

der N-Terminus des Proteins zu großen Teilen erhalten bleibt. In diesem                   

Zusammenhang konnten Xu et al. 
162

 nachweisen, dass eine transkriptionelle            
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Aktivierung von Zielgenen allein durch die N-terminal gelegene Prolin-Serin und Thre-

onin-reiche Domäne von Eya1-3 in abgeschwächtem Umfang möglich war. Schließlich 

darf nicht außer Acht gelassen werden, dass Eya-Proteine eine Phosphatasefunktion 

besitzen. Hierzu besitzen die Proteine 2 unterschiedliche Phosphatasen: Eine C-terminal 

lokalisierte Tyrosinphosphatase, sowie eine N-terminale Serin/Threonin-Phosphatase, 

für welche beschrieben wurde, dass die Aminosäuresequenz zwischen Position 58 und 

120 für Ihre Funktionalität kodiert 
163, 164

. Diese ist beim wildtypischen Eya4-Protein 

genauso wie im Falle der E193-Mutante also noch funktionell. Da bei den in dieser Ar-

beit durchgeführten Experimenten beide Proteine im Kern nachgewiesen werden konn-

ten, hierfür das heute gültige Erklärungsmodell allerdings nicht ausreicht, ist eine Spe-

kulation über eine mögliche Involvierung der Serin/Threonin-Phosphatase in die nukle-

äre Lokalisierung der beiden Proteine diesbezüglich denkbar. Bis dato konnte zwar noch 

kein Substrat dieser Phosphatase identifiziert werden 
155

, unter Beachtung der steigen-

den Relevanz von Eya-Proteinen in verschiedensten physiologischen und pathophysio-

logischen Prozessen ist in absehbarer Zukunft jedoch damit zu rechnen.  

In dieser Arbeit wurden 2 transgene Mausmodelle etabliert, um etwaige Folgen der 

Veränderung der p27
kip1

-Spiegel durch erhöhte bzw. fehlende Suppression bei Eya4-

überexprimierenden sowie E193-überexprimierenden Tieren im Vergleich zu wildtypi-

schen Mäusen detektieren zu können. Wie beschrieben (siehe Abschnitt Ergebnisse) 

führte die Überexpression von Eya4 zu einer signifikanten Suppression der p27
kip1

-

Spiegel innerhalb der Zelle. Phänotypisch zeigte sich bei den betroffenen Mäusen eine 

signifikante Zunahme der Dicke des LV-Myokards, entsprechend einer myokardialen 

Hypertrophie. Des Weiteren wurde gezeigt, dass bei Tieren mit einer Überexpression 

von HA-markiertem E193 diese Suppression der intrazellulären p27
kip1

-Spiegel nicht 

auftrat. Konträr zu den Ergebnissen der Tiere mit hohen Eya4-Spiegeln zeigten die 

hiervon betroffenen Tiere, abhängig von der Altersentwicklung, eine letal verlaufende 

Kardiomyopathie mit bereits früh einsetzender Verschlechterung der LVEF und Er- 

höhung des LVEDV. Hierbei waren unter Betrachtung phänotypischer und histomor-

phologischer Gesichtspunkte sowie kardiomyopathiesensitiver Parameter in der MRI 

und des altersabhängigen Verlaufs deutliche Ähnlichkeiten zur syndromalen Erkran-

kung des Menschen im Falle der hereditären E193-Mutation zu beobachten. Auch bei 

diesen Tieren zeigten sich hingegen keinerlei Entwicklungsstörungen. Ausgehend von 
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den in dieser Arbeit präsentierten Ergebnissen kann das mutierte E193-Protein keine 

direkt supprimierende Wirkung mehr auf die intrazellulären Eya4-Spiegel ausüben. Die 

hier präsentierte Hypothese geht von einer essentiellen Bedeutung der Höhe endogener 

p27
kip

-Spiegel für die Erhaltung der kardialen Homöostase sowie einer adäquaten Reak-

tion auf hypertrophische Reize aus. Weil diese durch funktionsfähiges Eya4 im Kom-

plex mit seinem Interaktionspartner Six1 reguliert werden, scheint ein direkter Effekt 

von E193 auf p27
kip1

 oder einen seiner multiplen Interaktionspartner, abweichend von 

bisher untersuchten Signalwegen, möglich. Beispielsweise durch Induktion mitogener 

Reize, welche nach einer permanenten Überstimulation über lange Zeit zur Dekompen-

sation und Entwicklung einer DCM führen könnten. Andererseits wäre auch eine Ver-

änderung der Stabilität des p27
kip1

-Proteins durch E193 bzw. dessen Einfluss auf einen 

oder mehrere Interaktionspartner von p27
kip1

 denkbar. Zum Beispiel kann die rezeptor-

assoziierte Janus Kinase 2 (JAK2) nach Aktivierung durch Zytokine oder Wachstums-

faktoren Tyrosinreste des p27
kip1

-Proteins phosphorylieren und somit zu dessen schnel-

lem Abbau beitragen 
229

. Eine direkte oder indirekte Hemmung der JAK2 durch E193 

würde somit zur Erhaltung höherer p27
kip1

-Spiegel führen. Andere Autoren konnten in 

diesem Zusammenhang bereits eine Beschleunigung der Biodegradibilität der mutierten 

Eya-Proteine im Vergleich zu wildtypischen Proteinen zeigen 
142

. Genauso wäre eine 

mutable Lokalisierung von p27
kip1

 in der Zelle denkbar, welche ihrerseits wieder zu 

Abweichungen im Wachstumsverhalten der Zelle führt. Folglich entsteht der kardiale 

Phänotyp durch eine E193-Überexpression, welche, durch Aktivierung der Expression 

von p27
kip1

, mit erhöhten intrazellulären Spiegeln von p27
kip1

 einhergeht. Die Überex-

pression von Eya4 führt hingegen zu einer übermäßigen Hemmung der Expression von 

p27
kip1

, wodurch es zu kardialer Hypertrophie kommt. Diesbezüglich ist unklar, auf 

welchem Weg die Eya4-induzierte Suppression von p27
kip1

 posttranskriptionell zur In-

duktion kardialer Hypertrophie führt. Eine Möglichkeit wäre eine Beeinflussung der 

Ck2-α‘ von der gezeigt werden konnte, dass Sie, je nach Phosphorylierungszustand, die 

Hypertrophie adulter Kardiomyozyten ermöglicht oder verhindert 
187

. Denkbar wäre 

ebenfalls die Aktivierung der Histon Deacetylase 2 (HDAC2), von der kürzlich gezeigt 

werden konnte, dass Sie ebenfalls essentiell für die Aktivierung myokardialer Hypertro-

phie ist 
230

 und dass Sie durch Ck2-α‘ beeinflusst wird 
231

. Es stellt sich die Frage, wieso 

es bei wildtypischen Tieren, mit ebenfalls kontinuierlichen p27
kip1

-Spiegeln, nicht zur 
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Exazerbation und Krankheitsentwicklung auf kardialer Ebene kommt. Diese steht je-

doch keinesfalls im Widerspruch zu der hier präsentierten Hypothese, bedenkt man,  

dass die Erhaltung der kardialen Homöostase kein starrer Vorgang aus fest vorgegebe-

nen pro- und antihypertrophischen Zeitspannen ist. Vielmehr erfordert eine adäquate 

Hypertrophieregulation höchste Dynamik und verlangt stetige Anpassung an externe 

und interne Reize, sei es in Form verstärkter körperlicher Belastung oder im Rahmen 

einer Entzündungsreaktion.  

Da p27
kip1

 als Zellzyklusregulator vor allem eine wichtige regulatorische Aufgabe wäh-

rend der frühen Phasen der Entwicklung, und somit Phasen mit hoher mitotischer Akti-

vität der Zellen, wahrnimmt, ist unverständlich, wieso die beobachteten Veränderungen 

nicht früher bei betroffenen Versuchstieren phänotypisch auffällig wurden. In den in der 

vorliegenden Arbeit präsentierten spezifischen Untersuchungen, könnte die Verwen-

dung eines transgenen Vektors, welcher unter Kontrolle des α-MHC Promoters expri-

miert wird, hierfür verantwortlich sein. Dieser Promoter zeigt während der Entwicklung 

von Kardiomyozyten lediglich sehr moderate Aktivität und könnte die frühe phänotypi-

sche Ausprägung der Erkrankung insofern beeinträchtigen. Generell könnten bisher 

unidentifizierte Zielgene von Eya4 bzw. E193 abweichend von p27
kip1

 für die Erhaltung 

der kardialen Homöostase relevant sein, welche ebenfalls über einen gewissen Zeitraum 

eine Kompensation ermöglichen, jedoch nicht ausreichen, um die altersabhängige 

Krankheitsmanifestation zu verhindern. Des Weiteren wäre eine selektive Reaktion auf 

erhöhte p27
kip1

-Spiegel innerhalb der Zelle denkbar. Beispielsweise nutzen viele Malig-

nome die Möglichkeit, die intrazellulären p27
kip1

-Spiegel auf posttranskriptioneller 

Ebene negativ zu beeinflussen. Hierzu aktivieren sie die natürlich vorkommende 

Ubiquitin-Ligase „Skp2“ dazu, das p27
kip1

 zu markieren, damit es durch Cyclin D1 

und/oder D3 vermehrt abgebaut wird 
232, 233

. Ein ähnlicher Vorgang, allerdings in regu-

lierter Form, wäre ebenso im Fall der durch die trunkierende E193-Mutation permanent 

hohen p27
kip1

-Spiegel möglich. Zuletzt könnten auch Veränderungen der Lokalisation 

des p27
kip1

-Proteinspiegels innerhalb der Zelle auf Dauer zu den beschriebenen Verän-

derungen führen. So sind in der Literatur einige Beispiele beschrieben, bei denen der 

Abfall des nukleären bei steigendem zytoplasmatischen p27
kip1

-Spiegel zur Aktivierung 

verschiedener onkogener Signalwege und somit zu ungehemmtem Zellwachstum führte 

234-236
.  
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6. Zusammenfassung und Ausblick 

Die DCM und die hieraus resultierende final verlaufende Herzinsuffizienz sind bei ste-

tig steigender Lebenserwartung des Patientenkollektivs und Zunahme kardial bedingter 

Erkrankungen von exponentieller Bedeutung. Ebenso wird die Klassifizierung der DCM 

durch detailliertere Untersuchungsmethoden und neue Ansätze in der Grundlagenfor-

schung immer genauer und es werden in kurzen Abständen bisher unbekannte           

Ätiologien für diese Erkrankung identifiziert. Nur für etwa die Hälfte der DCM kann 

eine spezifische Ursache gefunden werden, die andere Hälfte der Fälle wird als unspezi-

fisch definiert 
68

. Ein wachsender Anteil der Erkrankungen wird genetischen Ursachen 

zugeschrieben, zum Beispiel durch Mutationen in verschiedensten Genen. Mit Zunahme 

der technischen Möglichkeiten zur Sequenzierung kompletter Genome und der höheren 

Verbreitung der Methode in der klinischen Praxis konnten in der Vergangenheit zahlrei-

che, bis dato als unspezifisch klassifizierte, DCM einer spezifischen Ursache zuge-

schrieben werden 
237

. Die Häufigkeit der genetisch bedingten Formen der Erkrankung 

variiert hierbei in der Literatur zwischen 20-50 % 
100-104

. Charakteristisch für die DCM 

ist ein, im Vergleich zu anderen Ursachen einer Herzinsuffizienz, relativ frühes Mani-

festationsalter der Betroffenen, welches im Erwachsenenalter seinen Höhepunkt erreicht 

129
. 

Der Transkriptionskofaktor Eya4 ist eines von 4 Homologen (Eya1-4) des Gens „eyes 

absent“ (Eya), welches bei Drosophila melanogaster vor allem an der Entwicklung re-

tinaler Strukturen beteiligt ist 
165, 166

. In den letzten 3 Jahren wird immer mehr über die 

Beteiligung humaner EYA-Proteine an der Entstehung sowie Metastasierung von Tu-

moren berichtet 
155

. So ist EYA4 während der Entstehung peripherer maligner Nerven-

scheidentumoren, Ösophagus- sowie Kolon- und Rektalkarzinomen hochreguliert 
238-242

. 

Bei Vertebraten ist Eya4 als Teil eines Netzwerkes vor allem für die Regulation embry-

onaler Entwicklungsvorgänge in unterschiedlichen Geweben zuständig. Diese regulie-

rende Funktion im Nukleus der Zelle führt Eya4 vor allem im Komplex mit Six1 durch. 

Eine 4.846 bp deletierende Mutante von humanem EYA4, E193, führt bei betroffenen 

Patienten zu SNHL und altersabhängig einsetzender, final verlaufender DCM 
139

. Im 

myokardialen Gewebe waren bislang nur wenige Ziele des Eya4/Six1-Komplexes    
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bekannt. Aufgrund von Untersuchungen die zeigten, dass Six6 zusammen mit Dach den 

CDK-Inhibitor p27
kip1

 reguliert 
186

 und dieser auch an der Hypertrophieregulation in 

adulten, postmitotischen Kardiomyozyten beteiligt ist 
187

, wurde in Vorarbeiten nach 

einer Six1-Bindungsstelle im p27
kip1

-Promoter gesucht (unpublished data). Aufgrund 

dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dass Eya4 zusammen mit Six1 im 

Nukleus der Zelle die Expression von p27
kip1

 reguliert. Hierdurch ist der Komplex an 

der Aufrechterhaltung der kardialen Homöostase maßgeblich beteiligt. 

Hierzu wurde zunächst die zelluläre Lokalisation von Eya4 sowie von E193 in Abhän-

gigkeit von Six1 untersucht. Durch Transfektion von NRCM mit DsRed-markiertem 

Eya4, E193 und GFP-markiertem Six1 konnte fluoreszenzmikroskopisch gezeigt wer-

den, dass Eya4 nach Kotransfektion mit Six1 zum größten Teil im Kern der Zelle nach-

weisbar war, während Eya4 alleine auch nach 48 h hauptsächlich im Zytoplasma zu 

finden war. Auch eine densitometrische Analyse von Western Blots der transfizierten 

Zellen bestätigte dieses Ergebnis. Anschließend wurde die Korrelation von p27
kip1

-

Spiegeln innerhalb der Zelle in Abhängigkeit von der jeweiligen Überexpression von 

Eya4 bzw. E193 untersucht. Hierbei konnte durch Western Blot-Analysen gezeigt wer-

den, dass eine Überexpression von Eya4 die p27
kip1

-Spiegel signifikant supprimiert, 

während die Überexpression von E193 zu einer signifikanten Erhöhung der Spiegel 

führte. Ein spezifischer Knockdown von Eya4 mittels siRNA hob die Suppression von 

p27
kip1

 auf.  

Mittels Promoterstudien in NRCM unter Verwendung eines p27-Promoterfragmentes 

(p27PF) konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von Eya4 zu einer signifikan-

ten Reduktion der Aktivität des p27-Promoters führte (67±7 %; n=6; p<0.05). Ferner 

konnte gezeigt werden, dass die durch Eya4-Überexpression induzierte Suppression von 

p27
kip1

, nach Veränderung einer Six1-Bindungsstelle im p27-Promoterbereich,         

entsprechend aufgehoben werden konnte (161±9 %; n=6; p<0.05). Konträr zeigte sich 

im Falle der Mutante E193 ein aktivierender Effekt auf die Promoteraktivität von 

p27
kip1

(120±7 %; n=6; p<0.05). 

Um mögliche Auswirkungen von Störungen in der Eya4/Six1-Signalkaskade auf die 

Erhaltung der kardialen Physiologie zu untersuchen, wurden 2 transgene Tierlinien   

konstruiert, welche jeweils eine myokardspezifische Überexpression von                  
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HA-markiertem Eya4 bzw. E193 zeigten. Anschließend durchgeführte MRI-

Untersuchungen mit Auswertung der Hämodynamik betroffener Tiere zeigten für die 

HA-E193-überexprimierenden Tiere eine altersabhängig entstehende Kardiomyopathie, 

die in Morphologie und Hämodynamik deutliche Ähnlichkeiten zu den Trägern der hu-

manen E193-Mutation aufwies. Bei den HA-Eya4-überexprimierenden Mäusen zeigte 

sich hierbei das Bild einer signifikanten myokardialen Hypertrophie bei noch erhaltener 

LVEF, entsprechend einer diastolischen Herzinsuffizienz (HFpEF). Anschließend vor-

genommene histomorphologische Untersuchungen von myokardialen Gewebeschnitten 

dieser Tiere wiesen, passend zu den MRI-Befunden, eine deutliche Dilatation des linken 

Ventrikels, einhergehend mit einer Reduktion der Wanddicke bei den HA-E193-

transgenen Mäusen auf. Die HA-Eya4-transgenen Mäuse zeigten konträr dazu eine kon-

zentrische Hypertrophie, mit Dickenzunahme des LV-Myokard. Ebenfalls durchgeführ-

te Spezialfärbungen zeigten eine Zunahme der interstitiellen Fibrosierung des kardialen 

Gewebes, welche charakteristisch für kardiale Erkrankungen im fortgeschrittenen Sta-

dium ist, bei Gewebeproben beider transgener Tiere. 

Eine trunkierende Mutation im humanen Transkriptionskofaktor EYA4 führt zu alters-

abhängiger Entwicklung einer DCM 
109, 139

. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit 

gezeigt werden, dass der Komplex aus Eya4 und Six1 eine supprimierende Wirkung auf 

den CDK-Inhibitor p27
kip1

 hat, welcher die Hypertrophie von adulten Kardiomyozyten 

negativ reguliert. Somit führt die Überexpression von HA-Eya4 im Mausmodell über 

die Hemmung der Aktivität von p27
kip1

 zur Induktion einer kardialen Hypertrophie. Das 

in der vorliegenden Arbeit verwendete Mausmodell mit HA-E193-überexprimierenden 

Tieren unterstützte die oben beschriebene Hypothese, wonach E193 aufgrund seiner 

Infunktionalität nicht supprimierend auf p27
kip1

 einwirken kann, weshalb letztendlich 

durch jahrelange mangelhafte Adaptationsvorgänge eine DCM entstehen kann.  

Die hier beschriebenen Befunde sind bis dato noch nicht von therapeutischer Relevanz 

für die Behandlung der DCM oder der Verhinderung von Myokardhypertrophie in der 

klinischen Praxis. Während mittlerweile genetische Untersuchungen und ebenso die 

Sequenzierung kompletter Genome Einzug in die klinische Diagnostik gehalten haben, 

ist die in dieser Arbeit beschriebene Mutation vor allem von Relevanz für die Pri-

märprävention betroffener Patienten. Mit Zunahme des Einsatzes und Verbreitung          
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genetischer Testungen werden diese in naher Zukunft mit geringerem finanziellen Auf-

wand zu realisieren sein und es dem Untersucher ermöglichen, bekannte Mutationen mit 

klinischen Auswirkungen frühestmöglich zu identifizieren. Dies kann die Mortalität, vor 

allem aber die Morbidität von Erkrankungen weiter reduzieren. Im Falle der DCM, für 

die außer der Herztransplantation keine Kausaltherapie bekannt ist, könnte dies neben 

Vorteilen für die Lebensqualität der Patienten auch enorme ökonomische Vorteile bie-

ten. So könnte bei frühem Bekanntwerden der Mutation eine engmaschigere          

Überwachung begonnen werden und auch frühzeitiger therapiert werden, falls eine 

Notwendigkeit besteht. 

Zusätzlich zu dem präventiven Gedanken, dürften Eya-Proteine in absehbarer Zukunft 

aber auch weitaus interessantere therapeutische Ziele darstellen. Neben der in dieser 

Arbeit vorgestellten Eya4-Mutation führen auch Mutationen in Eya2 bzw. Eya3 zu kar-

dialen Funktionsstörungen 
183, 243

. Bei der Sichtung der aktuellen Literatur nach weite-

ren Auswirkungen mutierter Eya-Proteine bzw. deren Beteiligung an unterschiedlichs-

ten pathophysiologischen Prozessen, öffnet sich eine Fülle weiterer Anwendungsmög-

lichkeiten für zukünftige Medikamente, welche diesen Signalweg wirksam beeinflussen 

könnten: Neben Induktion der Angiogenese 
244, 245

 werden Eya-Proteinen nach heutigem 

Wissensstand auch wichtige Rollen in der Regulation von Invasivität, Wachstum und 

Metastasierung diverser maligner Tumore zugeschrieben 
238, 246-248

. Eya-Inhibitoren 

bzw. die Wiederherstellung der physiologischen Funktion eines mutierten Eya-Proteins 

mittels Gentherapie werden zukünftig also mit hoher Wahrscheinlichkeit von großem 

Interesse sein. Denn auch die kardiale Hypertrophie führt bei Überschreitung gewisser 

Grenzen zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz. Insofern könnte eine Modulation des 

Eya4-Signalweges die an den HA-Eya4-transgenen Tieren beobachtete Myokardhyper-

trophie günstig beeinflussen und gegebenenfalls auch beim Menschen frühzeitig zur 

Verhinderung irreversibler myokardialer Hypertrophie eingesetzt werden. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

% Prozent 

[³H] Tritium 

°C Grad Celcius 

µ mikro 

a. u. arbitrary units 

Abb. Abbildung 

ACC American College of Cardiology 

ACE Angiotensin Convertin Enzyme 

AHA American Heart Association 

ANP Atriales natriuretisches Peptid 

APS Ammoniumperoxydisulfat 

ARVC Arrhythmogene Rechtsventrikuläre Kardiomyopathie 

ATP Adenosin-Triphosphat 

ATPase Adenosin-Triphosphatase 

BNP B-Typ natriuretisches Peptid 

bp Basenpaar 

BSA Rinderserumalbumin 

ca. circa 

Ca
2+

 Kalzium 

CaCl2 Kalziumchlorid 

CBP CREB-binding protein 

CDK Cyclin-abhängige Kinasen 

cDNA komplementäre DNA 

CH3COOH Essigsäure 

CK2-α’ Casein Kinase 2 
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cm Zentimeter 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CREB cAMP response element-binding protein 

CVD cardiovascular diseases 

Dac dachshund 

Dach Säugetier-Homolog von dachshund 

DAPI 4´,6-Diamidin-2-phenylindol 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

DCM Dilatative Kardiomyopathie 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

dGTP Desoxyguanosintriphosphat 

dH2O destilliertes Wasser 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DOC Natriumdeoxycholat 

DpnI Diplococcus pneumoniae G41 

DsRed rot fluoreszierendes Protein 

DTT Dithiothreitol 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

E193 Trunkierende EYA4-Mutante 

ECL ElektroChemoLumineszenz 

ED Eya-Domäne 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EF Ejektionsfraktion 

EGFP enhanced GFP 

EGTA Ethylenglycol bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure 

EKG Elektrokardiographie 

ERASH Endokardialen Radiofrequenzablation der Septumhypertrophie 
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ESC European Society of Cardiology 

EYA Eyes Absent (human) 

Eya Eyes Absent (nicht human) 

Eya 1-4 Eyes Absent Homologe 1-4 

eye eyeless-Gen von Drosophila melanogaster 

FCS foetal calf serum; Fötales Kälberserum 

FVB Friend Leukemia Virus B 

g Gramm 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GFP grün fluoreszierendes Protein 

h Stunden 

H1 Histonprotein  

H2AX Histonprotein 

H2O Wasser 

HA Humanes Influenza Hämagglutinin 

HAD Haloazid-Dehalogenasen 

HCM Hypertrophe Kardiomyopathie 

HDAC1 Histon Deacetylase 1 

HDAC2 Histon Deacetylase 2 

HE Hämatoxylin-Eosin 

HEK293 human embryonic kidney 293 

HeLa humane epitheliale Zellen aus einem Cervixkarzinom, Henrietta Lacks, 

1951 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsäure 

HFpEF Heart Failure with preserved Ejection Fraction 

HFrEF Heart Failure with reduced Ejection Fraction 

HNCM Nicht-obstruktive Form einer hypertrophen Kardiomyopathie 

HOCM Obstruktive Form einer hypertrophen Kardiomyopathie 
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HRP  horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase) 

ICD Implantierbarer Cardioverter-Defibrillator 

ICH Immunhistochemie 

IGEPAL Polyoxyethylen-2-iso-octylphenyl Ether 

IgG Immunglobulin G 

INVM Isolierte ventrikuläre Non-Compaction Kardiomyopathie 

JAK2 Janus Kinase 2 

K+ Kalium 

K2HPO4 Dikaliumhydrogenphosphat 

kB Kilobyte 

KCl Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 

KHK Koronare Herzkrankheit 

l Liter 

LA Linkes Atrium 

LV Linker Ventrikel 

LVEF Linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

M Molar 

MEM Minimal Essential Medium 

MeOH Methanol 

min Minuten 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

MRI Magnet Resonanz Imaging 

mt-RNA mitochondriale t-RNA 

Na+ Natrium 

Na2EDTA Dinatrium Ethylendiamintetraacetat 
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Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

NaCl Natriumchlorid 

NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat 

NaOH Natriumhydroxid 

NFATc cytosolic Nuklear Factor of Activated T-Cell 

NLS Nukleäre Lokalisierungssequenz 

nm Nanometer 

NRCM Neonatal Rat Cardiomyocytes 

Nrf2 Nuclear factor erythroid-2-related factor 

ns nicht signifikant 

NTpro-BNP N-Terminale pro-BNP 

NYHA New York Heart Association 

O2 Sauerstoff 

p Irrtumswahrscheinlichkeit 

p27
kip1

  Cyclin-abhängiger Kinaseinhibitor p27kip1 

PAGE PolyAcrylamidGelElektrophorese 

Pax6 Säugetier-Homolog von toy und eye 

PBS Phosphat gepufferte Saline 

PCR Polymerase-Chain-Reaction 

Pen Penicillin 

PFA Paraformaldehyd 

Pfu Pyrococcus furiosus 

PIPES Peperazin-1,4-Ethansulfonsäure 

pmol Pikomolar 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PRSMC engl. primary rat smooth muscle cells; Primäre Zellkultur aus glatten 

Gefäßmuskelzellen der Ratte 

PSEDN Pax-Six-Eya-Dach-Netzwerk 
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PSR PicroSirus-Red 

PTP Protein-Tyrosin-Phosphatase 

RA Rechtes Atrium 

RCM Restriktive Kardiomyopathie 

RD Retinal Determination 

RIPA RadioImmunoPrecipitation Assay 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RT  Raumtemperatur 

RV Rechter Ventrikel 

SDS Natriumdodecylsulfat 

sec  Sekunden 

SERCA2a Sarkoplasmic Reticulum Ca
2+

 ATPase 

SGK-1 Glukokortikoid-induzierbare Kinase-1 

siRNA small interfering RNA 

Six Säugetier-Homolog von sine oculis 

Six1 Transkriptionsfaktor 

Six6 Transkriptionsfaktor 

SNHL Sensorineuraler Hörverlust 

So sine oculis-Gen von Drosophila melanogaster 

Strep Streptomycin 

T. cruzi Trypanosoma cruzi 

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

Taq Thermophilus aquaticus 

TASH Transkoronare Ablation der Septumhypertrophie 

TCF21 Transkriptionsfaktor Epikardin-21 

TEMED N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin 

Toy  twin of eyeless-Gen von Drosophila melanogaster 
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Tris Trishydroxymethylaminomethan 

TSM Transaortalen subvalvulären Myektomie 

U Units 

UCM Unklassifizierbare Kardiomyopathien 

ÜN über Nacht 

UV Ultraviolett 

V Volt 

WB Western Blot 

WHO World Health Organisation 

α alpha; anti (bei Antikörper) 

α-MHC schwere Kette des alpha-Myosin 

β beta 

β-MHC Schwere Kette des beta-Myosin
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