JURGEN SCHRADER

Bildgebung des Herzens und der GefifBe:
Die Maus als Modellsystem

Seit der vollstindigen Entschliisselung des menschlichen Genoms wissen wir, dass ein
komplexer Organismus wie der Mensch mit seinen vielfiltigen Leistungen und Féahigkei-
ten durch ca. 30.000 Gene als primédre Informationstriger gesteuert wird. Dies ist eine
erstaunlich geringe Zahl, bedenkt man, dass z. B. ein moderner Airbus bereits aus etwa
150.000 unterschiedlichen Einzelteilen zusammengesetzt ist. Wie das hohe Maf} an bio-
logischer Komplexitit bei all unseren korperlichen und geistigen Leistungen entsteht, ist
bisher kaum in Ansétzen verstanden und stellt ein zentrales Problem biomedizinischer
Forschung dar.

Eine Moglichkeit, sich diesem Problem experimentell zu nihern, besteht darin, im Tier
mit molekulargenetischen Methoden ein bestimmtes Gen auszuschalten bzw. iiberzuexpri-
mieren und die funktionellen Konsequenzen zu untersuchen. Damit ist es moglich, Riick-
schliisse auf die Genfunktion zu ziehen. Bekanntermafen wird die in der Doppelhelix ge-
speicherte genetische Information in Proteine (Eiweifle) iibersetzt, und diese Proteine sind
die eigentlichen Triger von Funktionen. So spielen z. B. bei der Blutstillung nach einer
Verletzung mehr als 100 Proteine eine Rolle und gewdhrleisten im Zusammenspiel, dass
die Blutung normalerweise schnell zum Erliegen kommt. Ahnliche Uberlegungen gelten
fiir alle anderen komplexen Leistungen unseres Korpers: Vielfiltige Regelkreise gewihr-
leisten, dass wichtige Organfunktionen trotz Storeinfliissen aufrechterhalten werden. Die
Beziehungen zwischen der Summe der in unseren Genen kodierten Informationen, dem
Genotyp, und dem durch die Gene bestimmten Erscheinungsbild des Organismus, dem
Phinotyp, kennzeichnen somit das Spannungsfeld, in dem moderne krankheitsorientierte
Forschung stattfindet. Es besteht die berechtigte Hoffnung, mit einem systembiologischen
Ansatz die Ursachen und Konsequenzen von Krankheiten besser zu verstehen.

Die Anwendung transgener Tiere in der Grundlagenforschung hat im letzten Jahrzehnt
stetig zugenommen, da man davon ausgehen kann, dass die grundsitzlichen Mechanis-
men der Organfunktionen insbesondere der Herz- und Kreislaufkontrolle in der Maus
dhnlich wie beim Menschen ablaufen. Bei der Erzeugung transgener Tiere lassen sich
zwei unterschiedliche Ansitze unterscheiden. Einerseits konnen einzelne Gene tiber- oder
ektopexprimiert werden; d. h., man kann die Auswirkungen einer erhohten Proteinaktivi-
tit bzw. die Folgen einer ortsfremden Expression untersuchen. Alternativ erlaubt es die
Technik der homologen Rekombination in embryonalen Stammzellen der Maus, gezielt
Gene auszuschalten, so dass in den resultierenden Mausmutanten die Auswirkungen des
Gendefekts untersucht werden konnen. Unter Verwendung gewebespezifischer Promoto-
ren ist es auch moglich, Verdnderungen der Genexpression auf bestimmte Zellen bzw.
Organe zu beschrinken, sogar unter genauer zeitlicher Kontrolle. Zur Erzeugung trans-
gener Tiere ist ein hohes Mal} an technischem Know-how erforderlich, es ist aber auch
ein sehr zeitaufwindiger Prozess. Auf der anderen Seite hat man damit die einzigartige



94 Jiirgen Schrader

Moglichkeit, selektiv und spezifisch ein Genprodukt zu verdndern und die Auswirkungen
auf den Gesamtorganismus zu untersuchen.

Um Verdnderungen der Herz- und Gefiaf3funktion an der Maus nach einer genetischen
Intervention messen zu konnen, mussten die Analysemethoden erheblich verfeinert, ins-
besondere miniaturisiert werden. Eine ausgewachsene Maus wiegt nimlich typischerweise
nur 25 bis 30 g, das Miuseherz lediglich 150 bis 200 mg bei einer Herzfrequenz von 550
Schligen in der Minute, was etwa dem achtfachen Wert des Menschen entspricht. In den
vergangenen Jahren haben wir am Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie mit Hilfe
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) Methoden etabliert, die eine vollstidndige
Charakterisierung von Herz und GefédBlen genetisch verdnderter Méuse erlauben. Inzwi-
schen sind wir in der Lage, nahezu alle in der Klinik iiblichen diagnostischen Untersu-
chungen auch an der Maus durchzufiihren. Abbildung 1 fasst das diagnostische Spektrum
der ,,Diisseldorfer Mduseklinik* zusammen. Ein besonderer Vorteil des tierexperimentel-
len Ansatzes ist hierbei die Analyse von Parametern, die am Menschen auf Grund ethischer
Griinde nicht so einfach erhoben werden konnen, fiir das Verstindnis der Krankheitsent-
stehung aber duferst wichtig sind: die vollstindige genetische Analyse von entnommenen
Gewebe mittels Genarrays (Genomics) bzw. die massenspektrometische Analyse der Pro-
teinzusammensetzung (Proteomics).
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Abb. 1: Diagnostisches Spektrum der ,Disseldorfer M&useklinik*.

Ein besonderes Maf} an Expertise haben wir in Diisseldorf inzwischen bei der Bildge-
bung von Herz und Gefiflen mittels Kernspintomographie, oder synonmym Magnetreso-
nanztomographie (MRT). Im Prinzip beruht die MRT auf der physikalischen Eigenschaft,
dass sich Protonen des Korperwassers (H20) in einem starken Magneten — dhnlich wie eine
Kompassnadel — parallel zum Feld ausrichten. Eingestrahlte Radiowellen fiihren zu einer
kurzfristigen Ausrichtung der Protonen in Gegenfeldrichtung und veranlassen sie bei der
Riickkehr in den Ursprungszustand zur Energieabgabe; diese kann lokalisiert und dann zu
einem Bild zusammengesetzt werden. Wihrend ein klinisches MRT-Gerit eine Magnet-
feldstirke von typischerweise 1,5 Tesla besitzt, betriigt der vergleichbare Wert des uns zur
Verfiigung stehenden Forschungsgerites 9,4 Tesla. Wie Abbildung 2 belegt, konnen da-
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mit hoch aufgeloste Bilder des Miuseherzens mit groem Detailreichtum aufgenommen
werden. Die Bestimmung von Wanddicke, Form des Herzens, ventrikulidrer Volumina und
Myokardmasse in dreidimensionaler Form ist damit routineméfig moglich. Der Vergleich
zwischen Systole und Diastole ergibt aulerdem die Pumpleistung des Herzens als dyna-
mische Grofle.

Abb. 2: MRT-Darstellung des Herzens in einer lebendigen Maus. Bei der gegebenen Auflésung kann
man sogar die Abgange der KoronargefaBe sehen. Aufnahmedauer: zwei Minuten.

In dhnlicher Weise ist es moglich, das Gefi3system darzustellen. Abbildung 3 zeigt
eine Aufnahme der Blutversorgung des Beckengebietes und der Hinterldufe einer Maus.
Besonders hervorzuheben ist, dass diese Aufnahme ohne Verwendung eines Kontrastmit-
tels mit Hilfe eines speziellen Gradientenechoverfahrens gewonnen wurde. Damit konnen
auch kleinste Gefif3e, wie z. B. in der Hinterpfote, sehr gut dargestellt werden. Mit diesem
Verfahren wird es in Zukunft moglich sein, die Progression arteriosklerotischer Gefaver-
dnderungen zu verfolgen, aber auch die Regression nach therapeutischen Interventionen.
Hier erwarten wir neue Einsichten in die Entstehung und Therapie dieser Volkskrankheit.

Mit Hilfe von starken Magneten konnen nicht nur Bilder aus dem Inneren eines Orga-
nismus aufgenommen werden; dieses Verfahren eignet sich auch fiir bestimmte Proteine
wie das Myoglobin, fiir kleinmolekulare Substanzen wie das Adenosintriphosphat (ATP)
oder die Glukose und sogar dazu, Ionen in einem Organ wie z. B. dem Herzen nicht invasiv
und ohne Strahlenbelastung zu bestimmen (Tabelle 1). Auch hier ist es der grof3e Vorteil
dieser so genannten Kernspinresonanzspektroskopie (NMR !-Spektroskopie), dass Mes-
sungen am lebenden Tier oder an Organen durchgefiihrt werden konnen, wenn notwendig
sogar mehrmals. Man kann damit wichtige Fragen zum Stoffwechsel insbesondere der

U Nuclear Magnetic Resonance.
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Abb. 3: MRT-GeféBdarstellung des Beckengebietes und der Hinterlaufe einer Maus ohne Anwendung
eines Kontrastmittels. Man kann sogar die feinen GefaBveréstelungen an der Hinterpfote dar-
stellen. Aufnahmedauer: vier Minuten.

energiereichen Phosphatverbindungen und zur Ionenhomdoostase z. B. beim Herzinfarkt
oder bei einer Herzinsuffizienz bearbeiten.

Beispielhaft sollen hier unsere Untersuchungen zum Myoglobin etwas niher erldutert
werden. Myoglobin ist ein seit langem bekanntes Hidmprotein, das im Muskel in hoher
Konzentration vorkommt und dort fiir dessen rote Farbe verantwortlich ist. Historisch ge-
sehen war Myoglobin auch das erste Protein, dessen dreidimensionale Struktur aufgeklart
wurde, und zwar von John Kendrew? (Nobelpreis fiir Chemie 1962). Seitdem steht in
jedem Lehrbuch, dass die Hauptaufgabe von Myoglobin im Muskel in der Sauerstoffspei-
cherung bestehe.? Um dies niher zu untersuchen, ziichteten wir in unserem Institut vor
einigen Jahren eine Mausmutante, die kein Myoglobin mehr besaB.* Zu unserer groBen
Uberraschung fanden wir, dass diese transgene Maus voll lebensfihig war, sich regelge-
recht vermehrte und am Herzen auch keine Funktionseinschrinkungen aufwies. Wie ist
dies zu erkldren? Eine detaillierte Analyse in unserer Mausklinik ergab, dass als Folge des

2 Vgl. Kendrew (1961).
3 Vgl. Wittenberg und Wittenberg (1989).
4 Vgl. Godecke et al. (1999).
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Biologisch relevante Kerne

'H - H,0 — Bildgebung
— Myoglobin — Sauerstoffbeladung

P — ATP,PCr — Energiestoffwechsel

BNa — Na,

int

/INa,, — lonenhomdostase

BC — Glukose — Stoffwechsel-
untersuchungen

Tabelle 1: Zusammenstellung der Atomkerne, die mit NMR-Spektroskopie erfasst
werden kdnnen, sowie entsprechender Metaboliten und deren Funktio-
nen im Stoffwechsel.

Verlustes von Myoglobin eine ganze Reihe von Kompensationsmechanismen (Erh6hung
der Kapillardichte, Anderungen der Substratutilisation usw.) aktiviert wird, die letztlich
bewirken, dass ausreichend Sauerstoff an die Mitochondrien, die Kraftwerke der Zelle,
transportiert wird.> Die Myoglobin-Mutante ist ein schones Beispiel dafiir, dass der Ver-
lust eines Gens, das fiir ein quantitativ wichtiges Protein im Muskel kodiert, nicht notwen-
digerweise zu einem Funktionsdefekt fiihrt.

Dariiber hinaus konnten wir durch einen Vergleich der Myoglobin-Verlustmutante mit
Kontrolltieren zwei wichtige neue Funktionen von Myoglobin im Stoffwechsel des Mus-
kels entdecken. Es war die Fihigkeit von Myoglobin, sowohl Stickstoffmonoxid (NO) als
auch freie Sauerstoffradikale sehr effektiv abzubauen.® Fiir den Nachweis, dass Myoglo-
bin NO-Oxidasefunktion besitzt, war die NMR-Spektroskopie von entscheidender Bedeu-
tung. Wie in Abbildung 4 dargestellt, kommt es als Folge einer Gabe von NO in steigender
Konzentration zu einer Abnahme des Myoglobin- und einer Zunahme des Metmyoglobin-
signals — ein Effekt, der rasch reversibel ist. Diese Versuche belegten, dass dem Myo-
globin neben seiner Trigerfunktion fiir Sauerstoff eine wichtige Entgiftungsfunktion im
Herzstoffwechsel zukommt.”

Der Einsatz von Magneten zur Bildgebung hat nicht nur die Diagnose von Krankheiten
in der Klinik erheblich verbessert. MRT und NMR sind dariiber hinaus auch in der For-
schung ein wichtiges Werkzeug, um die Beziehungen zwischen Genotyp und Phinotyp
im Detail zu untersuchen. Dadurch lernen wir die Funktionen bestimmter Gene in einem
Krankheitsprozess besser zu verstehen, sehen aber auch, dass komplexe molekulare Re-
gelkreise dafiir verantwortlich sind, das Uberleben des Gesamtorganismus zu garantieren,
wenn eine Genfunktion z. B. durch eine Mutation ausfallt.

5 Vgl. Godecke et al. (1999).
6 Vgl. Flogel et al. (2001) sowie Flogel et al. (2004).
7 Vgl. Flogel et al. (2001), Godecke et al. (2003) sowie Wunderlich et al. (2003).



98 Jiirgen Schrader

TH-NMR-Spektren
A

A/\-M/ Erholung

J\\’W\‘ NO-Infusion T
MbO,
/ \ Kontrolle

Abb. 4: Spektroskopische Messung von Myoglobin am Herzen der Maus. Der linke Teil der Abbildung
zeigt die Hamstruktur des Myoglobins und die Protonen von Valin 68, die als ,Antennen” fun-
gieren und spektroskopisch erfassbar sind. Auf der rechten Seite ist ein typisches Myoglobin-
spektrum abgebildet, das bei Gabe von Stickstoffmonoxid (NO) an Signalintensitat abnimmt
bei gleichzeitiger Zunahme des Signals fiir Metmyoglobin. Die Messungen wurden nicht invasiv
am schlagenden Herzen der Maus durchgefihrt.
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