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1. Einleitung

1.1. Embryonaler AV-Kanal und AV-Kissen

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Aspekten der Frithentwicklung der atrioventrikularen
(AV) Region des embryonalen Herzen, namentlich mit der frithen Lageentwicklung der so
genannten Endokardkissen. Das embryonale Herz ist zu diesem Zeitpunkt eine schraubig
gewundene ,,S-formige klappenlose Schlauchpumpe mit einer noch ungeteilten Strombahn,

die das Blut mittels peristaltischer Kontraktionen transportiert.

Beim AV-Kanal handelt es sich um das zwischen dem primitiven Vorhof und dem primitiven
Ventrikel gelegene Bauelement des ,,S-formigen* embryonalen Herzschlauchs (Lamers et al.
1992; Franco et al. 2000; Kim et al. 2001; Anderson et al. 2006). Dieser ldsst sich
entsprechend dem Blutfluss in folgende Bauelemente unterteilen (Abb.1): (1.) den primitiven
noch ungeteilten Vorhof, der das frithembryonale Herz mit dem vendsen System des Embryos
verbindet; (2.) den o.g. AV-Kanal; (3.) den primitiven rechten und linken Ventrikel und (4.)
den Ausflusstrakt (de la Cruz et al. 1997; de la Cruz und Sanchez 1998; Franco et al. 2000;
Christoffels et al. 2004; Anderson et al. 2003a, 2006). Letzterer verbindet den embryonalen
rechten Ventrikel mit dem Saccus aorticus, der das Blut auf die Pharyngealbogenarterien
verteilt (Anderson et al. 2003b; Rana et al. 2007; Kirby 2007).

. primitiver Vorhof
Saccus aorticus

Ausflussbahn AV-Kanal

rechter Ventrikel linker Ventrikel

Abb. 1. S-formiger embryonaler Herzschlauch mit seinen Bauelementen

Bei Endokardkissen handelt es sich um paarige, sich gegeniiberliegende wulstformige
Verdickungen des Endokards im Bereich des AV-Kanals und des Ausflusstrakts des ,,S-
formigen™ embryonalen Herzschlauches. Sie bestehen aus extrazellulirer Matrix und
enthalten Mesenchymzellen, die aus dem Endokard durch epithelio-mesenchymale Transition
hervorgehen (Markwald et al. 1977; Bolender und Markwald 1979; Kinsella und Fitzharris
1980; Nakajima et al. 2000; Lincoln et al. 2004).



Endokardkissen erfiillen drei Aufgaben wéhrend der Herzentwicklung:

1. Zusammen mit der sie umgebenden Wandmuskulatur fungieren Endokardkissen als
Sphinkteren im klappenlosen, sich peristaltisch kontrahierenden Herzschlauch. Bei der
Kontraktion der Muskulatur kommt es zu einer Anndherung der gegeniiberliegenden Kissen
und das Lumen wird verschlossen (Abb.2). Hierdurch wird ein Riickfluss von Blut in die

stromaufwirts gelegenen Abschnitte verhindert (Patten et al. 1948).

Myokard

Diastole

Diastole Systole
Endokardkissen

Abb. 2. Schematische Darstellung der Formanderungen des Querschnitts des AV-Kanals
wiahrend des Herzzyklus: Zum Ende der Systole kommt es zu einem vollstindigen
Verschluss des Lumens

2. Weiterhin dienen Endokardkissen als Anlagen fiir die Scheidewédnde des spéteren
vierkammerigen Herzen (Van Mierop et al. 1962; Sissman 1970; de la Cruz et al. 1983;
Wenink und Gittenberger-de Groot 1985; Schroeder et al. 2003; Wessels und Sedmera 2003;
Kruithof et al. 2007). Anfanglich gibt es im AV-Kanal ein oberes und unteres Endokardkissen,
die in der Literatur haufig auch als vorderes und hinteres Endokardkissen bezeichnet werden.
Diese Endokardkissen stehen stromaufwirts mit dem Septum primum des Vorhofes und
stromabwiérts mit der muskuldren Anlage des Kammerseptums in Verbindung (Abb.3). Nach
der klassischen Lehrbuchdarstellung sorgt dieser septale Komplex fiir die Unterteilung des
embryonalen Vorhofs und der AV-Region in eine systemische und pulmonale Strombahn
(Wenink 1974; Sadler 2008). Hierbei wachsen oberes und unteres Endokardkissen
aufeinander zu. Der zunédchst ungeteilte AV-Kanal wird so wihrend der Kontraktion seiner
Wandmuskulatur zeitweilig in zwei getrennte Strombahnen - Canalis atrioventricularis dexter
und sinister - unterteilt (Dalgleish 1976; Igarashi 1984; Sadler 2008). Indem oberes und
unteres Endokardkissen miteinander verschmelzen, werden die zundchst noch funktionell

getrennten Strombahnen auch strukturell voneinander getrennt (Abb.4).




Abb. 3. Klassische Lehrbuchdarstellung des AV-Septalen Komplex (schematische Darstellung
eines Sagittalschnitts im Bereich des AV-Kanals); Zusammenhang zwischen AV-Kissen,
Septum primum (SP) und Anlage des Interventrikuldrseptum (IVS). A = Atrium, V = Ventrikel,
OEK = oberes Endokardkissen, UEK = unteres Endokardkissen

Die Unterteilung der Strombahn des Ausflusstraktes des embryonalen Herzens vollzieht sich
ebenfalls durch Bildung von paarigen Lingswiilsten im proximalen und distalen Abschnitt der
Ausflussbahn. Diese leistenformigen Wiilste entstehen ebenfalls durch proliferierende
Mesenchymzellen und gleichen in Aufbau und Funktion den Endokardkissen im AV-Kanal

(Rothenberg et al. 2003; Restivo et al. 20006).

oberes Endokardkissen linker Atrioventikularkanal

i
NN
(D

unteres Endokardkissen rechter Atrioventrikularkanal

Abb. 4. Unterteilung des AV-Kanals durch Fusion der AV-Kissen
(schematische Darstellung), mod. nach Sadler 2008



3. Des Weiteren liefern Endokardkissen Material fiir die Herzklappen im AV-Bereich und
Ausflusstrakt des spéteren vierkammerigen Herzens (Van Mierop et al. 1962; Sissman 1970;
de la Cruz et al. 1983; Wenink und Gittenberger-de Groot 1985; Wessels et al. 1996;
Schroeder et al. 2003; Wessels und Sedmera 2003; de Lange et al. 2004; Kruithof et al. 2007).
Zeitlich versetzt treten neben dem oberen und unteren Endokardkissen am rechten und linken
Umfang des AV-Kanals laterale Endokardkissen auf. Im AV-Kanal liefert das rechte seitliche
Endokardkissen Material fiir des vordere und hintere Segel der Trikuspidalklappe, wahrend
das linke seitliche Kissen Material fiir das murale Segel der Mitralklappe liefert (Lamers et al.
1995; Lamers und Moorman 2002; Wessels und Sedmera 2003; de Lange et al. 2004;
Moorman et al. 2004). Das obere Endokardkissen liefert das Material fiir das aortale Segel der
Mitralklappe, wohingegen das untere Endokardkissen das Material fiir das septale Segel der
Trikuspidalklappe liefert (Abb.5).

Endokardkissen des Ausflusstraktes
murales Segel

linkes seitliches

Endokardkissen vorderes Segel

hinteres Segel
Septum primum rechtes seitliches aortales Segel septales
Endokardkissen (Mitraklappe) Segel
(Trikuspidalklappe)
embryonales Herz 4 - kammeriges Herz

Abb. 5. Beitrag der AV-Kissen zu den Klappensegeln der Trikuspidal- u. Mitralklappe, OEK
= oberes Endokardkissen, UEK = unteres Endokardkissen,(schematische Ansicht der
Ventilebene; modifiziert nach Snarr et al. 2008, S. 2806)



1.2. Klinische Bedeutung der AV-Region

Angeborene Herzfehler kommen mit einer Haufigkeit von etwa 1 auf 100 Lebendgeburten
vor (Ferencz et al. 1985; Hoffman et al. 1990; Pierpont et al. 2000; Hoffman und Kaplan
2002). Jéhrlich kommen in Deutschland ca. 5000 Kinder mit angeborenen Herzfehlern zur
Welt (Kallfelz 1999). Die AV-Region ist dabei in 3-7,5% der angeborenen Herzfehler
betroffen (Samanek et al. 1991; Pierpont et al. 2000).

Als Beispiel fiir eine Fehlbildung der AV-Region soll der persistierende AV-Kanal, auch
gemeinsamer AV-Kanal genannt, beschrieben werden (Warkany et al. 1966; Rehder 1981;
Marino 1993; Webb et al. 1996; Ferencz et al. 1997; Maslen 2004; Weijerman et al. 2010;
Ackerman et al. 2012). Es handelt sich hierbei um einen innerhalb des Herzens gelegenen
Scheidewanddefekt, der zu einer Shuntverbindung auf Vorhofs- und Kammerebene fiihrt.
Betroffene Kinder entwickeln bereits kurz nach der Geburt einen Links-Rechts-Shunt, der
frithzeitig zu den Symptomen einer Rechtsherzinsuffizienz, beispielsweise zu Stauungsleber,
Stauungsnieren und Stauungsgastritiden fiithrt (Kawahito et al. 2003). Aufgrund der oben
beschriebenen Rolle der Endokardkissen bei der Bildung der Scheidewénde der AV-Region
wurden derartige AV-Septum-Defekte in der Literatur als Endokardkissendefekte interpretiert
(Van Mierop et al. 1962; Anderson et al. 1991; Rajagopal et al. 2007).

Neuere Daten zeigen jedoch, dass der AV-Septumkomplex neben dem Mesenchym der
Endokardkissen auch priméir extrakardiales Mesenchym aus dem embryonalen Mediastinum
enthélt (Lamers und Moorman 2002; Abu-Issa und Kirby 2007; Snarr et al. 2007a, 2007b).
Diese extrakardiale Quelle wurde bereits von His als Spina vestibuli beschrieben (His 1880)
und wird in der neueren Literatur als dorsale mesenchymale Protrusion bezeichnet (Tasaka et
al. 1996; Wessels et al. 1996, 2000). Im primitiven noch ungeteilten Vorhof stellt die dorsale
mesenchymale Protrusion iiber das dorsale Mesokard eine Verbindung zum dorsalen
Mediastinum her (Wessels et al. 1996, 2000; Kim et al. 2001; Snarr et al. 2007a, 2007b).
Nach ventral besteht iiber das Septum primum eine Verbindung zum oberen und unteren
Endokardkissen (Arrechedera et al. 1987; Wessels et al. 2000). Indem das Mesenchym der
AV-Kissen mit dem Septum primum und der Dorsalen Mesenchymalen Protrusion
verschmilzt kommt es zur Ausbildung des AV-Mesenchymalen Komplex, der den
embryonalen Vorhof und den AV-Kanal in rechte und linke Strombahnen unterteilt (Snarr et
al. 2007b) / (Abb. 6B). Man geht heute davon aus, dass dem persistierendem AV-Kanal eine
komplexe Stoérung in der Ausbildung des AV-Mesenchymalen Komplexes zugrunde liegt,
wobei Defekten der Dorsalen Mesenchymalen Protrusion eine entscheidende Rolle
zukommen soll (Blom et al. 2003, Sharratt et al. 2003; Snarr et al. 2007a; Wirrig et al. 2007;
Goddeeris et al.2008).



DMP

Abb. 6. Gegeniiberstellung der traditionellen (A) und aktuellen Vorstellung (B) zur
Zusammensetzung des AV-Septalen Komplex. Die aktuelle Vorstellung sieht in der
Dorsalen Mesenchymalen Protrusion (griin) eine wesentliche Komponente des AV-Septalen
Komplexes, die in der traditionellen Vorstellung fehlt. FE = Vorderdarmendoderm, DM =
Dorsales Mesokard, OEK = oberes Endokardkissen, UEK = unteres Endokardkissen, DMP
= Dorsale Mesenchymale Protrusion (modifiziert nach Goddeeris et al. 2008, S. 1893)

Es stellt sich hier die Frage, welche Ursachen derartigen AV-Defekten zugrunde liegen.
Antworten hierauf konnten beobachtete Haufungen von AV-Kanal-Defekten bei bestimmten
Patientengruppen geben. So findet sich ein persistierender AV-Kanal bei etwa 40% der
Patienten mit Trisomie 21 (Korenberg et al. 1990, 1992). Urséchlich hierfiir konnte eine
Storung in der Expression von Bestandteilen der extrazelluldren Matrix - beispiclsweise der
Kollagensynthese - wihrend der Herzentwicklung sein, die bei menschlichen Feten mit
Trisomie 21 beobachtet wurde (Gittenberger-de Groot et al. 2003). Eine Stoérung in der
Kollagen VI Synthese bedingt hierbei eine Fehlfaltung der a—Kollagenketten im AV-Bereich
des embryonalen Herzen (Davies et al. 1995; Eisenberg und Markwald 1995; Oosthoek et al.
1998: Klewer et al. 1998; Baptista et al. 2000; Gittenberger-de Groot et al. 2003). Zu nennen
wire weiterhin das Down Syndrome Critical Region 1 (DSCRI1) Gen, welches auch als
modulatorisches Calcineurin-interacting protein 1 (MCIP1) bezeichnet wird (Korenberg et al.
1994; Fuentes et al. 1995, Ferrara et al. 2004). Es wird bei menschlichen Feten vorwiegend
im Endokard der AV-Kissen und in der muskuldren Anlage des Kammerseptums exprimiert
(Casas et al. 2001; Vega et al. 2003). In welchem Umfang das Expressionsmuster von DSCR1
die Kollagensynthese und damit die Entstehung von AV-Kanal-Defekten beeinflusst, ist
Gegenstand aktueller Forschung und wird kontrovers diskutiert (Hesser et al. 2004; Korbel et



al. 2009). Aufgrund von Sequenzhomologien (Syntheny) zwischen dem murinen Chromosom
16 und dem humanen Chromosom 21 gelten Trisomie 16-Mduse als Tiermodell fir die
humane Trisomie 21 (Hiltgen et al. 1996; Webb et al. 1996, 1997, 1999). In Trisomie 16-
Mdusen sind Volumen und Zelldichte in den AV-Kissen verandert, wobei die molekularen
Ursachen noch nicht genau verstanden sind (Pexieder et al. 1981; Epstein et al. 1985; Epstein
1985; Reeves et al. 1986; Gearhart et al. 1986; Nadeau 1989; Lyon und Kirby 1995; Webb et
al. 1996). In Trisomie 16-Mdusen ist die Verbindung der Dorsalen Mesenchymalen Protrusion
mit dem hinteren Endokardkissen derart gestort, dass von einer Hypoplasie der Dorsalen

Mesenchymalen Protrusion ausgegangen werden kann (Webb et al. 1999; Snarr et al. 2007a).

Ein persistierender AV-Kanal findet sich weiterhin fast regelhaft, namentlich 50%, bei
angeborenen Storungen der Determination der Rechts-Links-Korperachse (Van Mierop 1977;
Nugent et al. 1994; Bowers et al. 1996; Harvey 1998), namentlich bei so genannten
Heterotaxien (Lewis und Abbott 1915, 1916; van Praagh und van Praagh 1966, van Praagh
1972; Layton und Manasek 1980; Tomita et al. 1991; Icardo et al. 1995; Yasui et al. 1998,
Ramsdell 2005; Levin 2005; Ramsdell 2005, Fakhroa et al. 2011). Dies lasst vermuten, dass
die Determination der Rechts-Links- Kdrperachse eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
des AV-Septalen Komplexes spielt. Der funktionelle Zusammenhang zwischen der
Determination der Rechts-Links-Achse und der Entwicklung des AV-Septalen Komplexes
konnte allerdings noch nicht geklart werden. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu
leisten zu kldren, welche Rolle die Determination der Rechts-Links-Korperachse bei der

Entwicklung des AV-Bereichs und des AV-Septalen Komplexes spielt.

1.3. Viszerale Rechts — Links Asymmetrien

Abgesehen von leichten Seitenunterschieden erscheint die duBlere Gestalt des Menschen und
der meisten Wirbeltiere bilateral symmetrisch. Demgegeniiber féllt auf, dass die inneren
Organe von Wirbeltieren beziiglich Form und Lageverhéltnissen in Spezies-spezifischer
Weise asymmetrisch angeordnet sind. Beispielsweise zeigt die rechte Lunge des Menschen
normalerweise eine Dreilappung und wird {iber einen kurzen, steil verlaufenden
Hauptbronchus versorgt. Die linke Lunge hingegen besitzt nur zwei Lappen und wird {iber

einen ldngeren und stirker zur Seite abgewinkelten Hauptbronchus versorgt.

Der normale Organsitus wird allgemein als Situs solitus bezeichnet. Abweichungen vom
normalen Organsitus sind selten und werden mit unterschiedlicher Privalenz in der Literatur
beschrieben. Die bekannteste Form ist der Situs inversus mit einer Pravalenz von 1:9000, bei

dem die inneren Organe spiegelbildlich zur normalen Form und Lage ausgebildet sind
(Bowers et al. 1996; Bartram et al. 2001; Miiller und Hassel 2012). Bezogen auf die



menschlichen Lungen wire beim Situs inversus zu erwarten, dass die links gelegene Lunge
drei Lappen aufweist, wo hingegen sich bei der rechts gelegenen Lunge nur zwei Lappen
finden (Abb.7). Meist bestehen fiir die Betroffenen keine funktionellen Auswirkungen, so
dass diese Situsvariante oftmals zufdllig diagnostiziert wird. Weniger bekannt sind so
genannte Heterotaxien, beispielsweise der Isomerismus. Beim Isomerismus handelt es um das

Vorliegen von bilateral symmetrischen Organen in einem rechts- oder linksseitigen Muster.

Im Falle eines linksseitigen Isomerismus der Lunge finden sich zwei morphologisch linke,
d.h. zweilappige Lungen, die jeweils von einem langen, zur Seite abgewinkelten
Hauptbronchus versorgt werden. Beim rechtsseitigen Isomerismus der Lunge wéren hingegen
zwel morphologisch rechte, d.h. dreilappige Lungen zu erwarten, die jeweils beide von einem

kurzen und steil verlaufenden Bronchus versorgt werden (Abb.7).

5 / J
Situs solitus Situs inversus Rechtsisomerismus Linksisomerismus
bilaterale bilaterale
Rechtsmorphologie Linksmorphologie
(3 Lappen) (2 Lappen)

Abb.7. Situsanomalien am Beispiel der Lungen

Beim Herz zeigen sich morphologische Rechts-Links-Asymmetrien auf der Ebene der
Vorhofe. Beide Vorhofe unterscheiden sich typischerweise in der Form ihrer Herzohren. Das
rechte Herzohr ist morphologisch durch eine breitbasige pyramidenartige Form und eine
weite Offnung in den Vorhof charakterisiert; das linke Herzohr hingegen ist schmal und
fingerformig und hat nur eine enge Offnung in den Vorhof (Abb.8). Weitere gestaltliche
Merkmale, in denen sich die Vorhofe voneinander unterscheiden, sind die Verbindungen zu
den Venen des Korper- und Lungenkreislaufs. Der rechte Vorhof nimmt normalerweise die

Korpervenen auf, wohingegen die Pulmonalvenen in den linken Vorhof miinden.

Der Sinusknoten liegt normalerweise in der Wand des rechten Vorhofs in einer Furche
zwischen der Miindung der oberen Hohlvene und dem rechten Herzohr, wihrend der linke

Vorhof normalerweise keinen Sinusknoten besitzt. Im Falle eines vollstdndig ausgebildeten




rechtsseitigen Isomerismus weisen beide Vorhdfe grofle pyramidenférmige Herzohren auf.
Jeder der Vorhofe besitzt einen Sinusknoten. Die Korpervenen wiren sowohl an den rechts-
als auch den links gelegenen Vorhof angeschlossen. Pulmonalvenenmiindungen in die
Vorhofe wiirden in diesem Fall vollstdndig fehlen. Bei vollstindig ausgeprigtem linksseitigem
Isomerismus wire hingegen zu erwarten, dass beide Vorhofe schmale, fingerformige
Herzohren besitzen. Die rechten Lungenvenen wiirden in den rechts gelegenen Vorhof

miinden, die linken Lungenvenen in den links gelegenen Vorhof. Ein Sinusknoten wére in
keinem der Vorhofe vorhanden (Abb.8).

Lungenvenen

Sinusknoten A Vena cava superior

breitbasiges
pyramidenformiges
Herzohr

schmales
fingerformiges
Herzohr

Abb. 8. Situsanaomalien am Beispiel des Herzens: RA = rechter Vorhof, LA = linker Vorhof,
RO = rechtes Herzohr, LO = linkes Herzohr (modifiziert nach Apitz, Pédiatrische
Kardiologie, 2002) A = Situs solitus, B = Situs inversus, C = rechtsatrialer Isomerismus, D =
linksatrialer Isomerismus
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1.4. Determination der Rechts- Links-Korperachse

Die Determination der Rechts-Links-Korperachse erfolgt bei Wirbeltieren bereits sehr friih.
Beim Menschen ist dies in der dritten Entwicklungswoche wéhrend der so genannten
Gastrulation, d.h. der Bildung der drei Keimblitter (Icardo 1996; Levin et al. 1995;
Beddington und Robertson 1999; Ramsdell 2005). Die Determinierung der RL-Achse lduft in
drei Schritten ab (Abb.9):

Schritt 1. Brechung der initial bilateralen Symmetrie des Embryos. Hierbei sollen
Bewegungen von Monozilien im Bereich des Hensen-Knotens eine entscheidende Rolle
spielen. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Monozilien einen linksgerichteten Fluss
von Extrazellulérfliissigkeit im Bereich des Hensenschen Knoten erzeugen, der eine
asymmetrische Genexpression zu beiden Seiten des Hensenschen Knotens generiert (Nonaka

et al. 1998; McGrath et al. 2003; Nakaya et al. 2005; Hirokawa et al. 2000).

Schritt 2. Etablierung molekularer Rechts-Links-Seitenidentititen. Diese werden durch
Signalkaskaden generiert, die sich vom Hensen-Knoten ausgehend ins Seitenplattenmesoderm
ausbreiten. Hier fiihren sie zu einer bilateral-asymmetrischen Expression von Genen (Meno et
al. 1996; Meno et al. 1997; Pagan-Westphal und Tabin 1998; Davidson et al. 1999; Franco et
a. 2001; Hamada et al. 2001; Yost 2001; Harvey 2002; Franco und Campione 2003; Ramsdell
2005). Am Endpunkt dieser Signalkaskaden wird der Transkriptionsfaktor Pitx2c
normalerweise nur im linken Seitenplattenmesoderm und den von ihm abstammenden
Organanteilen exprimiert (Abb.9) (Logan et al. 1998; Yoshioka et al. 1998; Gage et al. 1999;
Kitamura et al. 1999; Capdevilla et al. 2000; Campione et al. 2001; Gormley et al. 2003;
Nowotschin et al. 2006). Pitx2-Knock-out-Méuse entwickeln einen Rechtsisomerismus der
Lunge und AV-Septumdefekte (Liu et al. 2002; Lu et al. 1999; Lin et al. 1999; Kitamura et al.
1999; Gage et al. 1999). Andere Mausmodelle mit Stérungen in der Rechts-Links-
Signalkaskade (z.B. SHH-Knockout) zeigen eine bilaterale Expression von Pitx2¢ im
Seitenplattenmesoderm, die zu einem linksseitigen Isomerismus der Lunge und des Herzens

fithren (Meno et al. 1998).

Schritt 3. In der abschlieBenden Phase werden die molekularen Rechts-Links-

Informationen in gestaltliche Asymmetrien iibersetzt.

Wihrend man iiber die ersten beiden Phasen relativ gut Bescheid weil3, ist derzeit noch
weitgehend unklar, wie die molekularen Rechts-Links-Informationen in gestaltliche

Asymmetrien libersetzt werden.
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Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Brechung der Symmetrie Molekulare Asymmetrie Gestaltliche Asymmetrie

Chorda
—_—
Hensen-
Knoten
Seitenplattenmesoderm
Primitivstreifen
R L R L R L R L

Abb. 9. Schematische Darstellung des 3-stufigen Prozesses der Determinierung der Rechts-
Links-Korperachse

1.5. Rechts-Links-Achsendifferenzierung und Herzentwicklung

Bei Wirbeltierembryonen ist das Herz das erste Organ, das seine Funktion aufnimmt und eine
bilateral asymmetrische Gestalt entwickelt (de la Cruz et al. 1997; Ménner 2000; Christoffels
et al. 2000; Hamada et al. 2002). Wahrend der frithen Phase der Herzentwicklung nimmt der
initial gerade und bilateral symmetrische Herzschlauch eine schraubig gewundene
Konfiguration an, deren Windung normalerweise entgegen dem Uhrzeigersinn gerichtet ist.
Dieser Prozess wird Cardiac Looping genannt (Patten 1922; Ménner 2000, 2009). Durch das
Cardiac Looping werden die Bauelemente des Herzens in ihre definitiven topographischen
Beziehungen zueinander gebracht (Markwald 1995; de la Cruz 1998). Es wird vermutet, dass
komplexe angeborene Herzfehler aus Stérungen des Cardiac Looping resultieren. Cardiac
Looping kann somit als ein Schliisselvorgang in der Herzentwicklung gesehen werden
(Steding und Seidl 1984; Minner 2009). Dementsprechend ldsst sich die embryonale
Entwicklung des Herzens grob in drei Phasen untergliedern: Pre-Looping, Looping, Post-

Looping (Wilting und Ménner 2013).

(1) Pre-Looping. Wihrend dieser Phase formieren sich im Seitenplattenmesoderm die so
genannten Herzfelder. Rechtes und linkes Herzfeld fusionieren in der Mittellinie des Embryos
unter Bildung eines zunédchst geraden und anndhernd bilateral symmetrischen
schlauchférmigen Herzens (DeVries und Saunders 1962, de la Cruz und Sanchez 1998; Brand
2003; Abu-Issa et al. 2004; Kirby 2007). Dieser Herzschlauch ist an seinem kaudalen Ende
mit dem vendsen System und am kranialen Pol mit der arteriellen Strombahn des Embryos

verbunden. Er besteht lediglich aus den zukiinftigen trabekulierten Abschnitten beider
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Ventrikel (Wenink 1992; de la Cruz und Sanchez 1998; Christoffels et al. 2004). Hierbei liegt
der embryonale rechte Ventrikel kranial vom embryonalen linken Ventrikel, der wiederum
kranial des spateren AV-Kanals und der Vorhofe liegt (Abb. 10).

embryonaler linker
Ventrikel

arterieller Pol

embryonaler rechter
Ventrikel

AV-Kanal

vendser Pol

Abb. 10. Schematische Darstellung des geraden Herzschlauchs

(2) Looping. Wihrend der vierten und fiinften Entwicklungswoche verldngert sich der
Herzschlauch durch kontinuierliche Addition von neuem Material aus beiden Herzfeldern
(Harvey 2002; Kelly und Buckingham 2002; Moorman et al. 2007.) Da die Perikardhohle
nicht im selben Umfang wie der Herzschlauch wéchst, erfihrt der Herzschlauch eine
Kriimmung und Torsion und nimmt die Form einer schraubig gewundenen Herzschleife an
(Taber et al. 2010). Im Zuge dieser Gestaltinderungen ndhern sich Einflussbahn und
Ausflusstrakt einander an, und die embryonalen Ventrikel gelangen in ihre definitive Lage
kaudal der embryonalen Vorhofe (Abb. 11) (Patten 1922; Ménner et al. 1993; Méanner 2000).
Experimentelle Daten zeigen, dass der Windungssinn der Herzschleife durch die o.g.
molekularen RL-Signale bestimmt wird (Campione et al. 1999, 2001; Pennekamp et al. 2002;
Levin 2005; Wagner und Siddiqui 2007).

D-Loop  Ausflussbahn S-Loop
P rechtes Herzohr

rechter Ventrikel
: linkes Herzohr

linker Ventrikel

 AV-Kanal
AV-Kanal

> linker Ventrikel
— linkes Herzohr

2 Ve
rechtes Herzohr rechter Ventrikel

Abb. 11. Transformation des c-formigen Herzschlauchs in den s-formigen Herzschlauch
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(3) Post-Looping. Diese Phase ist durch die Transformation des schlauchférmigen Herzens in
ein vierkammeriges Herz mit Ausbildung der pulmonalen und systemischen Strombahnen
gekennzeichnet. Drei Entwicklungsprozesse spielen dabei eine Rolle: (1.) lokale Aufweitung -
sog. Ballooning - der Wiande von Kammern und Vorhoéfen, (Goor und Lillehei 1975;
Christoffels et al. 2000); (2.) Entwicklung der Scheidewédnde (Septierung) und (3.)
Ausbildung der Herzklappen (Valvulogenese).

1.6. Cardiac Looping und die Lageentwicklung der Vorhofe und des AV-Kanals

Der embryonale Vorhof nimmt nicht am Cardiac Looping teil und verbleibt in seiner initialen
Ausrichtung entlang der Rechts-Links-Achse. Infolgedessen korrespondieren die
morphologischen Identititen der spédteren Vorhdfe mit ihrer embryonalen Herkunft aus dem
rechten bzw. linken Herzfeld. Anders verhélt es sich mit den Ventrikeln. Rechter und linker
Ventrikel sind urspriinglich entlang der kranio-kaudalen Korperachse angeordnet (siche

oben). Somit besitzt jeder Ventrikel Anteile aus beiden Herzfeldern.

Durch das Cardiac Looping werden diese urspriinglichen kranio-kaudalen Identitéiten der
embryonalen Ventrikel in positionelle Rechts-Links-Identitdten umgewandelt (siche oben).
Dabei wird durch eine Torsion die initial rechte Wand der embryonalen Ventrikel zur
Hinterwand des Kammersegments der S-formigen Herzschleife und die urspriingliche linke
Wand der embryonalen Ventrikel zur Vorderwand des Kammersegments der S-férmigen
Herzschleife (Abb.12). Die grofle Kurvatur der s-formigen Herzschleife entspricht somit der
urspriinglichen ventralen Wand des geraden Herzschlauchs, wéhrend die kleine Kurvatur der
dorsalen Wand des geraden Herzschlauchs entspricht (Abb. 12).

Abb. 12. Infolge der Torsion der s-formigen Herzschleife wird die urspriinglich rechte Wand
(griin) zur Hinterwand, die urspriinglich linke Wand (rot) zur Vorderwand des
Kammersegments der S-formigen Herzschleife. Die grofle Kurvatur (Sternchen) entspricht
der urspriinglichen ventralen Wand, die kleine Kurvatur (weile Pfeile auf schwarze Punkte)
der dorsalen Wand des geraden Herzschlauches. (Abb. mit freundlicher Genehmigung aus
Minner 2013)
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Da die Vorhofe in ihrer urspriinglichen Rechts-Links-Lage verbleiben, die urspriinglich
rechten und linken Anteile der embryonalen Ventrikel jedoch - infolge des Cardiac Looping -
zur dorsalen bzw. ventralen Kammerwand werden, ergibt sich die Frage welche
Lageédnderungen die urspriinglich rechten und linken Halften des die Vorhéfe und Kammern
verbindenden Segmentes, - sprich des AV-Kanals -, durch das Cardiac Looping erfahren?
Aufgrund der o.g. geometrischen Verhiltnisse wire zu erwarten, dass im AV-Kanal eine
Torsion stattfindet. Einige Autoren berichten jedoch, dass die gesamte Vorderwand des AV-
Kanals vom linken Herzfeld und seine Hinterwand vom rechten Herzfeld abstammen
(Wirtinger 1937; Wienecke et al. 1995; Ramsdell 2005; Ramsdell et al. 2005, 2006). Das
linke Herzfeld wiirde somit das Material fiir das obere Endokardkissen und das rechte
Herzfeld wiirde das Material fiir das untere Endokardkissen bereitstellen, wihrend die
seitlichen Endokardkissen Material aus beiden Herzfeldern erhalten wiirden (Abb.13). Eine

Torsion miisste sich demnach stromaufwérts im Bereich der Vorhofe finden.

cranial cranial

oberes
| Endokardkissen

433122122

unteres
Endokardkissen
|
| caudal
caudal

Abb. 13. Schematische Darstellung der Lageentwicklung der AV-Kissen nach Wirtinger und
weiteren Autoren: Das linke Herzfeld (LI) soll Material fiir das obere Endokardkissen, das
rechte Herzfeld (RE) soll Material fiir das untere Endokardkissen liefern. Die seitlichen
Endokardkissen diirften demnach Material aus beiden Herzfeldern enthalten.

Studien an Knock-out-Mausen haben gezeigt, dass sowohl beim Rechts- als auch beim Links-
Isomerismus die Fusion der AV-Kissen meistens ausbleibt und ein gemeinsamer AV-Kanal
resultiert (Kitamura et al. 1999; Liu et al. 2001; Liu et al. 2002; Weninger et al. 2005;
Ramsdell et al. 2005). Auch beim Menschen findet sich beim Isomerismus fast regelhaft ein
gemeinsamer AV-Kanal (Bartram et al. 2001). Sollten die oben genannten embryonalen
Verhiltnisse zutreffen, hitten wir es beim Rechts- und Linksisomerismus mit Situationen zu

tun, bei denen das obere und untere AV-Kissen die gleichen RL-Identitidten besdflen. Die
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Beobachtung, dass Isomerimus hiufig mit einem gemeinsamen AV-Kanal assoziiert ist drangt
nun die Vermutung auf, dass AV-Kissen gleicher RL-Identitdt nicht oder nur eingeschrankt
miteinander fusionieren koénnen. Die Fusion der AV-Kissen konnte entsprechend einem
Schliissel-Schloss-Prinzip ablaufen, d.h. beim Vorliegen von zwei ,,Schliisseln“ oder zwei

»Schlossern konnten sich die Endokardkissen nicht vereinigen.

In der Vergangenheit wurden die Lagednderungen des AV-Kanals wihrend des Cardiac
Looping und damit auch die Lageentwicklung der Endokardkissen nur liickenhaft
dokumentiert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Lageénderungen des AV-Kanals
wihrend des Cardiac Looping erstmals liickenlos zu dokumentieren. Hierdurch sollte geklart
werden: (1.) wo die o.g. Torsion stattfindet und (2.) welchen Herzfeldern die AV-Kissen

zugeordnet werden kdnnen.

Um die Lageénderungen des AV-Kanals wihrend des Cardiac Looping zu dokumentieren,
nutzten wir den end-systolischen Querschnitt des Endokardschlauches als anatomische
Landmarke. Aufgrund einer ungleichmiBigen Verteilung der Cardiac jelly (Fiillgewebe
zwischen Myokardmantel und Endokardschlauch) zeigt das Lumen des embryonalen
Endokardschlauchs am Ende der Systole einen schlitzféormigen Querschnitt (Abb. 14). Die
Langsachse dieses Schlitzes markiert die urspriingliche Medianebene des Herzschlauchs und

damit die Grenze zwischen rechter und linker Herzhilfte (Ménner et al. 2008).

dorsal Lumen dorsal
Endokard ——
ventral Myokard ventral
Cardiac jelly
Diastole End-Systole

Abb. 14. Verdnderung des Lumens des embryonale Endokardschlauchs
wihrend des Herzzyklus

In dreidimensionaler Darstellung erscheint ein komplett entleerter — (endsystolischer) —
Endokardschlauch somit als ein flaches Band — vergleichbar mit einem Giirtel. Die Rénder
dieses Giirtels markieren die urspriinglich ventrale und dorsale Mittellinie des Herzschlauchs,
wiahrend dessen Flachen die urspriinglich rechten und linken Hélften des Herzschlauchs

reprisentieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Hithnerembryonen

Befruchtete Hiihnereier (White Leghorn, Gallus gallus domesticus) wurden vom
Tierversuchsgut der Universitdt Gottingen in Holtensen bezogen. Die Inkubation der Eier
erfolgte in einem Flachbriiter (Fa. Siepmann, Typ 400) bei einer Temperatur von 38 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 75%. Die Stadierung der Embryonen wurde anhand des
Morphologie-basierten Stadierungssystems nach Hamburger und Hamilton (Hamburger und
Hamilton 1951) durchgefiihrt. Es wurden Embryonen des Hamburger und Hamilton (HH)-
Stadiums 11 (frithes C-looping) bis HH-Stadium 18 (fortgeschrittenes S-Looping) untersucht.
Jiingere Embryonen wurden nicht untersucht, da der AV-Sulcus erstmalig im HH-Stadium 11

erscheint (Castro-Quezada et al. 1972).

2.2. Priparation und Fixierung

Die Hiihnerembryonen wurden nach einer Inkubationszeit von 40 (jiingste Stadien, HH-
Statium 11) bis 64 Stunden (dlteste Stadien, HH-Stadium 17) aus dem Ei entnommen. Hierzu
wurde die Eischale iiber dem Embryo erdffnet und der noch lebende Embryo mitsamt dem
Dottersack in eine Petrischale iiberfiihrt, die sterile Locke'sche Losung enthielt. Nach
Abspiilen der Dotterreste wurde der gesduberte Embryo mitsamt dem Dottersack in eine
zweite mit Locke’scher Losung gefiillte Petrischale iiberfiihrt, deren Boden mit einer
Wachsschicht iiberzogen war. Hierin wurde der Dottersack mitsamt dem darauf liegenden
Embryo wieder in seine natiirliche Form entfaltet und mit Stecknadeln auf der Wachsschicht
fixiert. Hierdurch wurde verhindert, dass der Embryo wihrend der anschlieBenden
Priparation wegtreiben konnte. Der Embryo wurde auf duBlerlich sichtbare Fehlbildungen
untersucht und stadiert. Fiir die weitere Praparation wurden ausschlieSlich normal entwickelte

Embryonen verwendet. Abnorme Embryonen wurden verworfen.

Das Ziel der anschlieBenden Priparation war es, den embryonalen Herzloop im Zustand eines
moglichst komplett entleerten Endokardschlauches fiir die Untersuchungen zu fixieren (siche
Einleitung). Hierfiir wurde - am noch lebenden Embryo - die Perikardhdhle an einer abseits
des Herzschlauchs befindlichen Stelle eroffnet und die Herzoberfléche iiber eine Mikropipette
mit Locke’scher Losung gespiilt, um anhaftende Proteine zu entfernen. Anschliefend wurden
die Stdmme der Dottergefile mit Wolframnadeln erdffnet. Durch die hiermit erzeugte
Massenblutung wurde das Blutvolumen im Kreislauf, und damit verbunden auch das end-
diastolische Blutvolumen im Herzen, erheblich verringert. Am leergepumpten aber noch

schlagenden Herzschlauch wurde nun ein Herzstillstand in generalisierter Kontraktion
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induziert. Hierzu wurde die Perikardhohle iiber eine Mikropipette mit einer 2-molaren

Kochsalzlosung gespiilt (Keller et al. 1994).

Nach Erreichen des Herzstillstandes wurde der Embryo mit einer 25%igen Glutaraldehyd-
16sung ca. 2 min. lang duBerlich gespiilt. Dieser Priparationsschritt diente einer raschen
chemischen Anfixierung des Embryos und verhinderte artifizielle Formdnderungen, die beim
weiteren Handling von unfixierten Préparaten entstehen konnen. Eine anschlieende
Begutachtung stellte sicher, dass ausschlieBlich Embryonen weiter verarbeitet wurden, bei

denen der Herzschlauch in vollstéindig entleertem Zustand anfixiert worden war.

Nach 30-miniitiger Fixierung in 4%iger Paraformaldehydldsung wurde der Embryo in einer
2%igen Glutaraldehydlosung mit Locke'scher Losung fiir 12 Stunden fixiert, um

abschlielend in einer 80%igen Ethanollosung gelagert zu werden.

2.3 Dokumentation der 3D-Konfiguration des Endokardschlauches

2.3.1 Erstellung von optischen Gewebeschnittserien mittels Optischer Kohérenz
Tomographie (OCT)

Zur Dokumentation der 3D-Konfiguration des Endokardschlauches wurden von den fixierten
Herzen in einem ersten Schritt optische Gewebeschnittserien mittels Optischer Kohérenz
Tomographie (OCT) erstellt. Die Bildgebung (B-mode OCT) erfolgte im Labor von Herrn
Prof. Dr. Ing. Tobias Ortmaier (Institut fiir Mechatronische Systeme, Leibnitz Universitét
Hannover) mit Unterstiitzung von Dipl.-Ing. Jan Thommes. Hierbei wurde ein Thorlabs OCS
1300SS Swept Source OCT System genutzt (Systemspezifikationen: zentrale Wellenlédnge
1325 nm; maximale Framerate (B-mode): 25 Bilder/Sek (512 x 512 pixel); Scandimensionen:

axiale Auflosung 9 um (im Gewebe); seitliche Auflésung 25 pm.

2.3.2 Computer gestiitzte 3D-Rekonstruktion

Die durch OCT gewonnenen 2D-Bilddatensdtze (JPEG Format) wurden mittels der Open
Source Software Image-J (http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/index.html) in Tiff Format Bilder
umgewandelt. Von diesen Datensdtzen wurden mittels OsiriX Imaging Software (Osirix
version 3.7.1 64-bit DICOM Bildbearbeitungssystem fiir Mac, OsiriX Foundation, Schweiz)
virtuelle 3D-Rekonstruktionen der Endokardschliuche generiert. Hierzu wurden die
Datensitze in die Software eingeladen und mittels einer 2D Bildbetrachtungssoftware bei

jedem einzelnen Schnitt zunéchst die Kontur des Endokards als Region of interest (ROI)
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durch manuelles Umfahren der Struktur festgelegt. Die die Endokard-ROI enthaltenden
Schnitte (2D) wurden mittels 3D Post-Processing einem 3D Volumen-Rendering- und 3D

Surface-Rendering-Tool zugefiihrt. Somit gelang es, die einzelnen Schnitte (2D) in eine

multimodale und multidimensionale Bildfolge (3D) umzuwandeln. Im Anschluss daran lief3

sich die 3D Bildfolge in gingige Bildformate (TIFF, JPEG) exportieren.

Abb. 15 3D-Rekonstruktionen der Endokardschlduche: A Embryo HH-St.15, Schnitt 179; B Schnitt 179,
Region of Interest = Kontur des Endokards; C/D 3D Rekonstruktion nach Volumen- und Surface-
Rendering (C dreidimensional, D dreidimensional fiir Betrachtung mit Rot-Blau-Brille)
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3. Ergebnisse

3.1 Gestalt des endsystolischen Endokardschlauchs im HH-Stadium 11

Das AV-Segment des embryonalen Herzens erscheint beim Hithnerembryo erstmals im HH-
Stadium 11 am venodsen Pol des Herzschlauchs (Abb. 16). Zu diesem Zeitpunkt hat das
Cardiac Looping bereits begonnen, sodaB das Herz in einer Frontalansicht als c-formige
Herzschleife imponiert (Abb. 16A). Im Gebiet der Vereinigung der rechten und linken
Venenstimme findet sich eine sackartige Erweiterung des Endokardlumens, die den kranialen
Teil des sich bildenden Vorhofssegmentes darstellt (Abb. 16B,D). Kranial von diesem
Segment kommt es beidseits zu einer Abplattung des sackartig erweiterten

Endokardschlauches sowie zu einer nach rechts gerichteten Knickung.

Abb.16. Topographie des embryonalen Herzschlauches wihrend des C-Loopings. 3D-Rekonstruktionen des
kontrakten Endokardschlauchs im HH-Stadium 11. A, Frontalansicht; B, Dorsalansicht; C, Schrigansicht von
Rechts-ventral; D, Schrigansicht von Links-dorsal. Die gepunkteten Linien markieren die urspriingliche ventrale
(hellblau) und dorsale (orange) Mittellinie des Herzschlauches. Infolge des Cardiac Looping zeigt die urspriinglich
ventrale Mittellinie der embryonalen Ventrikel nach rechts (R) und bildet die groe Kurvatur der Kammerschleife,
wihrend die urspriinglich dorsale Mittellinie nach links (L) zeigt und die kleine Kurvatur der Kammerschleife bildet.
Die Grenze zwischen primitiven Atrium und AV-Kanal ist durch einen deutlichen Knick erkennbar. Beachte dass die
spéteren Ventrikel kranial von den spéteren Vorhdfen liegen. Abkiirzungen: RS = Rechter Venenstamm, LS = Linker
Venenstamm, RA = Rechte Hélfte des primitiven Atriums, LA = Linke Hélfte des primitiven Atriums, AV = AV-
Segment, LV = embryonaler linker Ventrikel, RV = embryonaler rechter Ventrikel, OF = Ausflusstrakt
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Der Endokardschlauch hat nun in seinem weiteren Verlauf bis zum arteriellen Herzpol die
Gestalt eines flachen Bandes. Sein o.g. Knick markiert den embryonalen AV-Sulcus (Abb.
16B-D). Die Rander des Endokardbandes markieren die urspriinglich ventrale und dorsale
Mittellinie des Herzschlauchs, wéhrend dessen seitliche Flachen die urspriinglich rechten und

linken Hélften des Herzschlauchs repriasentieren.

Im Bereich des AV-Knicks sowie im Bereich des distalen Ausflusstraktes ist diese
urspriingliche Situation noch vorhanden (Abb. 17). Im Bereich der embryonalen Ventrikel
finden sich — aufgrund des Cardiac Looping — jedoch abweichende Verhéltnisse. Hier zeigt
der urspriinglich ventrale Rand nach rechts und bildet die groBe Kurvatur der
Kammerschleife, wahrend der urspriinglich dorsale Rand nach links zeigt und die kleine
Kurvatur der Kammerschleife bildet (Abb. 16, 17). Die Vorderwand der Kammerschleife wird
somit von der urspriinglich linken Herzhilfte gebildet wahrend deren Hinterwand von der
urspriinglich rechten Herzhilfte gebildet wird. Die Knickungsachse des AV-Knicks liegt in
der Medianebene des Embryos und verlduft annéhernd in dorso-ventraler Richtung. Infolge
des Knicks zeigt eine senkrecht zur Flussrichtung liegende AV-Ebene nach kranial und rechts
(Abb. 17B).

Abb.17. Topographie der AV-Ebene und des distalen Ausflusstraktes im HH-Stadium 11. 3D-Rekonstruktion
des kontrakten Endokardschlauchs in einer Ansicht von kranial. A, kompletter Endokardschlauch; B, Zur
Darstellung der AV-Ebene wurde der embryonale LV entfernt. Schnittflichen in Magenta. Beachte das der
Bereich des AV-Knicks und der Bereich des Ausflusstraktes nicht an der Rotation beteiligt sind; d.h. das ihre
Langsachsen weiterhin annidhernd in der Medianebene liegen. Abkiirzungen wie in Abb. 16.
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3.2 Anderungen in der Gestalt des ventrikuliren Endokardschlauches infolge eines

Umbaus der Cardiac jelly

Die oben beschriebene Gestalt eines endsystolisch abgeplatteten, bandférmigen
Endokardschlauches erlaubt es, in den HH-Stadien 11 und 12 die durch das Cardiac Looping
bedingten Lagednderungen der rechts- und linksseitigen Hailften des embryonalen

Herzschlauches eindeutig zu identifizieren (Abb. 16-18).

Abb.18. Gestalt des Querschnittes des endsystolischen Lumens der Kammerschleife im HH-Stadium 12.
3D-Rekonstruktionen eines kontrakten Endokardschlauchs. A/A*, Frontalansicht; B/B*, fronto-kaudale
Ansicht; C/C*, Kaudalansicht. A/B/C kompletter Endokardschlauch, A*/B*/C* Kammerschleife entfernt. Der
systolische Querschnitt des Lumens der Kammerschleife weist eine schlitz- bzw. spindelférmige Gestalt auf.
Lagednderungen der rechts- und linksseitigen Hilften des embryonalen Herzschlauches: Durch das Cardiac
Looping wird die Vorderwand der Kammerschleife von der urspriinglich linken Herzhélfte gebildet wiahrend
deren Hinterwand von der urspriinglich rechten Herzhilfte gebildet wird. Die gepunkteten Linien markieren
die wurspriingliche ventrale (hellblau) und dorsale (orange) Mittellinie des Herzschlauches. Die Pfeile
verdeutlichen dabei die Lageverdnderung des AV-Kanals ausgehend von der Medianebene des Embryos
(hellblau = ventraler Pol, orange = dorsaler Pol). Abkiirzungen wie in Abb. 16.
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Im Verlauf der anschlieenden Entwicklungsphasen jedoch wird die den Endokardschlauch
umgebende Cardiac jelly umgebaut. Hierdurch &dndert sich die Gestalt des
Endokardschlauches im Bereich der grolen Kurvatur der Kammerschleife. Ohne Kenntnis
dieser Gestaltdnderungen lassen sich die, durch das Cardiac Looping bedingten,
Lagednderungen des AV-Kanals nicht exakt nachvollziechen. Im Folgenden wird daher
zundchst der Umbau der Cardiac jelly beschrieben. Hieran schlieBt sich dann die

Beschreibung der Lagednderungen des AV-Kanals an.

Der o.g. Umbau der Cardiac jelly ist dadurch gekennzeichnet, dass zu beiden Seiten der
urspriinglich ventralen Mittellinie des Herzschlauches spaltformige Endokardausldufer in
Richtung auf die Myokardwand auswachsen (Méinner et al. 2009). Der systolische
Querschnitt des Lumens der Kammerschleife verliert hierdurch seine urspriinglich schlitz-
formige Gestalt und nimmt die Gestalt eines lateinischen Kreuzes bzw. Drachenvierecks an,
dessen Lingsachse die urspriingliche Medianebene représentiert (Abb. 19A*-C*). Am 3-
dimensionalen Endokardschlauch imponieren die seitlichen Endokardausldufer als zwei
Leisten die parallel zur urspriinglich ventralen Mittellinie verlaufen, wobei die eine in der
urspriinglich linken Herzhilfte und die andere in der urspriinglich rechten Herzhilfe liegt
(Abb. 19A-C). Diese neu aufgetretenen Leisten werde ich im folgenden als ventrale (,,linke*)
und dorsale (,rechte”) Nebenleisten der groBen Kurvatur benennen, die urspriinglich

vorhandene ventrale Randleiste wird als mediane Hauptleiste der grolen Kurvatur bezeichnet.
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Abb.19. Gestaltiinderungen des Querschnittes des endsystolischen Lumens der Kammerschleife infolge
des Umbaus der Cardiac jelly im HH-Stadium 14. 3D-Rekonstruktionen eines kontrakten
Endokardschlauchs. A/A* Frontalansicht, B/B* fronto-kaudale Ansicht, C/C* Ansicht von kaudal; A/B/C,
kompletter Endokardschlauch; A*/B*/C*, Kammerschleife entfernt. Infolge des Umbaus der Cardiac jelly
hat der Querschnitt des Lumens der kontrakten Kammerschleife seine urspriinglich schlitzformige Gestalt
verloren und die Gestalt eines lateinischen Kreuzes angenommen (A*/B*/C*). Im 3D-Bild (A/B/C)
erscheinen die seitlichen Endokardausliufer (rote bzw. griine Punkte) als Leisten die ventral (rot gepunktete
Linie) und dorsal (griin gepunktete Linie) von der urspriinglichen Mittellinie (blau gepunktete Linie) der
Kammerschleife verlaufen. Der systolische Querschnitt des Lumens des AV-Kanals weist eine schlitzféormige
Gestalt auf. Die Pfeile verdeutlichen dabei die Lageverinderung der Kammerschleife ausgehend von der
Medianebene des Embryos (hellblau = urspriinglich ventraler Pol, orange = urspriinglich dorsaler Pol).
Abkiirzungen wie in Abb. 16.

Der Umbau der Cardiac jelly findet sich zuerst im Ausflusstrakt (HH-Stadium 13/14, Abb.
19). Von hier ausgehend setzt er sich stromaufwérts in Richtung auf den AV-Kanal fort (ab
HH-Stadium 15/16; Abb. 20). Allerdings wéchst von den beiden Nebenleisten lediglich die
ventrale (,,linke”) Nebenleiste bis in den AV-Kanal vor. Der Querschnitt der AV-Ebene dhnelt
daher ab dem HH-Stadium 16 einem ungleichseitigen Dreieck (Abb. 20A*-C*). Am isolierten
2-dimensionalen Endokardquerschnitt des AV-Kanals ldsst sich somit ab dem HH-Stadium 16
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nicht mehr eindeutig kldren, welche der beiden an der groflen Kurvatur gelegenen Ecken
dieses Dreieckes die urspriingliche ventrale Mittellinie reprisentiert. Betrachtet man den
dreieckigen Querschnitt des AV-Lumens jedoch im 3-dimensionalen Gesamtbild, so ldsst sich
die dorsal gelegene Spitze eindeutig als Teil der medianen Hauptleiste identifizieren wihrend

die ventral gelegene Spitze zur ventralen Nebenleiste gehort (Abb.: 20C+C*).

Abb.20. Gestaltiinderungen des Querschnittes des endsystolischen Lumens der Kammerschleife infolge
des Umbaus der Cardiac jelly Im HH-Stadium 15/16. 3D-Rekonstruktionen eines kontrakten
Endokardschlauchs. A/A*, Frontalansicht; B/B*, fronto-kaudale Ansicht; C/C* Ansicht von kaudal. A/B/C,
kompletter Endokardschlauch, A*/B*/C*, Kammerschleife entfernt. Nur die ventrale Nebenleiste (rot
gepunktete Linie) hat sich bis in den AV-Kanal ausgedehnt. Der Querschnitt der AV-Ebene dhnelt ab dem HH-
Stadium 16 einem ungleichseitigen Dreieck. Die Pfeile verdeutlichen dabei die Lageveranderung der
Kammerschleife ausgehend von der Medianebene des Embryos (hellblau = urspriinglich ventraler Pol, orange
= urspriinglich dorsaler Pol). Abkiirzungen wie in Abb. 16.
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3.3. Lageinderungen des AV-Kanals wihrend der HH-Stadien 11-18

Die wihrend der HH-Stadien 11 bis 17 ablaufenden komplexen rdumlichen Lageénderungen
des AV-Kanals lassen sich vereinfachend als einen Prozess beschreiben, der sich aus zwei
Einzelkomponenten zusammensetzt: (1.) einer Schwenkung um eine transversale Achse; und
(2.) einer Torsion im Bereich des AV-Kanals. Im Folgenden werden diese Komponenten

isoliert beschrieben.

3.3.1 ,,Schwenkung*“ der AV-Ebene

Als AV-Ebene des embryonalen Herzschlauches bezeichne ich eine gedachte Ebene die
senkrecht zur Flussrichtung im AV-Kanal liegt. Zu Beginn des Cardiac Looping (HH-Stadium
11) zeigt die stromabwirts gerichtete, d.h. ventrikuldre Flache der AV-Ebene nach kranial und
rechts (Abb. 17B). Hierin spiegelt sich die urspriinglich kranial vom primitiven Atrium
gelegene Position der embryonalen Ventrikel wider. Im weiteren Verlauf des Cardiac Looping
gelangen die embryonalen Ventrikel aus dieser primitiven Lage in ihre definitive Position
kaudal der Atrien. Die AV-Ebene erlebt hierbei eine Lagednderung, die sich als eine

Schwenkung um eine transversale Achse beschreiben 148t.

Abb.21. Verlagerung der AV-Ebene wihrend des Cardiac Looping. 3D-Rekonstruktionen von kontrakten
Endokardschldauchen in der Ansicht von rechts lateral (HH-Stadien 11-17). A, vollstindiger Schlauch; B,
Schlauch nach Entfernung der Kammerschleife. Schnittflichen in Magenta. Indem die embryonalen Ventrikel
wiahrend des Cardiac Looping aus ihrer urspriinglich kranial vom primitiven Atrium gelegenen Position in die
definitive Position kaudal der Atrien gelangen, erfahrt die AV-Ebene ( = weille Linie) eine Schwenkung um eine
transversale Achse. Abkiirzungen wie vorgenannt.
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Als charakteristische Zwischenstationen in diesem Prozess sei das HH-Stadium 14
beschrieben, in dem die AV-Ebene in einer Frontalebene liegt, wobei ihre ventrikuldre Flache
nach ventral zeigt (Abb. 19A, 21, 22). Den Endpunkt dieses Schwenkungsprozesses stellt das
HH-Stadium 17 dar, in dem die AV-Ebene in einer Transversalebene liegt, wobei ihre
ventrikulédre Flache nach kaudal zeigt (Abb. 21, 22).

Abb.22 Verlagerung der AV-Ebene wihrend des Cardiac Looping. 3D-Rekonstruktionen von kontrakten
Endo-kardschlduchen in der Ansicht von links lateral (HH-Stadien 11-17). A, vollstindiger Schlauch; B,
Schnittfliche in Hohe der AV-Ebene. LV entfernt. Indem die embryonalen Ventrikel wihrend des Cardiac
Looping aus ihrer urspriinglich kranial vom primitiven Atrium gelegenen Position in die definitive Position
kaudal der Atrien gelangen, erfahrt die AV-Ebene ( = weille Linie) eine Schwenkung um eine transversale
Achse. Abkiirzungen wie vorgenannt.

3.3.2. Torsion im Bereich des AV-Kanals

Bei der Torsion wird die Ebene des schlitzformigen endsystolischen Herzlumens, die die
Grenze zwischen den aus dem rechten und linken Herzfeldern stammenden Héilften des
Herzschlauches markiert, von ihrer initial sagittalen Ausrichtung in eine annéhernd frontale

Ausrichtung verlagert (Abb. 23).
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Die Torsion des embryonalen AV-Kanals ldsst sich am besten anhand der
Richtungsidnderungen der Léngsachse des endsystolischen AV-Schlitzes verfolgen. Meine

Beschreibung dieser Anderungen beschriinkt sich auf die HH-Stadien 11, 14 und 17.

Im HH-Stadium 11 (Ausgangspunkt) zeigt die AV-Langsachse noch ihre urspriingliche dorso-
ventrale Ausrichtung (Abb. 17B, Abb. 23 Al). Die urspriinglich linke Hilfte des AV-Kanals

zeigt somit nach links wihrend seine urspriinglich rechte Hilfte nach rechts gerichtet ist.

Im HH-Stadium 14 (Intermedidres Stadium der Torsion) zeigt der urspriinglich dorsale Pol
der AV-Léngsachse nach kranial und rechts wihrend der urspriinglich ventrale Pol nach
kaudal und links zeigt (Abb. 23 B2, C2). Die Ebene des endsystolischen AV-Schlitzes liegt
somit nicht mehr in einer Sagittalebene sondern hat eine leichte Torsion erfahren. Die
urspriinglich linke Hailfte des AV-Kanals zeigt nun nach links und kranial, wéhrend seine

urspriinglich rechte Hélfte nach rechts und kaudal gerichtet ist.

Im HH-Stadium 17 (Endpunkt der Torsion) zeigt der urspriinglich dorsale Pol der AV-
Langsachse nach rechts und ventral wihrend der urspriinglich ventrale Pol nach links und
dorsal zeigt (Abb. 23, C3). Die Ebene des endsystolischen AV-Schlitzes hat sich somit einer
Frontalebene angenihert. Infolgedessen zeigt die urspriinglich linke Hélfte des AV-Kanals nun
nach ventral und links, wéhrend seine urspriinglich rechte Hilfte nach dorsal und rechts

gerichtet ist.
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Abb. 23 Torsion des AV-Kanals wihrend des Cardiac Looping. 3D-Rekonstruktionen von
kontrakten Endokardschlauchen. Zur Darstellung des Querschnittes des AV-Kanals wurden die
distal von ihm gelegenen Teile des Herzschlauchs entfernt (Schnittflichen in Magenta). Zur
besseren rdaumlichen Orientierung wurden die entfernten Teile transparent dargestellt.
Ansichten von kranial (A1,A2,A3), ventral (B1,B2,B3) und kaudal (C1,C2,C3). HH-Stadien
11 (A1,B1,C1), 14 (A2,B2,C2) und 17 (A3,B3,C3). Aufgrund der Schwenkung kommt die AV-
Ebene im HH-Stadium 11 in der kranialen (A1), im HH-Stadium 14 in der frontalen (B2), und
im HH-Stadium 17 in der kaudalen Ansicht (C3) zur Darstellung (hell hervorgehobene
Abbildungen). A1, Ausgangssituation: Wiahrend des C-Loopings besitzt die Langsachse des
endsystolischen AV-Schlitzes noch ihre urspriingliche dorso-ventrale Ausrichtung. B2,
Intermedidres Stadium: Der urspriinglich dorsale Pol des endsystolischen AV-Schlitzes zeigt
nach kranial und rechts wahrend der urspriinglich ventrale Pol nach kaudal und links zeigt. C3,
Endpunkt: Der urspriinglich dorsale Pol des endsystolischen AV-Schlitzes zeigt nach rechts
und ventral wahrend der urspriinglich ventrale Pol nach links und dorsal zeigt. Weille Linie =
Langsachse des endsystolischen AV-Schlitzes, oranger Punkt = ventraler Pol, hellblauer Punkt
= dorsaler Pol. Dabei markiert die rote Linie die Medianebene des Embryos. Weitere
Abkiirzungen wie vorgenannt.
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4. Diskussion

4.1. Lageinderungen des AV-Kanals wihrend der Herzschleifenbildung

In der vorliegenden Arbeit wurden die komplexen Lagednderungen des embryonalen AV-
Kanals wahrend des Cardiac Looping erstmals liickenlos beim Hiithnerembryo dokumentiert.
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass wihrend des Cardiac Looping Lagednderungen
stattfinden, die im wesentlichen aus zwei Komponenten bestehen: (1.) einer Schwenkung der
AV-Ebene; und (2.) einer Torsion (Rotation) im Bereich des AV-Kanals.

Bei der Schwenkung wird die AV-Ebene um eine Horizontalachse ,,gekippt®, so dass ihre
urspriinglich nach kranial gerichtete Fliche am Ende des Loopings nach kaudal gerichtet ist
(Abb. 21A,B; 22A,B). Diese Schwenkung spiegelt die Verlagerung der embryonalen Ventrikel
aus ihrer urspriinglich kranial der Vorhofe gelegenen Position in ihre definitive, kaudal der

Vorhofe gelegene Position wider (Abb. 21A,B; 22A,B).

Bei der Torsion wird die Ebene des schlitzformigen endsystolischen Herzlumens, welche die
Grenze zwischen den aus dem rechten und linken Herzfeldern stammenden Hailften des
Herzschlauches markiert, von ihrer initial sagittalen Ausrichtung in eine annéhernd frontale
Ausrichtung verlagert. Da das Ausmal3 dieser Torsion im AV-Kanal deutlich weniger als 90°
betrdgt wird keine vollstindige frontale Ausrichtung sondern lediglich eine Schrigstellung
des endsystolischen ,,AV-Schlitzes* erreicht (Abb. 23).

Aufgrund der oben beschriebenen ridumlichen Verlagerungen des endsystolischen AV-
Schlitzes ist zu schlieBen, dass — am Ende des Cardiac Loopings — die urspriinglich linke
Hailfte des Herzschlauches die Vorderwand sowie die linke seitliche Wand des AV-Kanals
bildet, wihrend die urspriinglich rechte Hélfte des Herzschlauches die Hinterwand sowie die
rechte seitliche Wand des AV-Kanals bildet (Abb. 17). Die zu diesen Wénden gehdrenden AV-
Kissen diirften dementsprechend folgende Herkiinfte haben: (1.) oberes AV-Kissen - linkes
Herzfeld; (2.) unteres AV-Kissen - rechtes Herzfeld; (3.) rechtes seitliches AV-Kissen - rechtes
Herzfeld; und (4) linkes seitliches AV-Kissen - linkes Herzfeld. Diese Zuordnungen konnten
nach Abschluss meiner Arbeiten im Labor von PD. Dr. Ménner im Rahmen einer anderen
Dissertationsarbeit durch in situ Hybridisierungen mit einer Pitx2-Sonde bestitigt werden

(noch unpublizierte Daten aus der AG Cardio-Embryologie).

Die oben beschriebenen Befunde stehen im Einklang mit Angaben in fritheren Publikationen,

in denen berichtet wird, dass das vordere AV-Kissen aus dem linken Herzfeld und das hintere
AV-Kissen aus dem rechten Herzfeld stammt (Bremer 1928; Chang 1932; Wirtinger 1937,
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Pernkopf und Wirtinger 1933; Rosenquist et al. 1966; Wienecke et al. 1995; Ramsdell 2005;
Ramsdell et al. 2005, 2006; Dominguez et al. 2012). Meine Daten scheinen andererseits
jedoch auch im Widerspruch zu einigen Angaben in fritheren Publikationen zu stehen. So
berichten mehrere Autoren, dass der AV-Kanal wéhrend des Cardiac Looping eine Rotation
um 90° erfahren soll und damit eine deutlich stirkere Torsion durchmachen wiirde, als meine
Befunde nahelegen (Bremer 1928; Chang 1932; Wirtinger 1937; Pernkopf und Wirtinger
1933). Auch Lehrbuchschemata zeigen iiblicherweise eine 90°-Querstellung des
schlitzformigen Lumens des AV-Kanals (Abb. 2 in Kapitel 6 in Drews 2006; Abb.13.14 in
Sadler 2008). Sollte der AV-Kanal tatsichlich eine Torsion um 90° erfahren, so wiirde dies
bedeuten, dass man den beiden seitlichen AV-Kissen keine unilateralen, sondern gemischte
Herkiinfte aus beiden Herzfeldern zuordnen miisste (siche Abb.13). Aufgrund einer
umfangreichen Analyse der bestehenden Primérliteratur bin ich jedoch zu der Uberzeugung
gelangt, dass die auf meinen Daten beruhende Zuordnung der Herkunft der seitlichen AV-
Kissen korrekt sein diirfte. So konnte ich (1.) eine meinen Befunden entsprechende
Schrigstellung des AV-Kanals in frither publizierten Abbildungen von Herzen menschlicher
Embryonen (Abb. 2 in Kim et al. 2001) und von Mausembryonen (Abb. 5D in de Lange et al.
2004; Abb. 2 in Furtado et al. 2008; Abb. 4 in Furtado et al. 2011) finden. (2.) Fate-mapping
Studien an Mausembryonen konnten zeigen, dass Zellen aus dem linken Herzfeld das vordere
und das linke seitliche AV-Kissen besiedeln, wihrend Zellen aus dem rechten Herzfeld das

hintere AV-Kissen besiedeln (Dominguez et al. 2012).

Zusammenfassend lassen sich meine Befunde folgendermallen interpretieren: wéhrend des
Cardiac Loopings erfahrt der AV-Kanal komplexe rdumliche Verlagerungen infolge derer die
urspriinglich linke Herzanlage die obere und linke seitliche Wand des AV-Kanals sowie die
hierzu gehdrenden AV-Kissen (oberes und linkes seitliches AV-Kissen) bildet. Die
urspriinglich rechte Herzanlage bildet die untere und rechte seitliche Wand des AV-Kanals

sowie die hierzu gehdrenden AV-Kissen (unteres und rechtes seitliches AV-Kissen).

Es stellt sich nun die Frage, was diese Befunde zum Verstéindnis der normalen und gestorten

Herzentwicklung beitragen konnten.

4.2. Bedeutung fiir das Verstindnis der normalen und gestorten Herzentwicklung

4.2.1. Normale und gestorte Septierung des AV-Kanals

Die Unterteilung der initial ungeteilten Strombahn des embryonalen AV-Kanals in ,,rechte*

und ,,linke* Strombahnen geschieht normalerweise durch Fusion des oberen und unteren AV-
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Kissen, wobei dieser Fusionsprozess durch Mesenchym aus der DMP unterstiitzt wird
(Lamers und Moorman 2002; Snarr et al. 2007a, 2007b; Briggs et al. 2012). Bekannt ist, dass
bei Herzen mit atrialen Isomerien hdufig AV-Septumdefekte gefunden werden (Lu et al. 1999;
Lin et al. 1999; Kitamura et al. 1999; Gage et al. 1999; Bartram et al. 2001). Untersuchungen
an Mausmodellen haben gezeigt, dass hierbei die Fusion der AV-Kissen ausbleibt (Meno et al.
1998). Die oben diskutierten Befunde zeigen, dass das obere und untere AV-Kissen im
Normalfall unterschiedliche RL-Seitenidentitéiten besitzen. Es ist daher anzunehmen, dass bei
Herzen mit atrialen Isomerien oberes und unteres AV-Kissen die gleiche RL-Identitét
besitzen. Da in diesen Fillen offensichtlich die Fusion der AV-Kissen ausbleibt, kann man
spekulieren, dass AV-Kissen gleicher RL-Identitét nicht oder nur eingeschrankt miteinander

fusionieren konnen.

Es stellt sich nun die Frage, welche zelluldren und molekularen Mechanismen fiir eine
eingeschrinkte Fusionsfdhigkeit von AV-Kissen mit derselben RL-Identitit verantwortlich

sein konnten.

Bisher ist bekannt, dass sich die beiden AV-Kissen im Volumen und der Menge an
Mesenchymzellen sowie der Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix (JB3 / Fibrillin)
unterscheiden (Wunsch et al. 1994; Smith et al. 1997; Rongish et al. 1998). So soll bei
Hithnerembryonen das untere AV-Kissen mehr Zellen als das obere AV-Kissen enthalten
(Miyabara 1990; Hiltgen et al. 1996; Wienecke et al. 1995; Webb et al. 1996; Moreno-
Rodriquez et al. 1997); wohingegen das obere AV-Kissen bei Miusen ein grofleres Volumen
haben soll als das untere Endokardkissen (Webb et al. 1996).

PITX2-Knock-out-Mduse sind ein Tiermodell fiir Rechtsisomerismus (Lu et al. 1999; Lin et
al. 1999; Kitamura et al. 1999; Gage et al. 1999). Shiratori und Koautoren konnten an 12,5
Tage alten PITX2-Knock-out-Mausembryonen zeigen, dass der in diesem Modell auftretende
AV-Kanaldefekt auf eine fehlende Fusion der beiden AV-Kissen zuriickzufiihren ist, wobei der
Fusiondefekt auf einer Hypoplasie des oberen AV-Kissen beruht wihrend das untere AV-
Kissen ein normales (d.h. im Vergleich zum normalen oberen AV-Kissen, kleines) Volumen
besitzt (Shiratori et al. 2006). In Anbetracht der o.g. Befunde liegt es nahe anzunehmen, dass
wir es hier mit zwei morphologisch unteren (volumenarmen) AV-Kissen, d.h. AV-Kissen mit
rechter Seitenidentitit, zu tun haben (Abb.27A,B). Es fillt daher relativ leicht, die
Pathogenese von AV-Kanaldefekten bei Rechtsisomerismus auf zwei morphologisch

identische untere AV-Kissen mit geringen Volumina zuriickzufiihren.

Sollte das Volumen der AV-Kissen der entscheidende Faktor fiir deren Fusionsféhigkeit sein,

so ergidben sich aus den o.g. Fakten moglicherweise Erkldrungsprobleme beim



-32-

Linksisomerismus. Hier wiirde man ndmlich erwarten, dass sich wéihrend der
Embryonalentwicklung zwei volumenreiche, d.h. morphologisch obere (Linksseitenidentitit),
AV-Kissen bilden von denen man eigentlich erwarten wiirde, dass sie besonders gut in
Kontakt kommen und miteinander fusionieren konnten (Abb.27B). Trotz umfangreicher
Literaturrecherche konnte ich keine Angaben zu den Volumina der AV-Kissen bei
Tiermodellen mit Linksisomerismus finden. Sollten jedoch bei Embryonen mit
Linksisomerismus tatsdchlich zwei AV-Kissen mit grolen Volumina vorhanden sein, dann
konnte man vermuten, dass die Fusionsprobleme aus der geringeren Zellzahl der AV-Kissen

mit groBeren Volumina (= oberes AV-Kissen) herriihren.

TS
"
o>

Rechtsisomerismus Linksisomerismus

Abb. 27 Schemazeichnungen zur Illustration der postulierten
morphologischen Identitidten der AV-Kissen bei Embryonen mit (A) Rechts-
(B) und Links-isomerismus. mUAVC = morphologisch unteres AV-Kissen;
mOAVC = morphologisch oberes AV-Kissen.

Das Auftreten von gemeinsamen AV-Kanilen bei Rechts- wie auch Linksisomerismus legt
nahe, dass weder das Volumen noch die Zellzahl in den AV-Kissen allein fiir die Fusion
verantwortlich sein konnten. Dies bietet Raum fiir Spekulationen iiber alternative
Mechanismen. So konnte man sich die Fusion der AV-Kissen auch als einen Prozess
vorstellen, der Uber zelluldre Oberflichenrezeptoren der Endothelzellen initiiert wird und
nach einem Schloss-Schliissel-Prinzip ablauft. D.h. im Normalfall kdnnten sich die fiir die
Fusion verantwortlichen Oberfldchenrezeptoren von oberem und unterem AV-Kissen in einer
Art und Weise voneinander unterscheiden dass sie wie Schloss und Schliissel zueinander
passen. Links- und Rechts-Isomerismus hingegen lieBen sich als das Vorhandensein von zwei
,»Schliisseln® bzw. von zwei ,,Schléssern® interpretieren, wodurch eine Fusion der AV-Kissen
in beiden Féllen nicht stattfinden konnte. Es bleibt zukiinftigen Studien vorbehalten zu kliren,
ob ein solcher hypothetischer Mechanismus tatsdchlich eine Rolle bei der Fusion der AV-

Kissen spielt.
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5. Zusammenfassung

Wihrend die duBlere Form von Wirbeltieren annihernd bilateral symmetrisch ist, zeigen die
inneren Organe beziiglich Form und Lage Spezies-spezifische Asymmetrien entlang der
Rechts-Links-Achse. Das anfénglich schlauchférmige Herz von Wirbeltierembryonen ist das
erste Organ, das einen asymmetrischen Formbildungsprozess durchlduft. Dieser Prozess wird
als Cardiac Looping bezeichnet. Durch ihn erhélt der initial gerade und bilateral
symmetrische Herzschlauch eine asymmetrische, schraubig gewundene Konfiguration. Das
Cardiac Looping wird als ein grundlegender Formbildungsprozess angesehen, da durch ihn
die Bauelemente des embryonalen Herzens annidhernd in ihre definitiven Lagebeziehungen
zueinander gebracht werden. Hierdurch werden die Voraussetzungen fiir eine

ordnungsgemille Septierung des vierkammerigen Herzens geschaffen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Lageentwicklung des AV-Kanals des embryonalen
Herzschlauches wihrend der Phase des Cardiac Looping. Beim AV-Kanal handelt es sich um
das zwischen dem primitiven Vorhof und den embryonalen Ventrikeln gelegene Bauelement
des embryonalen Herzschlauchs. Im AV-Kanal finden sich sog. Endokardkissen, bei denen es
sich um paarige mesenchymhaltige Verdickungen des Endokards handelt. Zusammen mit der
sie umgebenden Ringmuskulatur fungieren diese AV-Kissen als Sphinkteren und verhindern
im klappenlosen Herzschlauch den Riickfluss von Blut wéhrend der Kontraktion der
embryonalen Ventrikel. Weiterhin dienen sie als Anlagen fiir die spéteren Scheidewédnde und

liefern Material fiir die spateren AV-Klappen.

Interessanterweise finden sich bei angeborenen Stérungen in der Determinierung der Rechts-
Links-Achse (sog. Isomerien) fast regelhaft Scheidewanddefekte im AV-Bereich. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Lagednderungen des AV-Kanals wihrend des Cardiac
Looping bei hoheren Wirbeltierembryonen erstmals liickenlos zu dokumentieren. Hierdurch
sollte ein Beitrag zur Klarung des Zusammenhanges zwischen der Determinierung der
Rechts-Links-Achse und der Entwicklung der AV-Kissen geleistet werden. Speziell sollten
folgende Fragen beantwortet werden: (1.) Welche Lageénderungen erfahren die urspriinglich
rechten und linken Hailften des AV-Kanals durch das Cardiac Looping? (2.) Welchen

Herzfeldern konnen die AV-Kissen zugeordnet werden?

Fiir die Untersuchungen wurden Herzschlduche von normal entwickelten Hithnerembryonen
der Entwicklungsstadien 11 bis 18 (nach Hamburger und Hamilton) verwendet. Zur
Identifikation der Lage der urspriinglich rechten und linken Hélften des AV-Kanals wurde der
endsystolische Querschnitt des Endokardschlauchs als anatomische Landmarke genutzt.
Dieser hat einen schlitzformigen Querschnitt dessen Liangsachse die urspriingliche mediale
Sagittalebene des Herzschlauchs und damit die Grenze zwischen rechter und linker Herzhélfte

markiert. In 3D-Darstellung erscheint ein komplett entleerter Endokardschlauch als ein
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flaches Band, dessen Rénder die urspriinglich ventrale und dorsale Mittellinie des
Herzschlauchs markieren, wahrend dessen seitliche Flachen die urspriinglich rechten und
linken Haélften des Herzschlauchs reprisentieren. Um die embryonalen Herzschlduche in
einen Zustand generalisierter endsystolischer Kontraktion zu bringen, wurden sie duferlich
mit hypertoner Kochsalzlosung gespiilt und nach FEintreten des Herzstillstandes mit einer
2%igen Glutaraldehydlosung fixiert. Von den fixierten Herzen wurden optische
Gewebeschnittserien mittels Optischer Kohidrenz-Tomographie (OCT) erstellt. Von
reprasentativen Schnittserien wurden virtuelle 3D-Rekonstruktionen der Endokardschlduche

mittels OsiriX Imaging Software generiert und anschlieend analysiert.

Es zeigte sich, dass die mit dem Cardiac Looping einhergehenden Lageénderungen des AV-
Kanals im wesentlichen aus zwei Komponenten bestehen: (1.) Einer Schwenkung seiner
Querschnittsebene um eine transversale Achse. (2.) Einer 7orsion um seine Seelenachse. Bei
der Schwenkung wird die Querschnittsebene des AV-Kanals um eine transversale Achse
,»gekippt“, so dass ihre urspriinglich nach kranial gerichtete Fliche am Ende des Cardiac
Loopings nach kaudal gerichtet ist. Diese Schwenkung ist die Folge der Lagednderungen der
embryonalen Ventrikel, die im Rahmen des Cardiac Looping von ihrer urspriinglich kranial
des Vorhofes gelegenen Position in ihre definitive Lage kaudal der Vorhofe gelangen. Bei der
Torsion des AV-Kanals wird die Ebene des schlitzformigen endsystolischen Herzlumens von
ihrer initial sagittalen Ausrichtung in eine annéhernd frontale Ausrichtung verlagert. Da das
Ausmal dieser Torsion jedoch weniger als 90° betragt wird lediglich eine Schragstellung des
endsystolischen AV-Schlitzes erreicht. Am Ende des Cardiac Looping zeigt die urspriinglich
linke Seitenfliche des kontrakten AV-Endokardschlauches nach vorne und links wéhrend

seine urspriinglich rechte Seitenfldche nach hinten und rechts gerichtet ist.

Aufgrund der genannten Befunde ist zu schliefen, dass die aus dem linken Herzfeld
stammende Hilfte des Herzschlauchs die Vorderwand sowie die linke seitliche Wand des AV-
Kanals bildet, wahrend die aus dem rechten Herzfeld stammende Hélfte die Hinterwand
sowie die rechte seitliche Wand des AV-Kanals bildet. Die mit diesen Wénden verbundenen
AV-Kissen diirften dementsprechend folgender Herkunft sein: (1.) vorderes (oberes) AV-
Kissen - linkes Herzfeld; (2.) hinteres (unteres) AV-Kissen - rechtes Herzfeld; (3.) rechtes
seitliches AV-Kissen - rechtes Herzfeld; und (4) linkes seitliches AV-Kissen - linkes Herzfeld.
Die fiir eine normale Septierung des AV-Kanals so wichtigen oberen und unteren AV-Kissen
besitzen somit eine unterschiedliche Rechts-Links-Identitit. Die mogliche Bedeutung dieses
Befundes fiir das Versténdnis der normalen und gestdrten Herzentwicklung wird diskutiert. Es
wird vermutet, dass die beiden AV-Kissen nur dann miteinander fusionieren kénnen, wenn sie
unterschiedliche Rechts-Links-Identitdten besitzen. Das Auftreten von AV-Septumdefekten
bei angeborenen Fehlbildungssyndromen mit bilateral symmetrischer Ausbildung von inneren
Organen (Rechts- und Links-Isomerien) wird mit dem Vorhandensein von zwei AV-Kissen mit
der gleichen Rechts-Links Identitét erklért.
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