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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzfrequenz

1.1.1 Entstehung der Herzfrequenz

Das Herz eines erwachsenen Menschen schlagt in Ruhe etwa 70 mal pro Minute
(Mangoni & Nargeot, 2008). Dabei folgt es einem geordneten Ablauf, der die
Herzmuskulatur rhythmisch kontrahieren lasst. Verantwortlich fur die Entstehung
einer Kontraktion ist die spontane Aktivitat spezieller Muskelzellen, der sogenannten
Schrittmacherzellen im Sinusknoten, die autonom eine Erregung auslésen kénnen
und so fur den Eigenrhythmus des Herzens sorgen. Neuronale und humorale
Einflusse wirken sich modulierend auf diesen aus, sind aber nicht fur die

Initialisierung notwendig.

Bei dem Sinusknoten handelt es sich um ein etwa 3x10 mm grof3es Areal an oben
genannten spezialisierten Herzmuskelzellen, welches sich im rechten Vorhof nahe
der Einmindung der Vena cava superior befindet (Abb. 2). Da diesen Zellen die
stabilisierende Kaliumleitfahigkeit und damit ein konstantes Ruhemembranpotential
fehlt, kommt es im Anschluss an die Repolarisation zu einer erneuten
Spontandepolarisation. Durch die Hyperpolarisation der Zelle 6ffnen sich HCN-
Kanale (Hyperpolarisations-Cyclonukleotid-gesteuerte nicht-selektive Kanéle) und
leiten einen Schrittmacherstrom (lf), einen nicht-selektiven Einstrom von Kationen,
der zur Zunahme des Membranpotentials fuhrt (Abb. 1). Wird das Membranpotential
positiver als -55 mV, ist die Schwelle erreicht und ein langsamer Ca?*-Einwértsstrom
(Ica) fUhrt zu einem neuen Aktionspotential. Zur gleichen Zeit 6ffnen sich K*-Kanale,
die durch einen Auswartsstrom von Kalium (I) zur Repolarisation der Zelle

beitragen.
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Abbildung 1 — Elektrischer Zyklus einer Herzschrittmacherzelle

Mit dieser Eigenschaft steht der Sinusknoten als primarer Schrittmacher (sog.
nomotopes Automatiezentrum) an oberster Stelle eines hierarchisch gegliederten
Erregungsbildungs- und -leitungssystems im Herzen (Abb. 2). Zwar sind auch die
nachfolgenden Strukturen zur spontanen Impulsbildung féhig, jedoch liegt ihre
Eigenfrequenz unter der des Sinusknotens, weshalb sie von diesem erregt werden,
bevor sie selbst spontan depolarisieren. Fallt der Sinusknoten aus, kann zum
Beispiel der AV-Knoten (Atrioventrikularknoten) mit einer Frequenz von 40-50
Schlagen pro Minute oder die Tawara-Schenkel mit 25-40 Schlagen pro Minute als

sekundéares bzw. tertiares Zentrum die Schrittmacherfunktion Gbernehmen.

Ein im Sinusknoten generiertes Aktionspotential erregt zunachst die Vorhofe, die
durch eine bindegewebige Ventilebene elektrisch von den Ventrikeln (Herzkammern)
isoliert sind. Die Erregungsweiterleitung passiert ausschlie3lich tber den AV-Knoten,
der diese Ventilebene durchzieht. Dabei fungiert er als Frequenzsieb, indem er nur
langsam leitet und so vor dem Ubergreifen eines moglichen Vorhofflatterns oder

-fimmerns auf den Ventrikel schitzt.
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Abbildung 2 — Das Erregungsbildungs- und Leitungssystem des menschlichen Herzens. ©Thinkstock;
Shutterstock

Am AV-Knoten entspringt ein dinner Strang weiterer spezialisierter
Herzmuskelzellen, das His-Blindel, welches in Richtung Herzspitze lauft, wo es sich
in einen rechten und einen linken Tawara-Schenkel teilt (Abb. 2). Der linke Schenkel
verzweigt sich weiter in ein vorderes und ein hinteres Hauptbindel. Die sog.
Purkinje-Fasern, netzartige Auslaufer von den jeweiligen Verzweigungen des
Erregungsleitungssystems, breiten die Erregung dann auf das gesamte
Arbeitsmyokard aus. Da die Herzmuskelzellen tber Gap junctions (Zell-Zell-Kanéle,
elektrische Synapsen) verbunden sind, breitet sich die Erregung schnell Uber den
gesamten Ventrikel aus, weshalb das gesamte Myokard als ein funktionelles

Synzytium gelten kann.

Beeinflusst wird der Herzrhythmus durch sympathische und parasympathische
(vagale) Fasern, die das Herz erreichen (Abb. 3). Der Sympathikus moduliert mittels
seines Ubertragerstoffes Noradrenalin (NA) zu gleichen Teilen sowohl Vorhofe als
auch die Ventrikel, wahrend die vagalen Nerven cholinerg (Ubertragerstoff
Acetylcholin, ACh) vor allem den Sinus- und AV-Knoten sowie die Vorhofe erreichen.
Folglich kann das vegetative Nervensystem (Sympathikus/ Parasympathikus) die
Herzfrequenz (HF) im Sinusknoten der jeweiligen Bedarfssituation anpassen. Dabei
fuhrt sympathische Aktivierung zu einer Steigerung, vagale Aktivierung hingegen zu

einer Senkung der Herzfrequenz.
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Abbildung 3 — Beeinflussung des Herzrhythmus durch das vegetative Nervensystem. ACh, Acetylcholin;
NA, Noradrenalin; A, Adrenalin; GIRK1/ GIRK4, G-Protein gekoppelter inward rectifying K Kanal; Gg,, By-
Untereinheit eines G-Proteins; M., muskarinischer Acetylcholinrezeptor; Gi, hemmendes G-Protein; AC,
Adenylatcyclase; Gs, stimulierendes G-Protein; B1, B1-Adrenozeptor; HCN, hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide gated non selective cation channel; Cavl.3., spannungsabhangiger Ca’*Kanal, L-Typ; cAMP,

cyclisches AMP; PKA, Proteinkinase A. Modifiziert nach Ehmke (2009).

1.1.2 B-adrenerge Herzfrequenz-Modulation
1.1.2.1 Die B-adrenerge Signalkaskade

Die Wirkung des Sympathikus erfolgt Gber Stimulation sogenannter G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren, die nach folgendem Prinzip funktionieren: Der Ligand bindet
extrazellular an den transmembrandren Rezeptor (Abb. 3). Durch
Konformationséanderung wird eine hochaffine Bindungsstelle fir das heterotrimere
G-Protein, bestehend aus Gggy-Untereinheiten, gebildet. Die Gq-Untereinheit hat im

inaktiven Zustand GDP gebunden, welches sich durch Aktivierung 16st und durch
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GTP ersetzt wird (Weiss et al., 2013). In diesem aktiven Zustand 16st sich die Gg-
Untereinheit von Rezeptor und Ggy,-Untereinheit und bewegt sich frei in der
Membran. Nun kann sie mit dem Effektormolekil, der Adenylatcyclase (AC)
interagieren, die in einen aktiven Zustand versetzt wird und nun ATP durch

Abspaltung von Pyrophosphat in cAMP umwandelt.

Der Second Messenger cAMP wirkt auf verschiedenen Wegen. Zum einen aktiviert
er direkt cAMP-regulierte lonenkanale und erhoht somit zum Beispiel die
Offenwahrscheinlichkeit der HCN-Kanéle, die fur die Entstehung der Herzfrequenz
entscheidend sind (Mangoni & Nargeot, 2008). AufRerdem bewirkt cAMP eine
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), die wiederum durch Phosphorylierung die
Aktivitat anderer  Schlisselenzyme und lonenkanale beeinflusst. Eine
Phosphorylierung von L-Typ-Ca®*-Kandlen am Herzen filhrt zu erhohter
Offenwahrscheinlichkeit und beeinflusst durch den erhéhten Ca*-Einstrom die
Schlagkraft des Herzens (Weiss et al., 2013).

1.1.2.2 Isoprenalin

Isoprenalin (Isoproterenol) ist der erste selektive B-Adrenozeptor-Agonist und wurde
1940 entwickelt (Morgan, 1990). Strukturell weist es einen Catechol-Ring auf, der fur
die Potenz entscheidend ist, sowie eine Seitenkette, die Unterschiede in der

Selektivitdt ausmacht.

Die Absorption unterscheidet sich je nach Art der Applikation stark. Oral
verabreichtes Isoprenalin wird gut absorbiert und ist dennoch nur gering
bioverfligbar. Dies lasst sich durch einen starken First-Pass-Effekt erklaren: Nach
Absorption im Darm passiert der Wirkstoff zunachst die Leber, wo er von der Phenol-
Sulphotransferase mit Sulfat konjugiert wird. Ein zweiter wichtiger Weg der
Metabolisierung von oral verabreichtem Isoprenalin ist die Methylierung durch die
Catechol-O-Methyltransferase (COMT). Auch inhalativ appliziert wird das Substrat

absorbiert und zum Teil noch in der Lunge konjugiert. Der grof3te Teil wird demnach
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biotransformiert und in Form von Sulfat-Konjugaten renal ausgeschieden, der Antell

an unverandertem Wirkstoff im Urin ist sehr gering.

Bei parenteraler Gabe werden hingegen deutlich geringere Dosen bendtigt, die
Bioverfugbarkeit ist gut und die Wirkung setzt direkt ein (Up-To-Date, 2013). Die
Halbwertszeit ist mit circa funf Minuten jedoch sehr kurz. Das Isoprenalin wird nach
parenteraler Applikation vermehrt unverandert renal eliminiert, indem es aktiv in den
Tubulus sezerniert wird (Morgan, 1990). Der B-Agonist folgt der klassischen
Pharmakokinetik, die Plasmakonzentration steht in linearem Zusammenhang zur

Dosis.

Isoprenalin bewirkt am Herzen Uber B-, vor allem die Bi-Adrenozeptoren, einen
Anstieg von cAMP und somit die Aktivierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A,
welche wiederum durch Phosphorylierung zur Offnung von Ca?*-Kanalen fiihrt (Abb.
3). Durch den positiven Einstrom von Ca®"-lonen wird die Depolarisation
beschleunigt, es resultiert eine gesteigerte Sinusknotenfrequenz (positiv chronotrop).
Des Weiteren kommt es durch die Aktivierung der B-Adrenozeptoren zu positiv
inotropen (Steigerung der Kontraktionskraft von Vorhof und Ventrikel), dromotropen
(Erh6hung der Leitungsgeschwindigkeit im AV-Knoten) und lusitropen (gesteigerte
Relaxationsgeschwindigkeit von Vorhof und Ventrikel) Effekten (Weiss et al., 2013).
Da jedoch auch die Automatie (Moglichkeit der Erregungsbildung) im gesamten
Erregungsleitungssystem gesteigert wird, kdnnen durch Erregungsbildung auf3erhalb
des Sinusknotens (heterotop) Herzrhythmusstérungen provoziert werden. Diese

reichen von einzelnen Extrasystolen bis zum Kammerflimmern.

Als nicht-selektiver [B-Adrenozeptor-Agonist stimuliert Isoprenalin neben den
vorwiegend im Herzen angesiedelten 31-Adrenozeptoren auch [,-Adrenozeptoren,
die in glatter Muskulatur dominieren und bewirkt somit eine Relaxation der
Bronchien, des Gastrointestinaltraktes und des Uterus sowie eine Vasodilatation

peripherer Blutgefal3e.
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1.1.2.3 Metoprolol

Bei Metoprolol handelt es sich um einen B-Adrenozeptor-Antagonisten, der vor allem
selektiv den Rezeptor-Subtyp B; blockiert (Lopez-Sendon et al., 2004). Da sich die
B1-Rezeptoren insbesondere im Herzen befinden, bewirkt ihre Blockade, dass die
ebenso Uber diesen Rezeptor vermittelte sympathische Wirkung von Adrenalin und
Noradrenalin auf das Herz verhindert wird. Folglich wirken B-Adrenozeptor-
Antagonisten negativ chronotrop, dromotrop, inotrop und lusitrop. Die Automatie des

Herzens wird unterdrickt.

Mit zunehmend hoher Dosierung nimmt die Rezeptor-Selektivitat ab, so dass auch
die Uber B,-Rezeptoren vermittelte Vaso- sowie Bronchokonstriktion und eine
Hemmung der Glycogenolyse erreicht wird.

Da es sich bei Metoprolol um eine lipophile Substanz handelt, wird es oral appliziert
fast vollstandig aus dem Darm resorbiert, trotzdem liegt die Bioverfigbarkeit bei nur
10-30%. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass das Pharmakon einem starken First-
Pass-Effekt unterliegt und nach Resorption aus dem Darm zuné&chst teilweise von
Hepatozyten (Leberzellen) metabolisiert wird. Aufgrund seiner Lipophilie geschieht
die Elimination des Wirkstoffes hauptsachlich durch Metabolisierung in der Leber, nur
ca. 5% werden unverandert renal ausgeschieden (McEvoy GK, 2003). Die

Plasmahalbwertszeit betréagt circa drei bis vier Stunden.

Als chirale Substanz liegt Metoprolol in zwei Formen vor, wobei die (S)-Form das
aktivere Enantiomer (Eutomer) ist, welche aber zusammen mit der inaktiveren (R)-
Form (Distomer) als Racemat (1:1-Mischung) vorliegt (DrugBank, 2013; Knox et al.,
2011).

In der Klinik findet Metoprolol seine Anwendung in der Therapie des akuten
Myokardinfarkts (AMI), bei Herzinsuffizienz, Angina pectoris, arterieller Hypertonie

sowie bei tachykarden Herzrhythmusstorungen (Lopez-Sendon et al., 2004).
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1.1.3 Tag-/Nacht-Rhythmik der Herzfrequenz

Viele Funktionen des menschlichen Korpers unterliegen einer strengen circadianen
Rhythmik. So schwanken Parameter wie zum Beispiel Temperatur, Hormonspiegel,
Blutdruck und Herzfrequenz im Tagesverlauf. Bekannt ist auch, dass die
Herzfrequenz, gesteuert durch das autonome Nervensystem, unter anderem
aktivitatsabhangig reguliert wird, um die Herzleistung dem jeweiligen

Aktivitatszustand und dem Energiebedarf des Kérpers anzupassen.

Dementsprechend findet sich in der Nacht beim Menschen héaufig ein Absinken von
Blutdruck und Herzfrequenz, die parasympathische Wirkung Uberwiegt. In den
Morgenstunden, wenn der Sympathikus an Aktivitdt zunimmt, zeigt sich immer
wieder das gehaufte Auftreten verschiedener kardiovaskularer Ereignisse, wie zum
Beispiel des akuten Myokardinfarkt, was sich bei Patienten unter B-adrenerger
Blockade vor dem Infarkt nicht zeigen lie3 (Willich et al., 1989). Das erhohte Risiko
kardiovaskuléarer Ereignisse am Morgen kénnte also auf die Regulation des
Herzkreislaufsystems in einer circadianen Rhythmik schlie3en lassen (Boudreau et
al., 2011).

Auch bei Mausen findet sich ein ausgepragter circadianer Rhythmus mit héherer
Herzfrequenz und gesteigertem Blutdruck bei erhéhter Aktivitat in der Nacht, und
minimalen Werten wahrend der Ruhephase am Tag (Li et al., 1999). Mit
zunehmender spontaner korperlicher Aktivitat im Heimatkafig erhoht sich die
Herzfrequenz (Alig et al., 2009).

1.2 Herzrhythmusstorungen (Arrhythmien)
Kommt es in dem geordneten Ablauf der Herzaktion zu UnregelmaRigkeiten, spricht
man von Herzrhythmusstorungen oder Arrhythmien.

Als rein physiologisch ist die respiratorische Arrhythmie zu betrachten. Bei dieser

Form kommt es wahrend der Inspiration zu einer Erhéhung, wahrend der Exspiration
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zu einer Abnahme der Herzfrequenz. Erklaren lasst sich dies tUber die wechselnden
Druckverhéltnisse im Thorax. Der bei Inspiration entstehende Unterdruck fihrt Gber
die Sogwirkung in den grofRen thorakalen Venen zu erhéhtem vendsen Rickstrom
und Uber einen kardialen Reflex zur gesteigerten Herzfrequenz. Umgekehrt nimmt

bei Exspiration der ventdse Ruckstrom und somit auch die Herzfrequenz wieder ab.

Davon zu unterscheiden sind nicht-physiologische Herzrhythmusstorungen, bei
denen Schlage aufRerhalb der rhythmischen Herzaktion auftreten. Die Einteilung
kann nach verschiedenen Gesichtspunkten erfolgen (Curtis et al., 2013). Abhéngig
von der Ursache der Stérung unterscheidet man Reizbildungs- von
Reizleitungsstorungen, je nach Ort der Entstehung supraventrikulare von
ventrikularen und je nach vorherrschender Herzfrequenz Brady- (zu langsame) von

Tachyarrhythmien (zu schnelle Herzrhythmusstoérungen).

Dabei gibt es verschiedene Schweregrade. Einzelne ventrikulare Extrasystolen, d.h.
zusatzliche Herzschlage mit Ursprung im Ventrikel, kénnen auch bei jedem
gesunden Menschen mehrmals am Tag auftreten, ohne bemerkt zu werden oder
jegliche Bedeutung zu haben (Zipes et al., 2006). Im Gegensatz dazu steht das
lebensgefahrliche Kammerflimmern, welches einem hamodynamischen
Herzstillstand mit Verlust der mechanischen Pumpfunktion gleichkommt und zum

Tod fuhren kann.

Ursachlich fur Herzrhythmusstérungen kommen kardiale Erkrankungen, zum Beispiel
ein akuter oder abgelaufener Infarkt (Infarktnarbe), primare Herzmuskelerkrankungen
(hypertroph-obstruktive Kardiomyopathie, HOCM; dilatative Kardiomyopathie, DCM,;
arrhythmogene RV-Dysplasie), sowie angeborene, funktionelle oder genetische
Veranderungen der Myokardstruktur in Betracht. Die Ursache kann aber auch
aulRerhalb des Herzens liegen. Mdgliche Ursachen waren dann endokrine Stérungen
(z.B. Schilddrusenerkrankungen), die Wirkung von toxischen Agenzien (z.B. Alkohol),
Infektionskrankheiten oder rheumatische Erkrankungen, Sarkoidose, Amyloidose
oder Elektrolytstérungen. Auch die Einnahme von Medikamenten, insbesondere von

Antiarrhythmika, kann Herzrhythmusstérungen verursachen.
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Daruber hinaus wird dem Sympathikus eine arrhythmogene Wirkung zugeschrieben.
Diese Annahme begrindet sich in vielfaltigen Studien. Eine Arbeit von Zhou et al.
zeigt, dass der Mehrzahl der ventrikularen Arrhythmien eine erhéhte Aktivitat des
linken Ganglion stellatum (LSG), einem Teil des sympathischen Systems, entweder
in Form von low-amplitude burst discharge activity (LABDA) oder high-amplitude
spike discharge activity (HASDA), vorausgeht (Zhou et al., 2008).

Dahinter wird die Rolle von Calcium vermutet. Frihe sowie spate
Nachdepolarisationen kénnen zu Nachkontraktionen fihren und scheinen somit eine
Rolle in der Entstehung von ventrikularen Arrhythmien zu spielen (Tweedie et al.,
2000). Mehrfach wurde bereits ein Zusammenhang zwischen durch B-adrenerge
Stimulation erhéhten Ca®*-Influx und erhéhten Ca**-Gehalt im sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) beschrieben. Ein starker gefilltes SR ist demnach anfalliger fur eine
Ca’*-induzierte Ca*-Freisetzung. Ein durch B-Adrenozeptor-Stimulation verstarktes
diastolisches Leck des SR wird auch in anderen Arbeiten vermutet (Curran et al.,
2007; Desantiago et al., 2008). Durch den Anstieg des intrazellularen Calciums tritt
Uber den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) Natrium in die Zelle, was zu einer

Nachdepolarisation fihren kann (Pogwizd et al., 2001; Faggioni et al., 2013).

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz macht eine veranderte Calcium-Regulation das
Herz anféllig gegenuber Arrhythmien, weshalb deutlich wird, dass Betablocker, die
Uber einen antiarrhythmische Wirkung verfiigen, fir diese Patienten von besonderer
Bedeutung sind (Lohse et al., 2003). Die kardiovaskulare Sterblichkeit von Patienten
mit Klinisch manifester Herzerkrankung inklusive des plétzlichen Herztodes lasst sich
durch die Gabe von Betablockern am effektivsten reduzieren (Rubart & Zipes, 2005).
Und auch auf das Uberleben von Patienten nach Herzinfarkt wirkt sich die Gabe von
Betablockern gunstig aus, was ebenfalls eine wichtige Rolle des autonomen

Nervensystems vermuten lasst (Gottlieb et al., 1998).

Als ein unabhéangiger Pradiktor fir Arrhythmien hat sich in Studien im Menschen
auch myokardiale Fibrose erwiesen (Karagueuzian, 2011). Vermehrtes interstitielles
Kollagen sorgt fur eine Veranderung der kardialen Erregungsweiterleitung und fuhrt

zu Reentry-Mechanismen. Bei zusétzlich gesteigerter Automatie und frihen
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Nachdepolarisationen ist das Herz vermehrter ektoper Aktivitat ausgesetzt und es

kann zu letalen Herzrhythmusstérungen kommen.

1.3 Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)

1.3.1 Krankheitsbild

Bei der hypertrophen Kardiomyopathie handelt es sich um eine primére Erkrankung
des Myokards mit charakteristischer asymmetrischer Hypertrophie des linken
Ventrikels, insbesondere des Ventrikelseptums (Schlossarek et al., 2011). Sie trifft
0,2% der normalen Bevolkerung. Im histopathologischen Bild findet sich ein
desorganisiertes Myofibrillenmuster, sowie interstitielle Fibrosierungen.

Die Auspragung der Symptome reicht von vollkommener Beschwerdefreiheit bis zu
schwerer diastolischer Dysfunktion mit Herzversagen. Der Patient leidet unter
Brustschmerzen (Angina pectoris), Atemnot (Dyspnoe) sowie Synkopen
(Kreislaufkollapsen) oder Palpitationen (Herzunruhen) (Schlossarek et al., 2011,
Fraysse et al., 2012). Durch Entstehung von Arrhythmien ist die HCM eine der
wichtigsten Ursachen fir den plétzlichen Herztod junger Sportler. Die Mortalitéat
symptomatischer Patienten liegt bei 1-6% jahrlich (Deutsche Gesellschaft fir
Padiatrische Kardiologie & AWMF online, 2013).

In den meisten Fallen ist die HCM erblich bedingt und wird in autosomal-dominantem
Erbgang mit unvollstandiger Penetranz vererbt. Es sind Uber 500 Mutationen auf 19
Genen fur Proteine des Sarkomers bekannt, die zu einer HCM fuhren kdnnen
(Schlossarek et al., 2011, Vignier et al., 2009). Da die Auspragung selbst bei gleicher
Mutation eine sehr hohe Variabilitat besitzt, und ungefahr ein Viertel der
Mutationstrager keine phéanotypische Auspragung zeigt, scheinen neben dem
Genotyp auch andere Faktoren wie z.B. Polymorphismen, microRNAs, Epigenetik,
posttranslationale Modifikation und Umwelteinfliisse eine Rolle zu spielen. Eines der

beiden haufigsten mutierten Gene (MYBPC3) kodiert fuir das kardiale Myosin-
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bindende Protein C (cMyBP-C), welches im dicken Filament des Sarkomers
vorkommt. Dort hélt es die Myosin-Képfchen nahe am Filament, um in der Diastole

die Interaktionswahrscheinlichkeit mit Aktin zu vermindern (Schlossarek et al., 2011).

Therapeutisches Ziel ist es, Symptome zu bessern und den plétzlichen Herztod zu
verhindern (Deutsche Gesellschaft fur Padiatrische Kardiologie & AWMEF online,
2013). Dafur ist es zunachst wichtig, dass Patienten Leistungssport, und vor allem
anstrengende isometrische Muskelarbeit vermeiden. Medikamentds kommen vor
allem lipophile Betablocker wie zum Beispiel Propanolol, Metoprolol oder Bisoprolol
zum Einsatz. Calciumantagonisten (z.B. Verapamil) sind bei Sauglingen sowie bei
hochgradiger generalisierter Hypertrophie kontraindiziert, da sie das Risiko fur den
herzinsuffizienz-induzierten Tod erhéhen. Auch das Antiarrhythmikum Amiodaron
bringt keinen Vorteil in der Pravention von plétzlichem Herztod. Zuverlassig lasst

dieser sich nur durch ICD-Implantation verhindern.

Mit Betablockern und Calciumantagonisten lasst sich die Steifheit des
hypertrophierten Herzen etwas reduzieren, die Hypertrophie an sich ist jedoch

irreversibel (Schlossarek et al., 2011).

Ist die Obstruktion der linken Ausflussbahn hohergradig und die Symptomatik
therapieresistent, kann eine Myotomie bzw. Myektomie zur Erweiterung indiziert sein
(Deutsche Gesellschaft fur Padiatrische Kardiologie & AWMF online, 2013). Eine
Septumablation mit Alkohol kann noch nicht abschlieRend beurteilt werden. Im

Endstadium der HCM bleibt die Herztransplantation die letzte aller Moglichkeiten.

1.3.2 Ein transgenes Mausmodell zur HCM

Im Rahmen dieser Arbeit werden homozygote Mybpc3-Knock-in (KI)-Mause als
HCM-Mausmodell untersucht und mit entsprechenden Wildtypen (WT) verglichen.
Dieses HCM-Mausmodell tragt eine humane Mybpc3-Punktmutation (G>A Transition
am letzten Nukleotid vor Exon 6), welche durch homologe Rekombination gezielt in

das Genom eingebracht wurde und in HCM-Patienten mit einem schwerwiegenden
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Phanotyp und einer schlechten Prognose assoziiert ist (Schlossarek et al., 2011;
Schlossarek et al., 2012; Vignier et al., 2009).

Die KI-Mause weisen nur geringe Mengen an mutiertem cMyBP-C auf, was auf die
Beteiligung sowohl des Nonsense-vermittelten-mRNA-Abbaus als auch des
Ubiquitin-Proteasom-Systems zurlckzufuhren ist. Als molekularer Mechanismus der
HCM wird auch in Studien am Menschen die Haploinsuffizienz des cMyBP-C
gesehen (Gedicke-Hornung et al., 2013).

In  Vivo-Charakterisierung der Mybpc3-KI-Tiere wurden mittels Ultraschall
durchgeflihrt. Bereits einen bis zwei Tage nach der Geburt weisen die KI-Tiere die
kardiale Dysfunktion auf (Mearini et al.,, 2013). Diese zeigt sich anhand einer
Abnahme der linksventrikularen Verkurzungsfraktion (FAS). Die linksventrikulare
Hypertrophie kann ab Tag drei bis vier nach der Geburt nachgewiesen werden.

1.4 Genotypabhangigkeit

Im vergangenen Jahrzehnt ist viel Aufwand betrieben worden um die genetische

Vielfalt haufig genutzter Mauslinien zu verstehen (Adams et al., 2015).

Vielfach wird in der Literatur die Abhangigkeit verschiedener Parameter von der Wahl
des Genotyps beschrieben. Diese betrifft beispielsweise die Aktivitéat im offenen Feld,
die Lern- und Gedéachtnisleistung, die Reaktion auf akustische Reize, das Sexual-
und Parentalverhalten sowie das Verhalten unter verschiedenen Medikamenten
(Crawley et al., 1997).

Weiterhin postulieren Brooks et al. deutliche genotypabhéngige Unterschiede in der
Motorik der Tiere (Brooks et al.,, 2004). Diese lieRen sich unter anderem in der

Reaktion und Habituation auf akustische Reize, sowie im Schwimm-Test zeigen.

Auch in kognitiven Tests werden Unterschiede beschrieben (Brooks et al., 2005).
Diese beziehen sich zum Beispiel auf das explorative Verhalten der Tiere, von dem

auf die Angstlichkeit geschlossen wird. In einem Elevated-Plus-Maze-Test (EPM,
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Modell zur Bestimmung von Angst bei Nagern) erwiesen sich die C3H/He-Mause als
am wenigsten angstlich, wahrend sich die 129S2/Sv-Tiere wenig explorativ zeigten
und die meiste Zeit im geschlossenen Arm des Modells verbrachten. Betrachtet man
das Lernverhalten, zeigten Tiere vom C3H/He-Genotyp keinen Lerneffekt. CBA/Ca,
DBA/2 und C57BL/6j lernten hingegen zu einem gewissen Grad hinzu.

Genotypabhéangigkeit st demnach bereits gut im Bereich der
Kognitionswissenschaften etabliert. Im kardiovaskularen Forschungsgebiet gibt es
bisher wenige Arbeiten. So berichten Hoit et al. neben homobostatischen und
Verhaltensunterschieden auch von kardiovaskularen Unterschieden zwischen Tieren
verschiedener genetischer Hintergriinde (Hoit et al., 2002). Ebenso finden sich
solche Unterschiede im mittleren arteriellen Druck sowie im Phanotypen beim
Einbringen von Mutationen (Sachse et al., 2014).

Weitere Studien beschreiben Unterschiede in der kardialen Physiologie in weit
verbreiteten Mauslinien (Moreth et al., 2014; Auerbach et al., 2010; Vaillant et al.,
2014; Barnabei et al., 2010). Shah et al. zeigen in ihrer Arbeit mit murinen Herzen
neben dem funktionellen Aspekt auch Unterschiede in der Calcium-Regulation, und
somit auf zellularer Ebene die Bedeutung der Rolle des genetischen Hintergrunds
(Shah et al., 2010).

Eine genotypabhéngige Antwort wurde auch in einem Modell zum arteriellen
Remodelling in durch Inzucht erzeugten Linien beobachtet (Harmon et al., 2000).
Nach Ligatur der linken Arteria carotis communis (ACC) reagierten die
verschiedenen Mauslinien mit grof3er quantitativer sowie qualitativer Varianz. Alle
Tiere hatten ein reduziertes Lumen. Wéhrend dies bei den meisten Linien auf ein
negatives Remodelling, das heildt eine Reduktion des GefaR-Durchmessers
zuruckzufiihren war, zeigten die FVB/NJ eine sehr stark ausgepragte Neointima-
Bildung. Dies lasst darauf schlie3en, dass der Prozess des vaskularen Remodellings

genetisch determiniert ist.

Unterschiede zeigen sich in der Sensibilitat verschiedener Genotypen gegenuber

glomerularer Schaden nach 5/6-Nephrektomie. Wahrend FVB/N-Mause einen
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ausgepragten Nierenschaden aufwiesen, zeigten sich die C57BL/6-Tiere resistent
gegenuber renaler Schadigung (Fraune et al., 2012; Kirchhoff et al., 2008).

Fur die Mauslinie spezifische Antworten auf Pathologien werden zudem in der
Wundheilung nach Myokardinfarkt beobachtet (van den Borne et al., 2009). Auch in
der InfarktgroRe scheint der genetische Hintergrund neben anderen Faktoren
Einfluss zu haben (Guo et al., 2012).

In ihrer Arbeit zum kardiovaskularen Antwortverhalten auf beta-adrenerge Blockade
oder Aktivierung in 23 durch Inzucht erzeugte Mauslinien zeigten Berthonneche et al.
eine inter-individuelle Varianz (Berthonneche et al., 2009). Charakterisiert wurde der
kardiovaskulare Phanotyp unter anderem durch Bestimmung der Herzfrequenz, des
systolischen Blutdrucks sowie spater Parameter der enthommenen Herzen. Das
Ergebnis prasentierte deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen
genetischen Hintergriinden. Diese Arbeit bietet Anhalt zur Annahme
genotypabhangiger Unterschiede verschiedener Mauslinien. Neben methodischen
Schwachen ist diese Arbeit jedoch durch fehlende funktionelle Konsequenzen der
Herzfrequenz-Unterschiede limitiert. Auch auf Frequenzabhangigkeiten der
Ergebnisse wird nicht weiter eingegangen. Da das Tier zum Zeitpunkt der Messung
nicht frei beweglich ist, kdnnen aktivitatsabhangige Unterschiede nicht erfasst
werden (Brooks et al., 1996).

Die in den Kognitionswissenschaften gezeigten Genotypabhéngigkeiten stehen unter
anderem unter dem Einfluss adrenerger Stimulation. Sie legen somit nahe, dass es
auch im kardiovaskularen Raum Unterschiede gibt, was zu weiteren Untersuchungen

anregt.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Vor dem Hintergrund der oben beschriebenen Genotypabhangigkeiten ergibt sich
nun die Frage nach der Ubertragbarkeit auf weitere kardiovaskulare
Grundeigenschaften, sich daraus ergebende funktionelle Konsequenzen und das
Antwortverhalten auf eine medikamentbése Beeinflussung der [-adrenergen

Signalkaskade.

Die Maus stellt ein weit verbreitetes Modell in der Untersuchung von Arrhythmien
dar. Bei vielfach gezeigten Genotypabhangigkeiten ist nun die Frage, ob sich diese
auch in der Neigung, Herzrhythmusstorungen unter B-adrenerger Stimulation zu

entwickeln, widerspiegelt.

Des Weiteren werden Mausmodelle haufig in der Grundlagenforschung menschlicher
Erkrankungen genutzt. Da die hypertrophe Kardiomyopathie eine strukturelle
Herzerkrankung ist, die mit Herzrhythmusstérungen einhergeht, werden die

Uberlegungen im Folgenden auf dieses pathophysiologische Modell Uibertragen.
Im Einzelnen ergeben sich folgende Fragen:

e Gibt es Unterschiede zwischen den Genotypen bezlglich
o ihrer Herzfrequenz und somit ihrer basalen sympathischen Aktivierung
und in der Ansprechbarkeit auf 3-adrenerge Blockade?
o ihrer physischen Aktivitat und der Aktivitdtsabhéngigkeit ihrer
Herzfrequenz?
o ihrer Arrhythmieneigung unter B-adrenerger Stimulation?
e Lassen sich eventuelle Unterschiede auf ein etabliertes transgenes Modell zur
hypertrophen Kardiomyopathie Ubertragen?

Um diese Fragen zu klaren werden ein Mausmodell, Telemetrie und medikamentdse
Beeinflussung durch Isoprenalin bzw. Metoprolol gewahlt. Verwendet werden haufig
eingesetzte Mauslinien, die bereits in anderen Studien eine grof3e Streubreite der
Ergebnisse aufgezeigt haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Zeitschema

Die gesamten Messungen wurden nach dem in Abbildung 4 dargestellten Schema
durchgefuhrt. Es handelt sich um gepaarte Versuche, bei denen jedes Tier alle

Einzelmessungen durchlauft.
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Abbildung 4 — Ubersicht des Versuchsablaufs

Im Alter zwischen sieben und zehn Wochen wird den Tieren ein radiotelemetrischer
Sender zur Aufnahme von EKG und Aktivitat implantiert. Nach einer Erholungszeit
von vierzehn Tagen wird eine Kontroll-EKG-Messung unter Normalbedingungen
gestartet. Des Weiteren erhalt jede Maus eine transthorakale Echokardiographie
(Sono). AnschlieBend wird jedes Tier einem kardialen Stresstest nach dem

Crossover-Design unterzogen. Das bedeutet, dass jedes Tier zeitlich konsekutiv
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sowohl mit Isoprenalin (Wirkstoff) als auch mit NaCl-Losung (Kontrolle) behandelt
wird und somit als seine eigene Kontrolle dient. Um einen Uberhang-Effekt zu
vermeiden liegt eine Woche zwischen den beiden Versuchen. Die Verabreichung
erfolgt in randomisierter Reihenfolge. Nach der B-adrenergen Stimulation beginnt
eine Aufsattigung mit dem Medikament Metoprolol tber zwei Wochen, nach der eine
zweite EKG-Messung vorgenommen wird. Die Tiere werden bis zur Organentnahme

mit Metoprolol behandelt.

2.2 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelt es sich um Mannchen im Alter von sieben bis zehn

Wochen zu Beginn der Versuchsreihe.

Die Tiere werden individuell in Standardkafigen Typ Il Long (Grundflache ca. 540
cm?) gehalten. Die telemetrischen Messungen machen die Einzelhaltung erforderlich.
In Form von Kosmetiktiichern (Clou, WEPA Professional) wird ihnen Nestbaumaterial
zur Verfugung gestellt, zur Einstreu dient Holzgranulat. Ein Kafigwechsel erfolgt
einmal wochentlich, dabei wird das Tiergewicht wird mit einer Prazisionswaage

(Excellence plus, Mettler Toledo, GieRen) gemessen und dokumentiert.

Um den biologischen Rhythmus der Tiere aufrechtzuerhalten, unterliegt der Tierraum
einem strikten 12h-Tag-/Nacht-Rhythmus. Dabei entspricht der Zeitraum von 7 bis 19
Uhr dem Tag und von 19 bis 7 Uhr der Nacht. Die Temperatur liegt zwischen 20 und
23 °C, die Luftfeuchtigkeit bei 60£10 %.

Die Tiere haben jederzeit freien Zugang zu Futter (LASQCdiet® Rod16-R, LASvendi)
und Wasser bzw. Wasser und Metoprolol. Der Gesundheitszustand wird anhand der
Parameter Gewicht, Aktivitdt und Habitus tUber den gesamten Versuchszeitraum

regelmanig kontrolliert.

Unsere Versuche wurden unter dem Aktenzeichen 103/11 von der Behoérde fir
Gesundheit und Verbraucherschutz genehmigt.
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Im ersten Teil der Arbeit wurden die vier folgenden Mausstamme verglichen: Black
Swiss (BS), C57/Black6 (C57), Balb/C und FVB/N. In einem zweiten Schritt wurde
eine Knock-In-Mutation (Mybpc3) in die Hintergrinde BS und C57 eingebracht und
mit dem jeweiligen Wildtypen verglichen. Dabei hatte jede Versuchstiergruppe eine

GroRRe von sechs Mausen (Abb. 5).

BS C57/B6

Messreihe [ c3-BS-KI | Mybpc3-BS-WT | Mybpc3-C57-KI | Mybpea-cs7-w1|  °2°/C BED
1 2 2
2 2 2 2
3 2 2 2
3 2 2 2
5 3 1
6 3 2
7 2 3
Gesamt 6 6 6 6
-
2

Abbildung 5 — Ubersicht der Versuchstiere. Bilder ©2013 Charles River Laboratories International, Inc.

2.3 Telemetrische EKG- und Aktivitats-Messung

2.3.1 Implantation der Telemetriesender

Um die Herzfrequenz, die korperliche Aktivitdt und die eventuelle Entstehung von
Arrhythmien am wachen Tier kontrollieren und aufnehmen zu kénnen, wird jedem
Tier ein telemetrischer EKG-Sender (Data Sciences International; TA11ETA-F10)

implantiert.

Bei dem EKG-Sender handelt es sich um ein circa 1,6 g schweres, drahtloses
Implantat, welches Uber einen kleinen Magneten ein- und ausgeschaltet werden
kann. Befindet sich der eingeschaltete Sender Uber der Telemetrieplatte (Data
Sciences International, PhysioTel® Receivers — RPC-1), empfangt diese ein Signal.

19



Material und Methoden

\"vlvl‘\I\t\\I\\‘\\\l\\\\\\l\l\\\\\\\\\\
10 em 1 2 3 |

: =
i\.n&m\mm\\m\\\l

Abbildung 6 — DSI’'s PhysioTeIf” ETA-F10 Sender zur radiotelemetrischen EKG-Messung fur Mause. ©2012
Data Sciences International

Die Maus wird mittels 3-5%igem Sevofluran (Sevorane®, ABBOTT) und
medizinischem Sauerstoff (99,5%ig, Technische und Medizinische Gas GmbH)
inhalativ narkotisiert und auf einer Warmeplatte fixiert, um eine Auskuhlung wahrend
der Operation zu vermeiden. Nach initialer Anflutung in einer Narkosekammer
(Eigenbau der Arbeitsgruppe) wird die Narkose Uber eine Atemmaske (Eigenbau der
Arbeitsgruppe) weitergefiihrt. Der Brustbereich wird desinfiziert (Octenisept®,
Schiilke&Mayr GmbH) und enthaart (Veet® Enthaarungs-Mousse, Reckitt Benckiser).
Die Maus erhalt Rimadyl® (Carprofen; 5 mg/kg KG, s.c.) gegen die Schmerzen sowie
Baytril® (Enrofloxacin; 5 mg/kg KG, s.c.) als Infektionsprophylaxe. Um ein
Austrocknen der Augen zu verhindern, werden diese mit Bepanthen Augen- und
Nasensalbe® (Dexpanthenol, Bayer) bedeck.

Ist die Narkose ausreichend tief, wird ein circa 2 cm langer, leicht schrédg von oben
rechts nach unten links verlaufender Hautschnitt Gber dem Brustbein gesetzt. Von
dort aus wird vorsichtig nach rechts dorsal das subkutane Unterhautgewebe gelost,
so dass ein Tunnel entsteht, Gber den der EKG-Sender auf dem Rucken der Maus
positioniert wird. Anschlie3end werden die Elektroden nach der Einthoven-Ableitung
II (RA - LF) auf den Muskeln platziert und festgenaht (Instrumenteller Knoten: der
langere Faden wird doppelt um den Nadelhalter gewickelt, Fassen des kirzeren
Fadens und Zuziehen; Fixieren durch zwei einfache gegenlaufige Knoten). Dabei

wird die negative (weil3e) Elektrode tUber dem rechten Musculus pectoralis gesetzt,
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und die positive (rote) links, etwas unterhalb des Processus xiphoideus fixiert. Es
kann nun eine bipolare Extremitaten-Ableitung erfolgen. Sitzt der Sender, wird die
Haut mittels resorbierenden Nahtmaterials (Excel 5-0, Ethicon) und U-Haft-Technik
wieder zugenéht. Es hat sich als sinnvoll erwiesen, die Naht im Anschluss zusatzlich
zu klammern (Reflex-Klammern, FST 7 mm) und mit Gewebekleber (Histoacryl®,
B.BRAUN) zu stabilisieren.

Abbildung 7 — Anordnung der Elektroden des radiotelemetrischen EKG-Senders

Abschliel3end erhélt die Maus eine subkutane Infusion von NaCl (0,5 ml; 0,9%;
B.BRAUN) und Glucose (0,5 ml; 5%; B.BRAUN). Durch die Inhalationsnarkose
erwacht die Maus innerhalb weniger Minuten. Es erfolgt eine 5-tdgige post-operative
Beobachtung, wobei Naht und Habitus der Maus regelméfRig kontrolliert werden. Die
Messungen beginnen frihestens 14 Tage nach Operation, wenn die Wundnaht
abgeheilt ist.
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EKG-Sender

Abbildung 8 — Maus mit implantiertem EKG-Sender

2.3.2 Abbruchkriterien nach Sender-Implantation

Tabelle 1 — Abbruchkriterien nach Sender-Implantation

Beobachtung Punktebewertung
| Kbérpergewicht

(bezogen auf Ausgangsgewicht)

Unbeeinflusst oder Anstieg 0
Reduktion >10% 10
Reduktion >20% 20
Il Allgemeinzustand

Fell glatt, glanzend, anliegend; Kdrperdffnungen sauber 0
Fell stumpf, gestraubt; Augen trib 5
Verklebte oder feuchte Kérperoffnungen, unnormale Haltung; 10
hoher Muskeltonus; Dehydratation

Krampfe; Lahmungen; Atemgerausche, Tier fuhlt sich kalt an 20
[l Spontanverhalten

Normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und 0
Beruihrung, Neugier)

Ungewohnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder 5
Hyperkinetik

Isolation; SchmerzéaulRerung; Apathie; ausgepragte 10
Hyperkinetik bzw. Stereotypien; Koordinationsstérungen

Automutilation 20
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IV Versuchsspezifische Kriterien

Wundheilungsstorungen (z.B. Rétungen, Schwellungen) 10
Schwere Wundheilungsstérungen um den telemetrischen 20
Sender oder die Ableitkabel (z.B. Nekrosen, klaffende Wunde,

Uber Tage nicht heilende Wunden); Kabelbruch der

telemetrischen Sender; vollstandiger Funktionsausfall der

Sender; Druckstellen mit Gefahr des Durchbruchs an der

Stelle des Senders

Bewertung / Malinahmen

Keine Belastung 0
Geringe Belastung: sorgfaltig beobachten (1x tagl.), evil. 5-9
unterstitzende MalRBhahmen (z.B. Warmezufuhr, Spezialfutter)

Mittelgradige Belastung: ggf. medizinische Versorgung 10-19
einleiten (Analgesie, Antibiose)

Hochgradige Belastung (>72 h): Tierschutzbeauftragten =20

konsultieren, tierarztliche Versorgung einleiten; ggf. Tier
einschlafern

Ab einer Gesamtpunktzahl von mehr als 20 erfolgt die vorzeitige Tétung des Tieres.

Wegen stark eingeschrankten Allgemeinzustandes (20 Pkt) und gestorten
Spontanverhaltens (10 Pkt.) musste von einer hochgradigen Belastung (>20 Pkt.)
eines der FVB/N-Tiere ausgegangen werden, weshalb das Tier vorzeitig getotet
wurde. Die N-Zahl der FVB/N-Tiere reduziert sich somit auf finf.

2.3.3 Messung

Ist die Wundnaht regelhaft abgeheilt, wird zwei Wochen nach Sender-Implantation
eine Baseline-Messung gestartet. Hierzu wird der Kéfig auf den Receiver gestellt und
der Sender mittels eines kleinen Magneten eingeschaltet. Von den Telemetrieplatten,
die Uber eine Matrix (Data Exchange Matrix, Data Sciences International) mit dem
Computer verbunden sind, werden die Daten auf der Festplatte abgespeichert. Die
Aufnahme erfolgt nun tber 96 Stunden intermittierend, das heil3t alle funf Minuten

Uber jeweils eine Minute. Aufgezeichnet werden EKG, die daraus ermittelte
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Herzfrequenz und die korperliche Aktivitat des Tiers. Das Tier ist wahrend der
gesamten Messzeit frei im Heimatkéfig beweglich, unterliegt somit seinem
naturlichen Tag-/ Nacht-Rhythmus und hat uneingeschrankten Zugang zu Futter und

Trinken.

2.3.4 Auswertung der telemetrischen Daten

Fir die Auswertung werden folgende Programme bendétigt: Dataquest A.R.T.™
Analysis v4.0 (Data Sciences International), Microsoft Excel® 2010 (Microsoft,
Redmond, USA), und Graph Pad Prism® v5.02 (La Jolla, CA - USA).

Die mit Dataquest A.R.T.™ Acquisition (DSI) aufgezeichneten Daten werden
zunachst in Dataquest A.R.T.™ Analysis geladen und ausgewahlt. Dann werden sie
nach Excel® 2010 (Microsoft) exportiert, wo sie mit einer Excel®-Erweiterung (Autor:
N.Tschech, UK Hamburg-Eppendorf), weiter aufbereitet und ausgewertet werden

kénnen. Ausgegeben werden von dieser Erweiterung folgende Werte:

e Aufbereitete Rohwerte: gemittelt Uber eine gemessene Minute, alle finf
Minuten wird fur je eine Minute ein EKG geschrieben, die Herzfrequenz
ermittelt und die physische Aktivitat erfasst (,scheduled®).

e Virtueller 24-Stunden-Rhythmus: alle Versuchstage werden zu einem
virtuellen Versuchstag gemittelt; alle fur die jeweilige Tageszeit verfigbaren
Werte werden mit einbezogen.

e Tag-/Nacht-Mittelwerte: Der Tag ist definiert fiir den Zeitraum 7°°-19% Uhr, die
Nacht von 19%°-7% Uhr.

e Klassierung: Darstellung in Klassen, zur Normierung der Herzfrequenz auf die
Aktivitat. Unabhangiger Parameter ist die Aktivitdt, abhangig davon die
Herzfrequenz. Klasseneinteilung wie folgt (Abb. 9), die Werte innerhalb einer

Klasse werden gemittelt.
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Die Ergebnisse dieser verschiedenen Auswertungen werden in einzelnen neuen
Datenblattern ausgegeben und kénnen nun zur graphischen Darstellung und

statistischen Auswertung nach GraphPad Prism® v5.02 kopiert werden.

Activity

Klassenanzahl Klassengrenzen

7 |+ |Klasse Von Bis
0 0 )|
1 0 5
2 5 10]
3 10 15
q 15 20|
5 20 25
6 25 30|
7 30 300|

Abbildung 9 — Angabe der Klassengrenzen zur Klassierung in der Excelﬁ—Erweiterung

2.4 B-adrenerge Stimulation im kardialen Stresstest

2.4.1 Versuchsdurchfuhrung
2.4.1.1 Ablauf des kardialen Stresstests

Um herauszufinden, ob die verschiedenen Genotypen Unterschiede in der

Induzierbarkeit von Herzrhythmusstérungen (Arrhythmien) aufzeigen, muissen
potentielle UnregelméaRigkeiten in der Herzaktion provoziert werden. Hierzu dient ein
etablierter kardialer Stresstest (Wittkopper et al., 2010), der auf medikamentdser [3-
adrenerger Stimulation basiert. Verwendet wird der nicht-selektive B-Adrenozeptor-
Agonist Isoprenalin ((x)-Isoproterenol, SIGMA, Bestell-Nr. 15627). Mindestens 30
Minuten vor Gabe des Pharmakons wird eine kontinuierliche EKG-Messung
(Aufnahme mittels emka, iox2) gestartet, dann erfolgt die zweimalige intraperitoneale
Injektion von Isoprenalin (2 mg/kg KG, gel6st in 150 pl NaCl) im Abstand von 30

Minuten, womit eine maximale Stimulation der B-adrenergen Kaskade erreicht wird.
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Die EKG-Aufzeichnung wird Uber mindestens 12 Stunden fortgefuhrt, um die

gesamte Erholungszeit mit zu erfassen.

Um den Stress herausrechnen zu konnen, der allein durch das Handling wéahrend
der Injektion entsteht, erfolgt eine Woche zuvor oder danach eine Kontrolle mit
entsprechender Menge NacCl (0,9%, B.BRAUN) nach oben beschriebenem Ablauf.

2.4.1.2 Aufnahme des EKGs

Zur Aufnahme des EKGs wahrend des Stresstests wird die Software iox2 (emka
TECHNOLOGIES S.A., Paris, Frankreich) verwendet. Es findet eine Uber den
Versuchszeitraum kontinuierliche Messung statt, wahrend der EKG-Kurve und der
aus den RR-Abstanden errechnete Herzfrequenz-Verlauf jedes Tieres aufgezeichnet
sowie in Echtzeit auf dem Bildschirm verfolgt werden kodnnen. Die beiden

Injektionszeitpunkte werden manuell in der Aufnahme markiert.

2.4.2 Auswertung des EKGs
2.4.2.1 ecgAUTO

Anschliel3end wird das EKG mit ecgAuto v2.5.1.35 (emka TECHNOLOGIES S.A.,
Paris, Frankreich) ausgewertet. Dabei analysiert das Programm die Aufnahme Uber
funf Stunden ab Beginn der Kontrollmessung nach vorgegeben Kriterien. In einem
ersten Schritt werden alle nicht als QRS-Komplex erkannten Schlage in einer Liste
aufgefuihrt und manuell daraufhin Uberprift, ob es sich um Arrhythmien, z.B.

Ventrikulare Extrasystolen (VES), handelt.
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manuell gesetzte
Erkannte R-Zacken Markierung
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R-Zacken nicht erkannt
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23835 1 0.18 m j 1 271 152.14 J
1156 23844 B3NS 1 0.10 mn 2 282 1768
4157 24327 01:54:01.842 1 0.09 M - 3 23 5.23
4158 24765 01:54:42.614 1 0.26 m 4 759 2127.45
4158 24773 1 0.32 M 5 154 3454.30
1180 24777 1 0.26 m
1181 25102 1 0.2z P
1162 25284 1 0.16 M
1183 25301 1 0.45 m
164 25302 1 0.66 271
1
11es 28318 1 0.16 271 | =

Abbildung 10 — Gap-Analyse in ecgAuto v2.5. Oben: Nicht erkannte Bereiche (Gaps, violett hinterlegt). Unten:
Auflistung aller nicht erkannten Bereiche (Gap list)

Des Weiteren wird das EKG anhand der RR-Abstdnde nach UnregelméaRigkeiten
durchsucht. Das Programm listet dabei alle Schlage auf, die aul3erhalb eines
definierten Bereichs von 0,7 bis 99,3% liegen.

Arrhythmien lassen sich in supraventrikulare und ventrikulare Rhythmusstorungen
unterteilen, wobei bei dieser Arbeit ein spezielles Augenmerk auf ventrikulare
Ereignisse gerichtet wird. Diese haben in der Regel fatalere Folgen und sind enger
mit linksventrikularer Hypertrophie verknlpft. Alle erkannten UnregelméaRigkeiten
werden manuell markiert und wie folgt benannt (Tab. 2). Die Einteilung der
Ereignisse basiert auf den Lambeth Conventions (Walker et al., 1988).
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Bei mit Artefakten belasteten EKG-Ausschnitten, etwa durch dbermalige Aktivitat
des Tieres wie zum Beispiel beim Kratzen hinter dem Ohr, ist die eindeutige
Zuordnung zu arrhythmischem Ereignis oder Artefakt nur schwer mdglich, so dass
die Einteilung nach bestem Wissen, im Zweifel gegen eine Arrhythmie, erfolgt. Bei
der geringen Anzahl kritischer Schlage wird eine zweite Meinung eingeholt und die
Zuordnung nach dem Konsens vorgenommen. Eine genotypabhangige Haufung ist
hierbei nicht festzustellen. Die technische Limitation, die ein Ein-Kanal-EKG mit sich
bringt, ist in dieser Arbeit zu vernachlassigen, da sich diese vor allem auf die

Auswertung supraventrikularer Ereignisse bezieht.

Tabelle 2 — Einteilung der Arrhythmien

Form Definition/ Abbildung

Ventrikulare e einzelner verfruht einfallender Schlag

Extrasystolen : .

(VES) e AV-Kopplung: zu kurzes/nicht nachweisbares PQ-
Intervall

e kompensatorische Pause
e evtl. deformierter QRS-Komplex, haufig verbreitert
e ...NNNV NN...

WES 08 08

Couplet e zwei aufeinander folgende VES
e ...NNN VV NNN...

Triplet e drei aufeinander folgende VES

...NN VVV NN...

W
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Bigeminus o

Trigeminus o

Ventrikulare
Tachykardien

(VT) .
[

Torsade-de- °

Pointes-

Tachykardie ¢

(TdP)

1:1 Kopplung von normalem Schlag und VES
Umfang: mindestens 2x folgenden Ablauf:
...NNV NV NN...

Bomne ]
1:2 Kopplung von normalem Schlag und VES
Umfang: mindestens 2x folgenden Ablauf:
...NNVV NVV NVVNN...

¥

= —
=4 gekoppelte VES
AV Dissoziation
kein konstantes PQ-Intervall

...NNN VVVVV(...) NN...

¥

i e |

typisches spindelférmiges Aussehen
um die isoelektrische Line oszillierende, unférmige

Kammerkomplexe

N= Normaler Schlag, V= Ventrikulare Extrasystole, VES
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Neben der Arrhythmie-Entstehung wird auch der Herzfrequenzverlauf wahrend des
Stresstests ausgewertet. Hierfir werden die finf Stunden ab Beginn der Baseline-
Messung in ,Steps“ a 60 Sekunden eingeteilt und die Herzfrequenz fir jedes dieser
Ein-Minuten-Intervalle gemittelt. Die Werte werden nach GraphPad Prism® v5.02
kopiert und dort graphisch dargestellt.

2.5 B-adrenerge Blockade mittels Metoprolol

Blocker der B-adrenergen Signalkaskade werden auch in der Humanmedizin
verwendet. Um zu untersuchen, wie diese sich auf die Herzfrequenz, deren
Regulation und die Herz-Kreislaufmorphologie in den unterschiedlichen Tiergruppen
auswirken, werden die Tiere mit dem B;-Adrenozeptorblocker Metoprolol (Metoprolol
tartrate, Fa. SIGMA, Bestell-Nr. M5391) behandelt (Becher et al., 2012). Die Gabe
einer Dosis von 100 mg/kg/Tag erfolgt oral Gber das Trinkwasser. Das pulverférmige
Metoprolol wird hierzu in Leitungswasser gelést und in lichtundurchlassige
Trinkflaschen gefullt. Die Dosis wird aufgrund einer in der Arbeitsgruppe
vorhergegangen Dosisfindungs-Vorstudie fur eine geschéatzte Trinkmenge von 3,5
ml/Tier/Tag angesetzt. Nach einer Aufsattigungsphase von 14 Tagen wird dann

erneut Uber 96 Stunden intermittierend eine EKG-Messung durchgefihrt.

Die Auswertung der Daten erfolgt entsprechend der Baseline-Messung (Vgl. 2.3.4).

2.6 Echokardiographie

Bei allen Versuchstieren wird eine transthorakale kardiale Sonographie durchgefihrt
(Sono). Durchfihrung mit dem Vevo 2100 System (Visual Sonics Inc., Toronto,
Canada) und Auswertung erfolgen durch Herrn Thomas Schulze (Institut fir

Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, UKE Hamburg).
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Zur Untersuchung werden die Mause mit Isofluran (1,3-3% Forene®100%, ABBOTT)

narkotisiert und in Rickenlage auf einer Warmeplatte fixiert.

e

1VS v = Linker Ventrikel
AR LVPW = Hinterwand
AR = Aortenwurzel
AV = Aortenklappel
LVPW MV = Mitralklappe
LA = LinkesAtrium
RV = Rechter Ventrikel
IVS = Septum
\A ?“ v = Linker Ventrikel
F\‘ PMPM = Hinterer medialer Papillarmuskel
W ALPM = vorderer lateraler Papillarmuskel
\1
oW

Abbildung 11 — Schematische Darstellung der Ultraschallparameter. Links: Skizze des Herzens im
Echokardiogramm. Rechts: Messung der Ultraschallparameter. Modifiziert nach Florian Weinberger (Institut fur
Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, UKE Hamburg).

Folgende Parameter werden sowohl in der Diastole (d) als auch in der Systole (s)

uber das Vevo 2100 Messprogramm erfasst:

Tabelle 3 — Sonographisch erfasste Parameter

Kurze Achse Linksventrikuldre  enddiastolische  bzw.
-systolische Vorderwand- bzw.

Hinterwandstarke

Linksventrikularer enddiastolischer bzw.

-systolischer Innendurchmesser
Innere/ aulBere linksventrikulére Flache

AWThd/s bzw.
PWThd/s

LVIDd/s

Area endo/epi
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Lange Achse Linksventrikularer enddiastolischer bzw. long diam d/s
-systolischer LAngendurchmesser
Linksventrikularer enddiastolischer bzw. short diam d/s
-systolischer Querdurchmesser

EKG Herzfrequenz HF
Atemfrequenz AF
Errechnete Parameter Linksventrikulare FAS (%)

Flachenverkirzungsfraktion (=(Area endo d

— Area endo s)/ Area endo d x 100)

Linksventrikulares enddiastolisches bzw. LVEDV/LVESV
-systolisches Volumen (=5/6 x long diam d/s

x Area endo d/s)

Ejektionsfraktion (=(LVEDV - LVESV)/ EF
LVEDV) x 100)

Linksventrikulare Masse (in mg) (=1,05 x LVM

(5/6 x Area epi d x (long diam d + t)) — (5/ 6

x Area endo d x long diam d). Hierbei stellt

1,05 das spezifische Gewicht des Muskels

dar, t steht fir die reprasentative
myokardiale Wanddicke, gebildet aus dem

Mittelwert der linksventrikularen
enddiastolischen Vorderwand- und
Hinterwandstarke.

Linksventrikulare Masse (in mg) in der LVMd/KG
Diastole (siehe LVM) pro g Kdrpergewicht.

2.7 Re-Genotypisierung

Zur Bestatigung des Genotyps (WT oder KI) werden vor Beginn der Versuchsreihe
Ohrbiopsien zur Re-Genotypisierung genommen. Bis zur DNA-Extraktion werden

diese bei -20 °C gelagert.

Der Arbeitsschritt der Re-Genotypisierung wird von der Experimentellen
Pharmakologie (AG Carrier) nach dem laboreigenen Protokoll durchgefuhrt. Fur die
DNA-Extraktion und PCR-Amplifikation wird das REDExtract-N-Amp™ Tissue_PCR
Kit (Sigma-Aldrich, Product Code: XNAT) verwendet.
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2.8 Organentnahmen

Die Tiere werden gewogen und der zu Beginn der Versuchsreihe implantierte

Mikrochip wird ausgelesen, um eine Verwechslung der Tiere auszuschliel3en.

Zur Organentnahme werden die Tiere mittels Isofluran (Forene®100%, ABBOTT) in
Narkose versetzt. Sobald die Maus schlaft, erfolgt eine retrobulbare Blutenthnahme
mit direkt angeschlossener Blutgasanalyse. Das restliche abgenommene Blut wird in
einer mit K*-EDTA versetzten Microvette (Microvette® 500 K3E, SARSTEDT)
aufgefangen, zehn Minuten bei 4 °C und 2000 rcf zentrifugiert, das Plasma wird

abpipettiert und bei -80 °C gelagert.

Anschlieend werden die Tiere durch zervikale Dislokation getttet. Es folgt die

Entnahme des Herzen, der Aorta thoracica, und jeweils einer Niere.

Die entnommenen Herzen werden mit gekihltem NaCl (0,9%, B.BRAUN) gespult
und gewogen, nach Abtrennung der Vorhdfe wird auch das jeweilige Gewicht von
Ventrikel und Vorhof nochmals dokumentiert. Zur Fixierung von einem Teil des linken
Ventrikels und der Aorta wird Formalin (Histofix®, 4%; ROTH) verwendet, nach 24
Stunden findet die Umbettung in phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) mit
zugesetztem Natriumazid statt, dann erfolgt der Transport in die Mauspathologische

Abteilung, wo die Proben getrocknet, in Paraffin eingebettet und geschnitten werden.

Nieren, Vorhofe und der andere Teil der Ventrikel werden des Weiteren in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C fir spatere proteinbiochemische

Untersuchungen gelagert.

Zusatzlich wird die Tibialange gemessen und dokumentiert, zur Re-Genotypisierung

wird eine Ohrbiopsie genommen.
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2.9 Statistik

Zur statistischen Analyse der Daten wird der fur den jeweiligen Datensatz passende
Test verwendet. Beim Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen kommen je
nach Anzahl der variablen Faktoren Varianzanalysen zur Anwendung, bei einer
Einflussvariablen (One-Way-ANOVA) mit anschlieRendem Newman-Keuls-Post-Test,
bei zweifaktorieller Analyse (Two-Way-ANOVA) mit anschlieBendem post-hoc
Bonferroni-Test. Zur Regressionsanalyse wird die lineare Regression verwendet.

Alle Ergebnisse werden als Mittelwert £+ SEM (standard error of the mean)
angegeben. Als statistisch signifikant wird ein p-Wert < 0,05 angesehen (z.B. *: p<
0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001).
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3 Ergebnisse

Es werden zunachst die Ergebnisse der Charakterisierung der vier verschiedenen
Mausstamme FVB/N, BS, C57 und Balb/C beschrieben. Anschlie3end erfolgt der
Vergleich der HCM-Tiere und ihrer Wildtypen (Mybpc3-Tiere).

3.1 Beschreibung der Wildtyp-Tiere

Bei Bildung der Versuchsgruppen wurde ein spezielles Augenmerk auf die
Durchmischung der einzelnen Versuchsreihen gelegt. Ziel war es, eine
GruppengrofRe von sechs Tieren mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund zu
erstellen, um einer Bias durch eventuelle Temperaturschwankungen, Jahreszeiten
oder andere aulere Storfaktoren vorzubeugen. Die zeitgleiche Messung
verschiedener Tiere erfolgte unter Inkaufnahme geringer Altersunterschiede zu
Beginn der Versuchsreihe. Das Alter bei Start der Telemetriemessung streut somit in

einem Bereich von neun bis dreizehn Wochen.

Auch die Organentnahmen fanden zu zwei Zeitpunkten gesammelt statt. Da zur
geplanten Organentnahme eine Besetzung von mindestens sechs Mitarbeitern nétig
ist, sollte so der organisatorische und personelle Aufwand minimiert werden. Die

Tiere waren zu dem Zeitpunkt zwischen 20 und 29 Wochen alt.

Die Interpretation einiger Parameter, zum Beispiel des Gewichts, ist durch die
Altersabhangigkeit nur bedingt mdglich.
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3.1.1 Gewichtsverlauf der Tiere

Die Tiere wurden tber den gesamten Versuchszeitraum einmal wochentlich auf ihren
Gesundheitszustand hin kontrolliert. Dazu wurde unter anderem das Gewicht

dokumentiert.

In Abbildung 12.A sieht man die kontinuierliche Gewichtszunahme mit steigendem
Alter, angegeben in Wochen, in allen vier Versuchsgruppen. Im Alter von neun
Wochen haben die Tiere im Durchschnitt ein Gewicht von circa 25 g. Bei den BS ist

die Zunahme am grofiten.

Die Tiere sollten wahrend der Telemetriemessung nicht gestort werden, weshalb
vereinzelt Wochenwerte, wiederum zu unterschiedlichen Zeitpunkten, fehlen.
Springe im Kurvenverlauf und die schlechtere Anwendbarkeit statistischer Verfahren
sind aul3erdem auf das unterschiedliche Alter der Tiere bei T6tung zurtckzufuhren.
Deshalb zeigt Abbildung 12.B den punktuellen Gewichtsvergleich der Tiere im Alter
von 10 Wochen. Die Tiere sind zu diesem Zeitpunkt alle gleich schwer. Im Alter von
20 Wochen (Abb. 12.C) zeigt sich ein signifikant hoheres Kdrpergewicht der BS-Tiere
im Vergleich zu FVB/N, C57 und Balb/C. Die Tiere befinden sich hier unter dem

Einfluss von Metoprolol.
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Abbildung 12 — Gewichtsverlauf der WT-Tiere. A: Entwicklung des Korpergewichts von Woche 9 bis 21,
MW=SEM fur jeden Genotypen; B: Kdrpergewicht der Tiere im Alter von 10 Wochen (keine Metoprolol-Gabe),
N=6,6,4,6; C: Kérpergewicht der Tiere im Alter von 20 Wochen unter Metoprolol, N=4,6,4,5. Signifikanzen
berechnet mit einer One-Way ANOVA (B und C) ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.
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Die altersabhéngige Gewichtszunahme der Tiere Iliegt im Vergleich mit
Wachstumskurven der groBen amerikanischen Forschungsanstalt Jackson
Laboratory in der Norm und lasst auf ein gutes Wohlbefinden der Tiere wahrend des

Versuchszeitraums schliel3en (The Jackson Laboratory ©2013, 2013).

3.1.2 Morphologie der Tiere

Vom &ulReren Erscheinungsbild her zeigen die Tiere keine Unterschiede. Im
Vergleich zeigen die FVB/N-Tiere ein signifikant niedrigeres absolutes Herzgewicht
(Abb. 13.A), dieser Unterschied spiegelt sich auch im Verhéltnis des Herzgewichts
zur Tibialange (HG/TL, Abb. 13.C) wider. Ein statistisch signifikanter Unterschied
bezuglich der Tibialdnge findet sich zwischen den FVB/N- und den BS-Mausen (Abb.
13.B).

B *
400 - 15 4 C 10 - *
* %k
L]
* .
— _ 9 -
—_— [ L]
£ 300 - € 10 3
= £ e —fei Seggs. el £
S * g ‘ B - .
3 N £ £ 84 =
g" bl 8 5 E . 0 ’
£ 200 o e} - ) .
i - o, =
L]
o .
. 0] *
_*_ ° °
100 0 6

-rve/N [E-8s [l-cs7 [l -Balb/C

Abbildung 13 — Herzgewicht der WT-Tiere. A: absolutes Herzgewicht in Milligramm (mg); B: absolute
Tibialange in Millimetern (mm); C: Verhaltnis Herzgewicht/Tibialange (HG/TL). N= 4,6,6,6; Signifikanzen
berechnet mit einer One-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

3.1.3 Echokardiographie

Der Abbildung 14.A-C sind die sonographisch erfassten Parameter Herzfrequenz,
linksventrikulare Verkurzungsfraktion und Ejektionsfraktion der WT-Tiere zu
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entnehmen. In Narkose liegt die Atemfrequenz bei allen Tieren unabhangig vom
Genotyp im Bereich von 90 bis 170, im Mittel bei etwa 125 Atemzigen pro Minute.
Dies legt eine sehr vergleichbare Narkosetiefe bei den Tieren nahe, was fir die
Beurteilung der folgenden Ergebnisse von zentraler Bedeutung ist. Unter diesen
Bedingungen weist die Herzfrequenz der Tiere keine signifikanten Unterschiede auf
(Abb. 14.A), obwohl die FVB/N- und BS-Mause eine tendenziell hohere Frequenz
haben (P=0,07). Auf die Unterschiede in der Herzfrequenz wird in dem Abschnitt der
telemetrischen Messung ndher eingegangen, da die Interpretation von Messungen in
Narkose nur eingeschrankt moglich ist. In Abbildung 14.B prasentiert sich eine
scheinbar hohere linksventrikulare Verkirzungsfraktion (FAS, in Prozent) der FVB/N-
Mause im Gegensatz zu den Ubrigen Versuchsgruppen, dieses Ergebnis tragt jedoch
keine statistische Signifikanz. Entsprechend findet sich eine signifikant erhdhte
Ejektionsfraktion (EF; Abb. 14.C) bei den FVB/N-Mausen.
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Abbildung 14 — Echokardiographische Ergebnisse der WT-Tiere. A: Herzfrequenz (HF, in Schlagen pro
Minute) der Tiere unter Narkose (Isofluran) wahrend des Ultraschalls; B: Linksventrikulére
Flachenverkiirzungsfraktion (Fractional Area Shortening — FAS, in Prozent); C: Ejektionsfraktion (EF, in Prozent).
N=6; Signifikanzen berechnet mit einer One-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

In den Abbildungen 15.A-D werden die zur Beurteilung des linken Ventrikels
herangezogenen Parameter aus der Herzechokardiographie deutlich. Die aus
sonographisch gemessenen Parametern errechnete Masse des linken Ventrikels in
der Diastole pro Gramm Kérpergewicht (LVMd/KG) der FVB/N-Mause ist signifikant
niedriger als die der C57- und Balb/C (Abb. 15.A). Dies spiegelt die Messungen bei
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Organentnahme wider (Vgl. Abb. 13) und Iasst sich nicht auf ein unterschiedliches
Korpergewicht der Tiere zurickfihren. Im  Vergleich des diastolischen
linksventrikularen Innendurchmessers findet sich eine statistische Signifikanz nur
zwischen FVB/N- und Balb/C-Tieren (Abb. 15.B). Die Vorder- sowie die
Hinterwanddicken unterscheiden sich nicht zwischen den verschiedenen Genotypen
(15.C-D).
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Abbildung 15 — Beurteilung des linken Ventrikels der Wildtypen in der Herzechokardiographie. A:
diastolische linksventrikuldare Masse im Verhaltnis zum Koérpergewicht (LVMd/KG, errechnet); B: linksventrikularer
Innendurchmesser, diastolisch (LVIDd, gemessen); C: anteriore Wanddicke in der Diastole (AWThd, gemessen);

D: posteriore Wanddicke in der Diastole (PWThd, gemessen). N=6; Signifikanzen berechnet mit einer One-Way
ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Abbildung 16 zeigt exemplarisch fir jeden Genotyp das Herz in der

Echokardiographie. Sie gibt nur eine Momentaufnahme der linken Ventrikel in der

Langsachse wieder.
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Abbildung 16 — Die WT-Herzen in der Echokardiographie. Exemplarisch fir jeden Genotypen, Aufnahme in
der Langsachse; A: FVB/N; B: BS; C: C57; D: Balb/C.

3.2 Telemetrische Messungen unter Kontrollbedingungen

3.2.1 Herzfrequenz

Die Baseline-Messung Uber 96 Stunden, dargestellt als Mittel mit dem
Standardfehler, zeigt einen deutlichen Tag-Nacht-Rhythmus (Abb. 17.A) in allen
Versuchsgruppen, mit Herzfrequenzanstieg zu Beginn der Nacht, gefolgt von einer
stetigen Abnahme mit minimalen Werten am Tag. Dabei liegen die Werte etwa

zwischen 400 und 700 Schlagen pro Minute.

Abbildung 17.B zeigt einen virtuellen 24-Stunden-Rhythmus, bei dem lediglich die

FVB/N-Méause am Tag leicht Uber den anderen Gruppen zu liegen scheinen. Auch
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die Haufigkeitsverteilung der Herzfrequenzen (Abb. 17.C) legt nahe, dass die FVB/N-
Mause mit einem Gipfel bei circa 650 Schlagen pro Minute vermehrt héhere
Herzfrequenzen erreichen. Die Balb/C-Mause hingegen weisen einen deutlich
zweigipfligen Kurvenverlauf, mit einem ersten Maximum bei ungefahr 400 Schlagen
pro Minute und einem zweiten bei etwa 650 Schlagen pro Minute, auf. Die Kurve ist

insgesamt weiter nach links verschoben.
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Abbildung 17 — Herzfrequenz der WT-Tiere unter Kontrollbedingungen. A: HF-Verlauf tiber 96 h; B: HF uber
einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der HF (96 h); D: mittlere HF am Tag und in der Nacht;
E: minimale und maximale HF. N=5,6,6,6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way
ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Die mittlere Herzfrequenz am Tag ist in allen Gruppen niedriger als in der Nacht, bei
den FVB/N-Tieren ist der Tag-/Nacht-Unterschied kleiner, die mittleren Werte am Tag
liegen signifikant Uber denen der anderen Genotypen (Abb. 17.D). In der Nacht steigt

auch die Herzfrequenz der BS-Tiere auf ein ahnlich hohes Frequenzniveau wie das
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der FVB/N-Mause an, so dass ein signifikanter Unterschied zu den C57- und Balb/C-

Tieren vorliegt.

Alle Tiere erreichen eine @hnliche maximale Frequenz von circa 760 Schlagen pro
Minute, die minimalen Werte der BS-Tiere liegen jedoch grenzwertig tGber denen der
FVB/N, signifikant Uber denen der C57 und der Balb/C, die mit im Mittel um die 315
Schlage pro Minute die niedrigsten Herzfrequenzen erreichen. Auch der Unterschied
zwischen FVB/N und Balb/C ist signifikant (Abb. 17.E).

3.2.2 Aktivitat

Der Aktivitatsverlauf Gber 96 Stunden zeigt ebenfalls einen Tag-Nacht-Rhythmus mit
Spitzen zu Beginn der Nacht und stetigem Abfall bis zum Beginn des Tages (Abb.
18.A). Hier weisen die BS-Tiere in der Nacht eine deutlich hdéhere Aktivitat auf,
wahrend Balb/C und FVB/N sich nur wenig bewegen. Dieser Unterschied zeigt sich
auch im virtuellen 24-Stunden-Rhythmus in Abbildung 18.B und der
Haufigkeitsverteilung in Abbildung 18.C.

Am Tag befinden sich alle Versuchsgruppen auf demselben niedrigen
Aktivitatsniveau. In der Nacht bewegen sich die BS-Tiere am starksten, mit Abstand
gefolgt von den C57-Wildtypen, gefolgt von den Balb/C-Tieren und mit der geringsten
Aktivitat den FVB/N-Tiere, deren Aktivitat im Vergleich zum Tag kaum zunimmt (Abb.
18.D). Die Aktivitat der BS-Versuchstiere ist signifikant hoher als die der anderen

Genotypen.

Die Analyse der maximal erreichten Aktivitat zeigt eine &hnlich Rangordnung,
abgesehen von den FVB/N-Tieren, die durchaus auf hohere Werte als die Balb/C-
Tiere kommen (Abb. 18.E). Wieder liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den
BS-Tieren und den anderen Genotypen, sowie auch zwischen den C57- und den
FVB/N- bzw. Balb/C-M&usen vor.
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Abbildung 18 — Aktivitat der WT-Tiere unter Kontrollbedingungen. A: Aktivitat Gber 96 h; B: Aktivitat tber
einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der Aktivitat (96 h); D: mittlere Aktivitat am Tag und in
der Nacht; E: minimale und maximale Aktivitat. N=5,6,6,6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit
einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

3.2.3 Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat

Die normierte Herzfrequenz zeigt, dass mit zunehmender Aktivitat auch die
Herzfrequenz steigt. Balb/C-, C57- und BS-Tiere liegen dabei auf demselben Niveau,
die FVB/N-Tiere haben bei gleicher Aktivitat eine hohere Herzfrequenz (Abb. 19).
Auffallig ist aul3erdem, dass die Kurvenverlaufe ab Aktivitats-Klasse 2 ein Plateau
erreichen, welches erst bei deutlich verstarkter Aktivitat (Aktivitats-Klasse 7) wieder

verlassen wird.
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Abbildung 19 — Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat. Die Herzfrequenz-Werte innerhalb einer
Klasse werden gemittelt. N=5,6,6,6; Klassengrenzen: 0=0 A.U., 1=0-5 A.U., 2=5-10 A.U,, 3= 10-15 A.U., 4= 15-
20 A.U., 5= 20-25 A.U., 6= 25-30 A.U., 7= 30-300 A.U.; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***:

p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05, #: Signifikanzen siehe Tab. 4.

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Two-Way-ANOVA-Analyse im Uberblick.
Signifikante Unterschiede finden sich zwischen FVB/N und BS (Aktivitats-Klasse 0-
4), FVB/N und C57 (Aktivitats-Klasse 0-4), FVB/N und Balb/C (Aktivitats-Klasse 0-1),
sowie BS und Balb/C (Aktivitats-Klasse 0).

Tabelle 4 — Ergebnisse der Two-Way ANOVA ,,Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat“ unter
Kontrollbedingungen

FVB/N BS C57 Balb/C

FVB/N - - - - - - - - FopREEL R foRk Lk ng | ng [ ps | FE¥R¥E| KX | kx| ¥% ) g | g | ns | ¥FR| KRR ng | ns | ns [ ns | ns | ns

BS ¥l kxx| ok | kx| k% | ng | ns | ns | - - - - - - - -|ns|{ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|*|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns

C57 rokx | xk | xk | kx| ¥ I nsIns|ns|ns|{ns|ns|[ns|ns|ns|ns|ns| - - - - - - - S |nsynsfnsjns|ns|ns|ns|ns

Balb/C *¥*¥*¥ | *¥*¥*¥ | ns |ns|ns|ns|ns|ns|*|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|{ns|nsf{ns|nsfns|ns|ns

Klasse 0] 1 2131415 61710 1 2131415 61710 1 2 3)]4[5]16[7]0 1 (23| 4[5]|]6]7

3.3 Telemetrische Messungen unter Metoprolol-Gabe

3.3.1 Herzfrequenz

Im weiteren Verlauf wurden alle Tiere mit dem [;-Adrenozeptor-Antagonisten
Metoprolol behandelt. Nach einer Aufsattigungsphase von zwei Wochen wurde ein
erneutes EKG aufgezeichnet und die Aktivitdt bestimmt. Auch unter Metoprolol

zeigen alle Gruppen, wie in den Abbildungen 20.A und B zu sehen, einen Tag-Nacht-
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Rhythmus, bei den FVB/N-Mausen wiederum weniger stark ausgepragt als bei den
Ubrigen Genotypen. Das Frequenzniveau ist jedoch allgemein reduziert. Im Vergleich
zu der Haufigkeitsverteilung unter Kontrollbedingungen ist bei Metoprolol-Gabe eine

Linksverschiebung der Kurven gut zu erkennen (Abb. 20.C).

Die Abbildung 20.D beinhaltet die fur Tag und Nacht gemittelten Herzfrequenzen.
Hier finden sich signifikante Unterschiede zwischen FVB/N und BS am Tag, FVB/N
und C57 sowie Balb/C am Tag und in der Nacht, BS und C57 in der Nacht, sowie BS
und Balb/C am Tag und in der Nacht.

Minimal und maximal erreichte Werte zeigt Abbildung 20.E. Signifikante
Unterschiede gibt es zwischen FVB/N und C57 bzw. Balb/C (Min), BS und C57 bzw.
Balb/C (Min), sowie FVB/N und Balb/C (Max).

Die Reduktion der Herzfrequenz, die durch die medikamentose Betablockade
erreicht wird, ist der Abbildung 20.F zu entnehmen. Zu erkennen ist, dass der Effekt
in der Nacht signifikant starker ausgepragt ist als am Tag. Aufgetragen sind die fur
die jeweiligen Gruppen gemittelten Abnahmen an Schldgen pro Minute. Ein
signifikanter Unterschied findet sich in der Herzfrequenzreduktion in der Nacht
zwischen den C57- und BS-Mausen.

Die hohen Frequenzen (uber 600 Schlage pro Minute) nehmen in ihrer Haufigkeit ab,
die niedrigeren (unter 600 Schlage pro Minute) dafir zu (Abb. 20.G).
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Abbildung 20 — Herzfrequenz der WT-Tiere unter Metoprolol-Gabe. A: HF-Verlauf Giber 96 h; B: HF tber
einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der HF (96 h); D: mittlere HF am Tag und in der Nacht;
E: minimale und maximale HF; F: Effekt von Metoprolol auf die mittlere HF am Tag und in der Nacht; G: Effekt
von Metoprolol auf die Haufigkeitsverteilung der HF. N=5,6,6,6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen
berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***:, **: p<0,01, *: p<0,05; #: Tag gegen Nacht hochsignifikant (***),

p<0,001.
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3.3.2 Aktivitat

Unter Metoprolol-Gabe prasentiert sich ein &hnliches Aktivitatsprofil wie unter
Kontrollbedingungen. Der Aktivitatsverlauf Uber 96 Stunden zeigt ebenfalls einen
charakteristischen Tag-Nacht-Rhythmus mit starkster Aktivitdt bei den BS-Tieren
sowie kaum Bewegung unter den FVB/N- und Balb/C-Mausen (Abb. 21.A-C).

Am Tag befinden sich alle Versuchsgruppen auf demselben niedrigen
Aktivitatsniveau, es gibt keine Unterschiede. In der Nacht liegen sowohl die
gemittelten, als auch die maximal erreichten Aktivitdtswerte der BS-Tiere signifikant
Uber denen der anderen Gruppen, bei den Maximalwerten heben sich auch die C57-

Mause signifikant von den Balb/C- und FVB/N-Tieren ab (Abb. 21.D und E).
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Abbildung 21 — Aktivitat der WT-Tiere unter Metoprolol-Gabe. A: Aktivitats-Verlauf Gber 96 h; B: Aktivitat Gber
einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der Aktivitat (96 h); D: mittlere Aktivitat am Tag und in
der Nacht; E: minimale und maximale Aktivitat; F: Effekt von Metoprolol auf die mittlere Aktivitat am Tag und in

der Nacht. N=5,6,6,6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***:
p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.
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Der Effekt des ;- Adrenozeptor-Antagonisten auf die Aktivitat ist in Abbildung 21.F
dargestellt. Am Tag zeigt sich in allen vier Gruppen kaum eine Reduktion der
physischen Aktivitat. In der Nacht ist die Reaktion der Gruppen sehr unterschiedlich.
Wahrend die BS- Tiere im Mittel Gber 20 A.U. an Aktivitat verlieren, nimmt die
Aktivitat der C57-Wildtypen um etwa 10 A.U. zu, die FVB/N und Balb/C bleiben

weitestgehend unbeeinflusst.

Damit unterscheiden sich die BS-Tiere signifikant von den drei anderen

Versuchsgruppen FVB/N, C57 und Balb/C.

3.3.3 Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat unter Metoprolol

Der Effekt auf die aktivitatsnormierte Herzfrequenz zeigt sich ebenfalls durch die
Absenkung des  Frequenzniveaus in  allen  Aktivitats-Klassen. Das
Reduktionspotential scheint mit zunehmender kérperlicher Aktivitat zuzunehmen: so
betragt die Abnahme in der Klasse 0 nur zwischen circa 25 und 50, in der hdchsten

Aktivitatsstufe 7 ungefahr zwischen 75 und 100 Schlagen pro Minute (Abb. 22.C).
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Abbildung 22 — Effekt von Metoprolol auf die normierte Herzfrequenz. A: normierte HF unter
Kontrollbedingungen; B: normierte HF unter Metoprolol-Gabe; C: Reduktion der HF durch Metoprolol; N=5,6,6,6;
Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05; #: Signifikanzen siehe
Tab. 4 und 5.
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Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Two-Way-ANOVA-Analyse im Uberblick.
Signifikante Unterschiede finden sich zwischen FVB/N und BS (Aktivitats-Klasse 0-1
und 3), FVB/N und C57 (Aktivitats-Klasse 0-6), FVB/N und Balb/C (Aktivitats-Klasse
0-1), BS und Balb/C (Aktivitats-Klasse 0), BS und C57 (Aktivitats-Klasse 7), sowie
C57 und Balb/C (Aktivitats-Klasse 4-5).

Tabelle 5 — Ergebnisse der Two-Way ANOVA ,Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat unter
Metoprolol*

FVB/N BS C57 Balb/C

FVB/N _ _ _ _ _ _ _ e[ s | * [ ns | ns | ns | ns | #xx [ o [ [ s [ ox [osx[ % [ g [***[**] ns [ ns | ns | ns | ns | ns

BS *RR|HFxK | ns | * [ ns | ns|ns|ns| - - - - - - - -|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|*|***  ns|ns|[ns|ns|[ns|ns|ns

C57 HAK | Rk | Axk | ak | xk [ xkx| X I ns I ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|**| - - - - - - - - [ns{nsf{ns|ns| *|**|ns|ns

Balb/C *rkf*xk |l ns | ns|ns | ns|ns|ns|**| ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns| *|**|ns|ns| -

Klasse 0)1(2)3|4)|]5(6)7]0]1(2)3[4]|]5|6]|]7]0]1[2]3[4]|]5[6]7]0]1/]2 3145|617

3.4 B-adrenerge Stimulation im kardialen Stresstest

3.4.1 Herzfrequenz-Verlauf wahrend des kardialen Stresstests

In Abbildung 23 ist der Herzfrequenz-Verlauf aller Tiere wahrend des kardialen
Stresstests gezeigt. Alle Tiere starten unter Kontrollbedingungen mit einer basalen
Herzfrequenz von circa 450 bis 500 Schlagen pro Minute. Mit der ersten Injektion
nach dreil3ig Minuten steigt die Herzfrequenz schlagartig, sowohl unter NaCl als auch
unter Isoprenalin, auf circa 700 Schlage pro Minute an, féallt bei der Kontrolimessung
sehr schnell wieder ab und erreicht bei der zweiten Injektion nach weiteren dreif3ig
Minuten ein zweites Maximum mit wiederum anschlie3ender Herzfrequenzreduktion.
Unter der Gabe von Isoprenalin erreichen die Tiere nach der ersten Injektion ein
Maximum, dem eine Plateauphase angeschlossen ist. Rund zweieinhalb Stunden
nach der ersten Isoprenalin-Injektion haben sie ihre basale Herzfrequenz wieder

erreicht.
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Abbildung 23 — Herzfrequenz-Verlauf wahrend des kardialen Stresstests. Tirkis: Stresstest, Gabe von
Isoprenalin (2 mg/kg KG i.p.); Schwarz: Kontrollmessung mit einem Placebo (NaCl).

In Abbildung 24.A ist der Vergleich der absoluten Maximal-Werte unter Isoprenalin
und Uber den gesamten Versuchslauf dargestellt. Bei den Linien FVB/N, C57 und
Balb/C liegt ein signifikanter Unterschied zwischen der unter Isoprenalin (Max;s,) und
der gesamt erreichten Herzfrequenz (Maxges) Vor. Genotypabhangige Unterschiede
sind signifikant zu beobachten zwischen FVB/N und BS (MaXges), FVB/N und BS
(Maxso) sowie FVB/N und Balb/C (Max;s, und MaXges).
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Abbildung 24 — Herzfrequenzanstieg der WT-Tiere unter Isoprenalin. A: maximale HF unter Isoprenalin-Gabe
im Vergleich zur maximal erreichten HF der Tiere; B: relative maximal erreichte HF unter Isoprenalin (Maxso /
Maxges). N=5,6,6,6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA (A) bzw. einer One-Way ANOVA (B), ***:
p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.
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Der durch Isoprenalin erreichte Herzfrequenzanstieg liegt im Mittel bei 95% der
maximal erreichten Werte und unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den
einzelnen Genotypen (Abb. 24.B). Der Maximalwert wurde in der Regel nicht unter

Isoprenalin erreicht (Vgl. 3.2.1).

In den folgenden Abbildungen 25.A und B sind die Herzfrequenz-Kurvenverlaufe
noch einmal als Mittelwerte fir die einzelnen Genotypen dargestellt. Die FVB/N-
Mause weisen, wie bereits in den Kontrollmessungen beobachtet, eine hohere
basale Herzfrequenz auf. Alle Tiere kommen jedoch aus der Ruhe und erreichen mit

der ersten Injektion ahnlich hohe Werte.

Unter NaCl fallen die Kurven aller Gruppen schnell wieder ab und erreichen ein
zweites Maximum mit wiederum sofortigem Herzfrequenzabfall. Danach zeigen sie je
nach folgendem Aktivitdtszustand ein relativ ungeordnetes Bild, die Herzfrequenz

unterliegt starken Schwankungen (Abb. 25.A).

Im Vergleich dazu prasentieren die Tiere nach Isoprenalin-Injektion eine
Plateauphase, die Herzfrequenz halt sich lange auf einem Niveau und fallt dann
relativ synchron in allen Gruppen wieder ab. Lediglich bei den FVB/N-Tieren scheint
die Wirkung etwas langer anzudauern. Etwa drei Stunden nach Beginn der Messung
hat der B-Agonist in allen Tieren an Wirkung verloren und die Streuung der Werte
nimmt wieder zu (Abb. 25.B).

Ausgehend von den Abbildungen 25.A und B ist in Abbildung 25.C der Versuch
gezeigt, die Isoprenalin-Wirkung auf den Herzfrequenz-Verlauf zu quantifizieren.
Eine naheliegende Methode ist hierfur die Berechnung der Flache unter der Kurve
(Area Under Curve, AUC). Abbildung 25.C zeigt die AUC unter NaCl im Vergleich zu
Isoprenalin Uber drei Stunden, wo der Effekt von Isoprenalin wieder nachlasst.
Signifikante Unterschiede zeigen sich zwischen FVB/N und BS (NaCl), FVB/N und
Balb/C (NaCl und lIso), FVB/N und C57 (NaCl und Iso), sowie C57 und Balb/C
(NacCl).

Die Tendenz dessen, was man in den Abbildungen 25.A und B sieht, spiegelt sich in

der berechneten AUC wider. Die Flache ist zum Beispiel bei den Balb/C unter

51



Ergebnisse

Isoprenalin deutlich groRer als unter NaCl. Dennoch besteht das Problem, dass die
Tiere auch nach der NaCl-Injektion erweckt sind und durch unterschiedlich starke
Aktivierung noch mehrmals Herzfrequenzanstiege aufweisen. Der Effekt, der bei
Betrachtung der Abbildungen also deutlich erscheint, lasst sich in der AUC nur

schwer erfassen.
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Abbildung 25 — Herzfrequenz-Verlauf der WT-Tiere. A: gemittelte HF im kardialen Stresstest unter Gabe von
Isoprenalin (2 mg/kg KG i.p.); B: gemittelte HF wahrend der Kontrollmessung (NaCl i.p.); C: AUC - Area Under
Curve Uber die ersten 3 h. N=5,6,6,6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **:
p<0,01, *: p<0,05.

3.4.2 Auftreten von Arrhythmien wahrend des kardialen Stresstests

Abbildung 26.A zeigt die Anzahl der aufgetretenen arrhythmischen Ereignisse,
ausgewertet Uber einen Zeitraum von 300 Minuten unter NaCl bzw. Isoprenalin. Die
Tiere weisen unter NaCl kaum ventrikulare Herzrhythmusstérungen auf. Unter
Isoprenalin treten bei allen vier Gruppen signifikant mehr Ereignisse auf, die Balb/C-
Mause scheinen besonders haufig zu reagieren. Sie weisen unter Isoprenalin
signifikant mehr arrhythmische Ereignisse auf als BS und C57.

Die in der Differenz zu NaCl aufgetretenen Ereignisse unter Isoprenalin, aufgeteilt in
die drei Subgruppen, sind den Abbildungen 26.B-D zu entnehmen. Es zeigt sich ein
ahnliches Bild, signifikant vermehrt treten lediglich die ventrikularen Tachykardien
und Torsade-de-Pointes-Tachykardien bei den Balb/C auf (Abb. 26.C).
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Abbildung 26 — Arrhythmien der WT-Tiere. A: Anzahl der Arrhythmien unter NaCl (schwarz) und Iso (turkis); B-
D: Subgruppenanalyse der Ereignisse unter Isoprenalin-Gabe: B: VES — Ventrikulare Extrasystolen; C: VT —
Ventrikulare Tachykardien, TdP — Torsade de Pointes-Tachykardien; D: andere — Couplets, Triplets, Bigemini und
Trigemini. N=5,6,6,6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA (A) bzw. einer One-Way ANOVA (B-D);
***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Ausgehend von der Frage, ob die Starke des Herzfrequenzanstiegs im
Zusammenhang mit einer starkeren Suszeptibilitat gegentber Arrhythmien steht,
wird die Anzahl der Ereignisse gegen die Herzfrequenzzunahme aufgetragen (Abb.
27.A). Man konnte davon ausgehen, dass eine starkere Herzfrequenzzunahme mit

dem vermehrten Auftreten von arrhythmischen Ereignissen einherginge.
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Abbildung 27 — Normierung der Anzahl der Ereignisse. A: Normierung auf den Herzfrequenzanstieg unter
Isoprenalin (A HF); B: Normierung auf die AUC unter Isoprenalin (AUC); N=5,6,6,6; Regressionsanalyse.

Es findet sich jedoch keine klare Korrelation zwischen Herzfrequenzanstieg und
Arrhythmien. Um der Uberlegung nachzugehen, ob nicht die quantitative Zunahme
der Herzschlage pro Minute, sondern die Dauer der erhohten Herzfrequenz
ausschlaggebend fur eine starkere Arrhythmogenese ist, wird die Anzahl der
Ereignisse gegen die AUC aufgetragen (Abb. 27.B). Auch hier bieten weder die
Abbildung noch durchgefihrte Regressionsanalysen einen Anhalt fir eine
Abhangigkeit dieser beiden Faktoren.

3.5 Regelbereich der Herzfrequenz

In Abbildung 28 wird die Breite des Regelbereichs der Herzfrequenz von Mausen
deutlich. Sie zeigt zum einen die fur die jeweilige Gruppe gemittelte maximal von den
Tieren erreichte Herzfrequenz und zum anderen die mittlere minimale Herzfrequenz
unter Metoprolol. Zudem sind in der Abbildung die Kurvenverlaufe der Herzfrequenz
unter Kontrollbedingungen sowie unter Metoprolol zu sehen. Die normalen
Schwankungen fillen den moglichen Spielraum von circa 500 Schlagen nicht aus. Zu
sehen ist jedoch, dass die Tiere in der Lage sind, ihre Herzfrequenz bei Bedarf zu
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verdoppeln. Es gibt nur geringfligige Unterschiede in der Regelbreite zwischen den

verschiedenen Genotypen.
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Abbildung 28 — Regelbereich der Herzfrequenz von WT-Tieren. A: FVB/N; B: BS; C: C57; D: Balb/C; gefllter
Bereich reicht von der minimalen HF (gemittelt, unter Metoprolol) bis zur maximalen HF (gemittelt) der jeweiligen
Gruppe; der dunklere/obere Kurvenverlauf stellt den HF-Verlauf unter Kontrollbedingungen, der hellere/untere
Kurvenverlauf den unter Metoprolol-Gabe dar. N=5,6,6,6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h.
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3.6 HCM-Mause

3.6.1 Beschreibung der Tiere
3.6.1.1 Gewichtsverlauf der Tiere

In diesem Abschnitt werden die Mybpc3-KI-Mause, eingekreuzt in BS und C57, mit
ihren Wildtypen verglichen.

Abbildung 29.A zeigt die kontinuierliche Gewichtszunahme mit steigendem Alter
(angegeben in Wochen) in den vier Versuchsgruppen. Im Alter von neun Wochen
weisen die WT-Tiere mit circa 26 g ein hoheres Gewicht auf als die entsprechenden
KI-Tiere mit etwa 24 g. Wahrend sich die Mybpc3-C57-Tiere im Laufe der Wochen
einander angleichen, unterscheiden sich WT und KI in der Mybpc3-BS-Gruppe
deutlich. Die Mybpc3-BS-WT nehmen etwa doppelt so viel an Gewicht zu wie die

entsprechenden Kl-Tiere.
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Abbildung 29 — Gewichtsverlauf der Mybpc3-Tiere. A: Entwicklung des Kdrpergewichts von Woche 9 bis 21,
MW=SEM fir jeden Genotypen; B: Korpergewicht der Tiere im Alter von 10 Wochen (ohne Metoprolol-Gabe), N=
6,6,4,6; C: Kdrpergewicht der Tiere im Alter von 20 Wochen, unter Metoprolol. N= 6,6,4,6; Signifikanzen
berechnet mit einer One-Way ANOVA (B und C) ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Da der Messzeitraum und die Messzeitpunkte der einzelnen Tiere nicht identisch

sind, ergeben sich Schwankungen der Kurven und eine geringere statistische
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Aussagekraft (Vgl. 3.1.1). Die Abbildungen 29.B und C versuchen deshalb, den
Genotypen-Vergleich zu dem festgelegten Zeitpunkt im Alter von 10 bzw. 20
Wochen, an dem von nahezu allen Tieren Daten vorhanden sind, darzustellen. Es
ergeben sich nach statistischer Analyse im Alter von 10 Wochen signifikante
Unterschiede der Mybpc3-BS-WT gegenuber den KI-Tieren, mit 20 Wochen
gegenuber allen drei anderen Versuchsgruppen. Am ersten Vergleichspunkt erhalten
die Tiere noch kein Metoprolol, im Alter von 20 Wochen hat die Aufsattigung mit dem

Betablocker bereits stattgefunden.

3.6.1.2 Morphologie der Tiere und ihrer Organe

Vom &ulReren Erscheinungsbild her zeigen die Kl-Tiere keine Abweichungen im
Vergleich zu ihren Wildtypen. Auch bei Vignier et al. wurden die Kl-Tiere als
aul3erlich dem Wildtypen entsprechend beschrieben (Vignier et al., 2009). Bei den

Organentnahmen fallen jedoch folgende Unterschiede auf:

1. Die Herzen der Kl-Tiere sind wesentlich gréRer, und zeigen eine kugelige
Morphologie.

2. Die Nieren sind im Vergleich zu den WT-Nieren verkleinert.

Im Vergleich des absoluten Herzgewichts unterscheiden sich die Mybpc3-C57-KI
signifikant von den anderen drei Versuchsgruppen (Abb. 30.A). Um das Ausmal’ der
vermuteten linksventrikularen Hypertrophie zu quantifizieren, wird das Herzgewicht
(HG) ins Verhaltnis zum Koérpergewicht (KG) oder der Tibialange (TL) gesetzt. Da
auch hier wieder von einer altersabhangigen Entwicklung des Gewichts auszugehen
ist, und die Tiere zum Zeitpunkt der Organentnahmen unterschiedlich alt waren, wird

die Ratio aus Herzgewicht und Tibialange zur Beurteilung herangezogen.

Im Vergleich der absoluten Tibialange heben sich die Mybpc3-BS-Wildtypen
statistisch signifikant von den anderen Versuchsgruppen ab (Abb. 30.B).
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Abbildung 30 — Quantifizierung der LV-Hypertrophie der Mybpc3-Tiere. A: absolutes Herzgewicht in
Milligramm (mg); B: absolute Tibial&nge in Millimetern (mm); C: Verhaltnis Herzgewicht/Tibialange (HG/TL). N=6;
Signifikanzen berechnet mit einer One-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Abbildung 30.C zeigt die Normierung des Herzgewichts auf die Tibialange (HG/TL).
Hier zeigt sich wie im Vergleich der absoluten Herzgewichte ein signifikanter
Unterschied der Mybpc3-C57-KI gegenuber Mybpc3-C57-WT und den Mybpc3-BS-
KI.

3.6.1.3 Echokardiographie

Die nicht zwischen den Gruppen alternierende Atemfrequenz, die gemittelt in einem
Bereich von 115 bis 130 Atemzlgen pro Minute liegt, lasst auf eine vergleichbare
Narkosetiefe der Tiere schlieRen. Die Herzfrequenzen der Tiere unter der Isofluran-
Narkose sind in Abbildung 31.A zu sehen und unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander. In Abbildung 31.B prasentiert sich als Maf3 fur die systolische
Funktionsleistung des Herzens eine signifikant niedrigere linksventrikulare
Flachenverkirzungsfraktion (FAS) der Kl-Mause gegenuber den Wildtypen. Eine
signifikant erhohte Ejektionsfraktion (EF; Abb. 31.C) weisen beide KI-Linien im

Gegensatz zu den Wildtypen auf.
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Abbildung 31 — Echokardiographische Ergebnisse der Mybpc3-Tiere. A: Herzfrequenz (HF, in Schlagen pro
Minute) der Tiere unter Narkose (Isofluran) wahrend des Ultraschalls; B: linksventrikulére
Flachenverkirzungsfraktion (Fractional Area Shortening — FAS, in Prozent); C: Ejektionsfraktion (EF, in Prozent).
N=6; Signifikanzen berechnet mit einer One-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Um das Ausmald der oben beschriebenen Hypertrophie der Herzen der transgenen
Tiere weitergehend zu beurteilen, werden die Wanddicken (anterior = AWTh,
posterior = PWTh), der innere linksventrikulare Durchmesser (LVID) in der Diastole
(d) sowie die daraus berechnete Masse des linken Ventrikels bezogen auf das
Korpergewicht betrachtet. Die diastolische linksventrikulare Masse pro Gramm
Kdrpergewicht (LVMA/KG) ist in der Mybpc3-C57-KI-Linie signifikant héher als in den
anderen Versuchsgruppen (Abb. 32.A). Dieses Ergebnis entspricht den in der
Organentnahme gewonnenen Daten (Vgl. 3.6.1.2). Die Tendenz der LVMd/KG-
Zunahme in den Mybpc3-BS-KI ist in der Graphik zu erkennen, jedoch nicht
statistisch signifikant. Entsprechend verhalt es sich auch in Abbildung 32.B, wo ein
signifikanter Unterschied des diastolischen linksventrikularen Innendurchmessers der
Mybpc3-C57-Kl-Tiere ersichtlich ist. Die Vorderwand der Mybpc3-C57-KI-Mause ist
dicker beiden Wildtyp-Linien (Abb. 32.C).
Hinterwanddicke erzielen die Mybpc3-C57-KI héhere Werte als die Mybpc3-C57-WT
(Abb. 32.D).

als die der Im Vergleich der
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Abbildung 32 — Beurteilung der Hypertrophie der Mybpc3-Tiere in der Echokardiographie. A: diastolische
linksventrikulare Masse im Verhéaltnis zum Kérpergewicht (LVMd/KG, errechnet); B: linksventrikularer
Innendurchmesser, diastolisch (LVIDd, gemessen); C: anteriore Wanddicke in der Diastole (AWThd, gemessen);
D: posteriore Wanddicke in der Diastole (PWThd, gemessen). N=6; Signifikanzen berechnet mit einer One-Way
ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

In den Abbildungen 33. A-D ist exemplarisch die Dysmorphie und Hypertrophie der
Kl-Linien im Vergleich zu den Wildtypen abgebildet. Gezeigt sind die Herzen in der
langen Achse. Die Bilder prasentieren eine Momentaufnahme des linken Ventrikels.
Die bei Ansicht der gesamten Aufnahmen beobachtete eingeschrankte
Wandbeweglichkeit, die sich bei den Kl-Tieren prasentierte, ist diesen Beispiel-

Bildern nicht zu entnehmen.
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Abbildung 33 — Herzen der Mybpc3-Tiere in der Echokardiographie. Exemplarisch fiir jeden Genotypen,
Aufnahme in der Langsachse; A: Mybpc3-BS-WT; B: Mybpc3-BS-KI; C: Mybpc3-C57-WT; D: Mybpc3-C57-KI.

3.6.2 Telemetrische Messungen unter Kontrollbedingungen
3.6.2.1 Herzfrequenz

Betrachtet man den Herzfrequenzverlauf Uber 96 bzw. virtuelle 24 Stunden, so
zeigen auch die Kl-Tiere die circadiane Rhythmik. Mit Beginn der Dunkelheit nimmt
die Herzfrequenz stark zu, und sinkt dann zum Morgen hin wieder ab (Abb. 34.A und
B).

Die Kurven zur Haufigkeitsverteilung der Herzfrequenz sind in Abbildung 34.C
dargestellt. Hiernach scheinen die Kl-Tiere etwas haufiger bei niedrigerer Frequenz

zu liegen.

61



Ergebnisse

HF (/min)

400

200

T T T T T T T T T
7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00

Zeit (h)
D
800 T "
A *
AGOO b ? :I'
£ =
£ 1 Faw, :
w o0
T 400 4
200 -
Tag

B C
800 15 -
__ 600 ¥ 10+
£ =
E o "5
400 4 £ 54
200 . . 0 T T \
7:00 19:00 7:00 200 400 600 800
Zeit (h) HF (/min)
E
800 - .
$ow=
A L]
600 -
c
g | * %
= * %
E .
4001 & .. ..
| %=
L]
200 4
Min

B - Mybpc3-BS-WT

. - Mybpc3-BS-KI . - Mybpc3-C57-WT |:| - Mybpc3-C57-KI

Abbildung 34 — Herzfrequenz der Mybpc3-Tiere unter Kontrollbedingungen. A: HF-Verlauf Uber 96 h; B: HF
Uber einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der HF (96 h); D: mittlere HF am Tag und in der
Nacht; E: minimale und maximale HF. N=6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit einer Two-

Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Betrachtet man die gemittelte Herzfrequenz fir Tag und Nacht, lasst sich bei allen

Gruppen ein deutlicher Tag-Nacht-Unterschied mit einer Differenz von ungefahr 100
Schlagen pro Minute erkennen. Die Mybpc3-BS-WT haben im Mittel eine héhere
Herzfrequenz als die Mybpc3-C57-WT sowie die Kl-Linien. In der Nacht ist dieser

Unterschied signifikant zu allen anderen Versuchsgruppen (Abb. 34.D).

Alle Tiere erreichen eine ahnliche maximale Frequenz von circa 760 Schlagen pro

Minute. Ein signifikanter Unterschied findet sich im Vergleich der minimalen Werte,
bei denen die Mybpc3-BS-WT hdhere Werte aufweisen als die dbrigen Gruppen

(Abb. 34.E).
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3.6.2.2 Aktivitat

Die Nachtaktivitat der Mause zeichnet sich wieder in dem Verlauf Uber die vier Tage

der Kontrollmessung sowie in einem virtuellen 24 Stunden-Rhythmus ab (Abb. 35.A

und B). In Abbildung 35.C lasst die Haufigkeitsverteilung erkennen, dass die Kl-Tiere

nur eine gewisse Aktivitat erreichen und die Kurve dann abrupt abbricht. Am Tag

zeigen sich keine Unterschiede in der Aktivitat der verschiedenen Genotypen, in der
Nacht sind die Mybpc3-BS-WT-Tiere etwas aktiver als die Mybpc3-BS-KI-Mause.
Statistisch signifikant ist das Ergebnis jedoch nicht (Abb. 35.D). Die gesteigerte
Aktivitat der Mybpc3-BS-WT in der Nacht zeigt sich in allen finf Abbildungen 35.A-E.
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Abbildung 35 — Aktivitat der Mybpc3-Tiere unter Kontrollbedingungen. A: Aktivitat Gber 96 h; B: Aktivitat
Uber einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der Aktivitat (96 h); D: mittlere Aktivitat am Tag und
in der Nacht; E: minimale und maximale Aktivitat. N=6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit

einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.
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Auch die maximale Aktivitat liegt bei den Mybpc3-BS-WT im Mittel bei 150 A.U. und
damit signifikant hoéher als bei den Mybpc3-BS-KI und Mybpc3-C57-WT mit
gemittelten 115 A.U. maximal (Abb. 35.E). Zwischen Wildtypen und KI-Tieren der
Mybpc3-C57-Linie ergibt sich keine statistische Signifikanz.

3.6.2.3 Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat

Die normierte Herzfrequenz zeigt, dass mit zunehmender Aktivitat auch die
Herzfrequenz steigt. In den Aktivitats-Klassen 0 und 1 liegen die beiden Kl-Linien
noch leicht unter ihren zugehérigen Wildtypen (Abb. 36). Die Kurvenverlaufe
erreichen ab Aktivitats-Klasse 2 ein Plateau, erst bei deutlich verstarkter Aktivitat
(Aktivitats-Klasse 7) steigt die Herzfrequenz weiter. Der grof3te Herzfrequenzanstieg

erfolgt bei beginnender, leichter Aktivitat (Aktivitats-Klasse 0 bis 2).
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Abbildung 36 — Normierung der Herzfrequenz der Mybpc3-Tiere. Die Herzfrequenz-Werte innerhalb einer

Klasse werden gemittelt. Klassengrenzen: 0=0 A.U., 1=0-5 A.U., 2=5-10 A.U., 3= 10-15 A.U., 4= 15-20 A.U.,

5= 20-25 A.U., 6= 25-30 A.U., 7= 30-300 A.U.. N=6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***:
p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05; #: Signifikanzen siehe Tab. 6.

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der Two-Way-ANOVA-Analyse im Uberblick.
Signifikante Unterschiede finden sich zwischen Mybpc3-BS-WT und Mybpc3-BS-KI
(Aktivitats-Klasse 0-1).
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Tabelle 6 — Ergebnisse der Two-Way ANOVA ,Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat“ der
Mybpc3-Tiere unter Kontrollbedingungen

Mybpc3-BS-WT Mybpc3-BS-KI Mybpc3-C57-WT Mybpc3-C57-KI

Mybpc3-BS-WT| - - - - - - - - *™ | *|ns| ns|ns| ns|ns|ns|[ns|ns|ns|[ns|ns|ns|ns|ns| * *|ns|ns|ns|ns|ns|ns

Mybpc3-BS-KI | ** [ * | ns|ns|ns|ns|ns|ns| - - - - - - - - |ns|ns|ns|ns|{ns|ns|ns|ns|ns|[ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns

Mybpc3-C57-WT| ns | ns [ ns [ ns|ns|ns|ns|ns|ns|nsfns|ns|ns|ns|ns|ns - - - - - - - - ns[ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns

Mybpc3-C57-KI | * *|ns|{ns|ns|{ns|ns|{ns|ns|ns|[ns|ns|[ns|ns|ns|{ns|ns|{ns|ns|ns|ns|ns|ns]|ns -

Klasse 0 1 2 31415 61710 1 2 3 415 6 710 1 2 3 415 6 710 1 2 3 4 5 6 7

3.6.3 Telemetrische Messungen unter Metoprolol-Gabe
3.6.3.1 Herzfrequenz

In der Messung des EKGs unter Metoprolol zeigen die Gruppen, wie in Abbildung
37.A und B zu sehen, weiterhin alle einen Tag-Nacht-Rhythmus, der sich auf einem
allgemein reduzierten Frequenzniveau befindet. Im Vergleich zu der
H&aufigkeitsverteilung unter Kontrollbedingungen ist bei Metoprolol-Gabe eine
Linksverschiebung der Kurven gut zu erkennen (Abb. 37.C).

Die Mybpc3-BS-WT weisen die hdchste Herzfrequenz auf, die gemittelten Werte
unterscheiden sich in der Nacht signifikant von denen der anderen
Versuchstiergruppen. Am Tag unterscheiden sich die Mybpc3-BS-WT signifikant von
den beiden KI-Gruppen (Abb. 37.D). Wahrend die Gruppen alle ein ahnliches
Maximum der Herzfrequenz erreichen, ist das Minimum der Mybpc3-BS-WT
signifikant hoher als das der Mybpc3-C57-Tiere (Abb. 37.E).

Die Reduktion der Herzfrequenz, die durch die medikamentdse Betablockade
erreicht wird, ist der Abbildung 37.F zu entnehmen. Der Effekt ist in der Nacht
signifikant starker ausgepragt als am Tag. Aufgetragen sind die fiir die jeweiligen
Gruppen gemittelten Abnahmen an Schlagen pro Minute. Am geringsten lasst sich
die Wirkung des Metoprolols bei den Mybpc3-BS-WT-Tieren erkennen. Ein
signifikanter Unterschied findet sich in der Herzfrequenz-Reduktion in der Nacht
zwischen den Wildtypen der beiden verschiedenen Mybpc3-Hintergrinde, sowie
zwischen den Mybpc3-BS-WT-Mausen und ihren Kl-Tieren. Insgesamt nehmen unter
Metoprolol die hohen Frequenzen (iber 550 Schldge pro Minute) in ihrer Haufigkeit
ab, die niedrigeren (unter 550 Schlage pro Minute) dafir zu (Abb. 37.G).
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Abbildung 37 — Herzfrequenz der Mybpc3-Tiere unter Metoprolol-Gabe. A: HF-Verlauf Gber 96 h; B: HF Uber
einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der HF (96 h); D: mittlere HF am Tag und in der Nacht;
E: minimale und maximale HF; F: Effekt von Metoprolol auf die mittlere HF am Tag und in der Nacht; G: Effekt

von Metoprolol auf die Haufigkeitsverteilung der HF. N=6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit
einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05; #: Tag gegen Nacht hochsignifikant (***), p<0,001.
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3.6.3.2 Aktivitat

Unter Metoprolol-Gabe prasentiert sich auch bei den Mybpc3-Tieren ein ahnliches
Aktivitatsprofil wie unter Kontrollbedingungen. Der Aktivitatsverlauf Uber 96 Stunden
zeigt ebenfalls einen charakteristischen Tag-Nacht-Rhythmus mit starkster Aktivitat
bei den Mybpc3-BS-Tieren und geringerer Aktivitat der Mybpc3-C57-Mause (Abb.
38.A-C). Dabei erreichen die Kl-Tiere unter Metoprolol haufiger hohere Aktivitatslevel
als ihre zugehdrigen Wildtypen (Abb. 38.C).
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Abbildung 38 — Aktivitat der Mybpc3-Tiere unter Metoprolol-Gabe. A: Aktivitats-Verlauf ber 96 h; B: Aktivitat

Uber einen virtuellen 24 h-Rhythmus; C: Haufigkeitsverteilung der Aktivitat (96 h); D: mittlere Aktivitat am Tag und

in der Nacht; E: minimale und maximale Aktivitat; F: Effekt von Metoprolol auf die mittlere Aktivitdt am Tag und in

der Nacht. N=6; Tag: 7-19 h, Nacht: 19-7 h; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **:
p<0,01, *: p<0,05.

Es gibt keine Unterschiede zwischen den Gruppen in der taglichen Aktivitat. In der

Nacht liegen sowohl die gemittelten als auch die maximal erreichten Aktivitadtswerte
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der Mybpc3-BS-Tiere signifikant Uber denen des anderen genetischen Hintergrunds

(Abb. 38.D-E).

Der Effekt des Bi-Adrenozeptor-Antagonisten auf die physische Aktivitat ist in
Abbildung 38.F dargestellt. Die Wirkung am Tag ist in allen vier Gruppen gering. In
der Nacht ist die Reaktion der Gruppen sehr unterschiedlich. Wahrend die Mybpc3-
BS-WT-Tiere im Mittel um die 25 A.U. an Aktivitat verlieren, steigern Mybpc3-BS-KI
und Mybpc3-C57-WT ihre Aktivitat um etwa 10 A.U., was einen signifikanten
Unterschied der Mybpc3-BS-WT-Tiere zu den anderen Gruppen ergibt.

3.6.3.3 Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat unter Metoprolol

Die aktivitatsnormierte Herzfrequenz zeigt unter Metoprolol-Gabe im Vergleich zur
Kontrolimessung ebenfalls eine Absenkung des Frequenzniveaus in allen Aktivitats-
Klassen (Abb. 39.A und B). Es ist eine Zunahme des Reduktionspotentials mit
zunehmender korperlicher Aktivitdt zu erkennen: So betragt die Abnahme in der
Aktivitats-Klasse 7 mit ungefahr 75 bis 125 Schlagen fast doppelt so viel wie auf der
Aktivitatsstufe 0 (Abb. 39.C).
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E S - £
400 4 400 % <100
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B - Mybpc3-Bs-WT [ - Mybpc3-85-ki [l - Mybpc3-c57-WT  [] - Mybpc3-C57-KI

Abbildung 39 — Effekt von Metoprolol auf die normierte Herzfrequenz von Mybpc3-Tieren. A: normierte HF
unter Kontrollbedingungen; B: normierte HF unter Metoprolol-Gabe; C: Reduktion der HF durch Metoprolol. N=6;
Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05; #: Signifikanzen siehe
Tab. 6 und 7.
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Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse der Two-Way-ANOVA-Analyse im Uberblick.
Signifikante Unterschiede finden sich zwischen Mybpc3-BS-WT und Mybpc3-BS-KI
(Aktivitats-Klasse 0-2, 4-7) sowie Mybpc3-BS-WT und Mybpc3-C57-WT (Aktivitats-

Klasse 7).

Tabelle 7 — Ergebnisse der Two-Way ANOVA ,Normierung der Herzfrequenz auf die Aktivitat unter
Metoprolol“ der Mybpc3-Tiere

Mybpc3-BS-WT Mybpc3-BS-KI Mybpc3-C57-WT Mybpc3-C57-KI
oy x| *

Mybpc3-BS-WT | - - - - - - - S| REEF R ¥ | ons | * ¥ ** [ ** | ns|ns|ns|ns|[ns|ns|ns|*|**f x| *k|ng|*

Mybpc3-BS-KI | #%* [ *k% |k | pg [ oakk ] ke ok ok ] - - - - - - - |ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|{ns|ns|ns|[ns|ns|ns|ns|ns

Mybpc3-C57-WT| ns | ns [ ns | ns|ns|ns|ns|*|ns|ns|ns|ns|ns|[ns|ns|ns - - - - - - - - ns[ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns

Mybpc3-C57-KI | *** [ * | ** | pg [**k*] * | ** [*4*) ns | ns [ ns | ns|ns|ns|ns|ns|ns|ns|[ns|[ns|ns|ns|ns|ns| -

Klasse 0 1 2 3|14/(5 6| 7] 0 1 2 3]14/(5 6 710 1 2 3 4] 5 6 710 1 2 3 4 5 6 7

3.6.4 B-adrenerge Stimulation im kardialen Stresstest
3.6.4.1 Herzfrequenz-Verlauf wahrend des kardialen Stresstests

Alle Versuchstiere starten unter Kontrollbedingungen mit einer basalen Herzfrequenz
von 450 bis 550 Schlagen pro Minute. Mit der ersten Injektion nach dreifl3ig Minuten
steigt die Herzfrequenz schlagartig sowohl unter NaCl als auch unter Isoprenalin auf

circa 700 Schlage pro Minute an.

Abbildung 40.A zeigt den Vergleich der maximalen Werte unter Isoprenalin zu den
absoluten maximal erreichten Herzfrequenz-Werten. Signifikante Unterschiede
finden sich zwischen dem unter Isoprenalin erreichten Maximum (Maxso) und der
gesamt maximalen Herzfrequenz (Maxges) bei Mybpc3-BS-KI, Mybpc3-C57-WT und
Mybpc3-C57-KI. Der durch Isoprenalin erreichte Herzfrequenzanstieg liegt im Mittel
bei 95% der maximal erreichten Werte und ergibt keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Genotypen (Abb. 40.B).
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Abbildung 40 — Herzfrequenzanstieg der Mybpc3-Tiere unter Isoprenalin. A: maximale HF unter Isoprenalin-
Gabe im Vergleich zur maximal erreichten HF der Tiere; B: relative maximal erreichte HF unter Isoprenalin
(Maxiso / Maxges). N=6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA (A) bzw. einer One-Way-ANOVA (B),
***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Im Folgenden sind die Kurvenverlaufe der Herzfrequenz in Kontroll- und Stresstest

aufgetragen. Ausgang nehmen die Kurven wie oben beschrieben bei einer

Herzfrequenz zwischen 400 und 500 Schlagen pro Minute, der Anstieg bei Injektion

ist steil. Wahrend die Herzfrequenz nach der NaCl-Injektion jeweils nur kurz

zunimmt, um dann schnell wieder abzufallen, erreicht sie bei Isoprenalin-Gabe ein
Plateau, welches ungefahr 90 bis 120 Minuten anhalt (Abb. 41.A und B).
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Abbildung 41 — Herzfrequenz-Verlauf der Mybpc3-Tiere. A: gemittelte HF wéhrend der Kontrollmessung (NaCl
i.p.); B: gemittelte HF im kardialen Stresstest unter Gabe von Isoprenalin (2 mg/kg KG i.p.); C: AUC - Area Under
Curve Uber die ersten 3 h. N=6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA, ***: p<0,001, **: p<0,01, *:

p<0,05.
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Abbildung 41.C zeigt die Area under Curve (AUC) unter NaCl im Vergleich zu
Isoprenalin Uber drei Stunden, wo der Effekt von Isoprenalin wieder nachlasst.
Signifikante Unterschiede sind unter NaCl festzustellen zwischen Mybpc3-C57-KI
und den Mybpc3-BS-KI-Mausen, und unter Isoprenalin zwischen Mybpc3-BS-WT
und Mybpc3-BS-KI, sowie zwischen Mybpc3-C57-WT und Mybpc3-C57-KI.

3.6.4.2 Auftreten von Arrhythmien wahrend des kardialen Stresstests

In Abbildung 42.A ist die Anzahl der Ereignisse unter Kontrollbedingungen
gegenuber der unter Isoprenalin aufgetragen. Arrhythmien treten unter NaCl Uber
den funfstindigen Auswertungs-Zeitraum kaum auf. Unter B-adrenerger Stimulation
finden sich signifikant mehr Ereignisse in allen Gruppen. Die Mybpc3-C57-Tiere
scheinen auf den ersten Blick haufiger Arrhythmien zu entwickeln, es liegt jedoch
kein signifikanter Unterschied vor. Die Subgruppenanalyse ergibt ein entsprechendes
Bild (Abb. 42.B-D).
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Abbildung 42 — Arrhythmien der Mybpc3-Tiere. A: Anzahl der Arrhythmien unter NaCl (schwarz) und
Isoprenalin (turkis); B-D: Subgruppenanalyse der Ereignisse unter Isoprenalin-Gabe: B: VES — Ventrikulare
Extrasystolen; C: VT — Ventrikulare Tachykardien, TdP — Torsade de Pointes-Tachykardien; D: andere —

Couplets, Triplets, Bigemini und Trigemini. N=6; Signifikanzen berechnet mit einer Two-Way ANOVA (A) bzw.
einer One-Way ANOVA (B-D); ***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

Abbildung 43.A zeigt die Anzahl der arrhythmischen Ereignisse aufgetragen gegen
die jeweilige durch Isoprenalin erreichte Herzfrequenzzunahme (A HF), um einen
Zusammenhang der Induzierbarkeit von Herzrhythmusstérungen und dem
Herzfrequenzanstieg zu eruieren. Ausgangspunkt ist die Uberlegung, ob eine
starkere Herzfrequenzzunahme mit dem vermehrten Auftreten von Arrhythmien
einhergeht. Die Abbildung und durchgefiihrte Regressionsanalysen bieten jedoch

keinen Anhalt fir eine Abhangigkeit dieser beiden Faktoren.
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Abbildung 43 — Normierung der Anzahl der Ereignisse. A: Normierung auf den Herzfrequenzanstieg unter
Isoprenalin (AHF); B: Normierung auf die AUC unter Isoprenalin (AUC); N=5,6,6,6; Regressionsanalyse.

Abbildung 43.B macht deutlich, dass auch zwischen Dauer der
Herzfrequenzzunahme (gemessen an der AUC) und der Arrhythmieneigung keine

signifikante lineare Relation zu finden ist.

3.6.5 Regelbereich der Herzfrequenz

Der Regelbereich der Herzfrequenz von Mausen wird in Abbildung 44 deutlich.
Gezeigt ist der Bereich zwischen der fur die jeweilige Gruppe gemittelten maximalen
Herzfrequenz und der mittleren minimal erreichten Herzfrequenz unter Metoprolol. In
diesem liegen die Herzfrequenz-Kurvenverlaufe der 96 h-Messung unter
Kontrollbedingungen sowie unter Metoprolol. Die normalen Schwankungen fullen den
maoglichen Spielraum von circa 500 Schldgen nicht aus und genotypische

Unterschiede sind nur geringfligig ausgepragt. Die Tiere sind bei Bedarf in der Lage,
ihre Herzfrequenz zu verdoppeln.
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Abbildung 44 — Regelbereich der Herzfrequenz von Mybpc3-Tieren. A: Mybpc3-BS-WT; B: Mybpc3-BS-KI; C
Mybpc3-C57-WT; D: Mybpc3-C57-Kl; gefiillter Bereich reicht von der minimalen HF (gemittelt, unter Metoprolol)
bis zur maximalen HF (gemittelt) der jeweiligen Gruppe; der dunklere/obere Kurvenverlauf stellt den HF-Verlauf
unter Kontrollbedingungen, der hellere/untere Kurvenverlauf den unter Metoprolol-Gabe dar. N=6; Tag: 7-19 h,

Nacht: 19-7 h.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Mause verschiedener Genotypen
kardiovaskuldr zu charakterisieren und eventuelle Unterschiede zwischen den
genetischen Hintergriinden darzulegen. Die zugrundeliegende Hypothese war, dass
es genotypabhangige Unterschiede zwischen den verwendeten Mausen gibt. Im

Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

Gibt es Unterschiede zwischen den Genotypen beziglich ihrer Herzfrequenz und
somit ihrer basalen sympathischen Aktivierung sowie in der Ansprechbarkeit auf -
adrenerge Blockade? Unterscheiden sie sich in ihrer physischen Aktivitat, der
Aktivitatsabhangigkeit ihrer Herzfrequenz oder ihrer Arrhythmieneigung unter (3-
adrenerger Stimulation? Und lassen sich eventuelle Unterschiede auf ein etabliertes

transgenes Modell der hypertrophen Kardiomyopathie tbertragen?

Da in der vorliegenden Arbeit eine Vielzahl von Ergebnissen gewonnen und
prasentiert wurde, sollen im Folgenden nur die wichtigsten zentralen Punkte

aufgegriffen und diskutiert werden.

Die Tiere zeigten im Ultraschall morphologisch gesehen im Grof3en und Ganzen ein
einheitliches Bild. Lediglich die FVB/N-Mause fielen durch eine geringere relative
linksventrikulare Masse sowie eine hdhere Ejektionsfraktion auf (Vgl. 3.1.3, Abb. 14
und 15).

Alle Tiere zeigten eine circadiane Rhythmik der gemessenen Parameter.
Genotypische  Unterschiede fanden sich in der Herzfrequenz unter
Kontrollbedingungen und in der kérperlichen Aktivitat. Bei allen Genotypen war ein
Effekt der p-adrenergen Blockade durch Metoprolol zu erkennen, der in der Nacht
eine signifikant starkere Auspragung zeigte als am Tag. Eine Genotypabhangigkeit in
der Herzfrequenzreduktion unter Metoprolol zeigte sich lediglich in der Nacht, wo die
Herzfrequenz der C57-Mause am starksten gesenkt wurde. Die Beeinflussung der
Aktivitét zeigte ein recht heterogenes Bild, es war kein klarer Effekt zu erkennen.
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Wahrend die Tiere bei der Herzfrequenzzunahme unter Isoprenalin ein ahnliches Bild
lieferten, fand sich in der Arrhythmieneigung ein signifikanter Unterschied der Balb/C-
Linie zu den BS- und C57-Tieren.

Um die basale sympathische Aktivierung am wachen, unbeeinflussten Tier zu
erfassen, wurde in dieser Arbeit eine telemetrische EKG-Aufzeichnung uber vier
Tage vorgenommen. Diese Methode entspricht dem modernen Standard in der
Langzeit-Uberwachung physiologischer Parameter wacher Mause (McCauley &
Wehrens, 2010). In der aktuellen Literatur ist vielfach die circadiane Rhythmik des
kardiovaskularen Systems, pathophysiologischer Ereignisse und des Verhaltens
beschrieben (Lemmer, 2007). Diese findet sich nicht nur beim Menschen, sondern
auch bei Mausen und anderen Nagern (Li et al., 1999). Auch in den Ergebnissen
dieser Arbeit spiegelt sich ein ausgepragter Tag-/Nacht-Rhythmus wider. Dieser ist
sowohl anhand der Herzfrequenz als auch in der physischen Aktivitat der Tiere zu
erkennen (Vgl. 3.2, Abb. 17 und 18).

Das Aktivitatslevel nimmt grof3en Einfluss auf den Verlauf der Herzfrequenz. Bei
Beginn korperlicher Aktivitat fuhrt eine sofortige Abnahme des vagalen Tonus zu
initialer Herzfrequenzzunahme. Anschlie3end nimmt der parasympathische Einfluss
sukzessive ab, die Sympathikusaktivitat dagegen zu und die maximale Herzfrequenz
wird erreicht (Coote, 2010). Limitiert ist die Herzfrequenzsteigerung dennoch durch
arterielle Barorezeptoren, deren Reflex unter korperlicher Aktivitdt auf ein hoheres
Level verschoben ist (Raven et al., 2006; Coote, 2010). Um die Abh&ngigkeit der
Herzfrequenz von der physischen Aktivitat zu berlcksichtigen, wurde in einem
weiteren Arbeitsschritt die Herzfrequenz auf die Aktivitat normiert. Dazu wurde im
Rahmen der telemetrischen EKG-Messung die physische Aktivitat aufgezeichnet und
ausgewertet. Indem man die Herzfrequenz als abhangige Variable auf die Aktivitat
bezieht, erhalt man eine aktivitatsnormierte Herzfrequenz. Diese nahm mit dem Grad
der korperlichen Aktivitat zu. Dabei war besonders beim Ubergang aus der Ruhe in
den aktiven Zustand sowie bei starker korperlicher  Aktivitdit eine

Herzfrequenzsteigerung zu erkennen. Im mittleren Aktivitdtsbereich blieb die
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Herzfrequenz relativ stabil, was sich wiederum durch die Drosselung der mdglichen

Herzfrequenzsteigerung durch die Barorezeptoren erklaren lasst.

Eine weitere wichtige Fragestellung dieser Arbeit war das Ansprechen auf B-
adrenerge Modulation. Die Herzfrequenz aller Tiere wurde durch Gabe des
Betablockers Metoprolol gesenkt (Vgl. 3.3.1, Abb. 20). Die circadiane Rhythmik blieb
erhalten, der Unterschied zwischen Tag und Nacht war jedoch nicht mehr ganz so
stark ausgepragt. Die starkste Reduktion der Herzfrequenz fand sich in der Nacht bei
korperlicher Aktivitat, wo das B-adrenerge System aktiver ist, und der Angriffspunkt
vulnerabler fir eine Blockade wurde. Eine Reduktion der Herzfrequenz war aber
auch am Tag zu sehen, was auf eine Aktivitat des Sympathikus auch bei ruhenden,
inaktiven Mausen hindeutet. Nur wenn die [-Adrenozeptoren durch adrenerge
Substanzen aktiviert werden, lassen sie sich medikamentds blockieren (Lopez-
Sendon et al., 2004).

Um neben B-adrenerger Blockade auch den stimulierenden Einfluss zu untersuchen,
wurde an den Versuchstieren ein zweimaliger kardialer Stresstest mit Isoprenalin
bzw. NaCl-Losung als Kontrolle durchgefihrt. Neben dem erwarteten
Herzfrequenzanstieg (Park et al., 2011; Qin et al., 2013), wurde ein spezielles
Augenmerk auf die Entstehung von Herzrhythmusstérungen gelegt. Bei der
Arrhythmogenese wird dem sympathischen Nervensystem eine wichtige Rolle
beigemessen (Vaseghi et al., 2012). So wurden in Patienten mit postischamischer
Kardiomyopathie durch sympathische Stimulation induzierte Unterschiede in der
Repolarisation gefunden. Auch Qin et al. fanden eine vermehrte Entstehung
ventrikularer Tachyarrhythmien bei chronischer Isoprenalin-Gabe, die sie auf breitere
Streuung der Aktionspotentialdauer zurtckfuhrten (Qin et al., 2013).

Alle Tiere zeigten einen deutlichen Anstieg der Herzfrequenz nach intraperitonealer
Injektion der LOsung. Der durch das Handling des Tieres verursachte Stress und
damit die beschleunigte Herzfrequenz in der Kontrollmessung mit NaCl hielt nur
wenige Minuten an. Die Herzfrequenz normalisierte sich sehr schnell wieder. Nach
Gabe des B-Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin blieb die Herzfrequenz fir circa eine
Stunde konstant hoch, um danach langsam wieder abzufallen (Vgl. 3.4.1, Abb. 23).
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Isoprenalin bewirkte in allen Tieren eine verstarkte Arrhythmogenese (Vgl. 3.4.2,
Abb. 26.A). Damit entspricht dieses Ergebnis denen anderer Arbeiten mit kardialem
Stresstest (Nebel et al., 2013). Das gehaufte Auftreten von Arrhythmien lasst sich
durch die Wirkung von Isoprenalin auf (-Adrenozeptoren und den damit
verbundenen Anstieg des intrazellularen Calciums erklaren (Vgl. 1.2) (Qin et al.,
2013).

4.1 Unterschiede zwischen den verschiedenen Mauslinien

4.1.1 Genotypabhéangigkeit der basalen Herzfrequenz und Ansprechbarkeit

auf B-adrenerge Blockade

Die vorliegende Arbeit zeigte bei den FVB/N-Tieren am Tag eine signifikant hohere
Herzfrequenz. In der Nacht lag die Herzfrequenz von FVB/N- und BS-Tieren im Mittel
uber C57 und Balb/C. Dabei waren die Tiere jedoch durchaus in der Lage, im Mittel
ahnlich hohe Werte zu erreichen. Bei Betrachtung der auf die korperliche Aktivitat
normierten Herzfrequenz zeigten die FVB/N-Tiere bei geringer Aktivitat hdhere Werte

in der Herzfrequenz als die zu vergleichenden Gruppen.

In Studien zur Charakterisierung kardiovaskularer Phanotypen sind bereits einige
Unterschiede zwischen verschiedenen Mauslinien beschrieben. 2009 wurde an
isolierten Langendorff-perfundierten Wildtyp-Herzen verschiedener Mauslinien eine
Genotypabhéangigkeit verschiedener Repolarisationsparameter gezeigt (Waldeyer et
al., 2009). Da sich die Herzen jedoch ex vivo nicht mehr unter physiologischen
Verhaltnissen, also neurohumoralen Einflissen befinden, ist die Aussagekraft fir

Herzen im Tierkorper limitiert.

Berthonneche et al. charakterisierten die kardiovaskularen Phanotypen
verschiedenen genetischen Hintergrunds und zeigten, dass die Balb/C-Linie in
Kontrollmessungen eine geringere Herzfrequenz als C57/B6 aufwies (Berthonneche

et al., 2009). Diese wiederum lag mit der Anzahl an Schldgen noch unter der
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FVB/NJ-Linie. Daraus lasst sich auf einen unterschiedlich starken basalen
Sympathikotonus schlieBen. Dieser ist demnach bei FVB/NJ hoher als bei den
Balb/C. Damit entsprechen die Ergebnisse der Arbeit von Berthonneche et al. nur
teilweise denen in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen. Der Unterschied
zwischen Balb/C und FVB/N findet sich in beiden Arbeiten, die C57/B6 unterschieden

sich in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht von den Balb/C- oder BS-Tieren.

Die Arbeit von Berthonneche et al. bildet eine erste systematische Untersuchung, die
in vivo prinzipielle Unterschiede des Sympathikotonus verschiedener Mauslinien
zeigt. Jedoch ist anzumerken, dass nur punktuelle Messungen durchgefiihrt wurden.
Uber die Tag-/Nacht-Rhythmik der kardiovaskularen Parameter lasst sich somit keine
Aussage treffen. Auch ist die angewandte Methodik zur Beantwortung der Frage
genotypspezifischer Unterschiede in der Herzfrequenz nur bedingt geeignet.
Verwendet wurde zum einen die Tail-Cuff-Methode am wachen Tier. Diese misst die
Herzfrequenz plethysmographisch, ist aber durch nétige Fixierung des Tieres
unzuverlassig und fehlerhaft (Brooks et al., 1996). Zum anderen wurde die
Herzfrequenz mittels EKG am narkotisierten Tier erfasst, was durch Einfluss der
Anasthesie wiederum zur Verfalschung der Parameter fihren kann. Auch ist das Tier
zu dieser Zeit nicht frei beweglich, aktivititsabh&ngige Unterschiede konnen nicht

erfasst werden.

Ebenso wurden Unterschiede in Herzfrequenz, PR-Intervall und QRS-Dauer
zwischen verschiedenen Genotypen gezeigt (Xing et al., 2009). Aber auch diese
Daten wurden in wachen, aber nicht freilaufenden Tieren Uber einen Zeitraum von
zweieinhalb Stunden gemessen und haben aufgrund oben beschriebener
methodischer Problematik eine mdglicherweise eingeschrankte Aussagekratft.

Im Ansprechen auf B-adrenerge Blockade zeigten sich in der vorliegenden Arbeit nur
geringe Unterschiede zwischen den verschiedenen Mauslinien. Alle wiesen eine
Reduktion der Herzfrequenz am Tag und in der Nacht auf. Ein signifikanter

Unterschied zeigte sich zwischen BS- und C57-Tieren in der Nacht.
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2002 veroffentlichen Shusterman et al. eine Studie zu genotypspezifischen Mustern
der Aktivitdit des autonomen Nervensystems und Herzinsuffizienz-Anfalligkeit in
Mausen, in der gezeigt wurde, dass FVB-Tiere eine hthere Herzfrequenz unter
Kontrollbedingungen aufzeigten als die C57Black6/SV129-Mause (Shusterman et al.,
2002). Damit verbunden war ein unterschiedliches Ansprechen auf
pharmakologische Modulation des autonomen Nervensystems. Die FVBs mit der
schnelleren Herzfrequenz reagierten auf Gabe von Betablockern mit einer Abnahme
der Herzfrequenz, zeigten jedoch keinen Effekt nach B-adrenerger Stimulation mit
Isoprenalin. Bei den C57Black6/SV129-Mausen, die unter Kontrollbedingungen auf
einem niedrigeren Frequenz-Niveau lagen, verhielt es sich entsprechend umgekehrt:
Betablocker zeigten keinen Effekt, wahrend die Herzfrequenz unter
sympathomimetischen  (Isoprenalin)  beziehungsweise parasympatholytischen
(Atropin) Medikamenten anstieg. Es wurde eine starke Verknipfung von mittlerer
Herzfrequenz in Ruhe und der pharmakologischen Antwort des kardialen Rhythmus
postuliert. Wahrend die Unterschiede in der basalen Herzfrequenz mit den
Ergebnissen dieser Arbeit Gbereinstimmen, verhielten sich die Tiere in der Arbeit von
Shusterman et al. unter [B-adrenerger Modulation anders als in den oben
beschriebenen Ergebnissen. Die Herzfrequenz beider Mauslinien liel3 sich sowohl

unter B-adrenerger Blockade als auch Stimulation modulieren.

Im pathophysiologischen Modell wurden unter anderem Unterschiede in der
Wundheilung nach Myokardinfarkt postuliert (van den Borne et al., 2009). Demnach
erlitten nach Infarzierung vor allem 129S6- sowie C57Black6-Mause eine
Infarktruptur, wahrend Balb/C- und BS-Mause die schlechteste kardiale Funktion
nach Myokardinfarkt aufwiesen und sich vor allem die BS durch die grof3te kardiale
Dilatation bemerkbar machten. Weitere Einflussnahme des genetischen
Hintergrundes auf die Infarktgréf3e beschrieben Guo et al. (Guo et al., 2012). Dabei
erwiesen sich die FVB/N-Méause als deutlich weniger sensitiv gegenuber
myokardialer Schadigung durch Ischdmie und Reperfusion (I/R). lhre Infarktgréfie
war signifikant kleiner als die der zu vergleichenden Gruppen. Die C57BL/6/J

hingegen wiesen deutlich gré3ere Infarktgrof3en als die Kontrolltiere auf.
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Zusammenfassend bestatigt sich die Hypothese dieser Arbeit, dass die basale
Herzfrequenz unter anderem durch den genetischen Hintergrund determiniert ist und
phanotypische Unterschiede zwischen den verschiedenen Mauslinien vorliegen. Zum
gleichen Ergebnis kamen auch Hoit et al., die B6 und A/J verwendeten (Hoit et al.,
2002), sowie Berthonneche et al.. Dennoch finden sich Unterschiede zu den
Ergebnissen von Berthonneche et al.,, deren Erkenntnisse aufgrund der oben

aufgefuhrten technischen Limitationen eine reduzierte Aussagekraft besitzen.

4.1.2 Genotypabhéangigkeit der physischen Aktivitat und der

Aktivitatsabhangigkeit ihrer Herzfrequenz

Die BS-Tiere zeigten sich in der vorliegenden Arbeit als besonders aktiv, Balb/C und
FVB/N bewegten sich im Vergleich deutlich weniger. Die mittels telemetrischer
Messung erworbenen Daten entsprachen dem subjektiv gewonnenen Eindruck beim
Handling und bei der Beobachtung der Mause wahrend Gewichtskontrollen,
Kafigwechsel, im Stresstest und beim Betreten der Tierraume.

Entsprechend dieser Daten fanden auch andere Arbeitsgruppen im Bereich der
Kognitionswissenschaften genotypische Unterschiede in der Motorik. Diese konnten
im Schwimmtest oder beziglich der Reaktion und Habituation auf akustische Reize

gezeigt werden (Brooks et al., 2004).

Zu beachten ist bei vergleichender Betrachtung der Herzfrequenz verschiedener
Genotypen zum einen, ob sich gegebene Unterschiede durch die korperliche Aktivitat
der Tiere erklaren lassen. Zum anderen stellt sich die Frage, ob sich Unterschiede in
der Aktivitatsabhangigkeit der Tiere finden, ob die Mauslinien also unterschiedlich
stark mit Herzfrequenzzunahme auf gesteigerte korperliche Aktivitat reagieren. Bei
Betrachtung der auf die korperliche Aktivitat normierten Herzfrequenz zeigten die
FVB/N-Tiere bei geringer Aktivitat hohere Werte in der Herzfrequenz als die zu

vergleichenden Gruppen.
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Bei Metoprolol handelt es sich um einen lipophilen B-Adrenozeptor-Antagonisten.
Aufgrund dieser Eigenschaft kann er die Blut-Hirn-Schranke passieren und -
Adrenozeptoren direkt im Gehirn blockieren (Kendall, 1997; Gourine et al., 2008).
Damit senkt er die von zentral ausgehende sympathische Wirkung auf das Herz.
Auch andere zentrale Effekte des [3;-selektiven Adrenozeptorblockers sind bekannt.
Beschrieben werden unter anderem Ermidungserscheinungen, Schlafstérungen,
Insomnie, Albtraume und Depressionen (Lopez-Sendon et al., 2004). Als zentrale
Wirkung sind also auch Auswirkungen auf die korperliche Aktivitdt denkbar. Schon
1987 zeigten Lemmer et al. einen zentral dampfenden Effekt lipophiler Betablocker
auf die motorische Aktivitdat von Ratten in der Nacht (Lemmer & Neumann, 1987).
Vergleicht man die Effekte der B-adrenergen Blockade in den untersuchten
Mauslinien dieser Arbeit, so sind diese sehr unterschiedlich und teils kontrovers.
Wahrend FVB/N und Balb/C hinsichtlich ihrer physischen Aktivitat kaum bis gar nicht
auf die Metoprolol-Gabe reagierten, nahm die Aktivitat der BS-Tiere stark ab, die der
C57-Mause jedoch zu. Es ist also angesichts dieser Ergebnisse nicht auf einen

eindeutigen Einfluss des Betablockers auf die physische Aktivitat zu schlief3en.

4.1.3 Genotypabhéangigkeit der Arrhythmieneigung unter [-adrenerger

Stimulation

Ausgehend von der Annahme, die Tiere verfigen Uber Unterschiede in der basalen
Sympathikusaktivierung und ihrer Herzfrequenzregulation, und der Rolle, die dem
Sympathikus in der Entstehung von Herzrhythmusstorungen beigemessen wird
(Volders, 2010), ergibt sich die Frage, ob die Suszeptibilitat gegentber Arrhythmien
durch basale Herzfrequenzunterschiede zu erklaren ist. Hierbei lassen sich potentiell

zwei Hypothesen bilden.

Eine Hypothese ist, Tiere mit erhdhter Herzfrequenz unter Kontrollbedingungen
verfigen Uber einen starker ausgepragten Sympathikotonus und sind damit auch
anfalliger, unter zusatzlicher B-adrenerger Stimulation Arrhythmien zu entwickeln. Bei

Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz, deren Korper unter
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chronischer B-adrenerger Stimulation steht, kann es zu elektrophysiologischen
Stérungen und somit zu Tachyarrhythmien und pl6tzlichem Herztod kommen
(Stockigt et al., 2012). Diese Hypothese lasst sich aber in dieser Arbeit nicht
bestatigen. Die FVB/N-Tiere, die unter Kontrollbedingungen die hodchste
Herzfrequenz aufwiesen, zeigten unter Isoprenalin-Injektion keine vermehrten

arrhythmischen Ereignisse im Vergleich zu den Wildtypen anderer Mauslinien.

Andererseits konnte sich eine hohere Herzfrequenz unter Kontrollbedingungen
protektiv auf das Tier auswirken. Es wurde sowohl im Menschen als auch in der
Maus gezeigt, dass ein erhohter Sinusrhythmus catecholaminerge polymorphe
ventrikulare Tachykardien (CPVT), eine vererbte arrhythmogene Stérung ausgel6st
durch Stress oder starke korperliche Aktivitat, verhindern kann (Faggioni et al.,
2013). Es wird davon ausgegangen, dass eine erhdhte supraventrikulare
Schrittmacheraktivitdt die Diastolendauer verkirzt und so das Risiko fur
Nachdepolarisationen und getriggerte Aktivitdt reduziert. Auch in Patienten mit
Brugada-Syndrom, ebenfalls einer arrhythmogenen Erkrankung, wurde eine
Suppression von Kammerflimmern durch B-adrenerge Stimulation mittels Isoprenalin
sowie eine Verstarkung von Kammerflimmern unter dem Betablocker Propanolol
festgestellt (Omiya et al., 2012). Auch diese Hypothese kann anhand der
Erkenntnisse dieser Arbeit in der Maus nicht bestétigt werden. Prinzipiell scheint es
nicht mdglich, eine Herzfrequenzzunahme, weder in ihrer Hohe noch in ihrer Dauer,
mit der Anzahl arrhythmischer Ereignisse zu Kkorrelieren. Es ist also davon
auszugehen, dass Arrhythmien auch Uber andere Mechanismen als die Steigerung
der Herzfrequenz zu erklaren sind, die hier jedoch nicht gezeigt werden.
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4.2 Ubertragung genotypabhangiger Unterschiede auf ein
etabliertes transgenes Modell der hypertrophen

Kardiomyopathie

Als Modell fur die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) dienten zwei bereits
etablierte transgene Mauslinien mit einer Knock-In-Mutation im kardialen Myosin-
bindenden Protein C (cMyBP-C). Diese Mutation wurde in der Arbeitsgruppe von
Prof. Lucie Carrier (Institut fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie, UK
Eppendorf-Hamburg) in zwei viel verwendete genetische Hintergrinde, BS und
C57/B6, eingekreuzt. Die Auswahl der zu vergleichenden Genotypen Mybpc3-BS
und Mybpc3-C57 erfolgte aufgrund von Arbeiten, die Unterschiede in der
Sterblichkeit und im kardialen Remodelling in Abhangigkeit des Genotyps zeigten. So
verstarben in einem Mybpc3-KO-Modell die C57-Tiere fast alle in einem Alter
zwischen 30 und 62 Wochen, wahrend die BS-Tiere keine Einschrdnkung in der
Lebensdauer aufwiesen (Friedrich F & Carrier L et al., unpublished). Die
verstorbenen Mybpc3-C57-KO-Mause prasentierten sich zudem mit einer enorm
gesteigerten HG/KG-Ratio. Ein weiterer Grund fur die Wahl der beiden genetischen
Hintergrinde begrundet sich auf vorlaufigen Ergebnissen einer anderen Promotion
innerhalb der Arbeitsgruppe. Die bisher unpublizierten Daten von AC Limbrock
zeigen Unterschiede in der Induzierbarkeit von Herzrhythmusstérungen unter
Isoprenalin zwischen den verschiedenen genetischen Hintergrinden. Dabei weisen
die C57-Tiere signifikant mehr Arrhythmien auf, die wenigsten Ereignisse finden sich
in der Gruppe der BS-Tiere (Abb. 45). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden
zu Beginn der vorliegenden Arbeit die Genotypen C57 und BS als Hintergrund des
KI-Modells ausgewahlt. Anhand der beiden ausgewdahlten transgenen Mauslinien
sollte  die  Ubertragbarkeit  genotypabhangiger  Unterschiede auf ein
pathophysiologisches Tiermodell untersucht werden, weshalb die Wildtypen der
Genotypen mit den grof3ten Unterschieden in der Induzierbarkeit von Arrhythmien in
diesem Teil der Arbeit miteinander verglichen werden sollten. Weiterhin von Vortell
war die Verfugbarkeit dieser beiden Genotypen mit eingekreuzter Mutation.
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Abbildung 45 — Arrhythmische Ereignisse unter B-adrenerger Stimulation in der Arbeit von AC Limbrock.
Anzahl der Arrhythmien unter Isoprenalin; N=6,11,6,5; Signifikanzen berechnet mit einer One-Way-ANOVA, ***:
p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05.

In Arbeiten von Vignier et al. und Schlossarek et al. wurde bereits die phanotypische
Auspragung der Merkmale der HCM in dem transgenen Mausmodell beschrieben
(Vignier et al., 2009; Schlossarek et al., 2012). Diese umfassen ein nach auf3en hin
unauffalliges Erscheinungsbild der Tiere: Die Tiere zeigten einen normalen Habitus
und eine kontinuierliche Gewichtszunahme. Die Herzen der Kl-Tiere erwiesen sich
als deutlich linksventrikular hypertrophiert und interstitiell fibrosiert. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit stimmten mit diesen phanotypischen Auspragungen uberein,
bei der Organentnahme fielen deutlich dysmorphe Herzen mit kugeliger Gestalt auf.
Beide Mauslinien zeigten also ein klares Krankheitsbild, aber sowohl anatomisch als
auch strukturell lief3 sich keine Genotypabhangigkeit feststellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Modell prinzipiell funktioniert hat. Dennoch ist
damit noch nicht geklart, ob diese anatomischen Gegebenheiten funktionelle

Auswirkungen auf die Tiere haben.
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4.2.1 Funktionelle Unterschiede im transgenen Modell

Sowohl kdrperliche Aktivitat als auch Herzfrequenz unterlagen der normalen
circadianen Rhythmik. Damit war bei den KI-Tieren ein physiologischer Regelbereich
der Herzfrequenz gegeben. Die Kl-Tiere schienen durch die Erkrankung demnach

nicht ibermaliig gestresst, der Sympathikus nicht dauerhaft Gberaktiv zu sein.

Die Herzfrequenz der Mybpc3-BS-WT lag unter Kontrollbedingungen etwas hoher als
bei Mybpc3-BS-KI, Mybpc3-C57-WT und Mybpc3-C57-Kl. Jedoch zeigten sich die
Mybpc3-BS-WT-Tiere auch wesentlich aktiver als die zu vergleichenden Gruppen.
Betrachtet man also die aktivitatsnormierte Herzfrequenz, gab es keine Unterschiede
zwischen den transgenen Tieren und ihrem zugehoérigen Wildtyp. Es ist zunachst
Uberraschend, bei den Kl-Tieren keine Verschiebung der Herzfrequenz zu hdheren
Werten zu sehen. Sie scheinen demnach nicht im erwarteten Zustand einer
Herzinsuffizienz zu sein. Da Vorarbeiten ebenfalls im jungen Alter der Tiere
stattfanden, war dies vorab nicht bekannt. Der funktionelle Teil der hypertrophen
Kardiomyopathie spiegelt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit nur teilweise wider.
Wahrend mechanische (Kontraktilitat, FAS) und geometrische Einschrankungen in
den KI-Tieren zum Ausdruck kamen (Vgl. 3.6.1.3), gab es kein Korrelat fur die
elektrischen funktionellen Einschrankungen in Form von Herzrhythmusstorungen.
Dabei ist unklar, ob im Alter oder in der Wahl des Modells eine Ursache dafir zu
sehen ist. In Abbildung 35.C ist die Haufigkeitsverteilung der Aktivitatseinheiten
aufgetragen. Bei den beiden Kl-Linien liel3 sich im Gegensatz zu den Wildtypen ein
abrupter Abfall der Haufigkeit bei circa 125 A.U. erkennen. Hier stellt sich die Frage,
ob die Tiere durch ihren genetischen Defekt eine funktionelle Einschrankung

erfuhren.

Auf die Metoprolol-Gabe reagierten die Mybpc3-BS-WT-Méause mit geringerer
Auspragung der Herzfrequenzreduktion als die drei anderen Versuchstiergruppen.
Ihre korperliche Aktivitat wurde hingegen stark reduziert, wahrend Mybpc3-BS-KI und
Mybpc3-C57-WT sich sogar aktiver zeigten als in der Kontrollmessung. Klare
zentrale Effekte des lipophilen Betablockers lassen sich aufgrund der sehr

unterschiedlichen Beeinflussung der Aktivitdt nicht ableiten (Vgl. 4.1.2).
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Interessanterweise schienen die Kl-Tiere unter Metoprolol eine hdhere Aktivitat zu
erreichen (Vgl. Abb. 38.C). Dies kénnte auf eine Verbesserung der Symptome
hindeuten oder sogar als Therapieerfolg verstanden werden. Ob die Mause durch die
Betablocker aber Uber eine verbesserte kardiovaskulare Leistungsfahigkeit
verfugten, bleibt unklar und bedurfte weiterer Untersuchungen. Eine Verbesserung
der Ejektionsfraktion unter Metoprolol war sonographisch jedoch nicht zu

verzeichnen.

Die hypertrophe Kardiomyopathie ist unter jungen Menschen der haufigste Grund fir
den plétzlichen Herztod (Maron et al., 2013). Grund hierfir ist die Entstehung von
lebensgefahrlichen Herzrhythmusstérungen. Demnach kénnte von mehr Arrhythmien
unter B-adrenerger Stimulation bei transgenen Tieren im HCM-Modell ausgegangen
werden. Wahrend anatomische und strukturelle Merkmale der Kl-Tiere wiederholt
dem pathologischen Bild der hypertrophen Kardiomyopathie entsprechen (Vgl. 4.2),
ist Uber funktionelle Auswirkungen der Mutation auf elektrophysiologischer Ebene im
Tiermodell wenig in der Literatur zu finden. Es ist demnach a priori nicht ausreichend

geklart, ob Arrhythmien auch im Mausmodell ein Problem darstellen.

In dieser Arbeit zeigten die Mybpc3-KI-Tiere keine spontan auftretenden
Herzrhythmusstorungen. Auch fand sich weder unter dem Stress durch alleiniges
Handling (NaCl-Kontrolle) noch unter dem -Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin ein
signifikanter Unterschied der KlI-Tiere zu ihrem Wildtyp in der Induzierbarkeit von
Arrhythmien.

Es stellt sich die Frage, wie die gesteigerte Arrhythmieneigung mit der hypertrophen
Kardiomyopathie zusammenhéngt. Vielfach wird die Arrhythmogenese mit kardialem
Remodelling und interstitieller Fibrose in  Zusammenhang  gebracht.
Rechtsventrikulares Remodelling einhergehend mit interstitieller Fibrose zeigte eine
verstarkte Arrhythmogenese in einem Rattenmodell zur pulmonalen Hypertonie
(Tanaka et al., 2013). Dabei scheint unter anderem Connexin-43, ein Gap-junction-
Protein, eine Rolle zu spielen, welches sowohl im Menschen als auch im Tiermodell
in verschiedenen Herzerkrankungen wie zum Beispiel ischdmischer oder

hypertropher Kardiomyopathie durch veranderte Expression oder Phosphorylierung
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zu einer gestoérten Reizleitung und ventrikularen Arrhythmien fahrt. Ursache daftr ist
die Stérung der Zell-zu-Zell-Verbindungen (Sato et al., 2008). Aber auch Kollagen-
Anlagerung nach Myokardinfarkt oder Myokarditis scheint als arrhythmogenes
Substrat zu wirken (Tanaka et al., 2013). Zudem gilt myokardiale Fibrose als
unabhangiger Pradiktor fur Arrhythmien, da die Automatie gesteigert ist und frihe
Nachdepolarisationen Aktivitat triggern (Karagueuzian, 2011). Obwohl in der
vorliegenden Arbeit Hypertrophie und interstitielle Fibrose gegeben waren, wiesen
die Tiere keine vermehrten arrhythmischen Ereignisse auf. Somit bleibt offen, was im
Einzelnen die Herzrhythmusstérungen auslost und nicht in der von uns gewdahlten

Mauslinie gegeben war.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die beiden genetischen Hintergriinde,
die im KO-Modell Unterschiede im kardialen morphologischen Phanotyp und
Versterben gezeigt haben, im Kl-Modell auf den unterschiedlichen Ebenen nicht
parallel verlaufen. Wahrend sich strukturelle und morphologische Unterschiede
bestétigen lassen, gibt es keine Abhangigkeit des elektrisch funktionellen Aspekts in
Form von Arrhythmien. Wenn es also Unterschiede im Zeitpunkt des Versterbens
zwischen den beiden Mauslinien geben sollte, lassen sich diese nicht auf die
Neigung zu Herzrhythmusstérungen zurickfuhren. Damit erweist sich auch die
Frage, ob strukturelle Gegebenheiten als urséchlich fir die Suszeptibilitat gegenuber
arrhythmischen Ereignissen zu sehen sind, als hinféllig. Eine solche Abhangigkeit

konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden.

Was bei anderen Pathologien, wie zum Beispiel dem Myokardinfarkt an
genotypabhangigen Unterschieden zu finden ist (Guo et al., 2012; van den Borne et
al., 2009), lasst sich nicht auf die hier verwendeten Modelle und den Parameter der

Arrhythmieneigung Ubertragen.
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4.3 Wesentliche Aspekte der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit ging es um die Charakterisierung kardiovaskularer
Eigenschaften wie die Herzfrequenz und das Ansprechen auf (-adrenerge
Modulation verschiedener Mauslinien. Mittels eines technisch aufwandigen
Verfahrens wurden unter gesunden Bedingungen der Tiere und einem
physiologischen Tag-Nacht-Rhythmus eine Reihe objektivierbarer Ergebnisse
gewonnen. In der basalen Herzfrequenzregulation zeigten alle Mauslinien einen
angemessenen Regelbereich der Herzfrequenz, wobei die Herzfrequenz der FVB/N-
Tiere signifikant hoher lag als die der BS, C57 und Balb/C. Dieser Unterschied blieb
auch bei Normierung auf die korperliche Aktivitat bestehen. Besonders aktiv zeigten
sich die BS-Mause. Bei allen Tieren wurde unter Metoprolol eine Betablockade mit
daraus resultierender Herzfrequenzabnahme beobachtet, die signifikant starker in
der Nacht ausgepragt war. Genotypabhéngige Unterschiede waren nur nachts
zwischen BS und C57 zu sehen. Im gut etablierten kardialen Stresstest mit
Isoprenalin zeigten sich die Balb/C signifikant anfalliger fur die Entstehung
ventrikularer Herzrhythmusstoérungen. Zuletzt erfolgte die Ubertragung der
Fragestellung auf die hypertrophe Kardiomyopathie als pathophysiologisches Modell.
Dafur wurde eine etablierte transgene Linie mit KI-Mutation im Gen fir das kardiale
Myosin-bindende Protein C (Mybpc3) eingesetzt. Eine funktionelle Einschrankung
l&sst sich bei den KI-Tieren daran ablesen, dass weniger hohe Aktivitatslevel erreicht
wurden. Zudem liel3en sie in der Echokardiographie einen pathologischen Phanotyp
erkennen. Es waren hingegen keine eindeutigen Unterschiede in der
aktivitatsnormierten  Herzfrequenz unter Kontrollbedingungen und in dem
Antwortverhalten auf Metoprolol oder Isoprenalin in den Kl-Tieren zu erkennen, und
damit auch keine genotypabhangigen Unterschiede. Obwohl bei dieser Erkrankung
ein zentrales Merkmal die Neigung zu Herzrhythmusstérungen ist, konnten keine

vermehrten Ereignisse bei den Kl-Tieren festgestellt werden.

Im Vergleich zu all den sonstigen oben beschriebenen Unterschieden, die sich
zwischen verschiedenen Genotypen finden, ist die Genotypabhangigkeit, die sich in
dieser Arbeit abzeichnet, als moderat zu bewerten.
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4.4 Limitationen der Arbeit

Viele vitale Parameter der Versuchstiere sind altersabhangig. Dies betrifft neben
EKG-Zeitintervallen und der Herzfrequenz (Xing et al., 2009) unter anderem auch
das Kdorpergewicht, welches mit zunehmendem Alter kontinuierlich steigt (Cong et
al.,, 2013). Das Bestreben, jede Messreihe mit verschiedenen Genotypen zu
besetzen, diente der Gleichverteilung aul3erer, schlecht identifizierbarer
Einflussfaktoren auf die Tiere und Messbedingungen. Dabei musste in der Planung
die Verfugbarkeit der entsprechenden Genotypen beriicksichtigt werden, da nicht zu
jeder Zeit alle Genotypen im exakt Ubereinstimmenden Alter bereitstanden. Um die
verschiedenen Genotypen zeitgleich messen zu konnen, mussten gewisse
Altersunterschiede der Ma&use in Kauf genommen werden. Zu Beginn der
Messungen lagen die Tiere bei einem Alter zwischen neun und dreizehn Wochen,
bei der Organentnahme waren sie zwischen 20 und 29 Wochen alt. Dies ist bei
Betrachtung einiger Parameter zu berlcksichtigen. So ist zum Beispiel die
Aussagekraft des absoluten Herzgewichts bei Organentnahme eingeschrankt. Zur
Hypertrophie-Bewertung wurde deshalb das Verhaltnis zur Tibialange herangezogen.
Da sich unsere Tiere aber insgesamt mit maximal gut sieben Monaten in einem noch
relativ  jungen Alter befanden wund die meisten Untersuchungen zur
Altersabhangigkeit in hoherem Tieralter erfolgten (in der oben zitierten Arbeit von
Xing et al. im Alter von sechs Monaten bis zu zwei Jahren), ist die Auspragung von

Altersunterschieden eher als mafig einzuschatzen.

Ein weiteres methodisches Bias findet sich in der Reihenfolge der Messungen. Alle
Tiere durchliefen den gleichen Zeitplan. Begonnen wurde mit der Kontrollmessung,
es folgte der kardiale Stresstest und zum Schluss wurden alle Tiere mit dem
Betablocker Metoprolol behandelt. Die Mause waren also zum Zeitpunkt der EKG-
Aufnahme unter Metoprolol circa fuinf Wochen &lter als bei der Kontrollmessung.
Besser ware eine zeitlich konsekutive Verabreichung in randomisierter Reihenfolge
gewesen, was die Versuchsdauer jedoch stark verlangert héatte. Bei der gewahlten
Vorgehensweise war ein Ziel, den Mess-Zeitraum allein wegen des

Telemetrieverfahrens aus methodischen Griinden zu begrenzen. Mit zunehmender
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Dauer kann nicht mit Sicherheit von technisch einwandfreien Messergebnissen
ausgegangen werden, da nicht bekannt ist, ob Elektroden verwachsen, brechen oder
sich mit der Zeit verschieben konnen. Da die zeitlich vorgezogene Metoprolol-
Messung mit einer langeren Ruhephase zwecks Auswaschung des Medikaments
verbunden gewesen ware, wurde auf diese Randomisierung verzichtet. Ein weiterer
Grund fur die zeitliche Begrenzung des Versuchszeitraums waren Hinweise in
unpublizierten Daten auf ein friheres Versterben der HCM-Tiere, weshalb wir diese

in jungem Alter untersuchen wollten.

Obwohl die Neigung zu Herzrhythmusstérungen ein zentrales Merkmal der
hypertrophen Kardiomyopathie ist, lieRen sich in dieser Arbeit keine vermehrten
arrhythmischen Ereignisse in den KI-Tieren nachweisen. Es ist zunachst
verwunderlich, in einem Modell, welches im Menschen deutlich mit einer erhdhten
Neigung zu Arrhythmien einhergeht, keine vermehrte Arrhythmogenese
wiederzufinden. Es gibt bisher keine Arbeiten, die sich mit Unterschieden in der
Arrhythmieneigung bei eingebrachter Mybpc3-Mutation befassen. Die Ursache dafir,
dass in dem Modell keine Effekte zu sehen sind, ist unklar. Bekannt ist, dass das
Modell prinzipiell funktioniert hat. Strukturelle Merkmale wie Herzhypertrophie und
interstitielle Fibrose waren gegeben. Es ist mdglich, dass das Alter ein wichtiger
Faktor in der Erhohung des Suszeptibilitat gegentber Arrhythmien ist und die
telemetrischen Messungen dieser Arbeit an zu jungen Tieren stattfanden, deren Alter
zwischen zehn und sechszehn Wochen lag. In der Arbeit von Vignier et al. werden
die Mause jedoch bis zu zwei Jahren als normal Uberlebensfahig eingeschéatzt

(Vignier et al., 2009), was gegen das Auftreten spaterer letaler Arrhythmien spricht.

Ein anderer mdglicher Grund fur das Fehlen von Unterschieden in der Neigung zu
Herzrhythmusstorungen konnte in der Wahl des Mausmodells liegen. Obwohl die
Mybpc3-KI-Tiere anatomisch und strukturell ein gutes Korrelat zur HCM im
Menschen bilden, scheint die Neigung zu Herzrhythmusstérungen als funktionelles
pathophysiologisches Merkmal nicht durch diese Mutation hervorgerufen zu werden.
In einer vergleichenden Studie verschiedener Mausmodelle zur familidren

hypertrophen Kardiomyopathie untersuchten McConnel et al. heterozygote Tiere mit
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einem Transgen im a-kardialen Myosin-Heavy-Chain (aMHC)- bzw. kardialen
Myosin-bindenden Protein C (MyBPC)-Gen (McConnell et al.,, 2001). Die MyBPC-
transgenen Mause weisen eine linksventrikulare Hypertrophie auf, entsprechende
molekulare Marker sind erst im hohen Alter der Tiere nachweisbar. Die kardiale
Funktion ist nicht eingeschrankt und es finden sich zu keinem Zeitpunkt
elektrophysiologische Abweichungen vom Wildtyp. Die Mutation im aMHC fihrt in
heterozygoten Mausen hingegen zu einer starkeren LV-Hypertrophie, einem
deutlichen Anstieg molekularer Marker und zur Induzierbarkeit ventrikularer
Arrhythmien. Diese Ergebnisse weisen auf Unterschiede in der Auspragung des
Krankheitsgrades je nach zugrundeliegender Mutation der HCM hin. Méglicherweise
ist die in dieser Arbeit gewahlte Mutation zur Untersuchung von Unterschieden in der
elektrischen Funktion nicht ausreichend. Da die funktionellen Auswirkungen des
gewaéhlten Modells zum Zeitpunkt der Arbeit nicht bekannt waren, ist dieses Ergebnis
als Erkenntnisgewinn zu verstehen, welcher der weiteren Vervollstandigung der
Charakteristik des Modells dient. Zudem ist nach Betrachtung der Kontrollmessung
von Herzfrequenz und Aktivitat in dieser Arbeit die Auswahl der genetischen
Hintergrinde, in die die Mutation eingebracht wurde, zu hinterfragen, die anhand
nicht deckungsgleicher Ergebnisse einer anderen Promotionsarbeit der

Arbeitsgruppe getroffen wurde.

Eine Studie von Berul et al. zur Vulnerabilitat in homo- wie heterozygoten Mausen
mit einer ebenfalls im Mybpc3-Gen eingefihrten Mutation zeigte in der Norm
liegende EKG-Intervalle und Herzfrequenzvariabilitat (Berul et al., 2001).
Erregungsleitung und Refraktarzeit stellten sich ebenfalls normal dar, obwohl ein
eindeutiges histopathologisches Korrelat und eine ventrikulare Dysfunktion vorlagen.
Die Vulnerabilitat gegendber Arrhythmien war in den transgenen Tieren zu finden.
Trotz der genetischen Homogenitat zeigte dennoch nur ein Teil der Versuchstiere
ventrikulare Tachykardien. Der Autor erklart dies mit moglichen umweltbedingten
oder somatischen Einflussfaktoren. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Messung in
einem Alter von 30 bis 55 Wochen, was wieder zu der Frage zurtickfihrt, ob die

Messungen der vorliegenden Arbeit zu einem zu frihen Zeitpunkt stattfanden.
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Limitationen sind des Weiteren in der Auswertung des kardialen Stresstests und den
darin aufgetretenen Arrhythmien zu sehen. Bei der EKG-Auswertung handelt es sich
um ein technisch aufwéndiges Verfahren, bei dem sich die Definierung der
arrhythmischen Ereignisse und deren Anwendung als schwierig gestalten. Es kdnnen
keine Rickschlisse auf die Entstehung und Ursache der Herzrhythmusstérungen
gezogen werden, es handelt sich um eine rein oberflachliche Beschreibung des
EKGs. Des Weiteren gibt es wenige Publikationen mit einer objektiven Auswertung
arrhythmischer Ereignisse bei Mausen. Die Definition des ,Kammerflimmerns® beim
Menschen, die sich unter anderem durch eine stark erhOhte Kammerfrequenz
(>300/min) auszeichnet (Zipes et al., 2006), ist bei einer normalen Herzfrequenz der
Mause um circa 600 Schlage pro Minute nicht einfach zu Ubertragen. Es gibt bisher
keine Consensus Guidelines zur Objektivierbarkeit der Herzrhythmusstérungen im
Mausmodell. Die Auswertung bleibt also trotz grof3er Bemihungen der objektiven
Beurteilung (Vgl. Definitionen, Tab. 2 — Einteilung der Arrhythmien) zuletzt unter dem
subjektiven Eindruck der auswertenden Person. Aus diesem Grund wurde bei der

geringen Anzahl kritischer EKG-Auffalligkeiten eine Zweitmeinung eingeholt.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit wurden zwei Fragestellungen untersucht. Im ersten Teil wurden
Hinweise auf eine Genotypabhangigkeit in Herzfrequenzregulation, korperlicher
Aktivitat und im pharmakologischen Antwortverhalten und der Arrhythmieneigung der
Mause gezeigt. Ausgehend von diesen Erkenntnissen und Ergebnissen weiterer
Arbeiten zur Genotypabhangigkeit bleibt die Frage der Bedeutung des genetischen
Hintergrunds fir andere kardiovaskulare Parameter, wie zum Beispiel des
Blutdrucks, offen. Auch ist bisher nicht ausreichend geklart, ob gezeigte
Unterschiede in der Herzfrequenz einen Effekt auf das Uberleben haben und somit
eine funktionelle Relevanz besitzen. Fur die weitere Vertiefung der kardiovaskularen

Charakterisierung vielverwendeter Mauslinien ware zudem interessant, ob
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Herzfrequenz-Unterschiede konsistent Uber Geschlecht und Alter nachzuweisen

sind.

Bei Verwendung der von uns gewahlten Mause sowie dem gewéhlten Modell liel3en
sich keine genotypabhéangigen Effekte zeigen. Dies bedeutet nicht, dass es generell
keine Unterschiede in der Arrhythmieneigung zwischen verschiedenen Genotypen
gibt.

Dabei stellt sich zunachst einmal die Frage, ob es an der Wahl des Modells lag. Um
Unterschiede in der Arrhythmieneigung transgener Tiere zu sehen, waren Modelle
mit Erkrankungen, die auch im Tiermodell eindeutig mit Arrhythmien einhergehen, in
Betracht zu ziehen. So kdmen zum Beispiel Modelle zum Brugada-Syndrom, bei dem
SCNb5-defiziente Mause spontan und unter Flecainid vermehrt ventrikulare
Tachykardien aufzeigten (Martin et al., 2011), zur catecholaminergen polymorphen
ventrikularen Tachykardie (CPVT) oder zu lonenkanalerkrankungen in Frage. Auch
eine sekundare Arrhythmieneigung nach Ischamie kénnte als Modell herangezogen

werden.

Eine zweite Madoglichkeit wére, wie bereits unter Punkt 4.4 besprochen, eine
Verlagerung des Untersuchungszeitraums auf ein hoheres Alter der Tiere. Selbst ein
eventuell friheres Versterben hatte dann eine Aussagekraft, wenn diese auf eine

verstarkte Arrhythmieneigung der Kl-Tiere zuriickzufiihren ware.

Der Vergleich der Wildtypen in ihrer Suszeptibilitat gegentber Arrhythmien hat in
dieser Arbeit ein vermehrtes Auftreten arrhythmischer Ereignisse in der Linie der
Balb/C-Mause gezeigt. Damit wird jedoch zunadchst nur deutlich, dass es
genotypspezifische Unterschiede gibt. Welche Ursache dieser erhohten Neigung zu
Arrhythmien zugrunde liegt, ist damit immer noch unklar. Der Mechanismus, der

hinter dieser Erkenntnis steckt, wére in fortfihrenden Arbeiten zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die Herzfrequenz unterliegt in vivo einer stdndigen Beeinflussung durch das
autonome Nervensystem, welches eine circadiane Rhythmik zeigt und die
Herzleistung dem Bedarfszustand des Korpers anpasst. UnregelméaRigkeiten in der
Herzaktion sind unter anderem ein zentrales Merkmal in Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie (HCM). Die Mybpc3-KI-Mutation stellt im transgenen Mausmodell
ein gutes anatomisches wie strukturelles Korrelat zur HCM dar. In dieser Arbeit sollte
eine kardiovaskulare Charakterisierung haufig verwendeter Mausstamme in Bezug
auf ihre Herzfrequenzregulation, ihr Antwortverhalten auf (B-adrenerge Modulation
und die Induzierbarkeit von Arrhythmien, sowie die Prufung der Ubertragbarkeit auf

ein pathophysiologisches Modell zur HCM erfolgen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen diente ein Mausmodell mit gepaarten
Versuchen. Dafur wurden in FVB/N, BS, C57BL/6 und Balb/C mittels telemetrischer
EKG-Messung Herzfrequenz sowie korperliche Aktivitat aufgezeichnet. Metoprolol
wurde zur medikamentdsen Blockade, Isoprenalin zur Stimulation des B-adrenergen
Systems eingesetzt. Die basale aktivitditsnormierte Herzfrequenz der FVB/N-Tiere
lag Uber der der anderen Genotypen, die sich auf dem gleichen Niveau befanden.
Besonders korperlich aktiv waren die BS-Mause. Bei allen Tieren wurde die
Herzfrequenz sowohl am Tag als auch in der Nacht unter Metoprolol gesenkt.
Isoprenalin erhdhte die Arrhythmogenese in den vier Mausstammen, signifikant mehr
arrhythmische Ereignisse traten in der Balb/C-Linie auf. In den HCM-Tieren war eine
leichte Einschrdnkung der maximalen koérperlichen Aktivitéat zu verzeichnen, die sich

unter Metoprolol aufhob.

Wie aus anderen Studien zur Genotypabhéangigkeit des Verhaltens, der Motorik oder
im kardiovaskularen Bereich bekannt, finden sich auch im Vergleich des basalen
Sympathikotonus, gemessen an der aktivitatsnormierten  Herzfrequenz,
linienabhéangige Unterschiede. Ein Zusammenhang des Ansprechens auf [-
adrenerge Blockade mit der basalen Herzfrequenz ist jedoch nicht festzustellen.
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Funktionell zeigt sich keine Relation zwischen Anzahl der aufgetretenen Arrhythmien
unter Isoprenalin und der basalen Herzfrequenz. Es wird kein Zusammenhang
zwischen Arrhythmien und dem Grundtonus des Sympathikus erkennbar. Obwohl die
KI-Mutation im Mybpc3-Gen prinzipiell als HCM-Modell in Frage kommt, geht neben
dem Genotyp auch die Mutation nicht mit einer leichteren Induzierbarkeit von

Arrhythmien einher.

Genotypabhéngige Unterschiede der elektrophysiologischen kardialen
Grundeigenschaften sind vorhanden. Sie sind jedoch im Kontext anderer
nachgewiesener Genotypabhangigkeiten als gering einzuschatzen. Unterschiede in
genotypspezifischen Reaktionen auf Pathologien lassen sich nicht ausreichend

erklaren.
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6 Abklrzungsverzeichnis

A

A.U.

AC

ACC

ACh

AF

AUC
AV-Knoten
AWThd

BS
C57
Cavl.3

COMT

EF
EKG
EPM

FAS

FHC

GIRK

HCM
HCN-Kanal

Adrenalin

Activity units, relative Aktivitatseinheit

Adenylatcyclase

Arteria carotis communis

Acetylcholin

Atemfrequenz

Area under Curve, Flache unter der Kurve
Atrioventrikularknoten

Anterior wall thickness in diastole, Vorderwanddicke in
der Diastole

Black Swiss

C57/Black6

Calcium channel, voltage-dependent, L-type;
spannungsgesteuerter Calcium-Kanal, L-Typ

Catechol O-Methyltransferase

Diastole

Ejektionsfraktion

Elektrokardiogramm

Elevated Plus Maze, Modell zur Bestimmung von Angst
bei Nagern

Fractional area shortening, linksventrikulare
Verkilrzungsfraktion

Familiare hypertrophe Kardiomyopathie

G-protein gekoppelter inward rectifying K*-Kanal
Hypertrophe Kardiomyopathie
Hyperpolarization-cyclonucleotid-activated non-selective
channel, Hyperpolarisations-Cyclonukleotid-gesteuerter

nicht-selektiver lonenkanal
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LSG

LV
LVEDV
LVESV
LVIDd
LvMd
Meto
MYBPC
Mybpc3

NA
NacCl
NCX

p.o.
PBS

PKA
PWThd

R2

Herzfrequenz

Herzgewicht

intra peritoneal, in die Bauchhdhle

Ca?*-Strom

Implantierbarer Cardioverter-Defibrillator

“funny current”, ‘Schrittmacher-Strom’

K*-Strom

Isoproterenol = Isoprenalin

Korpergewicht

Knock-in

Knock-out

Left stellate ganglion, linkes Ganglion Stellatum
Linker Ventrikel

Linksventrikuléares enddiastolisches Volumen
Linksventrikulares endsystolisches Volumen
Linksventrikularer Innendurchmesser in der Diastole
Linksventrikulare Masse in der Diastole

Metoprolol

Kardiales Myosin-bindendes Protein C

Mutation im kardialen Myosin-bindenden Protein C in der
Maus

Noradrenalin

Natriumchlorid

Natrium-Calcium-Austauscher

per os, peroral, Verabreichung Uber den Mund
Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte
Salzlésung

Proteinkinase A

Posterior wall thickness in diastole, Hinterwanddicke in
der Diastole

R square, Korrelationskoeffizient
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RA - LF

rcf

s.C.
SEM
SV
TdP
TL
VES
VT
WT
aMHC

Right arm to left foot, Il. Ableitung nach Einthoven
Relative centrifugal force, relative
Zentrifugalbeschleunigung

Systole

subcutan, unter die Haut

Standard Error of the Mean, Standardfehler
Schlagvolumen

Torsade-de-Pointes- Tachykardie
Tibialange

Ventrikulare Extrasystole

Ventrikulare Tachykardie

Wildtyp

a-kardiale Myosin-Heavy-Chain
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