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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen von Erregungsleitungsstérungen, die zum pldtzlichen Herztod in Phytanséaure
akkumulierenden Sterol Carrier Protein 2- / Sterol Carrier Protein x-defizienten Mausen fihren

-Johannes Theodor Wiekowski-

Bei einem genetisch veranderten Mausmodell (Sterol Carrier Protein-2/ Sterol Carrier Protein-x-defiziente
Maus) wurde durch die Fltterung mit einer verzweigtkettigen gesattigten Fettsdure (Phytansdure) neben
der schon bekannten erhéhten Akkumulation dieser Fettsdure im Serum eine stark erhdhte Anreicherung
dieser Fettsdure in der Phosphatidylcholin-Schicht der Lipidmembranen des Myokards nachgewiesen. Die
Einlagerung der Phytansdure in die Membranlayer der Myokardzellen fuhrte zu letalen bradykarden
Rhythmusstérungen im Sinne von Reizleitungsstérungen, die sich im konventionellen Oberflachen-EKG
und der telemetrischen Datenerfassung (Langzeit-EKG) nachweisen lief3en.

Eine gestorte AV-Knoten-Funktion (Reizleitungsstorung) wurde durch die Untersuchungen am isolierten
Herzen ohne verandertes monophasisches Aktionspotential bestatigt.

Expressionsstudien aus Gesamt-RNS des Myokards Phytol gefutterter Mause fur verschiedene Connexine
zeigte eine reduzierte Expression von Connexin43, das sowohl in den Vorhdfen, als auch im Ventrikel-
myokard und den Purkinje-Fasern exprimiert wird.

Mit Hilfe immunzytometrischer Studien auf Kryoschnitten des Ventrikelmyokards der Phytol geflitterten
SCP2/SCPx-defizienten Mause konnte eine Veranderung der GroRRe, Anordnung (Muster) und Anzahl von
Connexin43 gezeigt werden. Es ist davon auszugehen, dass die Beeinflussung der Expression fiir Conne-
xin43 durch die Akkumulation der verzweigtkettigen Fettsaure (Phytansaure) in die Membranlayer der Myo-
kardzellen mit zu den interessanten Effekten fihren, die zu den pathogenetischen Mechanismen der beob-
achteten Reizleitungsstérungen beitragen und zum Ereignis des plétzlichen Herztodes flhren. Diese Un-

tersuchungen koénnten eine Erklarung fur die plétzlichen Todesfalle bei Refsumpatienten sein.

In friheren Ligandenbindungsstudien konnte gezeigt werden, dass Phytansdure mit hoher Affinitat an re-
kombinantes PPARa bindet und zu einer Regulation der Transkription durch das Kernhormon-
rezeptordimer RXRa/PPARa (Retinoid X Receptor alpha / Peroxisome Proliferator-Activated Receptor al-
pha) fuhrt. Dieses Kernhormonrezeptordimer beeinflusst sowohl kardiale Expressionsmuster als auch den
kardialen Energiestoffwechsel nachhaltig. Zur Klarung der pathogenetischen Rolle von PPARa sollen des-
halb Untersuchungen an SCP2/SCPx/PPARa-defizienten Mausen mit den in dieser Arbeit vorgestellten

Untersuchungsmethoden folgen.

Fur die tierexperimentellen Untersuchungen liegt eine Genehmigung der Bezirksregierung Miinster mit dem
Aktenzeichen 23.0835.1.0 vom 22.Juni 1999 vor.

Tag der mandlichen Prufung: 18. Juli 2003.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Sowohl arrhythmogene als auch antiarrhythmogene Effekte sind fur viele Fett-
sauren bekannt; der genaue atiologische Einfluss auf den plétzlichen Herztod
ist nur unzureichend untersucht. Insbesondere ist ein Zusammenhang zwischen
Fettsauren und dem Erregungsleitungssystem sowie dem Bradykardie beding-
ten plotzlichen Herztod bisher noch nicht bekannt.

1.1 Der pl6tzliche Herztod

Der plétzliche Herztod ist eine haufig auftretende und gefirchtete Erschei-
nungsform von verschiedenen Herzerkrankungen. Die Definition des plotzlichen
Herztodes ist ein unerwartetes Erliegen der kardiorespiratorischen Funktionen.
Symptome, die auf das Ereignis des plotzlichen Herztodes hinweisen kdnnten,
treten einige Minuten bis maximal 24 Stunden vorher auf (Kuller, Bharati [1] [2]).
Far den plotzlichen Herztod konnen die pathogenetischen Ursachen in vier gro-
Re Gruppen unterteilt werden, welche in Tabelle 1 zusammengestellt sind [3].

Tabelle 1: Die wesentlichen pathogenetischen Ursachen fiir den plétzlichen Herztod (mo-
difiziert nach Kishel & Virmani, 1987).

Herzsystem Pathogenetische Ursachen

Koronararterien Arteriosklerose, Spasmen, Thrombose,
angeborene Abnormalitaten, Trauma,

Dissektion, Hypoplasie

Myokard Kardiomyopathien, Entzindungen, In-

filtrate, Dysplasie

Herzklappen Mitralklappenprolaps, Aortenstenose,
Endokarditis
Leitungssystem Abnormalitaten im Sinusknoten, Atrio-

ventrikular-Knoten und His-Blndel, ak-

zessorische Leitungsbahnen
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Die schwere Arteriosklerose mit Beteiligung der Hauptkranzgefalle stellt die
haufigste pathogenetische Ursache flr den Herztod dar [3] [4]. Weitere Ursa-
chen kdénnen Myokarditien, hypertrophe Kardiomyopathien und Kolla-genosen
sein. Etwa 50-75% der Ursachen fur den plotzlichen Herztod werden fur das
Kammerflimmern beschrieben [5]. Fur einen Teil der plotzlichen Todesfalle
werden Veranderungen im Erregungsleitungssystem des Herzens ursachlich
verantwortlich gemacht [1], bei denen der Pathologe keine andere Todesursa-
che feststellen kann. Diese Ursache wird insbesondere bei jungen Patienten
diagnostiziert und nimmt mit 15 % der plotzlichen Todesfalle einen nicht ganz
unbedeutenden Platz der pathogenetischen Ursachen fir den plétzlichen
Herztod ein. Hier werden haufig Asystolie, Bradykardie und elektromechanische
Entkopplung als die direkte Ursache des plotzlichen Herztodes beschrieben [6].
Bisher sind aber die Grinde vieler dieser pathologisch auffalligen Abnormitaten
nicht bekannt. Allgemein ist davon auszugehen, dass viele dieser Dysfunktio-
nen des Herzens auf pathologische Veranderungen des Erregungsleitungssy-
stems zurlckzufuhren sind. Diese Veranderungen kdonnen, wie schon tierexpe-
rimentell belegt, durch den Einbau mehrfach ungesattigter Fettsduren in die
Phospholipidmembran der Kardiomyozyten auftreten [7]. Durch den Einbau der
mehrfach ungesattigten Fettsauren kann es durch Bindung an die Kanalprotei-
ne zu einer Modulation der lonenkanale kommen [8]. Die Regulation der lonen-
kanale durch Bindung von Fettsauren an die Kanalproteine konnte insbesonde-
re fir Prostaglandine (auch als Eicosanoid bezeichnet) und Q-n-3 Fettsauren
nachgewiesen werden [9]; [10]; [11]; [12]. Die im Fett von marinen Vertebraten
und anderen in der See lebenden Tieren vorkommenden mehrfach ungesattig-
ten n-3 Fettsauren, auch PUFAs (Polyunsaturated Fatty Acids) genannt, spielen
eine wichtige Rolle in der Verminderung von koronaren Herzerkrankungen.
Zwei dieser Fettsauren, die Eicosapenten- (C20:6n-3, EPA) und die Docosa-
hexansaure (C22:6n-3, DHA) sind Hauptbestandteile der von Eskimos aufge-
nommenen Fette. Epidemiologische Studien zeigten eine drastisch geringere
Sterblichkeit an kardiologischen Defekten in dieser Bevolkerung gegenuber Be-
volkerungsgruppen der westlichen Welt. Neben antiarteriosklerotischen Effek-
ten der n-3 Fettsdauren werden seit Mitte der neunziger Jahre hauptsachlich an-
tiarrhythmische Effekte der n-3 Fettsauren fur die verringerten kardiologischen
Defekte und den plotzlichen Herztod verantwortlich gemacht [13]. Koronare
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Herzerkrankungen mit Todesfolge sind die hauptsachlichen Grunde aller To-
desfélle in den westlichen Nationen, dabei handelt es sich bei 50-60% um
ploétzliche Todesfalle durch letale ventrikulare Arrhythmien. EPA und DHA
kommen kaum als Fette in der Nahrung der westlichen Bevolkerung vor. An-
stelle dieser Fettsauren werden tierische Fette (Landsauger) Sonnenblumen-
und Olivendl verzehrt, die zu keiner Pravention des plotzlichen Herztodes flih-
ren, sondern dieses Ereignis teilweise sogar noch verstarken [14] [15], [16].

Auswirkungen einer Exposition mit verzweigtkettigen Fettsauren auf das kar-
diale Leitungssystem und die zum pl6tzlichen Herztod fuhrenden Mechanismen
wurden bisher nicht untersucht. In der ,Paris Prospective Study“ wurden nicht-
verzweigtkettige Fettsauren als ein mdglicher Risikofaktor flr den plotzlichen
Herztod vorgestellt [17]. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass Pa-
tienten mit der Refsumschen Erkrankung eine verzweigtkettige gesattigte Fett-
saure (Phytansaure) akkumulieren und 10-20% dieser Patienten an einem

plotzlichen Tod versterben [18], [19].

1.2 Die Refsumsche Erkrankung

Erhohte Serumkonzentrationen an Phytansaure werden bei zahlreichen peroxi-
somalen Stoffwechselerkrankungen beobachtet [18]. Die fur die Thematik die-
ser Arbeit wichtigste Stoffwechselerkrankung ist die Refsumsche Krankheit
(Heredopathia atactica polyneuritiformis). Patienten mit dieser autosomal-
rezessiv vererbbaren Erkrankung akkumulieren Phytansaure in allen Organen
[20] bis zu einer Serumkonzentration von 1 mM gegenuber einem Normalwert
zwischen 10-20 uM [21]. Die Akkumulation von Phytansaure beruht bei Patien-
ten mit Refsumscher Krankheit auf der Mutation im Gen der Phytanoyl-CoA-
Hydroxylase, so dass Phytansaure bzw. Phytanoyl-CoA zwar zu dem Ort der
peroxisomalen a-Oxidation gelangen, aber der 1. Schritt der a-Oxidation durch
die defekte Phytanoyl-CoA-Hydroxylase blockiert ist [22], [23]. Im Verlauf der
Erkrankung manifestieren sich bei den Patienten mit Refsumscher Karnkheit
zahlreiche Defekte wie Neuropathien, Ataxien, Blindheit, Taubheit und unge-
klarte plotzliche Todesfalle (20% der Patienten) [18], [19], [21], [22]. Als ausl6-

sende Faktoren fur einen Schub werden neben fiebrigen Erkrankungen auch
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Operationen und Schwangerschaften diskutiert. Bleibt die Erkrankung unbe-
handelt, verstirbt etwa die Halfte der Patienten um das 30. Lebensjahr [18].

Neurologische Schadigungen treten wahrscheinlich bedingt durch die Ein-
lagerung der verzweigtkettigen Phytansaure in die hochgeordneten Strukturen
von Lipidmembranen [24] und dementsprechend auch in die Myelinzellen der
neurologischen Leitungsbahnen auf. Zur Blindheit bei Patienten mit dieser
Krankheit kann es daher kommen, da Phytansaure im Serum und den paren-
chymalen Geweben akkumuliert und als potenter Rezeptoraktivator mit den De-
rivaten ,all-trans-retinoic acid, 9-cis-retinoic-acid® der RXR-Rezeptor-
bindungsstelle flr das Vitamin A konkurriert. Diese Tatsache fuhrt zu den inte-
stinalen Symptomen einer Vitamin A Hypervitaminose und folgend durch Einla-
gerung von Vitamin A in die Retina zu Retinitis pigmentosa [25], [26]. Es wird
vereinzelt Uber kardial manifestierte Storungen der Erregungsausbreitung und -
ruckbildung und auch Uber eine schwere Herzinsuffizienz im Verlauf der Er-
krankung berichtet [19]. Es ist allerdings nicht bekannt, weshalb 20% der Pati-
enten plotzlich ohne erkennbaren Grund versterben [18],[2]. In diesem Zusam-
menhang konnen Storungen der atrioventrikularen und intraventrikularen Erre-

gungsleitung als Ursache fur diese plétzlichen Todesfalle diskutiert werden.

1.3 Phytanséureakkumulation und Abbau

Bei der Phytansaure (3, 7, 11, 15-Tetramethylhexadecansaure) handelt es sich
um eine verzweigtkettige gesattigte Fettsaure, die aufgrund der Methylgruppe
am Cs-Atom nicht direkt Uber die R-Oxidation abgebaut werden kann, sondern
vorher Uber die peroxisomale a-Oxidation in die um ein C-Atom verkurzte Pri-
stansaure Uberfuhrt werden muss [27]. Phytansaure entsteht durch die Oxidati-
on von Phytol. Dieses Isoprenoid-Alkohol wird bei der Esterhydrolyse der Chlo-
rophyll-Seitenkette gebildet [28]. Die Abspaltung des Phytolrestes vom Ring IV
des Chlorophylls geschieht ausschlieRlich mikrobiell im Pansen von Wieder-
kauern. Phytansaure gelangt also fast ausschliel3lich Gber Milch und Fleisch-
produkte, aber nicht Gber den Verzehr von pflanzlicher Nahrung in den Orga-
nismus [29], [30]. So enthdlt zum Beispiel Butter eine Phytansaure-
konzentration bis zu 0,1%, da Kuhe durch ihre Futteraufnahme grol3e Mengen
Chlorophyll inkorporieren [31]. Die Herkunft und der oxidative Abbau von

Phytansaure ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt. Da ein Anstieg von
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Phytansaure im Serum bei zahlreichen peroxisomalen Stoffwechselerkrank-
ungen beobachtet wird [18], ist davon auszugehen, dass die a-Oxidation von

Phytansaure Uberwiegend in den Peroxisomen stattfindet [32], [33].

Chiorophyll A

Mikrobielle Hydrolyse der Phytyl-
1 Seitenkette des Chlorophytls

im Pansen von Pflanzenfressern
Phytol | | | L ,CHOH

1 Oxidation von Phytol zu Phytensiure

(cytosolisch)
Phytenséure Mcoou

Reduktion von Phytenséure zu
l Phytanséure, Aufnahme durch
den Menschen
Phytanséure )\/\/L/\)Wk/coo*‘
Aktivierung von Phytanséure
l durch LCFA-CoA-Synthetase an
der &uBeren Peroxisomenmembran

Phytanoyl-CoA */\)\/\)\/\/k/ CO-5-CoA
o-Hydroxylierung durch die

1 Phytanoyl-CoA-Hydroxylase in den

Peroxisomen (1. Schritt der ¢-Oxidation)
o-Hydroxyphytanoyl-CoA /'\/\/k/\*/\/L(CO'S’c“

l OH Abspaltung von Formyl-CoA

(2. Schritt der o-Oxidation)
Pristanal )\/\*A)\/\*c HO

l Oxidation von Pristanal
zu Pristanséure
Pristanséure /k/\)V\)\NkcmH
l B-Oxidation von Pristanséure
(peroxisomal)

|

3 Propionyl-CoA + 3 Acetyl-CoA + Isobutyryl-CoA

Abbildung 1: Entstehung und peroxisomaler Abbau von Phytanséure.

1.4 Die SCP2/SCPx-defiziente Maus

Um die Hintergrinde der plotzlichen Todesfalle bei Patienten mit der Refsum-
schen Erkrankung aufzuklaren, wurden Sterol Carrier Protein-2/Sterol Carrier
Protein-x-defiziente Mause untersucht, die aufgrund ihres veranderten geneti-
schen Hintergrunds Phytansaure akkumulieren. Da Mause in der Laborhaltung

gewohnlich keine Milchprodukte zu sich nehmen und auch Fleischprodukte von
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Wiederkauern nicht auf der naturlichen Nahrungsliste von Mausen stehen, ent-
halt die gewdhnliche Mausnahrung nur wenig Phytansaure (<0,02%). Durch
eine mit Phytol angereicherte Nahrung wurde deshalb der Phanotyp der
SCP2/SCPx-defizienten Maus beeinflusst. Phytol wird dabei in Wildtyp- (+/+),

sowie in ,knockout‘-Mausen (-/-) quantitativ in Phytansaure umgewandelt [28].

Die SCP2/SCPx-defiziente-, eine sog. ,knockout‘-Maus (-/-) wurde mittels ho-
mologer Rekombination hergestellt [34]. In Bezug auf die phanotypische Cha-
rakterisierung der SCP2/SCPx-defizienten Maus gingen dieser Arbeit zahlreiche
Untersuchungen voraus. Die aufgrund der in-vitro-Transfereigenschaften von
SCP2 und SCPx fur Cholesterin ermittelten Daten konnten in dem SCP2/SCPx-
defizienten Mausmodell gegenuber Wildtyp-Mausen (+/+) nicht bestatigt werden
[34]. Auch eine aufgrund der in-vitro-Daten zu erwartende Stérung bei der
Synthese und dem Transport von Steroidhormonen liel3 sich insofern nicht be-
statigen, da die SCP2/SCPx-defizienten Mause lebensfahig sind und genauso
wie die Wildtyp-Mause ihre Fortpflanzungsfahigkeit in einem Alter von 6-8 Wo-
chen erreichen. Untersuchungen zur Glucosekonzentration zeigten eine leichte
Hypoglykamie [35] und in Ubereinstimmung mit den in-vitro-Daten konnte zwar
eine veranderte Zusammensetzung der Galle mit ungewohnlichen Gallensauren
[36] nach-gewiesen werden, ohne das die Konzentration an Gallensauren je-
doch stark erniedrigt ist. Weiterhin wurde eine starke Peroxisomenproliferation
in der Leber beobachtet [37], [28].

Ein fur diese Arbeit interessanter katabolischer Effekt der SCP2/SCPx-
defizienten Mause ist die Akkumulation von Phytansaure (3, 7, 11, 15-
Tetramethylhexacecansaure) bis zu einer 3-fach erhdohten Konzentration im
Serum gegenuber Wildtyp-Mausen [28]. Der Anstieg der Phytansaure-
konzentration ist durch die Entdeckung zu erklaren, dass das Sterol-Carrier-
Protein-2 (SCP2) Phytansaure und insbesondere Phytanoyl-CoA mit hoher Affi-
nitat bindet [38], [39] und bedingt durch den Verlust des SCP2’s kommt es zu
einer fehlenden peroxisomalen Bindung von Phytansaure, was wiederum einen
verminderten Abbau von Phytansaure durch die a-Oxidation bedingt [28].

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse beziehen sich hauptsachlich auf
die durch die Akkumulation von Phytansdure provozierten elektrophysio-
logischen Veranderungen im Herzen der Maus, die mittels elektrokardio-

graphischer Aufzeichnung registriert wurden.
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1.5 Elektrophysiologie des Herzens
Ursprung und Ausbreitung der Erregung

Die Herzerregung beginnt im Sinusknoten, durchlauft die Vorhofe und breitet
sich anschlieBend Uber das ventrikulare Erregungsleitungssystem auf die
Kammermuskulatur aus.

Die Funktionselemente des Herzens sind die Herzmuskelfasern, so bezeichnet
man eine Kette von hintereinander geschalteten Myokardzellen, die von einer
gemeinsamen sarkolemmalen Huille umgeben sind. Im Myokard sind zwei
Grundtypen von Herzmuskelfasern zu unterscheiden. Den einen Typ bilden die
Fasern des Arbeitsmyokards der Vorhofe und der Ventrikel. Diese leisten die
Pumparbeit des Herzens und bilden anteilig die Hauptmasse des Herzens. Ne-
ben den Fasern des Arbeitsmyokards existieren Fasern des spezifischen Erre-
gungsbildungs- und Leitungssystems, die besondere Aufgaben im Dienste der
Erregung erfullen. Man findet diesen Typ der Herzmuskelfasern in verschiede-
nen Strukturen des Herzens, wie dem Sinusknoten (SA-Knoten), dem Atrioven-
trikularknoten (AV-Knoten), dem His-Blndel, dem rechten und linken Schenkel
und den Purkinje-Fasern.

Als erregbare Strukturen besitzen die Herzmuskelfasern ein Ruhepotential,
reagieren auf Uberschwellige Reizung mit einer Erregung in Gestalt eines Akti-
onspotentials und sind in der Lage, Aktionspotentiale ohne Abschwachung fort-
zuleiten.

Dabei ist das Herz in der Lage, Erregungen autorhythmisch auszulésen. Diese
Eigenschaft bezeichnet man als Autorhythmie. Die Fahigkeit zur spontanen
rhythmischen Auslosung von Erregungen ist im Wesentlichen auf die Fasern
des spezifischen Erregungsbildungs- und Leitungssystems beschrankt.

Die Erregungsausbreitung geht normalerweise vom Sinusknoten aus, von dort
breitet sich die Erregung Uber die Arbeitsmuskulatur der Vorhofe aus. Bei der
Passage in die Ventrikel erfolgt zunachst eine Verzogerung der Erregungs-
ausbreitung am AV-Knoten, wird dann aber schnell Uber das anschlieRende
His-Blndel, die Blindelschenkel und deren Endlaufverzweigungen, den Purkin-
je-Fasern, weitergeleitet, so dass verschiedene Regionen der Herzkammern
gleichzeitig, bzw. rasch nacheinander von der Erregung erfasst werden.
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Bei einem sinu-atrikularen Block (SA-Block) wird die Erregung nicht auf die
Vorhofe weitergeleitet und der AV-Knoten Ubernimmt ersatzweise als sekunda-
res Erregungsbildungszentrum die Schrittmacherfunktion. Im Falle einer kom-
pletten Unterbrechung der Reizliberleitung von den Vorhofen auf die Herzkam-
mern (AV-Block) kann immer noch ein tertiares Zentrum im ventrikularen Erre-
gungsleitungssystems als Schrittmacher der Kammerautonomie einspringen.
Bei einem totalen AV-Block IlI° schlagen dabei die Vorhdfe und die Kammern
unabhangig voneinander — die Vorhofe mit der Frequenz des Sinusknotens, die
Kammern mit der niedrigeren Eigenfrequenz eines tertiaren Autonomiezen-
trums —.

Ein AV-Block II° liegt vor, wenn die Leitungsblockierung alternierend erfolgt, so
dass z.B. nur jede zweite oder dritte Vorhoferregung auf die Kammern Uberge-
leitet wird. Gelegentlich findet man, dass das PQ-Intervall von Schlag zu Schlag
langer wird, bis schlieBlich ein Kammerkomplex ausfallt. Tritt dieses Ereignis
periodisch auf, spricht man von einer Wenckebach-Periode.

Von einem AV-Block I° spricht man bei einer Verlangerung des PQ-Intervalls
uber einen gewissen Wert (bei Menschen > 200 ms).
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1.6 Elektrophysiologie der Myokardzelle

FUr die Erregungsausbreitung im Herzen ist ein Aktionspotential der Herzmus-
kelzellen mit ausgepragter Plateauphase charakteristisch. Dieses Aktionspo-
tential entsteht vor allem durch Veranderungen der Na*-, K*- und Ca?*- Leitfa-
higkeit. Im Gegensatz zu den Aktionspotentialen am Nerv von etwa 1 ms oder
am Muskel etwa 10 ms betragt die Dauer des Aktionspotentials am Herzmuskel
mehr als 200 ms.

Das Aktionspotential beginnt mit einer sehr schnellen positiven Potentialande-
rung und wird nur dann ausgelést, wenn die Membran zuvor im Gleichge-
wichtspotential der K*-lonen (Ruhepotential) lag. Aufgrund der iberschwelligen
Depolarisation kommt es zu einem erhéhten Einstrom von Na*-lonen aus dem
Extrazellularraum in das Zellinnere und einer Depolarisation der Membran. In
Folge der Depolarisation kommt es auch zu einer erhdhten K*-Leitfahigkeit, und
die Membran repolarisiert durch den K*-Ausstrom.

Basis der Erregung ist also eine Erh6hung der Leitfahigkeit der Membran far
Na*-lonen, welche durch die Depolarisation zur Schwelle ausgel6st wird. Mafk-
geblich fir die Repolarisation ist die K*-Leitfahigkeit der Membran. Diese kann
durch Gabe von Pharmaka erniedrigt werden, was eine Verlangsamung des
Aktionspotentials zur Folge hat. Zur Wiederherstellung der lonen-
konzentrationen im Extrazellularraum und dem Zellinneren dienen lonen-
pumpen und Transportmechanismen.

Die Potentialabhangigkeit der Membranstrome wird in charakteristischer Weise
durch Konzentrationsanderungen von extrazellularen Ca®*-lonen verschoben.
Durch Erhohung der Ca?**-lonen im Extrazellularraum wird das Ruhepotential
stabilisiert, so dass nun eine héhere Konzentration von Na*-lonen im Zellinne-
ren notwendig wird, um die Membran zu depolarisieren. Physikalische Grundla-
ge der Ca?**-lonen ist ihre Reaktionsfahigkeit mit den fixierten Ladungen der
Plasmamembranoberflache, die Teile der Pospholipide und Glykolipide sind.
Diese bilden eine lonenladungswolke um die Zellmembran, in der groRenord-
nungsmanig die Halfte des Membranpotentials abfallt.

Damit die Erregung zwischen den Zellen weitergeleitet werden kann, sind diese
uber Zellkopplungen (,gap-junctions®) miteinander verbunden. Durch die ,gap-

junctions” werden die aneinander liegenden Zellen zu einem funktionellen Zell-
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verband gekoppelt. In diesen Zellverbanden lauft die Erregung von Zelle zu
Zelle, ohne dass an den Zellgrenzen eine Verzégerung oder eine Verkleinerung

des Aktionspotentials sichtbar ware.

1.7 Connexine

Kardiomyozyten sind elektrisch durch ,gap-junctions® miteinander gekoppelt,
dabei bilden ,gap-junctions® einen Bestandteil der transmembranen Kanale, so
dass die benachbarten Zellen miteinander kommunizieren kénnen. Diese
transmembranen Kanale sind in allen vielzelligen Systemen zu finden. Sie die-
nen als Briicke fir die direkte Zell-zu-Zell-Ubertragung von lonen und kleineren
Molekulen und haben somit eine wichtige Schlusselfunktion sowohl fur Ge-
websdifferenzierung und -entwicklung, wie auch fur den Erhalt des Zellverban-
des [40], [41], [42]. In erregbaren Geweben, wie Muskel- oder Herzgewebe
bieten ,gap-junctions” Kopplungsmoglichkeiten mit geringem elektrischen Wi-
derstand zwischen den Zellen. Zwischen den Kardiomyocyten vermitteln diese
Kanale eine geordnete Ausbreitung des Erregungspotentials, welches die Kon-
traktion der Herzkammern bestimmit.

Einen Bestandteil von ,gap-junction“-Kanalen zwischen den Myokardzellen bil-
den sogenannte Connexine. Diese Proteine sind hochgradig konserviert mit
grolRer Homologie zwischen verschiedenen Spezies [40], [42]. Insgesamt sind
13 verschiedene Connexine fur Sauger identifiziert worden. Die folgende Abbil-
dung (Abbildung 2) zeigt die Eingliederung der Connexine in die Phospolipid-
Bilayer (Membranen) von Zellen und deren Ausbildung zu ,gap-junction®-
Kanalen, welche zur Verbindung der Zellen fuhren.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von ,gap-junction“-Strukturen. Die Abbildung
zeigt mehrere Kandle, die zwei Zellen miteinander verbinden, mit dem Querschnitt durch zwei
Connexine. Es ist zu erkennen, dass sich die Connexine aus mehreren Connexinproteinen bil-
den, die die Kanalpore bilden. Zwei Halften (Connexone) aus benachbarten Zellen bilden das
Connexin.

Elektrophysiologische Untersuchungen uber transfizierte Zellen mit Connexinen
zeigten, dass die durch verschiedene Connexine gebildeten ,gap-junctions” un-
verwechselbar in ihrem Verhalten bezlglich der Leitfahigkeit und in ihren mole-
kularen Eigenschaften, wie ihrer Permeabilitat zu unterscheiden sind [43], [44].
In den meisten Geweben, so auch im Herzen, werden mehrere Klassen von
Connexinen exprimiert. Dadurch ist eine funktionelle Unterteilung von ,gap-
junctions® in speziellen Regionen des Organs oder des Zellverbandes gegeben.
Die folgende Abbildung 3 stellt schematisch die unterschiedliche Expression
von Connexin40 (Cx40), Connexind3 (Cx43) und Connexin45 (Cx45) in den

verschiedenen Regionen eines Saugerherzens dar.



Einleitung 12

Cx40 Cx43 Cx45

SAK -
Atrium L |
L

AVK m .__.-_'-\.%. m
|

I
AVB [ |

BV e "
r b
i

.x
)/

F

I:I Expression E Keine Expression

Abbildung 3:Schematische Darstellung der Expression von Connexinen (Cx40, Cx43,
Cx45) im Herzen von Saugern nach A.A.B. van Veen et al. / Cardivascular Research 2001.
SAK = sinu-atrialer Knoten; AVK = atrio-ventrikularer Knoten; AVB = atrioventrikulares Bundel
(HIS-Bindel); BV = rechte und linke Abzweigung des atrioventrikularen Blindels; PF = Purkinje
Fasern.

Ventrikel I;, .

PF

Diese speziellen Anpassungen der Kommunikation der Zellen untereinander ist
besonders bei der Entwicklung des Organs aus einem Zellverband und bei ad-
aptiven physiologischen Prozessen notwendig. Hauptbestandteil der Connexine
im Herzen von Saugern ist das Connexin43. Es findet sich neben Connexin45
in groRen Mengen im Ventrikel und im Vorhof des Herzens. Zusatzlich findet
man aber in speziellen Regionen des Erregungsleitungssystems und der Vor-
hofe Connexin40, das sich von den elektrophysiologischen Eigenschaften ge-
genuber Connexin43 unterscheidet. Die halbmaximale Erregung fur Conne-
xin40 liegt bei +/- 50 mV [45], [46], die fur Connexin43 bei +/- 60 mV [47], [48],
[49], [50]. Zudem ist Connexin40 selektiv flir Kationen [51], [52]. Diese lonen-
selektivitat ist fur Connexin43 nicht bekannt [53].

Neben Arrhythmien und bei Herzinfarkt ist bei vielen Erkrankungen des Her-
zens bekannt, das diese Erregungsleitungsstorungen des Herzens mit einer
Veranderung der Expression der Connexine korrelieren.

Da die 6-Kanal-Oberflachen-EKG-Registrierungen bei SCP2/SCPX-defizienten
Mausen unter phytolreicher Diat zeigen konnten, dass es im Zuge dieser Diat
zu pathologisch auffalligen Veranderungen bezuglich des Erregungsleitungs-
systems kommt, ist davon auszugehen, dass die Zell-zu-Zell Kommunikation

gestort ist, was mit funktionellen Veranderungen der Connexine oder ihrer An-
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zahl zusammenhangen kann. In Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich
verschiedene Fettsauren und Substanzen negativ auf die Zell-Zell-Verbindung

ausuben kénnen, indem es zum Verschluss von ,gap-junctions” kommt [54].

1.8 Das Elektrokardiogramm

Immer mehr Bedeutung bekommt die elektrophysiologische Charakterisierung
bei Kleintieren. Dabei werden, wie auch schon dieser Arbeit vorausgegangen,
Oberflachen-Elektrokardiogramme zum Beispiel von Mausen abgeleitet, echo-
kardiologische Aufzeichnungen gemacht, oder Untersuchungen an isolierten

Herzen durchgefuhrt.

Als Folge der Erregung des Arbeitsmyokards entstehen Potentialschwankungen
im Herzen, die sich Uber die Extrazellularflissigkeit bis an die Kérperoberflache
ausbreiten. Die Veranderung der Potentialdifferenzen (=Spannungen) spiegeln
die zeitlichen Veranderungen von GroRRe und Richtung dieser Strome wider,
welche zwischen verschiedenen Stellen der Korperoberflache mit extra-
zellularen Elektroden abgegriffen und gemessen werden kdnnen. Potential-
schwankungen im Bereich von 1 mV werden so von der EKG-Registrierung er-
fasst. Das Elektrokardiogramm stellt die Aufzeichnung solcher Potential-
differenzen zwischen definierten Messpunkten in Abhangigkeit von der Zeit dar
und ist Ausdruck der Herzerregung und Ruckbildung. Aussagen Uber die Herz-
mechanik sind mit dieser Methode nur indirekt zu machen. Durch den Ausdruck
elektrischer Vektoren definierter GroRRe (Potentialdifferenz) und Richtung (minus
nach plus) lasst sich so aus den zahlreichen Potential-unterschieden der Myo-
kardzelle zu jedem Zeitpunkt der Herzaktion ein hieraus resultierender Summa-
tions- oder Integralvektor rekonstruieren, der die Hauptrichtung der Ausbreitung
oder der Ruckbildung der Erregung beschreibt. Nach der allgemeinen Termi-
nologie der Extremitatenableitung nach Einthoven zwischen dem rechten Arm
und dem linken Bein zeigt das normale Mause-EKG einen Kurvenverlauf ent-
sprechend der Abbildung 4. Entgegen dem menschlichen EKG findet sich bei
der Ableitung des Maus-EKG's keine Q-Zacke. Diese ist definiert als negativer

Ausschlag, der der R-Zacke vorausgeht und leitet den Kammerkomplex ein. Im
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weiteren Verlauf dieser Arbeit wird das Intervall fiir die Uberleitung der Vorho-
ferrequng auf die Ventrikel in Analogie zu dem beim menschlichen EKG ver-
wendeten Begriff als PR(q) bezeichnet.

Es finden sich somit Ausschlage in positiver und negativer Ausrichtung, die mit
P bis T bezeichnet sind. Dabei ist die P-Welle Ausdruck der Erregungsaus-
breitung in den Vorhdfen. Die Erregung der Herzvorhdfe geht vom primaren
Erregungsbildungszentrum, dem Sinusknoten, aus und wird Uber internodale
Faserbundel weitergefuhrt. Im EKG wird diese Erregungsausbreitung durch die
P-Wellen-Dauer dargestellt.

Die Kopplung zwischen der Erregungsausbreitung der Vorhofe, Gbergehend in
die Ventrikel, wird Uber das sekundare Erregungsbildungszentrum, dem Atrio-
ventrikularknoten (AV-Knoten), hergestellt. Er liegt im rechten Vorhof im Bereich
des Vorhofseptums und mindet in das His-Blindel im interventrikularen Sep-
tum. Um die Erregung an die Ventrikel weiterleiten zu kénnen, muss eine ge-
wisse Erregungsschwelle Uberschritten werden, bis der AV-Knoten ,uberflief3t*
und die Erregungsweiterleitung Uber das His-Blndel und den rechten und lin-

ken Tawara-Schenkel in die Ventrikel fuhrt.

:O_m; ‘_Gigs 100 ms
R _
1TmVv
P T
R S L

Abbildung 4: Maus-EKG-Registrierung nach Einthoven. Die angegebenen Zeiten geben die
maximale Dauer am normalen Herzen einer Wildtyp-Maus C57BI/6 bei einer Ruhefrequenz von
450/min an. Erregungsausbreitung (Depolarisationsphase) : P-Welle = Ausbreitung der Erre-
gung Uber die Vorhéfe , RqRS = Kammerkomplex: Rq) = Beginn der Erregungsausbreitung
Uber die Ventrikel, R = Haupterregungsausbreitung Uber die Ventrikel, S = Ende der Erre-
gungsausbreitung an der Basis der Ventrikel. Erregungsriickbildung (Repolarisationsphase) des
Myokards: T = Erregungsrickbildung im Ventrikelmyokard.
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Der Atrioventrikularknoten ist somit der wichtigste Faktor fur die Geschwindig-

keit der Uberleitung der Erregung von den Vorhéfen zu den Herzkammern.

Kommt es zur Erregung der Herzkammern, entspricht dieses Ereignis dem
QRS-Komplex des EKG’s. Vereinbarungsgemald werden innerhalb des QRS-
Komplexes positive Ausschlage immer mit R bezeichnet, negative Ausschlage
mit Q, wenn sie der R-Zacke vorausgehen; mit S, wenn sie der R-Zacke nach-
folgen. Die R-Zacke gilt hierbei als elektrische Herzachse, die haufig mit der
anatomischen Herzachse Ubereinstimmt und damit Aussagen Uber den Lagetyp
des Herzens erlaubt. Da, wie schon beschrieben, kein negativer Ausschlag im
Maus-EKG der R-Zacke vorausgeht, wird der Kammerkomplex in dieser Arbeit
mit RqRS bezeichnet und entspricht dem QRS-Komplex beim menschlichen
EKG.

Das ST-Segment signalisiert die anhaltende Erregung des gesamten Ventri-
kelmyokards und geht in die T-Welle Uber, die Ausdruck fur die Erregungsruck-
bildung im ventrikularen Arbeitsmyokards ist. Beim Maus-EKG geht hingegen
die T-Welle gewohnlich direkt aus dem RqRS-Komplex ohne ST-Strecke her-
VOr.

Das EKG spiegelt somit Depolarisations- und Repolarisations-Vorgange des
Myokards in Form von Vektoren wider, die in ihrer Addition den oben beschrie-
benen Kurvenverlauf in Abhangigkeit von der Spannung [mV] zur Zeit [ms] er-

geben.

1.9 Das Oberflachen-Elektrokardiogramm

Bei Oberflachenelektrokardiographischen Untersuchungen konnten bei einigen
der SCP2/SCPx-defizienten Mause schon am zwolften Tag einer Phytoldiat ho-
hergradige AV-Knoten-Blockierungen bei bradykardem Sinusrhythmus mit
massiver Erregungsruckbildungsstérung festgestellt werden.

Da viele dieser Mause kurz nach dem Auftreten dieser Beobachtungen unter
Beibehaltung von massiven EKG-Veranderungen verstarben, erhartete das die
Arbeitshypothese, dass die Akkumulation von Phytansaure Einfluss auf die Er-

regungsleitung und Erregungsrickbildung des Herzens hat, und die vorzeitigen
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Todesfalle bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen, durch einen rhythmusbe-
dingten plétzlichen Herztod zu erklaren sind.

Die Aussagekraft dieser Untersuchungen muss dabei allerdings eingeschrankt
werden, da fur die Ableitung eine Narkotisierung der Tiere notwendig war. Die
Folge der Anasthesie bewirkt dabei eine Verlangsamung der Herzfrequenz, was
eine indirekte Beeinflussung elektrokardiophysiologischer und elektrokardio-
graphischer Parameter zur Folge hat.

Durch die Moglichkeit der telemetrischen Erfassung des Elektrokardiogramms
bei Kleintieren ist es deshalb erstmals moglich, Aufzeichnungen am frei-

laufenden Tier unter physiologischen Bedingungen zu machen.

1.10 Die telemetrische Datenerfassung bei Kleintieren

Durch Implantation eines Senders (Transmitter) in den Peritoneal-Raum des
Tieres und der subkutanen Verkabelung des Tieres (siehe Abbildung 10 im Er-
gebnisteil, Rontgenbild) ist es moglich, Korperfunktionen tUber einen Receiver
aufzunehmen und diese Uber eine Matrix in digitale Daten zu wandeln, um sie
dann an einen Computer weiterzuleiten. Die so erfassten Daten kdnnen dann
mittels spezieller Software registriert und analysiert werden. Je nach der Art des
implantierten Transmitters, ist es moglich die Aktivitat, die Korpertemperatur,
den Blutdruck oder das Elektrokardiogramm des Tieres zu erfassen. Die Erfas-
sung der Daten kann so unter Ausschluss von Stress flur die Tiere wie z.B. der
Anasthesie erfolgen. Durch die Bewegungsfreiheit der Tiere ist es weiterhin
moglich Versuchsbedingungen durchzufuhren, die korperliche Belastungen,
Belastungen durch Umweltfaktoren (Temperatur, Luftveranderung etc.) oder

den zirkadianen Rhythmus der Tiere vorsehen.
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. a Maus mit implantierten Transmitter

Netzstrom

Abbildung 5: Schematische Darstellung der telemetrischen Datenerfassung, Receiver
= Empfanger der telemetrischen Daten, die von dem Transmitter aufgenommen werden; Ma-
trix = wandelt die analogen Daten des Empfangers in digitale Daten um und leitet diese an
einen Computer. Die vier Kabelverbindungen zwischen Receiver und Matrix stellen vier Ka-
nale zur Aufzeichnung verschiedener Korperfunktionen dar.

1.11 Ziel dieser Studie

Die mittels Telemetrie bei den Mausen aufgezeichneten Elektrokardiogramme
sollen Aufschlusse daruber geben, welche kardiologischen Auswirkungen eine
Akkumulation der verzweigtkettigen gesattigten Fettsaure (Phytansaure) hat.
Eventuell kann Uber diese Fragestellung die Ursache fur die plotzlichen Todes-
falle bei Refsum Patienten erklart werden. Daruber hinaus sollen Expressions-
studien fur verschiedene Connexine und deren Immunzyto-chemische Darstel-
lung Aufschluss Uber die ursachlichen Veranderungen des Erregungsleitungs-
systems des Herzens durch die akkumulierte Phytansaure bringen.
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2. Material und Methoden

2.1 Diatetische Studien

SCP2/SCPx-defiziente Mause und Wildtyp-Mause mit dem genetischen Hinter-
grund C57BI/6 wurden mit einer Standarddiat (Altromin, Hannover, Deutsch-
land) geflttert. Bestandteile dieser Diat waren 0,8 mg/g verschiedener Sterole,
hauptsachlich Cholesterin und [3-Sitosterol, 0,075 mg/g Phytol und 0,2 mg/g
Phytansaure. Zusatzlich zu den schon vorhandenen Bestandteilen wurde dem
Futter ein Anteil von 5 mg/g Phytol (Aldrich) hinzugesetzt.

Fir die Futterungsstudien wurden die Mause in Einzelkafigen gehalten und die
Futteraufnahme, das Korpergewicht, die Kdorpertemperatur und die Elektro-

kardiogramme taglich aufgezeichnet.

2.2 Abbildungen und Statistische Auswertung

Die Abbildungen wurden mit Origin 5.0 fir Windows angefertigt. Die zugrunde-
liegende Statistik erfolgte mit SPSS 10.0 fur Windows. Alle Werte sind als Mit-
telwert + Standardabweichung angegeben. Ein Wert von p< 0,05 wurde als sta-
tistisch signifikant definiert. Die statistische Auswertung erfolgte nach den Pa-

rametern des T-Tests und dem Mann Whitney-U-Test.

2.3 Oberflachen-EKG und telemetrische Langzeit-EKG Studien bei Mausen

Fir die Erfassung der EKG Daten dienten sowohl Wildtyp-Mause als auch
SCP2/SCPx-defiziente Mause, beide mit dem genetischen Hintergrund

C57BI/6, welche unter einer Standard Labor-Diat aufgezogen wurden.

2.4 Oberflachen- EKG

FUr die Abnahme des Elektrokardiogramms mussten die Mause ruhiggestellt
werden. Dazu wurden die Mause gewogen und mit einer intraperitonelan Gabe
von in NaCl-Lésung gelosten Ketamin in einer Dosis von 50 mg/kg Korperge-
wicht (Ketanest PARKE-DAVIS & Company, Munchen, Germany) und Xylazin
in einer Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht (Xylazinhydrochlorid, SANOFI-
CEVA GmbH, Dusseldorf, Germany) anasthesiert. Um Stress und Unterkihlung
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zu vermeiden und die negative Wirkung einer zu gro3en Adrenalinausschuttung
auf die Mause zu minimieren, wurden diese in der Einschlafphase der Anasthe-
sie auf eine 41°C vorgewarmte Platte gesetzt und durch das Uberstiilpen einer
Abdeckung beruhigt. Durch Abtasten der Hinterlaufe mit einer Pinzette wurde
uberpruft, ob sich die Maus in Narkose befindet. Danach erfolgte die Fixierung
der Maus, auf dem Ricken liegend, auf die Warmeplatte. Dabei wurde darauf
geachtet, dass sich alle untersuchten Mause in der gleichen Lage auf der War-
meplatte befanden, um gleiche Herzlagetypen miteinander vergleichen zu kon-
nen.

Die Abnahme des Elektrokardiogramms erfolgte Gber die Extremitaten mittels
Krokodilklemmen, bei kleineren Tieren unter 25 g Kdrpergewicht mittels Draht-
schlaufen. Daflr wurde der rechte Vorderlauf und der linke Vorderlauf sowie
der linke Hinterlauf der Maus in der Reihenfolge fur die zweite Ableitung (rot,
gelb, griin), sowie der Schwanz der Maus fur die Erdung, zur Verminderung des
Hintergrundrauschens verbunden. Fir einen optimalen Kontakt zur Hautober-
flache der Extremitaten wurden die Krokodilklemmen bzw. Drahtschlaufen mit
einer Elektrodencreme (Marquette Hellige GmbH, Deutschland) beschichtet und
mit dem Flachstecker eines mobilen EKG-Gerates der Firma Siemens (Mega-
card EKG-Gerat) verbunden. Ein sechs-Kanal-Elektrokardiogramm mit 20
mm/mV Verstarkung und 100 mm/s Vorschub konnte so aufgezeichnet werden.
Die auf einem TFT-Bildschirm dargestellten Elektrokardiogramme wurden fur
die Auswertung Uber einen integrierten Drucker auf Millimeter-Papier ausge-
druckt. Die im Ergebnisteil dargestellten Daten wurden mittels manueller Aus-

messung der Datenpunkte erhoben.

2.5 Telemetrische Erfassung des Elektrokardiogramms bei Mausen

Zur telemetrischen Datenerfassung bei Tieren ist es notwendig, diese mit einem
Sender (Transmitter) auszustatten, welcher die empfangenen Korpersignale

kabellos an einen Empfanger (Receiver) sendet.
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2.5.1 Transmitter-Implantation

2.5.1.1 Praoperative Mallnahmen und Anasthesie

Vor der Operation wurden die Mause gewogen und mit einer intraperitonealen
Gabe von in NaCl-Lésung geldsten Ketamin in einer Dosis von 50 mg/kg Kor-
pergewicht (Ketanest PARKE-DAVIS & Company, Munchen, Germany) und
Xylazin in einer Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht (Xylazinhydrochlorid, SA-
NOFI-CEVA GmbH, Dusseldorf, Germany) anasthesiert. Um den Stress fur die
Mause bis zum Wirkungseintritt der Narkose so gering wie moglich zu halten,
wurden die Mause nach der intraperitonealen Injektion des Anasthetikums auf
eine 41°C warme Warmeplatte gesetzt und eine Haube Ubergestulpt. Nach er-
folgreicher Narkotisierung erfolgte die Entfernung des Fells der Bauchdecke,
der rechten Achsel und der linken Hulfte mittels eines Rasierers. Um diese
Stellen fur den chirurgischen Eingriff weiter vorzubereiten, wurden die nach der
Rasur ubriggebliebenen Haare mit einer Haarentfernungscreme (pilca med
creme, ASID BONZ, Boblingen) entfernt. Das so vorbereitete Tier konnte nun
auf einen vorgeheizten Operationstisch (41°C) mit steriler OP-Unterlage (klini-
drape®, Mdlnlycke) mittels eines Tape-Bands, auf dem Riicken liegend, an den
vier Extremitaten fixiert werden. Die Stellen des chirurgischen Eingriffs wurden
mit Jodl6ésung desinfiziert.

Zur Kontrolle der Narkose und der Stabilitdt der Mause diente die Aufzeichnung

gemal der Oberflachen-EKG-Registrierung.

2.5.1.2 Operation

Mit einem 1,5 bis 2 cm langen Einschnitt in die Oberhaut der Bauchdecke wur-
de die Maus vorsichtig von cranial nach caudal ge6ffnet, um so die Unterhaut
mit der Linea alba freizulegen. Um Blutungen wahrend der Operationen zu
vermeiden, ist es notwendig, eine Inzision in die Bauchhohle langs der Linea
alba vorzunehmen. Damit die im Bereich des Eintritts in die Bauchhdhle befind-
lichen Organe nicht verletzt wurden, erfolgte der Schnitt entlang der Linea alba
mit einer Loffelschere, wobei der Loffel der Schere unter der Haut entlangge-
fuhrt wurde. Um den Transmitter (TA10ETA-F20, DSI, St. Paul, MN, USA) in
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die so geoffnete Bauchhohle einzufuhren, wurde der Schnitt mit Haken ge-
spreizt. Nach Platzierung des Transmitters, mit den Kabelenden zum Kopf der
Maus, erfolgte dessen vorlaufige Fixierung mit einer Pinzette und anschlie3end
die Verankerung des Transmitters an der Unterhaut der Bauchdecke mit einem
nicht resorbierbaren Polypropylen-Faden (ETHICON, Prolene 4/0, John-
son&Johnson Intl.). Vor der SchlieBung des Schnittes der Unterhaut wurden die
beiden Kabel so gelegt, dass sie aus der Bauchhdhle treten, um subcutan an
die rechte Schulter und die linke Hufte verlegt werden zu kdnnen. Dazu erfolgte
eine kleine Inzision rechts seitlich oberhalb des Transmitters, um einen Austritt
fur das rote Kabel, welches zur rechten Schulter fuhrt, zu schaffen. Fur das
weille Kabel, welches an die linke Hufte fuhrt, war ein solcher Schnitt nicht
notwendig, da es durch die fortlaufende Naht der muskularen Bauchdecke ge-
fuhrt wurde. Um die Kabel an der rechten Schulter und der linken Hufte zu fixie-
ren, erfolgte dort jeweils ein kleiner Schnitt in die Haut. Durch diese Einschnitte
wurde eine Kanule subcutan in Richtung der abdominalen Platzierung des
Transmitters geschoben und die Kabel zu dem Punkt ihrer Fixierung durch die-
se Kanule gefuhrt. Nach Entfernung der Kanule erfolgte der Verschluss der ab-
dominalen Operationswunde mit einem resorbierbaren Vicryl-Faden (ETHICON,
Vicryl 4/0, Johnson&Johnson Intl.). Fur diese Inzision wurde die Technik der

fortlaufenden schragen Naht angewandt, Abbildung 25.

Abbildung 25 : Fortlaufende Naht, schrag zur Inzision (Ethicon, Chirurgische Knotentechnik)

Um die Kabelenden am Muskelgewebe zu fixieren, mussten diese vorher abi-
soliert werden, damit ein Kontakt des Drahtes zum Gewebe erfolgen konnte.
Die Kabelenden wurden vor der Fixierung mit einer Kappe abgedeckt, um Stor-
signale zu vermindern und den Austritt des Kabels durch die Oberhaut zu ver-
hindern. Mit einem nichtresorbierbaren Polypropylen-Faden erfolgte die Fixie-
rung der Kabel im Untergewebe der rechten Schulter und der linken Hufte. Vor
dem Vernadhen der Einschnitte erfolgte die Uberpriifung der Funktions-
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tuchtigkeit des Transmitters und die richtige Platzierung der Drahte, indem der
Transmitter mit einem starken Magneten angeschaltet wurde (durch den Ma-
gneten wird innerhalb des Transmitters ein Magnetschalter betatigt). Uber einen
AM-Radioempfanger konnten nun akustisch die vom Transmitter ausgestrahlten
EKG-Signale empfangen werden. Mit der Technik der Tabaksbeutelnaht wur-
den fur die Beendigung der Operation die beiden Einschnitte flr die Fixierung

der Drahte mit einem Vicryl-Faden vernaht, Abbildung 26.

Abbildung 26: Tabaksbeutelnaht mit versenkter Naht (Ethicon, Chirurgische Knotentechnik).

2.5.1.3 Postoperative Mallnahmen

Nach der Operation wurden die Mause gewogen und zur besseren Regenerie-
rung und zum Ausgleich des Flussigkeitsverlustes mit 2 ml Sterofundin-Losung
(Braun Melsange AG, Germany) subcutan im oberen Rulckenbereich unter-
spritzt. Danach wurden die Mause fur 24 Stunden unter eine Infrarot Warme-
lampe gesetzt und mit einem AM-Radioempfanger Uberwacht. Bevor die so
operierten Mause fur die Langzeit-EKG-Studien auf der Telemetrie-Anlage ein-
gesetzt werden konnten, mussten sie ihr Ausgangsgewicht vor der Operation

erreichen.
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2.5.1.4 Rontgenanalysen

Zur Uberprifung der Lage der Transmitter und dem korrekten Sitz der Elektro-
den wurden die operierten Mause mit einem Durchleuchtungs-C-Bogen der
Firma Siemens (Siremobil 3 H) gerontgt. Die Lage des Transmitters und der
Kabel konnte Uber ein Standbild auf einem Monitor ausgewertet und zur Doku-
mentation auf einem Video Grafikprinter UP 860 CE (Ziehm) ausgedruckt wer-
den.

2.5.2 Telemetrische Erfassung des Elektrokardiogramms und der

Temperatur

Die operierten Mause wurden zur Erfassung des Elektrokardiogramms und der
Korpertemperatur in Einzelkafigen auf einen Telemetrie Receiver (RA1010,
DSI, St. Paul, MN, USA)) positioniert, welcher das analoge Signal empfing und
an eine Matrix weiterleitete. In der Matrix erfolgte die Umwandlung des analo-
gen Signals in ein digitales Signal und wurde so an einen Rechner weitergelei-
tet. Mit einer modifizierten Labview-Software (Innere Med C) lie® sich so das
empfangene Signal in einem Elektrokardiogramm darstellen. Fur die Erfassung
der Temperatur wurden die Uber einen zweiten Kanal gesendeten Signale Uber

eine entsprechende Eichgrade in die Temperatur Ubersetzt (s. Anhang).

2.6 Isolierung von Gesamt-RNS aus Gewebe

Die RNS-Isolation erfolgte nach der CsCIl-Methode von Chirgwin et. al, (1979)
[55]. Dazu wurde 0,1 g Herzgewebe von Mausen in flussigem Stickstoff gefro-
ren und unter Stickstoff gemorsert. Das feine Pulver wurde in die Guanidin-
Ldsung gegeben (100 mg/ml). Unter mehrfachem Schutteln inkubierte die Sus-
pension fur 1 h bei Raumtemperatur. Danach erfolgte die Abtrennung der un-
I6slichen Zellbestandteile mittels Zentrifugation (4500 x g; 10 min).

Die DNS wurde geschert, indem das Lysat mehrfach durch eine Injektionsnadel
(20G) aufzogen wurde. Ein Zentrifugationsréhrchen wurde mit 4 ml Casium-
chloridlésung geflllt und das Lysat vorsichtig dariber geschichtet. Die Zentrifu-
gation erfolgte fur 16-20 h bei 20°C und 139439 x g. Danach erfolgte die Ab-
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nahme des Uberstandes; darauf folgte das Trocknen des RNS-Pellets fur 10-15
min. Die Aufnahme der RNS erfolgte in 100 pl HyOpgpc. Flr die Konzen-
trationsbestimmung wurde ein Aliquot abgenommen und der Rest bei -80°C

eingefroren. Die Zusammensetzung der verwendeten Losungen ergeben sich

aus den folgenden Tabellen.

Tabelle 3: Casiumchloridlésung

CsCl 57M
EDTA 0,1M
DEPC 200 pl
H2Operc 11

Casiumchlorid in 0,1 M EDTA bei pH 7,5 |0sen; DEPC hinzufigen und schut-

teln; 4 h bei Raumtemperatur inkubieren; Losung autoklavieren (der Verlust

durch Verdunstung wird durch Auffullen mit H,Opgpc ausgeglichen).

Tabelle 4: Citratldsung

Tri-Natriumcitratdihydrat 0,75 M
H2Obepc 11
pH 7,0
Tabelle 5: DTT-LOsung
1,4-Dithio-DL-threitol (1 M) 15,4 ¢
H2Oberc 100 ml
Tabelle 6: GuanidinstammIdsung
Guanidinthiocyanat 1259
Citratlésung 8,8 ml
N-Lauroylsarcosin 13,2 ml
H2Opepc 146 ml

Guanidinlésung:

1 M DTT-L6sung im Verhaltnis 1:100 mit Guanidinstammlésung mischen

Tabelle 7: H,Opgpc

DEPC

2,5ml

Aqua bidest.

S|
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Tabelle 8 : N-Lauroylsarcosinlésung
N-Lauroylsarcosin, Natriumsalz 359
HZODEPC 100 ml

2.6.1 Photometrische Bestimmung der Nukleinséaurekonzentration

Nukleotide zeigen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine dagegen bei
280 nm. Uber den Quotienten OD2g0/OD2go (Optische Dichte) Iasst sich eine
Aussage machen, inwiefern die aufgearbeitete RNS durch Proteine verunreinigt
ist. Liegt der Quotient: ODy0/ODggo Uber 1,8 , ist von keiner Verunreinigung
durch Proteine auszugehen. Die Konzentration der RNS-Aufarbeitung berech-
net sich nach folgender Formel:

Tabelle 9: Berechnung der Nukleinsdurekonzentration

Nukleinsaurekonzentration [ug/ml] = Azsonm * VF * x * 1/1000

Aoeo : Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm
VF  :Verdunnungsfaktor
X : Konstante, fir RNS =40

2.6.2 Phenol-/Chloroformextraktion

Eine Phenol/Chloroformextraktion wurde durchgefuhrt, um Proteine von Nu-
kleinsauren zu trennen. Der Losung wurde ein Volumen Phenol/Chloroform
(24:1) zugeflgt, gemischt und 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase konnte abgenommen und die organische Phase, sowie die in
der Interphase vorhandenen Proteine, verworfen werden. Dieser Vorgang wur-
de einmal wiederholt. Nach Zugabe von Chloroform und erneuter Zentrifugation
(5 min) wurde die wassrige Phase abermals abgenommen und mit 1/10 Volu-

men Natriumacetat (3M; pH 4,8) und 2,5 Volumen Ethanol versetzt. Nach einer



Material und Methoden 26

Inkubation bei -80°C fur 1 h wurde die Losung zentrifugiert (16000 x g; 30 min),

das Pellet getrocknet und in einer geeigneten Menge H,Opepc aufgenommen.
2.7 Northern-Blot-Analysen

2.7.1 Gelelektrophorese

Formamid (deionisiert):

100 ml der Formamid-Lésung wurden mit 5 g AG® 501-X8 Resin (Maniatis) [56]

versetzt und 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Anionen-/Kationen-Aus-

tauschermaterial wurde abfiltriert und die Fllssigkeit bei —20°C gelagert.

Tabelle 10: Probenpuffer

Formamid (deionisiert, pH 7,0) 100 pl
5 x RNS-Puffer 40 pl

Formaldehyd 35,2 ul
H20pepPc 24,8

Tabelle 11: RNS-Agarose/Formaldehydgel

Agarose 1,1 % (W/v)
Formaldehyd 21 % (viv)
5 x RNS-Puffer 20 % (v/v)

5 x RNS-Puffer und Formaldehyd im Wasserbad auf 60°C erwarmen; Agarose
in H2Opepc in der Mikrowelle I6sen; Losungen bis zum Gebrauch im Wasserbad
auf 60°C halten; in horizontal ausgerichteten Gelschlitten gieRen; Gel mindes-

tens 15 min bei Raumtemperatur ausharten lassen.

Tabelle 12: 5 x RNS-Puffer

MOPS 0,2M
Natriumacetat 50 mM
EDTA 5 mM
pH 7,0
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MOPS und Natriumacetat in H,Opgpc 16sen; pH-Wert einstellen; mit HoOpgpc

auffullen und Lésung autoklavieren.

1 x RNS-Laufpuffer:

5 x RNS-Laufpuffer mit H,Opgpc 1:5 verdunnen.

2—10 pg Gesamt-RNS wurden in 7 yl RNS-Probenpuffer resuspendiert, mit 1 pl
Ethidiumbromidlésung (1 mg/ml) und 2 ul Gelladepuffer versetzt und in einem
RNS-Agarose/Formaldehydgel bei 10 V/cm aufgetrennt. Die Proben wurden vor
dem Auftragen fur 10 min bei 60°C denaturiert und auf Eis gestellt. Die Elektro-
phorese dauerte 4 h. AnschlieRend wurden die Gele auf einem Transilluminator
photographiert. Danach erfolgte der Kapillartransfer der Proben auf eine Ny-

lonmembran.
2.7.2 Kapillartransfer

Der Transfer der RNS auf eine positiv geladene Nylonmembran (Tropix-Serva)
erfolgte durch Kapillarblot. Dazu wurde eine Glasplatte so auf die Rander zwei-
er Glasschalen platziert, dass sie eine Brlcke bildete. Die beiden Glasschalen
wurden mit 20 x SSC-Puffer geflllt. Als Docht fur den SSC-Puffer diente
~Whatman“-Papier, dessen Enden in die Glasschalen hineinreichten und auf
einer Glasplatte lagen. Darauf wurde das Gel und dann die Nylonmembran ge-
schichtet. Die Membran wurde mit Lagen saugfahigen Papiers bedeckt und die-
se durch ein Gewicht beschwert. Nach erfolgtem Transfer der RNS auf die
Membran (10-16 h) wurde zur Fixierung der RNS die Membran fur 2,5 min mit
UV-Licht (254 nm; 0,3 J/cm?) bestrahlt.

Tabelle 13: 20 x SSC-Puffer (Transferpuffer)

Tri-Natriumcitratdihydrat 0,3M

NaCl 3M

DEPC 0,05 % (v/v)
pH 7,0

Die Salze wurden in Aqua bidest. gelost, der pH-Wert eingestellt und mit Aqua

bidest. auf das Endvolumen aufgefullt. Diethylpyrocarbonat (DEPC) wurde hin-



Material und Methoden 28

zufugt. Vor dem Autoklavieren des Ansatzes erfolgte eine Inkubation der Lo-

sung fir 4h bei Raumtemperatur.

2.7.2.1 Nachweis der Transfereffizienz

Methylenblaustammlésung:

Um die Effizienz des Transfervorgangs zu uberprifen wurde die Membran mit
einer Methylenblauldsung fur 5-10 min gefarbt,. AnschlieBend wurde uUber-
schussiger Farbstoff durch Zugabe von 25 %igen Ethanol ausgewaschen. Nach
dem Trocknen konnte die Position der 28 S-rRNS und der 18 S-rRNS mit Blei-
stift markiert und die Membran photographiert werden. Die so vorbereitete
Membran wurde fur die Hybridisierung eingesetzt.

Zur Vorbereitung einer 1 %igen Methylenblaulosung wurde Methylenblau mit

Natriumacetatldsung und H,Opgpc wie in Tabelle 14 geldst.

Tabelle 14: Methylenblaulésung

Natriumacetatldsung (3 M) 16,6 ml

Methylenblaustammlosung (25 %) 4 ml

Mit HZODEPC auf 100 ml auffullen.

2.8 Cx40/Cx43-Sondenherstellung

Die Sonden wurden Uber eine in vitro-Transkription der klonierten cDNS herge-
stellt. Fur die Herstellung der cDNS dienten Proben aus menschlichem Material.
Diese wurden fur die Amplifikation von Connexin40 und Connexin43 verwendet.
Die Sequenz fur Connexin40 wurde aus der Datenbank Genebank mit der Ken-
nung # U03486 ermittelt (siehe Anhang). Aus der ,upstream” Sequenz 39-58
wurde der eine Primer gebildet und fur den gegenlaufigen Primer 2 die ,down-
stream” Sequenz 1241-1260 plus einer angehangten Restriktionsstelle fur Eco-
RI ausgewahlt. Die Sequenz fur Connexin43 wurde aus der Datenbank Gene-
bank mit der Kennung # UX52947 ermittelt (siehe Anhang). Aus der ,upstream®
Sequenz 171-190 wurde der eine Primer gebildet und fur den gegenlaufigen
Primer 2 die ,downstream” Sequenz 1817-1836 ausgewahlt. Die so gebildeten

Amplifikate wurden in den Vektor pT7/T3a-18 ligiert und zur Amplifikation in
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Bakterien (DHb5a-Stamm) appliziert. Die transformierten Bakterien wurden in
LB-Medium angezogen und anschliel3end mittels Plasmidpraparation die Plas-
mide fur Connexin40 und Connexin43 isoliert.

Die aus dieser Plasmidpraparation gewonnene Plasmid-DNS diente fur die
Herstellung der Connexin40- und Connexin43-Sonden. Dazu wurden jeweils
1ug des Plasmids durch Restriktionsverdau linerarisiert. Die fur die einzelnen
Plasmide verwendeten Restriktionsenzyme und die verwendete RNS-

Polymerase ist in nachfolgender Tabelle aufgeflihrt.

Tabelle 15: Verwendete Enzyme und die verwendete RNS-Polymerase zur
Herstellung von RNS-Sonden aus den zur Verfligung gestellten Plasmid-
praparationen.

Plasmid Restriktionsenzym RNS-Polymerase
Cx40 pT7/T3a-18 Hindll SP6
Cx43 pT7/T3a-18 Pstl SP6

Nach der Restriktion wurde das Plasmid durch eine Phenol/Chloroform-
extraktion (s.0.) gereinigt und anschliefend mit Ethanol (70%) gefallt. Die Men-
ge der prazipitierten DNS wurde photometrisch bestimmit.

Die in vitro Transkription erfolgte mit dem DIG-RNA-Labeling-Kit der Firma Ro-
che Diagnostics GmbH. Zu ca. 100-500 ng Plasmid-DNS wurde der in vitro-
Transkriptionsmix (Tabelle 16) zugegeben und der Reaktionsansatz uber Nacht
bei 37°C inkubiert, anschlieRend wurden 2 yl DNAse | dazugegeben und weite-
re 15 min bei 37°C inkubiert.

Tabelle 16: In vitro- Transkriptionsmix

Gereinigte Plasmid-DNS 1 g
10 x NTP Labeling Mix 2l
10 x Transkriptionspuffer 2 ul
H2Obepc Ad 18
RNA-Polymerase (SP6 20 U/ul) 2 ul

Zum Beenden der Reaktion erfolgte die Zugabe von 2 pyl EDTA (200 mM; pH
8,0).
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Die so markierte RNS wurde mit 0,1 Volumen LiCl und 2,5 Volumen Ethanol
(100%) bei -20°C Uber Nacht prazipitiert und anschlieRend fir 15 min bei 15339
x g zentrifugiert, das Ethanol entfernt und das Pellet mit 100 yl 70 %igen Etha-
nol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 5 min wurde das Pellet
im Vakuum getrocknet und in 100 pl H2Opgpc resuspendiert.

Zur Uberpriifung der Markierungseffizienz der Sonden diente 1 ul der so erhal-
tenen Losungen. Dazu wurde eine 1:10 Verdlinnungsreihe in 6 Schritten herge-
stellt. Eine markierte Kontroll-RNS mit bekannter Konzentration, die Bestandteil
des DIG RNA Labeling Kits ist, wurde in gleicher Weise verdinnt. Je 1 pl der
Verdunnungsstufen wurde auf eine Nylonmembram aufgetragen (,Dot-Blot®),
anschlieBend die RNS auf die Membran durch Bestrahlung mit UV-Licht fixiert
(254 nm; 0,3 J/cm?) und die Membran 30 min mit der Antikdrperldsung inku-
biert. Nach mehrmaligem Waschen und unter Anwendung eines Chemilumi-
neszensverfahrens (s. Anleitung zum Dig RNA Labeling Kit, Roche Diagnostics)
wurde die Verdinnungsreihe durch die Belichtung auf einem Rontgen-Film dar-

gestellt.

2.8.1 Hybridisierung

Die Bindung (Hybridisierung) der Sonde erfolgte durch komplementare Basen-
paarung mit der auf der Membran fixierten mRNS. Dazu wurde die Membran in
ein Hybridisierungsrohrchen gegeben und in einem Hybridisierungsofen fur 2 h
bei 72°C in Hybridisierungslosung prahybridisiert. Die in der Hybridisierungslo-
sung geloste Sonde (50 ng/ml) wurde bei 95°C denaturiert, kurz auf Eis gestellt
und dann gegen die Prahybridisierungslésung ausgetauscht. Die Hybridisierung
erfolgte Uber Nacht bei 72°C. Am nachsten Morgen wurde die Membran zwei-
mal far 15 min bei 70°C in 2 x SSC-Waschpuffer gewaschen. Anschlieend er-
folgten zwei weitere Waschschritte mit 0,1 x SSC-Waschpuffer fur jeweils 30
min bei 70°C. Daran schloss sich die Detektion gemal® dem ,DIG System User
Guide” (Boehringer Mannheim) unter Verwendung des Chemilumineszenssub-
strates CDP-Star® (Tropix-Serva) und Hyperfilm™-Réntgenfilm (Amersham) an.
Die fur die Hybridisierung notwendigen Losungen wurden nach folgenden An-

gaben hergestellt:
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Tabelle 17: Blockingreagenzstammldsung

Blockingreagenz 109
1 x Maleinsaurepuffer 100 ml
DEPC 50 pl

Blockingreagenz in 1 x Maleinsaurepuffer geben und durch vorsichtiges Er-
warmen auf 70°C lésen; DEPC hinzugeben und schitteln; Losung 4 h bei

Raumtemperatur inkubieren, autoklavieren und bei -20°C lagern.

Tabelle 18: Blockingreagenz
Blockingreagenzstammldsung 1 ml

1 x Maleinsaurepuffer 9ml

Tabelle 19: Prahybridisierungslésung

Blockingreagenz 10,0 g
Formamid (deionisiert, pH 7) 125 ml
SDS (20 %) 2,5ml
N-Lauroylsarcosinlosung (35 %) 710 pl
20 x SSC-Puffer 62,5 mi

Substanzen unter leichtem Erwarmen in HoOpgpc 10sen und mit HoOpepc auf
250 ml auffullen.

Tabelle 20: Hybridisierungslésung mit Sonde
Sondenldésung 50 ng/ml

Hybridisierungslosung 10 ml

Entsprechendes Volumen der Sondenlésung mit 200 ul Hybridisierungslosung
vermischen; Losung 10 min auf 100 °C erhitzen und anschlieRend kurz auf Eis
stellen, mit Hybridisierungslosung auf 10 ml auffullen und gut durchmischen.

Tabelle 21: 2 x SSC-Waschpuffer
20 x SSC-Puffer 50 ml

SDS-Lésung (20 %) 2,5 ml
Mit HZODEPC auf 500 ml auffullen
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Tabelle 22: 0,1 x SSC-Waschpuffer
20 x SSC-Puffer 2,5 mi

SDS-Lésung (20 %) 2,5ml
Mit H,Opgpc auf 500 ml auffillen.

An die Hybridisierungsreaktion schloss sich der immunologische Nachweis an.

2.8.2 Immunologischer Nachweis

Der Immunologische Nachweis erfolgte Uber die Detektion der hybridisierten
Sonden an der auf der Membran fixierten RNS.

Dazu wurde die Membran fur 1 min in Maleinsaurepuffer geschwenkt und dann
fur 30-60 min mit Puffer 2 (Blockingreagenz) inkubiert. Daran schloss sich eine
Inkubation mit dem Anti-DIG-AP-Puffer fir 30 min an. Dazu wurde die Membran
luftblasenfrei mit der Losung in einen Hybridisierungsbeutel eingeschweil3t. An-
schlieRend erfolgten zwei Waschschritte fir 15 min mit Tween®20-Puffer. Auf
einer Folie wurde CSPD®-Ldsung gleichmaBig verteilt (100 upl/cm?), die Mem-
bran darauf gelegt und 5 min inkubiert. Mit einer zweiten Folie wurde die Uber-
schiissige CSPD®-Ldsung herausgedriickt, die Membran in Folie eingeschweift
und bei 37°C 15 min inkubiert, um die alkalische Phosphatase zu aktivieren.
Anschliel3end erfolgte fur 2 min bis 12 h die Belichtung eines Rontgenfilms. Die
fur den Immunologischen Nachweis notwendigen Lésungen und deren Zusam-

mensetzung finden sich in den folgenden Tabellen 23-27.

Tabelle 23: Anti-DIG-AP-Puffer
Anti-DIG-AP 1 ul

Blockingreagenz 10 ml

Tabelle 24: CSPD®-L6sung
CSPD®-Stammlésung 10 pl

Diethanolaminpuffer 990 pl
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Tabelle 25: Diethanolaminpuffer
Diethanolamin 100 mM

pH 10,0

Tabelle 26: 5x Maleinpuffer

Maleinsaure 500 mM
NaCl 750 mM
DEPC 0,05 % (v/v)
pH 7,5

Zum Losen der Salze Natriumhydroxidplatzchen zusetzen; pH-Wert einstellen,

DEPC hinzufligen und die Losung autoklavieren.

Puffer 2:

Blockingreagenz 1% in 1x Maleinsaurepuffer.

Tabelle 27: Tween®20-Puffer

Tween®20 300 pl
1 x Maleinsaurepuffer 20 ml
H2Oberc 80 ml

2.9 Quantitative Analyse von Fettsauren

2.9.1 Herzexplantation

FiUr die Herzexplantation dienten Mause, die fur einen Zeitraum von 15 Tagen
mit einer 0,5 % Phytol angereicherten Diat gefuttert wurden. Vor der Entnahme
der Herzen wurden die Mause mit einer intraperitonelan Gabe von Keta-
min/NaCl (50mg/kg) und Xylazin/NaCl (10mg/kg) anasthesiert und an-
schlieRend kardiovaskular mit einer PBS/Heparin-Lésung perfundiert. Dazu
wurde die Maus mit einem Schnitt in die Bauchdecke erdffnet, um dann mit ei-
nem fortlaufenden Schnitt durch das Zwerchfell Uber das Sternum den Tho-
raxraum zu offnen. Der rechte und der linke Rippenbogen wurden mit Nadeln

zur Seite gesteckt und durch eine Butterfly-Nadel die Perfusionslésung Uber die
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linke Herzkammer in den Blutkreislauf der Maus geleitet. Der Austritt der Perfu-
sionslosung erfolgte Uber einen kleinen Schnitt in der rechten Herzkammer.

Nach erfolgter Perfusion erfolgte die Explantation des Herzens und die Uberfiih-
rung in 5 ml eiskalte PBS-Losung. Die AufschlieBung und Homo-genisierung
des Gewebes erfolgte mittels eines Sonopuls-Verfahrens 3 x 1 min bei halber

Leistung und 50% Zykluslange auf Eis.

2.9.2 Hochdruckflissigkeits-Chromatographische- (HPLC)-Analyse und
Fraktionierung der Phospholipide

Zur Auftrennung der underivatisierten Phospholipide wurde das homogenisierte
Herzgewebe mittels Hochdruckflussigkeits-Chromatographie (HPLC)-Analyse
fraktioniert und die Phosphatidylethanolamin- und die Phosphatidylcholin-
Fraktionen gesammelt. Die HPLC-Analyse erfolgte auf einem Kontron (Neu-
fahn, Germany) Flussigkeits-Chromatograph Modell 422 und einem Dioden
Detektor Modell 440.

Die Separation der Proben erfolgte Uber eine 5 ym Nucleosil 100-Si Saule (25
cm x 4 mm ID) (Macherey-Nagel, Diren, Germany) in Anlehnung an die Me-
thode von Nissen und Kreysel [56]. Die Phospholipide wurden bei einer Ab-
sorption von 193 nm detektiert und mit einem Fraktionssammler FRAC-100 der
Firma Pharmacia (Schweden) gesammelt. Die Einbringung der Proben erfolgte
mittels eines Rheodyne 7125 (Cotati, CA, USA) 100 ul Spiral Injektors. Fir die
Quantifizierung der Phospolipide diente ein interner Standard. Dazu wurde
1mg/ml Di-Lauroyl-Phosphatidylethanolamin zu den Proben gegeben, so dass
anhand eines Vergleiches der Flache unter dem Peak des internen Standards
zu der Flache unter dem Peak der Phospholipidfraktionen der Probe eine
Quantifizierung erfolgen konnte

Die so gesammelten und quantifizierten Phosphatidylethanolamin- und Phos-
phatidylcholin-Fraktionen aus dem Herzgewebe der Maus dienten nun der wei-
teren Untersuchung mittels gaschromatographischen und massenspektros-

kopischen Verfahrens.
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2.9.3 Identifizierung und Quantifizierung von Fettsauren mittels Gaschro-

matographie/Massenspektroskopie

2.9.3.1 Probenvorbereitung und Derivatisierung

Die Analyse der Fettsduren erfolgte mittels eines gekoppelten gaschromato-
graphischen und massenspektroskopischen Verfahrens, wobei die Fettsauren
in Form ihrer Methylester (FAME = fatty acid methyl ester) getrennt wurden.
Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass die so in ihrer veresterten Form
vorliegenden Fettsauren einen geringeren Siedepunkt und eine hohere Flich-
tigkeit besitzen und zu einer geringeren Adsorption und Zersetzung auf der
Saule neigen.

Fiur die Methode der inneren Kalibrierung mit Fremdsubstanz wurden 50 pl der
Proben mit einem Gemisch aus 1 ml Methanol/Toluene 4:1 (v/v) und einer de-
finierten Menge von 20 ng/ul Nonadecanoic-Fettsaure als interner Standard
verdunnt und unter standigem Ruhren fur die Veresterung der freien Fettsauren
unter saurer Katalase 100 ul Acetylchlorid langsam hinzupipettiert. Durch Erhit-
zen dieses Reaktionsgemisches auf 100°C fur 1 Stunde erfolgte der Abzug des
Methanols und nach Abkuhlung des Gemisches auf Raumtemperatur die Neu-
tralisierung mit 3 ml einer 6 %igen Natriumcarbonat-LOsung. Nach anschlie-
Renden Zentrifugationsschritt bei 2000 x g fur 10 min erfolgte die Ab-nahme der
organischen Phase aus dem Uberstand. 1ul aus dieser organischen Phase
wurde fur die gaschromatographische und massenspektrometrische Auswer-

tung der Fettsauremethylester verwendet.

2.9.3.2 Gaschromatographische und massenspektrometrische Analyse
der Fettsduremethylester (FAME)

Die gaschromatographischen und massenspektrometrischen Untersuchungen
erfolgten in einem GCQ-System der Firma Thermoquest (Egelsbach, Germany)
ausgestattet mit einer CP-Sil 88 Silica Kapillarsaule (50 m x 0,25 mm ID, 0,2 ym
Filmstarke, Varian-Chrompack, Darmstadt, Germany). Als Tragergas fur die
Proben diente Helium mit einer konstanten Geschwindigkeit von 30 cm/s. Die

Ofentemperatur wurde fur 1 min bei 80°C gehalten und dann in Schritten von
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6°C pro Minute bis zu einer Temperatur auf 140°C erhoht und fur 15 min ge-
halten. Anschlie3end erfolgte eine Erhéhung auf eine Temperatur von 240°C in
Schritten von 3°C pro Minute. Zur Injektion der Analyten diente ein auf 260°C
erhitzter Splitinjektor mit Stromungsteilung von 1:30. Bei dieser Technik wird
nur ein Teil des Probenvolumens in die Saule Uberfuhrt. Der restliche Teil ver-
lasst die Injektionskammer Uber die Splitteilung. Die Parameter zur lonisierung
der Substanzen sahen wie folgt aus: El 70 eV, Aufnahme im ,fullscan“ Modus
im Bereich 50-500 u, einem fur die Gaschromatographische Quantifizierung
spezifischen AGC Ziel-Wert von 50 und “high adjustment® bei 30%. Die Quanti-
fizierung erfolgte Uber die Kalkulation der Peakflache bei einer eingesetzten
Scanrate von 1:3 Scan/s gegenlber dem verwendeten internen Standard. So
kann Uber die bekannte Konzentration des internen Standards der Gehalt der
zu bestimmenden Substanzen Uber das Verhaltnis der Signalintensitaten be-
rechnet werden.

Die fur die Quantifizierung erforderliche Berechnung der Signalintensitaten er-

folgte mit Hilfe der GCQ data processing software 2.2.

2.10 Histologische Arbeitsmethoden

2.10.1 Probenvorbereitung / Herzentnahme

FiUr die Herzexplantation dienten Mause, die fur einen Zeitraum von 15 Tagen
mit einer 0,5 % Phytol angereicherten Diat gefuttert wurden. Vor der Entnahme
der Herzen wurden die Mause mit einer intraperitonelan Gabe von Keta-
min/NaCl (50mg/kg) und Xylazin/NaCl (10mg/kg) anasthesiert. Durch den ge-
offneten Thoraxraum wurde das Herz zlgig entnommen und durch Injektion in
die linke und rechte Herzkammer mit einer PBS/Heparin-Lésung gespult und
anschliellend mit Kryolosung/PBS 1:1 ausgespritzt. Um das Herz einzubetten,
wurde eine Einbettschale zuvor mit Kryolésung zu %2 geflllt und angefroren. In
die so vorbereitete Schale wurde das praparierte Herz gelegt, ausgerichtet und
mit Kryoldésung uberschichtet. Das in die Kryoldsung eingebettete Herz wurde
dann zum Einfrieren in eine Schale mit Isopenthan auf flissigen Stickstoff ge-
geben. Die weitere Lagerung der praparierten Gewebe erfolgte bei -80°C.
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2.10.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Die Herstellung von Gewebeschnitten kryokonservierter Proben (Schnittdicke
ca. 3-5um) erfolgte am Kryostat bei einer Kammer- und Praparatetemperatur
von -20 bis -25°C. Die Schnitte wurden auf Objekttrager Uberfuhrt und bis zu
ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

2.10.3 Immunzytochemie

2.10.3.1 Immunfluoreszensmarkierung

Immunfluoreszensmarkierungen zur Identifizierung der Expression von Conne-
xin40 und Connexin43 wurden unter Verwendung der in der Tabelle 28 ver-
wendeten Antikorper an auf Objekttragern Uberfihrten Kryoschnitten durchge-
fuhrt.

Die Markierungen erfolgten auf Eis. Im ersten Schritt wurden die Kryoschnitte
zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen 1 h mit 0,5% Blockingreagenz in
PBS inkubiert. Uber Nacht erfolgte die Bindung des primaren Antikdrpers 1:10
und 1:200 (anti Cx40 oder anti Cx43) in PBS mit 0,5% Blockingreagenz (w/v).
Zum Entfernen ungebundener Primarantikdrper wurden die Kryoschnitte drei-
mal fur jeweils 5 min in PBS gewaschen. Die Detektion gebundener Primaranti-
korper erfolgte durch Inkubation der Kryoschnitte fur 1 h mit dem in PBS mit
0,5% Blockingreagenz verdinnten fluoreszensmarkierten sekundar Antikorper
(1:1000). AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal fur jeweils 5 min in PBS
gewaschen und die Kryoschnitte unter Fluoromount eingedeckt. Die Immun-
markierungsergebnisse wurden im Fluoreszensmikroskop ausgewertet und zur

Darstellung mit einer CCD-Kamera fotografiert.

Tabelle 28: Auflistung der Primar- und Sekundar-Antikérper zur Detektion von
Connexin 40 und Connexin43 in der Maus

Primar Antikorper Maus anti rat Anti Cx40 | Connexin40 Chemicon

Primar Antikorper Maus anti rat Anti Cx43 | Connexin43 Chemicon

Sekundar Antikorper Esel anti Maus Cy3 Chemicon
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3. Ergebnisse

3.1 Arbeitsablauf:

Die SCP2/SCPx-defiziente Maus

v

Aufzeichunung von Oberflachen-EKG’s,
Einfluss einer Phytolfltterung auf
kardiogene Funktionen

\

Etablierung einer telemetrischen Datenerfassung
bei Kleintieren

v

Aufzeichnung von telemetrischen Daten,
Einfluss einer Phytolfltterung auf
kardiale/elektrophysiologische
und andere Kérperfunktionen

v

Northern Blot Analysen,
Einfluss einer Phytofltterung auf die Expression
von kardialen Connexinen

\

HPLC und Gaschromatische Verfahren zur
Analyse der Akkumulation von verzeigtkettigen
Fettsduren in myokardialen Zellmembranen

v

Immunzytochemie zur Analyse der Verteilung und

Ausbildung verschiedener ,gap-junctions” im Myokard
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3.2 Oberflachen-Elektrokardiogramm bei SCP2/SCPx-defizienten Mausen
und C57BI/6-Wildtyp-Méausen

Da es durch das deletierte Scp2-Gen in den SCP2/SCPx-defizienten Mausen
zu einer fehlenden peroxisomalen Bindung von Phytansaure [38], [39] und da-
mit auch zu einem verminderten Abbau von Phytansaure durch die peroxiso-
male a-Oxidation [28] kommt, wird ein grol3er Teil dieser verzweigtkettigen ge-
sattigten Fettsaure im Serum und in den Organen der SCP2/SCPx-defizienten
Mause akkumuliert. Um diesen Effekt und die damit eventuell sich entwickeln-
den kardiologischen Dysfunktionen zu verstarken, wurden die Mause fur die
anstehenden Versuche mit einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol geflttert.

Dieser Arbeit sind Untersuchungen zur Charakterisierung kardialer Funktionen
in SCP2/SCPx-defizienten Mausen vorausgegangen. Dazu wurden 6-Kanal-
Oberflachen-EKG-Registrierungen an SCP2/SCPx-defizienten Mause, die unter
phytolreicher Diat gehalten wurden, durchgefuhrt. Bei diesen Untersuchungen
konnten bei einigen der SCP2/SCPx-defizienten Mause Veranderungen im
EKG schon am zwolften Tag der Diat dokumentiert werden. Zu diesen Verande-
rungen zahlten eine hohergradige AV-Knoten-Blockierung bei pathologisch
langsamen Sinusrhythmus mit deutlicher Erregungsrickbildungsstérung (Abbil-
dung 9). Auch Unterschiede zur Erregungsausbreitung im Kammerkomplex ge-
genuber Wildtyp-Mausen konnte mit dieser Methode fir die SCP2/SCPx-

defizienten Mause dokumentiert werden

Fur die Erstellung der Oberflachen-Elektrokardiogramme wurden die Mause,
wie im Material- und Methodenteil beschrieben, anasthesiert. Unter Narkose
erfolgte die 6 Kanal-Ableitung des Elektrokardiogramms Uber die Extremitaten
der Maus. Um die Effekte der Akkumulation von Phytansaure in Bezug auf die
kardiologischen Auswirkungen zu messen, wurden Uber die Extremitaten der
Maus Oberflachen-EKGs vor und wahrend einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol ab-

geleitet.

Als Kontrollgruppe dienten fur jedes Experiment Wildtyp-Mause mit dem geneti-
schen Hintergrund C57BI/6, die in gleicher Weise wie die SCP2/SCPx-

defizienten Mause gefuttert, behandelt, operiert und anasthesiert wurden.
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Wie in der folgenden Abbildung eines 6-Kanal-Oberflachen-EKGs zu erkennen
ist, werden durch die Futterung der C57BI/6-Wildtyp-Mause mit 0,5 mg/g Phytol
enthaltende Diat keine elektrokardiographischen Veranderungen hervorgerufen,
wahrend die Phytolfltterung bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen massive

elektrophysiologische Stérungen, bis hin zum kompletten AV-Block hervorruft.

SCP2/SCPx-defiziente Maus Wildtyp-Maus

A B
1mVIM (o mr: N ,\)___JY\M ! h ﬂ h Imv
— —
100 ms 100 ms

A S N#EJW%-J%

Abbildung 8: A) 6-Kanal-Oberflachen-EKG-Registrierung einer SCP2/SCPx-defizienten
Maus unter einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol am Tag 15. Kompletter Atrioventrikularer-Block
llI°, langsamer Sinusrhythmus mit deutlichen Erregungsrickbildungs-Stérungen. B) 6-Kanal-
Oberflachen-EKG-Registrierung einer C57BI/6-Wildtyp Maus unter einer Diat mit 0,5 mg/g
Phytol am Tag 15. Es sind keine Anomalien im EKG zu erkennen. Zykluslange, Erregungs-
ausbreitung und Erregungsriickbildung entsprechen dem Normalbefund vor Diat.
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Es konnten massive Erregungsausbreitungsstérungen bei den SCP2/SCPx-
defizienten Mausen unter Phytoldiat registriert werden, welche ursachlich flr
das Versterben der Tiere waren.

Die Abbildung 9 gibt die Auswertung verschiedener EKG-Intervalle, die Auf-

schluss uber die Erregungsausbreitung im Herzen geben, wider.

3.3 Auswertung der Oberflachen-Elektrokardiogramme von SCP2/SCPx-
defizienten und Wildtyp-Mausen

Die elektrokardiographischen Untersuchungen der mit 0,5 mg/g Phytol gefut-
terten SCP2/SCPx-defizienten Mause zeigten deutliche Defekte im Oberfla-
chenelektrokardiogramm. Massive Reizleitungsstérungen von den Vorhofen auf
den Kammerkomplex traten unter der Diat auf. Das PRq)-Intervall stieg von
knapp 40 ms auf Uber 65 ms an. Auch eine Verbreiterung des Kammerkomple-
xes RqRS von 15 ms auf Uber 20 ms weist auf eine Storung der Erregungs-
ausbreitung in den Ventrikeln des Herzens bei den SCP2/SCPx-defizienten
Mausen unter Diat hin. Erregungsrickbildungsstérungen der SCP2/SCPx-
defizienten Mause unter Diat zeigte die Veranderung des Intervalls Rq)T ) ,
welches sich fast um das Doppelte verbreiterte. Insgesamt weisen diese Ver-
anderungen im EKG auf  Erregungsleitungs- und Erregungs-
ruckbildungsstorungen und einen verlangsamten Herzrhythmus hin, was sich
auch aus der Analyse der Zykluslange vor und nach Diat ergibt. Die fur Wildtyp-
Mause und SCP2/SCPx-defiziente Mause unter Normaldiat gemessene Zy-
kluslange von 100 ms veranderte sich drastisch unter der Phytoldiat bei den
knockout-Mausen auf uber 300 ms, so dass hier von einem sinusbradykarden
Rhythmus gesprochen wird, der neben den anderen Defekten mutmallich ver-
antwortlich fur das Versterben der Tiere gemacht werden konnte. Solche Ver-
anderungen, wie bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen unter Phytoldiat,
traten bei den Wildtyp-Mausen nicht auf. Reizleitungs- oder Erregungsruckbil-
dungsstoérungen wurden bei den Wildtyp-Mausen vor und unter Diat nicht regi-
striert. Die Zykluslange von 100 ms blieb unter der Phytoldiat konstant bei die-
sen Mausen (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Oberflachen-EKG-Parameter von Wildtyp-Mausen (C57BI/6) und
SCP2/SCPx-defizienten Mausen (SCP -/-) vor und nach einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol
tber einen Zeitraum von 18 Tagen. A) Reizleitung von den Vorhéfen auf die Ventrikel; PRq)-
Intervall B) Erregungsausbreitung in den Ventrikeln; RqRS-Intervall C) Erregungsriickbildung;
R(q)T(oy-Intervall D) Zyklusléange.

Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung fir C57BI/6 n=19-34 Ver-
suchstiere und SCP -/- n=22 Versuchstiere.

n.s. keine Signifikanz zwischen den gepaarten Proben.

* (p<0,05); # (p<0,01); ## (p<0,001).

Vor der Diat fanden sich, au3er in dem Intervall fir die Zyklusldnge, keine Unterschiede in den
EKG-Parametern zwischen den Wildtyp-Mausen und den SCP2/SCPx-defizienten Mausen.
Unter der Diat verlangerten sich alle EKG-Intervalle nur bei den SCP2/SCPx-defizienten Mau-
sen, wahrend die EKG-Intervalle bei den Wildtyp-Mausen unverandert blieben.

Um zu uberprifen, ob die Reizleitungsstérungen der elektrokardiographischen
Aufzeichnung durch die Anasthesie und den Lagetyp der Mause bei der Ab-
nahme der Elektrokardiogramme an den Extremitaten bestimmt wird, wurde das
System der elektrokardiographischen Aufzeichnung an sich frei bewegenden
Mausen, mittels der Telemetrie, angewandt.
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3.4 Telemetrische Aufzeichnung des Elektrokardiogramms bei frei-

laufenden Mausen

3.4.1 Uberpriifung der Transmitter-Implantation

Vor Beginn der telemetrischen Versuche musste sichergestellt werden, das die
Elektroden der Transmitter an ihren vorgesehenen Orten sitzen. Dazu wurden
die Mause mittels eines Rontgenapparates durchleuchtet. Die Abbildung 10

zeigt den korrekten Sitz eines Transmitters 2 Wochen nach der Implantation.

re. Hiufte

‘ re. Schulter I

Abbildung 10: a.P.-Rdntgenbild einer Maus mit implantierten Transmitter. Der Transmitter

ist abdominal korrekt implantiert und leicht zur rechten Hufte verschoben. Die Kabel fur die Ab-
leitung des Elektrokardiogramms flhren zur rechten Schulter und zur linken Hufte der Maus,

das Elektrokardiogramm wird so entsprechend der Il. Ableitung nach Einthoven aufgezeichnet.

Nach erfolgter Uberpriifung der Lage des Transmitters wurden die M&use fiir

die weiteren Versuche zur telemetrischen Datenerfassung eingesetzt.
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3.4.2 Telemetrisch erfasstes Elektrokardiogramm einer C57BI/6-Wildtyp-

Maus vor und nach einer Phytoldiat

Die folgenden Abbildungen zeigen die telemetrisch erfassten Elektrokardio-
gramme von C57BI/6-Wildtyp-Mausen und SCP2/SCPx-defizienten Mausen vor
und wahrend einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol.

Um Einflusse der fur die Implantation des Transmitters notwendigen Operation
auf die telemetrischen Daten ausschliel3en zu konnen, wurden die Mause erst
nach Erreichen ihres Ausgangsgewichts mit der 0,5 mg/g Phytol enthaltenen

Diat gefuttert und die Daten aufgezeichnet.

A C57BI/6-Wildtyp Maus: Tag 1 Beginn der Phytoldiat
>
¢ E:|: %\JMMMW
Q
100 ms

C57BI/6-Wildtyp Maus: Tag 15 Ende der Phytoldiat

Iwmjwwumjwwu

100 ms

1.0 mv

Abbildung 11: EKG-Ausschnitte aus einem Langzeit Elektrokardiogramm mit telemetri-
scher Abnahme bei einer C57BI/6-Wildtyp-Maus vor und unter einer Diat mit 0,5 mg/g
Phytol. Tag 1 (A) u.15 (B) geben die Zeitpunkte der Aufzeichnung des EKGs wahrend des
Fltterungszeitraumes wieder. Es fanden sich keine Unterschiede im Rhythmus, der Zykluslan-
ge und den Intervallen fur die De- und Repolarisationsphasen des Herzens.

Wie im Vergleich der Abbildung 11 A zu 11 B zu erkennen ist, zeigten sich kei-
ne aulergewdhnlichen Veranderungen des Elektrokardiogramms einer
C57BI/6-Wildtyp-Maus nach einer 15tagigen Phytolfutterung (B) im Vergleich zu
der Aufzeichnung des EKGs vor der Phytoldiat (A).
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3.4.3 Verlauf eines telemetrisch erfassten Elektrokardiogramms einer
SCP2/SCPx-defizienten Maus vor und unter Diat mit 0,5mg/g Phytol

far einen Futterungszeitraum von 15 Tagen

Im Gegensatz zu dem oben gezeigten Elektrokardiogramm einer Wildtyp-Maus
zeigten sich, wie auch schon in der Auswertung der Oberflachenelektrokardio-
gramme zu entnehmen ist, massive pathologische Veranderungen einzelner
Parameter im telemetrisch aufgezeichneten Elektrokardiogramm der
SCP2/SCPx-defizienten Maus unter einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol.

SCP2/SCPx-defiziente Maus: Tag 1 Beginn der Phytoldiat

1.0 mv
—

F——

100 ms

Abbildung 12: Tag 1 vor Beginn der Diat. Das EKG der SCP2/SCPx-defizienten Maus ent-
spricht dem normalen EKG-Befund einer Wildtyp-Maus.

SCP2/SCPx-defiziente Maus: Tag 4 der Phytoldiat

1.0 mVv
—

F——

100 ms

Abbildung 13: Tag 4 der Diat. Im Gegensatz zum Ausgangs-EKG (Abb. 12) sind Auffalligkei-
ten, wie Bradykardie, verbreiterte T-Wellen, und eine leichte Verbreiterung des Kammer-
komplexes zu erkennen.
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SCP2/SCPx-defiziente Maus: Tag 9 der Phytoldiat
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Abbildung 14: Tag 9 der Diat. AV-Block II° (Wenckebach) charakterisiert durch die Zunahme
des PRqyIntervalls mit Uberleitungsblockierung der Vorhoferregung auf die Ventrikel (Pfeil: P-
Welle ohne nachfolgenden Kammerkomplex). Verlangerte Repolarisationsphase als Ausdruck
einer erhohten und verbreiterten T-Welle, fortschreitende Bradykardie, verbreiterter Kammer-
komplex.

SCP2/SCPx-defiziente Maus: Tag 10 der Phytoldiat
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Abbildung 15: Tag 10 der Diat. Die Pfeile markieren das Ereignis kompletter AV-Blocke, AV-
Block IlI°. Es liegt eine vollstandige Unterbrechung der Vorhof-Kammer-Leitung zugrunde, Vor-
héfe und Kammern sind dissoziiert. Die T-Welle ist stark erhoht, die Bradykardie weiter fortge-
schritten. Der Kammerkomplex ist verbreitert.
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SCP2/SCPx-defiziente Maus: Tag 11 der Phytoldiat

v v v v
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—

Abbildung 16: Tag 11 der Diat. Die Pfeile markieren die Vorhoferregung: Es handelt sich um
einen Sinu-atrialen Block 1I° (Wenckebach) mit fortlaufender Verlangerung des PQ-Intervalls
und anschlieRendem Fehlen der P-Welle (markierter Pfeil) und des Kammerkomplexes (Mobitz-
Typl, Wenckebach).

SCP2/SCPx-defiziente Maus: Tag 15 der Phytoldiat
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Abbildung 17: Tag 13 der Diat. Ventrikularer Ersatzrhythmus (Pfeile), Fusionskomplex aus
supra- und ventrikuldrer Erregungsfront bei intermittierenden AV-Block I11°, eventuelle (im Mau-
se-EKG schwer diagnostizierbare) Schenkelblécke (markierte Pfeile).

Die Auswertung der Elektrokardiogramme ergab signifikante Veranderungen
der Reizleitung von der Vorhoferregung auf die Ventrikel und Erregungs-
ausbreitungsstorungen in den Ventrikeln, sowie Sinusbradykardie bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen unter der Phytoldiat. Diese Veranderungen im
Elektrokardiogramm traten bei den Wildtypmausen mit und ohne Phytoldiat und
bei SCP2/SCPx-defizienten Mausen unter Normaldiat nicht auf.
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3.5 Auswertung der telemetrischen Aufzeichnung der Elektrokardio-

gramme von SCP2/SCPx-defizienten und Wildtyp-Mausen

Wie auch schon die elektrokardiographischen Untersuchungen im Oberflachen-
EKG der mit 0,5 mg/g Phytol gefltterten SCP2/SCPx-defizienten Mause ge-
zeigten massiven Defekte, wie Reizleitungsstorungen von den Vorhofen auf
den Kammerkomplex und die Erregungsausbreitungsstérungen in den Ventri-
keln, wie auch die fortschreitende Sinusbradykardie mit Verlangerung der Zy-
kluslange, konnten mit den telemetrisch erfassten Elektrokardiogrammen die
gleichen Tendenzen der Veranderung der Intervalle fur die SCP2/SCPx-
defizienten Mause unter der Phytoldiat festgestellt werden. Es konnten deutli-
che Veranderungen im PR)-Intervall bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen
nach der Diat mit 0,6 mg/g Phytol diagnostiziert werden. Die Lange des PRq)-
Intervalls stieg von 40 ms vor der Diat auf Uber 65 ms unter der Diat an. Die
Verbreiterung des RqRS-Komplexes von 10 ms vor der Diat auf 20 ms unter
der Diat weist auf Erregungsausbreitungsstérungen in den Ventrikeln hin. Wie
auch schon fur die Analyse der Oberflachenelektrokardiogramm-Daten konnte
unter der telemetrischen Datenerfassung der Erregungsrickbildung eine Ver-
breiterung des R(q)To)-Intervalls auf das Doppelte von 40 ms vor der Diat auf
bis zu 80 ms nach der Diat bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen beobach-
tet werden. Die aus den telemetrischen Daten ermittelte Zykluslange veranderte
sich bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen von ca. 150 ms auf fast 300 ms
(s. Abb. 18). Die flur die Wildtyp-Mause telemetrisch erfassten Elektrokardio-
gramme wiesen, wie auch schon fur die Daten aus der Oberflachen-EKG Regi-
strierung gezeigten Analysen, keine Unterschiede in den Intervallen der Elek-

trokardiogramme vor und unter der Diat auf (s. Abb. 18).



Ergebnisse 49

A *1 PRayintervall vor und nach Diét B 1 RRS)-Intervall vor und nach Diét
140 1204
g 1207 4 S 100-
< 1004 n.s. # | x
3 3 807
» 804 n.s. 2 *
60
60 L 1 T n.s. *
40 “7 n.s
g
TS P o TS P o
&S &S &S &S
140+ 140+ .
C R(a)To-Intervall vor und nach Diat D Zykluslange (Cls) vor und nach Diat
1201 120
‘E 100 . ‘E 100 .
§ 80 n.s. :2:3 T § 80 n.s. ## T
60 n.s. 60 n.s.
40 T 1 o 40 T T o
204 204
TS P & TS P &
&S &S &S & s

Abbildung 18: Langzeit-EKG-Parameter (Telemetrie) von Wildtyp-Mausen (C57BI/6 ) und
SCP2/SCPx-defizienten Mausen (SCP -/-) vor und nach einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol
tber einen Zeitraum von 18 Tagen. A) Reizleitung von den Vorhéfen auf die Ventrikel; PRy
Intervall B) Erregungsausbreitung in den Ventrikeln; RqRS-Intervall C) Erregungsriickbildung;
R(q)T(oy-Intervall D) Zyklusléange.

Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung fir C57BI/6 n=8 Ver-
suchstiere und SCP -/- n=10 Versuchstiere.

n.s. keine Signifikanz zwischen den gepaarten Proben.

* (p<0,05); # (p<0,01); ## (p<0,001).

Vor der Diat fanden sich keine Unterschiede in den EKG-Parametern zwischen den Wildtyp-
Mausen und den SCP2/SCPx-defizienten Mausen. Unter der Diat verlangerten sich alle EKG-
Intervalle nur bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen, wahrend die EKG-Intervalle bei den
Wildtyp-Mausen unverandert blieben. Ein Unterschied im Intervall fur die Zykluslange im Ver-
gleich Wildtyp- und SCP2/SCPx-defiziente Mause vor der Phytoldiat wurde nicht registriert. Die
Auswertungen der anderen Intervalle bestatigen die Messungen der Oberflachen-EKGs.

3.6 Telemetrische Aufzeichnung der Kérpertemperatur bei Mausen

Neben den elektrokardiographischen Aufzeichnungen dienten auch die Auf-
zeichnungen von Koérpergewicht und Temperatur als Anhaltspunkte fur das Be-
finden der Mause unter Einwirkung der Phytoldiat. In Abbildung 19 ist die Kor-
relation zwischen Korpertemperatur und Gewicht wahrend einer Diat mit 0,5
mg/g Phytol bei SCP2/SCPx-defizienten Mause im Vergleich zu einer Kontroll-

gruppe dargestellt. Wie auch schon in vorrangegangen Futterungsstudien ge-
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zeigt werden konnte [35], verloren die SCP2/SCPx-defizienten Mause bis zu
30% ihres Korpergewichts unter der Phytoldiat. Die Koérpertemperatur der
SCP2/SCPx-defizienten Mause lag am Ende der Diat 7°C unter der Normalkor-
pertemperatur von Mausen von ca. 37°C. Im Gegensatz zu den SCP2/SCPx-
defizienten Mause zeigten sich bei den Wildtyp-Mausen keine Schwankungen
hinsichtlich einer Gewichts- oder Korpertemperaturveranderung unter der
Phytoldiat (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Einfluss der Phytolfutterung (0,5 mg/g) auf die Kdrpertemperatur und das
Gewicht von A) C57BI/6 Wildtyp-Mausen und B) SCP2/SCPx-defizienten Mausen. Darge-
stellt ist die Veranderung der Kérpertemperatur in [°C] und die Veranderung des Gewichts
(prozentual zum Ausgangsgewicht = 100%) der Versuchstiere zum zeitlichen Verlauf. Im Ge-
gensatz zu den konstanten Werten fur die Wildtyp-Mause in Abbildung A, zeigen sich bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen in Abbildung B deutliche Gewichts- und Korper-
temperaturveranderungen unter der Phytoldiat. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert +
Standardabweichung fir n=15 Versuchstiere. (Die Daten wurden taglich an festgelegten Zeit-
punkten erhoben).
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3.7 Einfluss der Phytolfutterung auf die Repolarisationsphase des

Herzens

Um zu Uberprifen, ob die Phytol-Diat Einfluss auf die Repolarisationsphase des
Herzens von C57BIl/6-Wildtyp- oder SCP2/SCPx-defizienten Mausen hat, wur-
den aus den Oberflachen-Elektrokardiogrammen die Daten fur das Intervall JTy
erhoben.

J gibt dabei das Ende der S-Zacke und T das Ende der T-Kurve an, somit
wird das Intervall Gber die gesamte Repolarisationsphase des Herzens gemes-
sen. Im Gegensatz zu der Messung des R(q)To)-Intervalls gehen bei dem Inter-

vall JTg keine Veranderungen des Kammer-Komplexes (RqRS) mit ein.
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Abbildung 20: Oberflachen-EKG-Parameter (JTo-Intervall) von Wildtyp-Mausen (C57BI/6 )
und SCP2/SCPx-defizienten Mausen (SCP -/-) vor und nach einer Diat mit 0,5 mg/g Phytol
Uber einen Zeitraum von 18 Tagen. Eine Verdoppelung des JTy-Intervalls bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen von ca. 25 ms vor Diat auf ber 50 ms nach Diat wurde regi-
striert. Es wurden keine Verdnderungen des JT-Intervalls bei den Wildtyp-M&ausen vor und
nach Diat registriert.

Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung fur C57BI/6 n=19-34 Ver-
suchstiere und SCP -/- n=22 Versuchstiere.

n.s. keine Signifikanz zwischen den gepaarten Proben.

* (p<0,05); # (p<0,01); ## (p<0,001).

Wie auch schon fur die anderen Intervalle im Elektrokardiogramm gezeigten
auftretenden Veranderungen, wie die Verlangerung der PRq)-, RqRS-, Rq)T-
Intervalle und der Zykluslange, sind signifikante Intervallverlangerungen fir das
Intervall JTy, welches die Repolarisationsphase des Herzens anzeigt, bei den
mit 0,5 mg/g Phytol gefutterten SCP2/SCPx-defizienten Mausen zu erkennen.
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Dies gilt sowohl im Vergleich mit Wildtyp-Mausen, als auch im Gruppenver-
gleich der SCP2/SCPx-defizienten Mausen vor und nach der Phytoldiat.

3.8 Identifizierung von Expressionsunterschieden der Gene fir
Connexin40 und Connexin43 im Myokard zwischen SCP2/SCPx-

defizienten Mausen und Wildtyp-Mausen unter Phytoldiat

Die elektrokardiographischen Untersuchungen der mit 0,5 mg/g Phytol gefut-
terten SCP2/SCPx-defizienten Mause zeigen einen deutlichen Defekt in der
Erregungsausbreitung des Myokards. Sinu-atriale (SA) und Atrio-ventrikulare
(AV) -Blocke lassen darauf schliel3en, dass es zu einer massiven Veranderung
der Zell-Zell-Interaktion des Myokards kommt. Verantwortlich fur diesen Defekt
kann unter anderem eine Veranderung in der Regulation, der Synthese oder
dem Zusammenbau der Connexine sein. Fur die Expressionsuntersuchungen
wurde RNS aus dem Herzen von Mausen isoliert, welche Uber einen Zeitraum
von 15 Tagen mit einer 0,5 mg/g Phytol enthaltenden Diat gefuttert wurden. Fur
die Sondenherstellung dienten in Plasmiden amplifizierte cDNS-Sequenzen flr
Connexin40 und Connexin43 des Menschen. Zur Quantifizierung der aufgetra-
genen RNS wurde die Membran mit der Digoxigenin markierten cDNS des kon-
stitutiv.  exprimierten  Gens  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) rehybridisiert. Alle Northern-Blot-Analysen wurden mit RNS von min-
destens drei verschiedenen Mausen je Genotyp und Futterung durchgefuhrt.

Die Northern-Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet. In
Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass es sich bei den Erregungs-
ausbreitungsstorungen im Myokard der geflutterten SCP2/SCPx-defizienten
Mause um eine Veranderung der Expression der Connexine40/43 handeln
konnte, konnte anhand der Northern-Blot-Analysen eine Verminderung der Ex-
pression von Connexind3 um 50% im Ventrikelmyokard SCP2/SCPx-
defizienter Mause (-/-) gegenuber im Ventrikelmyokard von C57BI/6-Wildtyp-
Mausen (+/+) nach 15tagiger Futterung mit 0,5 mg/g Phytol festgestellt werden.
Es konnten keine Expressionsunterschiede fur Connexin40 zwischen den
Phytol gefltterten Wildtyp-Mausen und den SCP2/SCPx-defizienten Mausen

festgestellt werden.
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Im Vergleich zu Connexin43 wurde Connexin40 im Herzen der Wildtyp-Mause,
wie auch im Myokard der SCP2/SCPx-defizienten Mause nur sehr gering ex-
primiert. Die doppelte aufgetragene Menge mRNS fir Connexin40 (10 ug) im
Vergleich zu der aufgetragenen Menge mRNS fur Connexin43 (5 ug) zeigte nur
schwach ausgepragte Banden auf dem Rontgenfilm des Northern-Blots. Ver-
langerte Belichtungszeiten flhrten zu keinem auswertbaren Ergebnis, da bei
den verlangerten Belichtungszeiten die Banden fir den internen Standard Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) die Banden flr Connexin40
uberstrahlten und so eine Auswertung unmaoglich machten. Auch bei Auftragung
geringerer Mengen des internen Standards konnte keine zufriedenstellenden
Ergebnisse ermittelt werden. Die Expressionsanalysen durch Northern-Blots
und deren Auswertung fur Connexin40 und Connexin43 im Myokard der Phytol
gefutterten Mause finden sich in der folgenden Abbildung (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Der Einfluss der Phytolflitterung auf die Expression von Connexin40 und Conne-
xin43.  A) Northern-Blot-Analysen: Im Vergleich zu dem internen Standard GAPDH zeigt sich eine
deutliche Reduzierung der Expression von Connexin43 bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen (-/-) ge-
genuber den Wildtyp-M&usen (+/+). Demgegenuber zeigt die Expression von Connexin40 keine Unter-
schiede zwischen den SCP2/SCPx-defizienten Mausen und den Wildtyp-Mausen.

Aufgetragen sind 10ug (fiir Connexin40) und 5ug (fiir Connexin43) Poly(A)*-RNS aus dem Herzen von
n=2 C57BI/6-Wildtyp-Mausen (+/+) und n=3 SCP2/SCPx-defizienten Mausen (-/-) nach einer 15tagigen
Diat mit 0,5 mg/g Phytol unter Verwendung von cDNS-Sonden, die Connexin40 und Connexin43 (Maus-
spezifisch) detektieren. Zur Quantifizierung der aufgetragenen RNS dient die mit Digoxigenin-markierte
cDNS des konstitutiv exprimierten Gens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogense (GAPDH).

B) u. C) Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Northern-Blot-Analysen fir Connexin
40 und Connexin 43. Die Expression von Connexin40 ist im Vergleich beider Gruppen unverandert. Im
Gegensatz dazu zeigt sich flir Connexind3 bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen im Vergleich zu den
Wildtypmé&usen eine Reduzierung um 50 %. Die Expression von Connexin40 ist bei beiden Gruppen
deutlich geringer (1/10 von Connexin43).

Als maximale Expression gilt das Signal fir GAPDH-mRNS (=100%); in Bezug dazu ergibt sich die relati-
ve Expression fiir Connexin40-mRNS und Connexin43-mRNS fir Wildtyp-Maus (+/+) und SCP2/SCPx-
defizienter Maus (-/-). Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung fur n=3 Ver-
suchstiere. p<0,001 = Signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp-Mausen (+/+) und SCP2/SCPX-
defizienten Mausen (-/-) beim T-Test und Mann-Whitney-U-Test.
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3.9 Quantitative Analysen der Phospholipidfraktionen aus Herzgewebe

von Mausen

Es ist bekannt, dass der Verlust des Sterol Carrier Protein-2 zu einer fehlen-
den peroxisomalen Bindung von Phytansaure und damit zu einem verminder-
ten Abbau von Phytansaure durch die peroxisomale a-Oxidation fuhrt [28].
Ganzlich unbekannt ist der Einfluss der Akkumulation der Phytansaure auf den
Herzmuskel. Zur Uberpriifung einer Akkumulation von Phytanséure in die Li-
pidfraktionen von Kardiomyozyten wurde Herzgewebe von Mausen gewonnen
und uber eine High-Performance-Liquid-Chromatographie (HPLC) die ver-
schiedenen Lipidfraktionen fraktioniert.
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Abbildung 22: HPLC-Analyse der Phospolipidfraktionen.
Herzen von C57BIl/6 Wildtyp-Mausen (+/+) n=6 und
SCP2/SCPx-defizienten Mausen (-/-) n=6 wurden, wie im Mate-
rial- und Methodenteil beschrieben, prapariert und die Fraktio-
nen Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylcholin
(PC) fraktioniert und gesammelt. Die Detektion der Phospholi-
pide erfolgte bei Az [arb. units]. CL=Cardiolipin,
SM=Sphingimyelin.
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3.10 Gaschromatographie mit anschlielender Massenspektroskopie

Zur Uberpriifung einer veranderten Zusammensetzung der Lipidmembranen durch
Akkumulation von Fettsauren wurden die aus der HPLC-Analyse aufgearbeiteten
Phospahtidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) -Fraktionen mittels Ga-
schromatographie (GC) mit anschlielender Massenspektroskopie (MS) zur Quanti-

fizierung untersucht.
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Abbildung 23: Gaschromatographische/Massenspektrometrische-Analysen der Phosphatidy-
cholin-Fraktionen aus Mauseherzen. A) SCP2/SCPx-defiziente Maus nach 15tagiger Diat mit 5mg/g
Phytol. Der Peak nahe 600 (Pfeil) zeigt die Akkumulation von Phytansaure, B) C57BI/6-Wildtyp-Maus
nach 15tagiger Diat mit 5mg/g Phytol. Eine Akkumulation von Phytansdure wurde nicht (Pfeil) oder nur
geringfugig detektiert. Die Anreicherung von Pristansdure konnte nicht nachgewiesen werden. C:21 ist
der interne Standard (IS) und gilt als Referenz zur Quantifizierung der Fettsduren; C16:0 Palmitinsaure,
C16:1n7c Palmitiinsdure, C18:0 Stearinsdure, C18:2n6¢ Linolensaure, C18:1n9¢c Olsdure C20:4n6¢c Ara-
chidonséaure, C22:6n3c Docosahexansaure, C26:0 Cerotinsdure, C28:0 Montansaure.
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In Ubereinstimmung mit der Anreicherung von Phytansdure in Organen und
Geweben aulerhalb des Herzens von SCP2/SCPx-defizienten Mausen konnte
erstmals auch eine erhdhte Akkumulation von Phytansaure im Herzen dieser

Mause nachgewiesen werden (Abbildung 23).

3.11 Auswertung der Gaschromatographischen Untersuchungen

Durch die Phytolfutterung kommt es bei SCP2/SCPx-defizienten Mausen zu
einer 10fach erhohten Serum-Phytansaurekonzentration im Vergleich zu Kon-
trollmausen [35]. Gegenuber den Wildtyp-Mausen findet man eine 8-12fach er-
hdéhte Akkumulation von Phytansaure in der Phosphatidylcholin (PC)-
Lipidschicht der Membran im Myokardgewebe der SCP2/SCPx-defizienten
Mausen. Anreicherungen von Phytansaure in der Phophatidylethanolamin (PE)-
Lipidschicht im Gewebe aus den Herzen dieser Mause wurde nicht nachgewie-
sen. Die durch die a-Oxidation der Phytansaure um ein C-Atom verklrzte Pri-
stansaure konnte sowohl bei den Wildtyp-Mausen, als auch bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen in den PC- und PE-Fraktionen nicht nachge-
wiesen werden (Abbildung 24). Dies liegt zum einen an der schnellen Spaltung
der Pristansaure durch die an die a-Oxidation anschlieRende peroxisomale [3-
Oxidation und an der Deletion des Sterol Carrier Protein 2-Gens in den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen, welches eine peroxisomale Bindung der

Phytansaure verhindert.
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Abbildung 24: Akkumulation der Phytansaure im Herzgewebe von C57BI/6 Wildtyp-
Mausen (+/+) und SCP2/SCPx-defizienten Mausen (-/-) in den Membranlayern Phosphati-
dylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE). Die Quantifizierung erfolgte mittels eines
internen Standards C21:0 (IS) = 100 %. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert + Stan-
dardabweichung flir n=6 Versuchstiere.

Eine 8fach erhohte Akkumulation von Phytansaure konnte in der PC-Fraktion aus Myokardge-
webe von SCP/SCPx-defizienten Mause (-/-) im Vergleich der PC-Fraktion aus Myokardgewebe
von Wildtyp-Mausen (+/+) nach einer Phytoldiat festgestellt werden. Eine Akkumulation in die
PE-Membranlayer des Myokardgewebes beider Gruppen nach Phytoldiat wurde nicht festge-
stellt.

Im Vergleich zu den SCP2/SCPx-defizienten Mausen konnte insgesamt bei den
Wildtyp-Mausen eine leicht erhdhte Akkumulation von Docosahexansaure in
den Phosphatidylcholin (PC) und Phophatidylethanolamin (PE) —Fraktionen
(Membranlayer) des Myokards dieser Tiere festgestellt werden. In der folgen-
den Abbildung 25 sind diese Unterschiede dargestellit.
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Abbildung 25: Akkumulation von Docosahexansaure im Herzgewebe von C57BI/6-
Wildtyp-Mausen (+/+) und SCP2/SCPx-defizienten Mausen (-/-) in den Membranlayern
Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE). Die Quantifizierung erfolgte mittels

eines internen Standards C21:0 (IS) =100 %. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert +
Standardabweichung fiir n=6 Versuchstiere.

Es ist eine um 30% erhéhte Akkumulation der Docosahexanséaure in der PC-Fraktion und eine
um 10% erhohte Akkumulation in der PE-Fraktion der Wildtyp-Mause (+/+), im Vergleich zu der
Akkumulation von Docosahexansaure in der PC-Fraktion und der PE-Fraktion der SCP2/SCPx-
defizienten Mause (-/-) zu erkennen.

3.11 Identifizierung von histologischen Veranderungen im Myokard-
gewebe von SCP2/SCPx-defizienten Mausen und Wildtyp-Mausen
nach Phytoldiat

Um eine eventuelle Veranderung des Connexin-Musters in den Ventrikeln und
dem Erregungsleitungssystem zu Uberprufen, wurde mittels Immunzytochemie
auf Kryoschnitten aus Myokard, der mit 0,5 mg/g Phytol gefutterten Mausen, die

Verteilung und Expression von Connexin43 untersucht.

Die Immunzytochemie flir Connexin43 lasst eine deutliche Veranderung des
Connexinmusters und der strukturellen Ausbildung der Connexine bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen gegenuber den C57BI/6-Wildtyp-Mausen nach
der Phytoldiat erkennen.
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Unterschiede der Connexinmuster fur Cx43 bei SCP2/SCPx-defizienten Mau-
sen gegenuber Wildtyp-Mausen vor Diat, sind nur gelegentlich zu erkennen,
und nur schwach ausgepragt. Diese flhren allerdings, wie in dieser Arbeit ge-
zeigt, nicht zu den pathologischen Veranderungen im Elektrokardiogramm der

Mause.

Nach 15tagiger Futterung der Mause wurden die Herzen explantiert, mit einer
kalten PBS/Heparin-Losung gespult, mit Kryoldsung ausgespritzt und mittels
flussigem Stickstoff auf —80°C in Kryol6sung gefroren.

Die Markierung und die Detektion der Connexine erfolgte auf 3-5 um dicken

Gewebeschnitten.

Die Untersuchungen wurden an Herzen von mehreren Versuchstieren durch-
gefuhrt und zeigten strukturelle Veranderungen in der typischen Leiterformation
und der GroRe der ,gap-junctions® bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen
unter Phytoldiat. Die ,gap-junctions® fur Connexin43 erschienen bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen nach Phytoldiat unregelmafig und nur punk-
tuell angeordnet. Aufgrund der veranderten GroRe gegenlber normal ausgebil-
deten ,gap-junctions”, muss hier von ,Mini-gap-junctions gesprochen werden.
Durch die geringe GroRe dieser ,Mini-gap-junctions® scheint der Zellkontakt

uber den interzellularen Raum (zwischen den Zellen) unterbrochen zu sein.

Die folgende Abbildung (Abbildung 26) zeigt kryokonservierte Gewebeschnitte
des Ventrikelmyokards von Wildtyp-Mausen und SCP2/SCPx-defizienten Mau-
sen nach Phytoldiat. Die markierten Stellen weisen auf die markierten ,gap-

junctions® bzw. ,Mini-gap-junctions” fur Connexin43.
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3.12 Connexin43 markierte Gewebeschnitte aus dem Myokard von Mausen

Wildtyp
C57BI/6

SCP2/SCPx -/-|-

Abbildung 26: Immunzytochemie zur Identifizierung von Connexin43 auf Kryoschnitten
aus dem Myokard der Maus. Als primarer Antikdrper wurde anti Cx43 (Maus gegen Ratte )
verwendet und mit dem fluoreszensmarkierten sekundar-Antikorper Cy3 (Esel gegen Maus)
detektiert. A) Ausschnitt aus dem rechten Ventrikel eines Herzens einer C57BI/6-Wildtyp-Maus,
die 15 Tage mit einer 0,5 mg/g Phytol angereicherten Diat gefiittert wurde. Die Pfeile deuten auf
die ,gap-junctions®, die in einer typischen Leiterformation auf der Myozytenoberfliche angelegt
sind; Abbildung B) zeigt einen Ausschnitt aus dem rechten Ventrikel einer SCP2/SCPx-
defizienten Maus nach 15tagiger Phytol-Diat 0,5 mg/g. Die Pfeile deuten auf die diffus tber die
Oberflache verteilten ,Mini-gap-junctions®. Eine fiir ,gap-junctions® typische Leiterformation im
Connexinmuster fiir Connexin43, wie in Abbildung 26 A), ist nicht zu erkennen.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit sollte der Einfluss einer Phytolfltterung auf die Erregungsphysiologie
des Myokards von SCP2/SCPx-defizienten Mausen mittels telemetrischer Aufzeich-
nung des Elektrokardiogramms und anderer Koérperfunktionen untersucht werden.
Auswirkungen der Anasthesie zur Abnahme des Oberflachenelektrokardiogramms
sollten durch Etablierung der telemetrischen Erfassung von Elektrokardiogrammen

ausgeschlossen werden.

4.1 Probleme bei Auswertungen von Mause-Elektrokardiogrammen

Die Interpretation von Mause-EKGs ist extrem schwierig und fuhrt haufig zu
Missverstandnissen in der Literatur.

Das menschliche EKG hat eine P-Welle, welche die atriale Depolarisation an-
zeigt. Der folgende QRS-Komplex gibt die Depolarisation des Ventrikels wieder
und das ST-Segment korrespondiert mit der Plateau-Phase des Aktionspotenti-
als, wenn das gesamte Herz depolarisiert ist. Die Repolarisationphase wird
durch die T-Welle angezeigt. Durch das spezialisierte Erregungsleitungssystem
kommt es zu einer fast gleichzeitigen Erregung beider Ventrikel. Dabei ist die
Lange des Intervalls QRS <100 ms, wahrend das QT-Intervall ~400 ms betragt.
Veranderungen des QT-Intervalls signalisieren Veranderungen des Aktionspo-
tentials. Reizleitungsstdrrungen im Ventrikel (QRS-Komplex) kénnen leicht von
Repolarisationsstorungen (QT-Intervall) im Oberflachen-EKG abgegrenzt wer-
den.

Das Mause-EKG zeigt auch eine P-Welle und einen ahnlichen Kammerkomplex
(R@RS), wie das menschliche EKG. Allerdings lasst sich das ST-Intervall und
die T-Welle nur sehr schlecht bestimmen. Studien konnten zeigen, dass sich
das Aktionspotential Uber die Ventrikel bei Mausen zwischen 5-10 ms ausbreitet
[57]. AulRerdem besitzt das Aktionspotential der Maus keine ausgepragte Pla-
teauphase, so dass die Depolarisationsphase in einigen Teilen des Herzens mit
der Repolarisationsphase anderer Teile des Herzens parallel verlauft. So kann
der Kammerkomplex mit ca. 20 ms und seiner hohen Amplitude nicht nur der
Ausdruck der Depolarisation Uber die Ventrikel sein, sondern er zeigt auch die
frihe Phase der Repolarisation an. So kann es sich zum Beispiel bei der Ver-

breiterung des QRS-Komplexes im Mause-EKG um die Folge einer Verande-
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rung des Erregungsleitungssystems handeln, oder kann Ausdruck der Verzoge-
rung der Repolarisation sein [58].

Die niedrige Amplitude flir das ST-Segment und die T-Welle kénnen entweder
Ausdruck der spaten Phase der Repolarisation sein oder die Endphase des Ak-
tionspotentials darstellen.

Das Auftreten von atrio-ventrikular-Blocken (AV-Block) zweiten oder dritten
Grades wird in verschiedenen Wildtyplinien mit unterschiedlichen Frequenzen
beobachtet, so dass es sich bei einem Auftreten eines AV-Blockes nicht immer
um ein pathologisches Ereignis aufgrund einer Erkrankung [59], oder in diesem
Fall als Folge der Diat, handeln muss. Es kann allerdings sicher davon ausge-
gangen werden, dass die in dieser Arbeit beobachteten AV-Blocke bei den
transgenen Tieren eine Folge der Futterung mit Phytol sind, da in keinem Fall
eine AV-Blockierung bei den Wildtyp-Mausen ohne oder unter Phytoldiat zu
beobachten war, und sich auch die SCP2/SCPx-defizienten Mause kardio-
logisch unauffallig unter Normaldiat verhielten. Es ist also davon auszugehen,
dass sich der genetische Hintergrund C57/BI6 fur das transgene Mausmodel
SCP2/SCPx -/- nicht auf die pathologischen Befunde des EKGs auswirkt [58 ].

4.2 Der plétzliche Herztod

Der plotzliche Herztod tritt beim Menschen haufig nach struktureller Verande-
rung des Myokards ein und ist verbunden mit Tachykardie und ventrikularem
Flimmern [60]. Fruhsterblichkeit und Arrhythmien sind bei transgenen Mausmo-
dellen und bei knockout-Mausen keine Seltenheit. Dies kann zu der Vermutung
fuhren, dass ventrikulare Tachyarrhythmien den plétzlichen Herztod bei Mausen
predisponieren [58]. Es wird aber immer deutlicher, dass die meisten transge-
nen oder knockout-Mause nicht an einer ventrikularen Tachykardie oder durch
Kammerflimmern versterben. Auffallig ist, dass Mausmodelle mit einer Stérung
fur Connexin43 eine verlangsamte Erregungsausbreitung zeigen, die durch den
Verlust des interzellularen Kontaktes, und weniger durch die verminderte Er-
regbarkeit der Myokardzellen zu erklaren ist [61]. Bei diesen Mausmodellen
zeigten sich Erregungs-ausbreitungsstdorungen, die zu AV-Blécken und SA-
Blocken fuhrten, und eine Erklarung flr den plétzlichen Herztod darstellen kon-
nen [60], [62]. Diese Erkenntnis stutzt die Ergebnisse der RNS-
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Expressionsanalysen und der Immunzytochemie dieser Arbeit, welche zeigen,
dass es unter der Phytolfutterung bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen im
Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen zu einer verringerten Expression und Ver-
anderung des Connexinmusters und der Gro3e fur Connexin4d3 kommt. Diese
Ergebnisse korrelieren mit den in diesem Mausmodell beobachteten elektro-
physiologischen Ereignissen, die die Sinusknoten-Funktion und die Reizleitung
beeintrachtigen und zu AV-Blocken und SA-Blocken bei den SCP2/SCPx-
defizienten Mausen unter Phytoldiat fuhren. Diese pathologischen Verande-
rungen der Erregungs-ausbreitung konnten Ursache fur den plotzlichen Herztod

sein.

4.3 Auswirkungen einer verringerten Expression der Connexine

4.3.1 Connexin40

Es ist bekannt, dass das Ausschalten des Gens fur Connexin40 bei Mausen zu
einer Verringerung der Erregungsausbreitung in den Vorhofen des Myokards
fuhrt [63]. Immunhistologische Studien konnten zeigen, dass Connexin40
hauptsachlich im atrialen Myokard und dem HIS-Purkinje-System exprimiert
werden [64], [65], [66].

Die ventrikulare Erregungsausbreitung ist bei der Connexin40-knockout-Maus
nicht gestort. Im Elektrokardiogramm unterscheiden sich die Cx40-knockout-
Mause gegenuber Wildtyp-Mausen durch Verbreiterung der P-Welle und einer
Verbreiterung des PR-Intervalls. Diese Veranderungen sind Ausdruck fur atrio-
ventrikulare Dysfunktionen [67], [68], [69]. Die Verbreiterung des PR-Intervalls
ist wahrscheinlich Ausdruck der verminderten Erregungsausbreitung Uber den
AV-Knoten und der Veranderung des Erregungsleitungssystems. Studien erga-
ben, dass die Deletion von Connexin40 keinen Effekt auf die Expression ande-
rer Connexine oder deren Struktur ausubt und auch die Gesamtstruktur des
Herzens nicht verandert wird [68], [69].

Zusatzlich ist eine Verbreiterung des RqRS -Komplexes bei den Cx40-
knockout-Mausen zu beobachten, was an sich ungewohnlich ist, da Conne-
xin40 nicht im arbeitenden Ventrikel des Myokards exprimiert wird. Anschei-
nend ubt das Ausschalten oder eine verringerte Expression von Connexin40



Diskussion 65

doch Einfluss auf die ventrikulare Erregung aus. Diese Erkenntnis kann nur
uber die beeintrachtigte Funktion des spezifischen Erregungsleitungssystems
erklart werden, da es durch einen Schenkelblock zu einem verbreiterten
R@RS-Komplexes kommen kann. Die Erregungsausbreitung Uber die HIS-
Bundel wird allerdings durch das Ausschalten von Connexin40 nicht sehr be-
eintrachtigt. Uber Connexin45 wird hier der Verlust von Connexin40 reduziert,
so dass es zu keiner messbaren Veranderung der Erregungs-ausbreitung uber
die His-Blndel bei den Cx40-knockout-Mausen kommt [64]. Deshalb scheinen
die beobachteten pathologischen Veranderungen unter der Phytoldiat bei den
SCP2/SCPx-defizienten Mausen durch die Beeintrachtigung der ,gap-junctions®

fur Connexin43 zu kommen.

4.3.2 Connexin43

Wie im Kapitel 4.2 beschrieben, entsteht ein massiver Eingriff in die Erregungs-
ausbreitung des Herzens durch die Veranderung der Expression von Conne-
xin43 und deren Struktur. Diese Tatsache wird schon daraus ersichtlich, dass
im Gegensatz zu Connexin40-knockout-Mausen, Connexin43-knockout-Mause
nicht Uberlebensfahig sind. Bei einer Null-Deletion von Connexin 43 kommt es
zu massiven Entwicklungsstérungen der Knochenbildung, den Atmungsorganen
und des Herzens [70], [71]. Als Konsequenz aus diesen Entwicklungsstérungen
sterben die Mause direkt nach der Geburt an Asphyxie [72], [73]. Erkenntnisse
uber die Funktion von Connexin43 konnten allerdings mit einem alternativen
Mausmodell gemacht werden [74]. Dabei handelt es sich um ein heterozygotes
Modell, welches beide Allele fur Wildtyp und Connexin43-knockout besitzt. Bei
diesem Modell wird die Expression von Connexin43 auf 50% gegenuber den
Wildtyp-Mausen gesenkt [75], [76]. Ein ahnlicher Effekt stellte sich auch bei der
Phytolfutterung der SCP2/SCPx-defizienten Mause ein, bei denen eine um 50
% verminderte Expression fur Connexin4d3 gegenuber den Wildtyp-Mausen er-
mittelt wurde. Die Verminderung der Expression von Connexin43 fuhrt im Myo-
kard der heterozygoten Connexin43-knockout Mause, wie auch im Myokard der
SCP2/SCPx-defizienten-Mause unter Phytoldiat, zu einer Verlangsamung der
Erregungsausbreitung Uber die Ventrikel. Diese Beobachtung beruht auf der

interzellularen Entkopplung der Kardiomyozyten.
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Bei Untersuchungen der Monophasischen Aktionspotentiale (MAPs) am iso-
lierten Herzen von mit Phytol gefutterten SCP2/SCPx-defizienten-Mausen und
Wildtyp-Mausen in der Langendorff-Apparatur konnten keine Unterschiede
zwischen den beiden Mausmodellen gemessen werden [personliche Mitteilung
von Frau Dr. L. Fabritz]. Das deutet darauf hin, dass die Summe der Gesamt-
lonenkanale in keinem relevanten Ausmal} betroffen ist. Diese Aussage stutzt
zusatzlich die Vermutung, dass eine Beeinflussung der lonenkanale der Kar-
diomyozyten der SCP2/SCPx-defizienten-Mause unter Phytoldiat nicht die Ur-

sache fur die Reizleitungsstorungen des Myokards sind.

4.4 Analysen der Oberflachen-EKG Auswertungen

Bei der Oberflachenelektrokardiologischen Charakterisierung der ,knockout*-
Mause konnte beobachtet werden, dass der Phanotyp der SCP2/SCPx-
defizienten Maus unter Standarddiat keine oder nur geringe Veranderungen
gegenuber dem Wildtyp zeigt. Die im Oberflachen-Elektrokardiogramm gemes-
sene Verlangerung der Zykluslange unter Standarddiat bei den SCP2/SCPx-
defizienten Mausen kann als solche nicht als pathologisch betrachtet werden,
da diese Veranderung bei den telemetrisch aufgezeichneten Elektrokardio-
grammen nicht mehr auftritt. Beeintrachtigende Faktoren kdnnen hier die Ver-
abreichung der Anasthetika darstellen. In Versuchen mit verschiedenen , knock-
out““Mausmodellen konnte festgestellt werden, dass die Mause je nach Gen-
defekt unterschiedlich auf die Gabe der Anasthetika reagieren. Dadurch ist es
schwierig, gleiche Narkotisierungsbedingungen zwischen den verschiedenen
Mausmodellen zu schaffen. Bei gleicher Gabe der Anasthetika bei Wildtyp-
Mausen und SCP2/SCPx-defizienten Mausen ist es so zu einer tieferen Narko-
tisierung und Relaxierung der ,knockout“-Mause gekommen, welches sich auf
eine niedrigere Herzfrequenz und einer Verlangerung der Zykluslange ausge-
wirkt hat.
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4.5 Analysen der telemetrisch erfassten Elektrokardiogramme

Durch die Erfassung der Elektrokardiogramme mittels Telemetrie konnten die
beschriebenen Einflisse der Narkotisierung ausgeschaltet werden, so dass nun
der Vergleich verschiedener Mausmodelle mdglich ist. Wie im Ergebnisteil zu
sehen ist, bestehen zwischen dem Phanotyp der SCP2/SCPx-defizienten Maus
und der Wildtyp-Maus keine Unterschiede im Elektrokardiogramm unter
Normaldiat.

Unter Verabreichung von Phytol in Form einer Diat mit 0,5mg/g Phytol und der
damit verbundenen Erhohung der Phytansaurekonzentration verandert sich
nicht nur der Phanotyp der SCP2/SCPx-defizienten Mause, sondern es kommt
auch zu betrachtlichen kardiologischen Dysfunktionen gegenuber den Wildtyp-
Mausen. Schon die Ergebnisse der Oberflachen-Elektrokardiogramme weisen
darauf hin, dass die Akkumulation der Phytansaure einen Einfluss auf das
Reizleitungssystem des Herzens bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen hat.
Im Gegensatz zu den Wildtypmausen kommt es bei den SCP2/SCPx-
defizienten Mausen zu signifikanten Veranderungen, die sich in der Verbreite-
rung mehrerer Intervalle abzeichneten. So kommt es zur Verzégerung der Erre-
gungsausbreitung zwischen den Vorhéfen und dem Kammerkomplex, welche in
vielen Fallen zur kompletten AV-Blockierung fluhrte. Auch die Verbreiterung des
R@RS-Komplexes und des R(q)T)-Intervalls weisen darauf hin, dass die Ak-
kumulation der verzweigtkettigen gesattigten Fettsaure (Phytansaure) einen
massiven Einfluss auf die Erregung des rechten und des linken Schenkels des
Ventrikels hat.

Darauf weisen auch die in der telemetrischen Erfassung der Elektrokardio-
gramme registrierten SA-Blockierungen hin. Die SA-Blockierung ist ein Hinweis
auf eine Stoérung der ,gap-junctions®. Hierbei handelt es sich um eine verlan-
gerte Leitungszeit zwischen dem Sinusknoten und dem Vorhof, die unter Ab-
nahme des konventionellen EKGs nicht aufgezeichnet wurde. Durch die tele-
metrische Datenerfassung konnte dieses, teilweise abrupt auftretende Ereignis,
dargestellt werden, welches sich Uber die Verlangerung des AA-Intervalls (PP)
und dem folgenden Ausbleiben der P-Zacke darstellt und dann wieder mit der

gleichen Zykluslange fortfahrt. Das bedeutet, dass der Sinusknoten weiter-
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schlagt, aber die Uberleitung (,gap-junctions®) zum Vorhof (P) gestért ist. Die
Erregung des Sinusknoten (Aktionspotential Uber Kalium-Einstrom und Natrium-
Ausstrom) ist wahrscheinlich nicht behindert oder blockiert (Ergebnisse der

MAP-Messungen).

4.6 Telemetrisch erfasste Kérpertemperatur und Messung des Koérper-

gewichts

Die durch die telemetrische Datenerfassung erhobenen Werte fur die Korper-
temperatur der Mause unter Phytoldiat und die Erfassung des Korpergewichts,
konnten ein Hinweis darauf sein, dass die kardiologischen Dysfunktionen der
SCP2/SCPx-defizienten Mause durch Unterkihlung oder durch die starke Ge-
wichtsabnahme zustande kommen. Dagegen sprechen allerdings mehrere Tat-
sachen. Zum einen zeigen echokardiologische Untersuchungen an
SCP2/SCPx-defizienten Mausen unter Phytoldiat, dass sich die Grof3e und
Morphologie des Herzens nicht verandert [persdnliche Mitteilung von Dr. J.
Stypmann] und so das Herz eigentlich im Vergleich zur Abnahme des Korper-
gewichts an Leistung gewinnt. Des Weiteren wurde die taglich aufgenommene
Futtermenge kontrolliert, wobei die SCP2/SCPx-defizienten Mause im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe sogar am Anfang der Phytoldiat mehr Futter aufnah-
men und sich die aufgenommene Menge an Futter wahrend der Diat der Kon-
trollgruppe anglich. Eine weitere Tatsache, dass die in dieser Arbeit dargestellte
Abnahme des Korpergewichts und der Korpertemperatur und die dargestellten
kardiologischen Dysfunktionen Effekte der Einlagerung der Phytansaure in die
Phospholipidmembranlayer sind, zeigen Untersuchungen an SCPZ2/SCPx-
defizienten Mausen, die abwechselnd mit einer Phytol- und einer Standarddiat
gefuttert wurden. Bei diesen Mausen kam es im Vergleich zu den durchgehend
gefutterten knockout-Mausen zu einer geringeren Abnahme des Korperge-
wichts und der Koérpertemperatur als unter einer durchgehenden Phytoldiat, da-
bei folgen die beobachteten Veranderungen des Elektrokardiogramms den in
dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen. Dadurch ist ein Mangel an Energiever-
sorgung des Herzens durch eventuelle Unterernahrung, oder eine Unterkuh-
lung als Ursache fur die Reizleitungsstérungen des Myokards bei den Mausen

auszuschlie3en.
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4.7 Gaschromatographische Analyse der Phosphatidylcholin- und

Phosphatidylethanolamin-Fraktionen

Durch die Gaschromatographische Analyse konnte festgestellt werden, dass
sich nicht nur die Serumkonzentration der Phytansaure bei den SCP2/SCPx-
defizienten Mausen unter Phytoldiat erhoht [35], sondern es auch zu einer Ein-
lagerung der Phytansaure in die Phosphatidylcholin-Membranlayer der Kar-
diomyocyten bei diesen Mausen kommt. Die eingelagerte Phytansaure kann so
pharmakologische Effekte auf die Bildung und Funktion der ,gap-junctions®
(Connexine) ausuben [54].

Wie in dieser Arbeit dargestellt, kommt es durch erhdhte Akkumulation von
Phytansaure und Einlagerung in die Membranlayer der Kardiomyocyten zu ei-
ner verringerten Expression von Connexin43, und zu einem veranderten Con-
nexinmuster fir Connexind3 bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen unter
Phytoldiat im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen.

Zusatzlich kann die eingelagerte verzweigtkettige gesattigte Phytansaure einen
negativen Einfluss durch Verdrangung ungesattigter Fettsduren und den da-
durch fehlenden Oxidationsschutz auf die Myokardzelle haben.

Die leicht erhdhte Konzentration an Docosahexansaure in den Lipidmembranen
bei den Wildtypmausen gegenuber den SCP2/SCPx-defizienten Mausen konnte
eine Schutzwirkung gegen die leicht erhohte Akkumulation der Phytansaure
darstellen. Bei Experimenten an isolierten Kardiomyocyten zeigte eine schon
leicht erhdohte Konzentration an PUFAs eine Stabilisierung der elektrischen Po-
tentiale durch Veranderung der Leitungsfahigkeit von spezifischen lonen-
kanalen. Diese Eigenschaft fuhrt mit zur Pravention von malignen ventrikularen
Arrhythmien bei [88]. Auch epidemiologische Studien konnten zeigen, dass eine
Diat speziell mit Eicosapenten- und Docosahexansaure einen arrhythmogenen
Schutz auf das Herz auslbt [13]. Dadurch ist zu erklaren, dass die Effekte der
eingelagerten Phytansaure in die Phosphatidylcholinschicht der Membranlayer
der Kardiomyocyten bei den Wildtyp-Mausen durch die erhohte Konzentration
der Docosahexansaure aufgefangen werden und es so unter der Phytoldiat zu

keinen auffalligen EKG-Veranderungen kam.
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4.8 Immunzytochemie

Die veranderte Grofle und das veranderte Connexin-Muster fur Connexind3 im
Ventrikel von den mit Phytol gefltterten SCP2/SCPx-defizienten Mausen flhrt
wahrscheinlich zu den interzellularen Impulsstérungen zwischen den Kar-
diomyocyten. Die Ausbildung von ,Mini-gap-junctions® und die Zerstérung der
Leiterstruktur der ,gap-junctions®, ist vermutlich als Folge der Einlagerung der

Phytansaure in die Lipidmembranlayer der Kardiomyocyten zu sehen.

4.9 Ausblicke

Einen eventuellen Hinweis zur Erklarung einer Beeinflussung der elektrophy-
siologischen Eigenschaften der Myokardzelle stellt die Entdeckung der Toxizitat
der Phytansaure dar. Diese Fettsaure bindet an den ,Retinoid X Receptor al-
pha“ (RXRa), einen ligandenabhangigen Transkriptionsfaktor aus der Familie
der Kernhormonrezeptoren, und aktiviert ihn dadurch [77], [78]. Durch die Akti-
vierung des Transkriptionsfaktordimers kommt es zur Aktivierung zahlreicher
Gene des Lipidmetabolismus. In Mausen, die PPARa Uber-exprimieren konnte
unter Verabreichung einer Diat mit gesattigten Fettsauren, eine starke Verande-
rung des Energiemetabolismus festgestellt werden, welcher zu Kardiomyopa-
thien, wie ventrikulare Hypertrophien, einer links ventrikularen Kammerdilatati-
on und ventrikularen Dysfunktionen bei den Mausen fuhrte [79]. Auch in diesem
Modell wird spekuliert, dass kontraktile Dysfunktionen des Myokards durch
Einlagerung der verabreichten Fettsduren in die Lipidmembran der Kar-
diomyocyten zustande kommen. Studien bei diabetischen Mausen konnten dies
These bestatigen [80], [81].

In einer Folgearbeit mit einem Doppelknockout-Mausmodell fur SCP2/SCPx
und PPARa soll der Einfluss von Phytansaure auf die Aktivierung des
RXRa/PPARa-Heterodimers und die eventuell daraus entstehenden Schadi-
gungen des Myokards ausgeschlossen werden.

Die Reizleitungsstérungen bei den SCP2/SCPx-defizienten Mausen kdnnen
dann nur noch durch eine Verringerung der Expression und die Veranderung

der Grole oder des Musters der Connexine durch die Einlagerung der Phytan-
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saure in die Phosphatidylcholin-Schicht der Membran der Kardiomyocyten her-
vorgerufen werden.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass die verzweigtkettige gesattigte Fettsaure
Phytansaure, die sich im Phospholipidmembranlayer der Kardiomyocyten der
SCP2/SCPx-defizienten-Mause anreichert, einen direkten Einfluss auf die kar-
diologischen Funktionen austben konnte, zeigen mehrere Studien Uber Fett-
sauren.

In diesen Studien konnte die direkte pharmakologische Intervention der Fett-
sauren auf die Funktion der Connexine nachgewiesen werden [54]. Auch epi-
demiologische Studien uUber Erndhrungsverhalten und Zusammensetzung der
vorwiegend aufgenommen Fettsauren weisen darauf hin, dass kérperliche und
besonders kardiologische Funktionen stark durch die Aufnahme der verschie-
denen Fette beeinflusst werden konnen [82], [83], [84].

Uber die Erkenntnisse der Beeinflussung der Proteinproduktion und der As-
semblierung der ,gap-junctions® (Connexine) durch die Phytansaure-
einlagerung in die Membran der Kardiomyocyten sollen Ultrastrukturelle Unter-
suchungen Aufschluss geben.

Durch die Ergebnisse der MAP-Messungen (monophasisches Aktionspotential)
konnen sterische Behinderungen der lonenkanale durch Einlagerung der

Phytansaure in die Phospholipidmembran ausgeschlossen werden.

Die Summe der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse weist darauf hin, dass
die Akkumulation von Phytansaure mit zu dem Ereignis des plétzlichen Herzto-
des fuhrt. Eventuell kann man damit einen Teil der plotzlichen Todesfalle bei

Refsum-Patienten erklaren.

Als MalRnahme gegen die plotzlichen Todesfélle bei Refsum-Patienten durch
das Ereignis des plétzlichen Herztodes kdnnte neben der strengen phytolfreien

Diat eine Herzschrittmacher-Therapie dienen.
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6. Anhang

6.1 Berechnung der Kdrpertemperatur aus den telemetrisch erfassten
Signalen

Tabelle 35: TM=Transmitter, Auftragung [C°] gegen den Ausschlag in [mV]

TM | 40°[C] [ 39°[C] | 38°[C] [ 37°[C] | 36°[C] | 35°[C] | 34°[C] | 33°[C] | 32°[C] | 31°[C] |30°[C][A B

5453 | -0,13 | 0,34 | -0,55 |-0,785| -1,02 | -1,25 | -1,52 | -1,76 | -2,02 -2,29 -2,52 | 40,27 | 4,08

5454 | -0,17 | -0,33 | -0,53 | -0,78 | 0,99 | -1,25 | -1,5 | -1,76 | -2,01 -2,28 | -2,49 | 40,35 | 4,19

5455 | -0,21 | -0,38 | -0,54 |-0,735| 0,94 | -1,21 | -1,45 | -1,71 |-1,965| -2,24 | -2,50 | 40,37 | 4,26

5494 | -0,20 | -0,37 | -0,55 | -0,76 | 0,98 | -1,22 | -1,47 | -1,74 | 1,99 | -2,25 | -2,48 | 40,43 | 4,265

5495 | -0,11 | 0,32 | -0,55 | -0,78 | 1,02 | -1,26 | -1,6 | -1,76 | -2,0 -2,15 -2,46 | 40,37 | 4,25

549 | -0,20 | -0,37 | -0,55 | -0,77 | -099 | -1,26 | 1,6 | 1,76 | -2,0 -2,26 -2,53 | 40,42 | 4,21

5498 | -0,19 |-0,345| -0,54 | -0,75 | 0,97 | -1,22 | -1,47 | -1,71 | 1,98 | -2,24 | -2,51 | 40,35 | 4,23

5499 | -0,10 | -0,27 | -0,50 | -0,72 | -0,945| -1,22 | -1,46 | -1,71 | 1,97 | -2,24 | -2,51 | 40,06 | 4,09

5500 | -0,25 | -0,37 | -0,54 | -0,76 | -0,97 | -1,22 | -1,46 | -1,71 | -1,98 | -2,23 | -2,50 | 40,47 | 4,30

5611 | -0,19 | 0,32 | -0,54 | -0,75 | -1,00 | -1,26 | 1,5 | 1,73 | -1,90 -2,1 -2,49 | 40,45 | 4,35

Y=Temperatur
X= Transmitter-Signal (Labview)
Y=A+B*X

0,0

0,5

_1,0_

_1,5 —

2,01

Transmittersignal [mV]

_2,5_

T T T T T T T T T T T 1
30 32 34 36 38 40

Temperatur [C°]

Abbildung 27: Eichgrade zur Bestimmung der Kérpertemperatur
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6.2 Connexin 40 Zugangs-Nr.: U03486 (Genebank)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

cttttctctc
caacat gggc
cgt ggt aggce
agct gct gag
tggct gccag
gct gcagat ¢
tgtgcgcatg
ctctggct ct
gaat ggaagg
ccgcaccacc
gaccaccctg
ccggeccaca
cctccttage
caaaccgcgg
gagct gcaca
cttcaatccc
gcaagt acga
gaagcct gag
t gacaagcga
accctccttt
cgtgtccctt

tttctctctce
gatt ggagct
aaggt ct ggc
tcttcct ggg
aat gt ct gct
atcttcgtct
caggagaagc
t acgagt acc
attgccctcc
at ggaggt gg
cat gt ctgcc
gagaagaat g
ct ggct gaac
cagcacat gg
ccaccccccg
ttcagcaat a
ggt caggagc
gtgcccaatg
cgtcttagta

at gggaggat
ct gaact gat

tcccatttge
t cct gggaaa
t cact gt cct
gggat gagca
acgaccaggc
ccacgccctc
gcaagct acg
cggt ggcaga
agggcact ct
gcttcatt gt
gcaggagt cc
tcttcattgt
tctaccacct
ct aagt gcca
actttaatca
at at ggcctc
agact cct gg
gagt ct cacc
aggccagcag
caggaccagg
gctttctcac

agaagttttg

gcatctgttc

cctgctgtgce

tttcctggag
cttcatattc
ggctgatttc
tttccccatc
tctggtgtac
ggaggccgag
gaaggcagaa
gct caacacc
gggccagt ac
ctgtccccac
ctttatgctg
gggct ggaag
gctttctgge
gt gcct ggag
ccaacaaaac
ggaaggtttc
aggt caccgc
caaggcaagg
t gggaacaaa
t gt cat cact

gaagt acaca
cgtatgctcg
cggtgtgat a
tcccacattc
at gggccacg
agggccaaag
ctgtcctget
tatgtgtgca
ttcatctacg
ccggt caact
gct gt gget g
aagat cagac
ccctct gt gg
aat ggccctg
acagacaacc
atccaggttc
cttccccatg
t cagat gacc

ggaggct cag
gctt ggct cc

agcact cgac

t gct gggcac
cgatt cagcc

gct act gggt
ccat gcacac
aggt ccgggg

gggaggaagg
gcat cct gat

gaat cttcct
gttacgtatc
cact gt ccct
agcgatttgt
gcat agt cca
ggggaaaat t
t ggt caccga
gttatggcca
gct at cat ag
tatcagtgtg
agaggaaaga
tttggccegg

Die unterstrichenen Sequenzenzen markieren die flr die Sondenherstellung verwendeten

Primer

6.3 Connexin 43 Zugangs-Nr.:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

gcgt gaggaa
cctgaacttg
tcactacttt
caaactcctt
acttttcatt
gcagt ct gcc
gtctttccca
cacactcttg
gaaagaggaa
gcagat t gag
aggggggt t g
cttcttgctg
aagagat ccc
cttcatcatc
cttctatgtt
t gcgaccagt
caat ggct gc
ggttact ggc
aaact gggct
t aact cccat
t gct ggacat
cagt cgt gcc
gcat caagat
gttaattttg
caaagacatt
ggggat aaga
aat aagagtt
agaatggttc
ccaagaaact

agt accaaac
ccttttcatt
t aagcaaaag
gacaaggttc
ttccgaat cc
tttcgttgta
atctctcatg
tacctggctc
gaact caagg
at aaagaagt
ct gcgaacct
at ccagt ggt
tgcccacatc
ttcatgctgg
ttcttcaagg
ggt gcgct ga
t cct caccaa
gacagaaaca
aat tacagt g
gcacagcctt
gaatt acagc
agcagcagac
t ccact caat
at ccggt gga
agaat acct a
gaggt gcat g
ccattaggtg
tgtgtatgtg
gaaat aattc

(J. Mol. Cell. Cardiol. 26 (7), 861-868 (1994))

X52947 (Genebank)

agcagcggag
ttacttcatc
agt ggt gccce
aagcctactc
t gct gct ggg
acact cagca
tgcgettctg
atgtgttcta
tt gcccaaac
t caagt acgg
acat cat cag
acat ct at gg
aggt ggact g
tggt gt cctt
gcgt t aagga
gccct gccaa
ccget ceect
attcttcttg
cagaacaaaa
ttgatttccc
cact agccat
ct cggcct ga
t gt ggagaag
ggtggtactc

ggtt cact gg
ttggtattta

at acat agat
aat gagcggg
t ggccaggaa

ttttaaactt taaatagaca

ct ccaaggag
aggcaacat g
aact gct gga
gacagcggt t
acctggttgt
ggt cct gcag
t gt gat gcga
tgat ggtgtc
t at t gaagag
tatcctcttc
attcagcttg
tttcctctct
ggtgtccctg
t cgggt t aag
agact gt ggg
ctcgectatg
ccgcaattac
t cgaat gggg
cgat gat aac
t gt ggaccag
t gacct ggag
aaaaaaggt g
aacagcctta
gggt gt at gg
aagt agt gga
aagggctttt
t ggt aat t gt
taaatacttc

tt caat cact
ggt gact gga
gggaaggt gt
gagt cagcct
gaaaat gt ct
atcatatttg
aaggaagaga
aat gt ggaca
cat ggt aagg
aagt ct at ct
agtgctgttt
cgccccacgg
gccttgaata
ggaaagagcg
t ct caaaaat
tctcctectg
aacaagcaag
caggcgggaa
cagaattcta
cgaccttcaa
at ct agat ac
ct gt agaaag
tt cat gaggc
ggt agat ggg
tt caaagaac
tctccecegea
ggct aaat at
ct gaacat ct

ggt ct gagt g
t ggcgt gact
gcgect t agg
ggct gt cagt
ggggagat ga
gct at gacaa
t gt ct gt acc
aact gaacaa
tgcactt gaa
t gaaaat gcg
tt gaggt ggc
acacttgcaa
agaaaaccat
t cat t gaact
acccttacca
atgcttattt
ggt acaagct
caagt gagca
gcaccatctc
aaaaact agc
gcagagccag
aggct t gaaa
t gcaccaggt
tt agaaaaca
t ggagaggga
ttagattata
aacaccccta
ttttgtttta
taggtctttt
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81

1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

caacaagaaa
tttgcacttt
actatatttt
tttccatgca
atcacttttt
ttttaagaca
aagccat gct
cat gt at t gg
cat at ggt gt
tttacattat
tttttccctg
ctcetttttt
t gt aat catt
t gt gagagac
cagt aact gg
attatgagtt
atttggaatg
gaact at at g
gaagat t ggt
aacagttttg
tgttcagctt
gttctttatt

aagacagagg
gaaggt aagc

attgtcctta
tttctaggce

agt ccct get
t gaccctcca

tttattcttg
tttgcaaata
catcattcct
gt t gggat gt
taatatttaa
t acaagcaga
tcaaatttga
ataattcctg
t gt at cct at
t aggat at ag
gat gctt gaa
tt agaaaaaa
tattcttggg
tagcagtctt
caagagaggt
t t gaagacat
gaaaat gct g
t acaat gaaa
cattgcat gt
caat aaagt t

gtatcagttt
cgtatattct
cagct act ac
cact t aacat
caatcactta
tacagt at aa
acctttctca
ct gt ggcaag
t at ggat act
cagt aat gct
tgat agaatt
tgcttagagt
ttttcctact
tt ggagt gac
t gaaagagga
ctaccagttt
agt at gacac
attactaatt
aat gt agacc
ttaatttagt

aaaatt caga
ttttccatcc
tcacattcat
tttttttttt
tatgtgtgtc
act cacaaac
tggatttttg
taaagcacac
gottttgtta
attact gaaa
ttagtact gt
ggact attaa
t aat acacag
cagcaact tt
ttcagtagta
ct ccaaat gc
ttttcttett
tgtttgacat
t agt ccatca
at aaacat

aaaacattcc
ggt gt caat g
caaggcccac
acttgcacaa
ttaatggttt
t gagct aaag
gaagagtttg
acagatttga
t ggt gt ggge
tttttttttce
attatgattc
tgaatttcct
aaacaggct t
at gt gcct aa
taatt cagaa
gatgtttgca
cacat acaac
cttttttaaa
gcat gcat gt
tccatgttaa
gat cat gt gt

attgttaaaa
gactt gt gct
agaat aagat
tatcattacc
ct gt aaacat
t cagggaat c
ttttgtttgt
aaat aat gca
caat at ggt g
tcct aaaat g
tttattttct
ttttctgaaa
tagtcattaa
atgaattttg
cttgtattct
ctaagatttt
taatttattt
act cat caca
cagct acat a
act acggt ca
t ct ggagagt

Die unterstrichenen Sequenzenzen markieren die flr die Sondenherstellung verwendeten
Primer
(Submitted (02-MAY-1990) Fishman G.I., Albert Einstein College of Medicine, Dpt.

of Microbiology and Immunology, 1300 Morris Park Avenue, Bronx, 10461 NY, USA).
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6.4 Abklrzungsverzeichnis

°C

ul

a.p.
Abb.
AP

Bp
CCD
cDNS
cm
CsCl
Cx40
Cx43
Cx45
DEPC
DHA
DIG
DNA
DNS
dNTP
DTT
EDTA
EKG
EPA
eV
FAME
g

h

H,O
HPLC
LB

M
mg/g
mg/kg
min
mm
mM
MOPS
mRNS
mv
NaCl
OD
opP
PBS
pH
Phytanoyl-CoA
PUFAs
RNA
RNS

S

Temperatur in Grad Celsius
Microliter

Anterior posterior

Abbildung

Alkalische Posphatase
Basenpaare

Charged composite Device
Komplementire DNA
Zentimeter

Céasiumchlorid

Connexin40

Connexin43

Connexin45
Diethylpyrocarbonat
Docosahexansdure
Digoxigenin
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonucleosidtriphosphat
Dithioerythreitol
Dinatriummethylendiamintetraacetat
Elektrokardiogramm
Eicosapentensiure
elektrovolt
Fettsduremethylester
Gravitation

Stunde

Wasser

High Pressure Liguid Chromatographie
Luria und Bertani

Molar

Milligramm pro Gramm
Milligramm pro Kilogramm
Minute

Millimeter

Millimolar
Morpholinpropansulfonsiure
Messanger Ribonukleinsdure
Millivolt

Natriumchlorid

Optische Dichte

Operation
Phosphat-gepufferte NaCl-Losung
H"-Tonenkonzentration
Phytanoyl-Coenzym A

Poly Unsaturated Fatty Acids
Ribonukleinsdure
Ribonukleinsédure

Sekunde
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SCP Sterol Carrier Protein

SDS Natriumdodecylsulfat

SSC Natriumchlorid-Natriumcitrat
u Units

Uuv Ultraviolett

v/v Volumen-/Volumenverhéltnis
w/v Gewicht-/Volumenverhéltnis

W/W Gewicht-/Gewichtverhaltnis
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6.5 Genehmigungsbescheid fur tierexperimentelle Arbeit
__a.s:ﬂ-’

/

Bezirksrogierung Mnater . 48128 Manster

Bezirksregterung Miinster

Gagen Empfangsbekenntnis Dienstgebaude

Domplatz 1-3

Telefon: (0251)411.0
Herrn Durchwahl: 2110
Dr. med. Gerold Ménnig Eﬁﬁzﬁﬁ
Medizinische Klinik und Poliklinik ) Aktenzeichen
- Innere Medizin C(Kardiologie und Bngiologie) 23.0835.1.0 (G 4949
der Westf. Wilhelms-Universitidt Miinster Eizi. Juni 1999

Albert-Schweitzer-Str. 33

48129 Minster

Betr.: Tierschutz;
hier: Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Bezug: Ihr BAntrag wvom 15.03.193%9, hier eingegangen am
22.03.1999

Genehmigungsbeschelid:

Sehr geehrter Herr Dr. Ménnig,

gemal § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBI. I. S. 1105) wird Ihnen die
Genehmigung zur Durchfithrung nachstehenden Versuchsvorhabens
erteilt:

I.

Implantation von EKG-Telemetrie-Sendern in transgenen Mausemo-
dellen zur Beurteilung elektrokardiographischer Daten, der
kérperlichen Aktivitat und der Temperatur der Mause

II.

Untersuchungen zur Atiopathogenese des plétzlichen Herztodes am
Beispiel von knock-out-Mausen mit Refsum Syndrom (Stercl-
Carrier-Protein-2-knock-out-Maus-Modell) .

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300
c-mail: poststello@bezreg-mucnsier.nrw. de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-urw, O=bezreg-muenster, S=poststelle @ Telefax (9251) 411-2525
Kounten dor Regicrungshanptkasse Minster:
Landeszentralbank Niederlassung Minster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 601 520
Westdeutsche Landesbank Girozentrale Minster BLZ: 400 508 60 Konto: 61 320
Offentliche Verkehrsmiltel - Buslinion 2 . 5. 6 . 17 bis Haltestel)e Prinzipalmarkt und 2. 1011 . 14. 21 . 64 bis Domplatz
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7. Lebenslauf
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Name: Johannes Theodor Wiekowski
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Geburtsdatum: 12.Mirz 1968

Geburtsort: Harderberg jetzt Georgsmarienhiitte

Eltern: Dipl. Ing. Horst Hans Wiekowski

Dorothea Johanna Hedwig Wiekowski geb. Dworzynski
Geschwister: 7
Familienstand: ledig

Schulaushildung

74-78 Grundschule Hollage
78-82 Privatschule St. Ursula-Gymnasium Osnabriick
82-87 Ernst-Moritz-Arndt-Gymnasium Osnabriick

Wehrdienstzeit
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