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Zusammenfassung
Echo- und Doppler-echokardiographische Phénotypisierung des Herzens der
SCPx/SCP2-defizienten Maus unter Normal- und 0,5% Phytolkost
Michael Feierabend
Das nach seinem Erstbeschreiber (1936) benannte Refsum-Syndrom ist durch
intrazellulare Kumulation verzweigtkettiger Fettsauren (Phytansaure) charakteri-
siert. Neben den regelmaliig auftretenden neurologischen Symptomen kénnen
auch kardiale Funktionsstorungen beobachtet werden.
Beim SCP2/SCPx-defizienten Mausmodell kommt es nach zwei- bis dreiwochi-
ger Ernahrung mit phytolangereicherter Diat zu einem dem Refsum-Syndrom
ahnlichen Bild. Die Tiere versterben an kardialen Komplikationen (plotzlicher
Herztod). In der vorliegenden Arbeit wurden echokardiographisch die morpho-
logischen und funktionellen Anderungen der Herzen analysiert. Hierzu wurden
45 Tiere (203, 25%) vor und nach einem 14-tégigen Fltterungsexperiment mit
phytolhaltiger Diat unter Narkose untersucht. Dabei zeigten sich keine direkten
Auswirkungen der Phytolkost auf die Morphologie der Herzen. Abnahmen der
linksventrikularen diastolischen und systolischen Binnendimensionen sowie
eine Zunahme der diastolischen Wandstarken von Interventrikularseptum und
linksventrikularer Hinterwand erklaren sich am ehesten durch Volumendeple-
tion infolge verminderter Nahrungs- und Flussigkeitsaufnahme. Funktionell war
eine Abnahme des Herzzeitvolumens, Uberwiegend bedingt durch Reduktion
der Herzfrequenz, auffallig. Bei gleichzeitiger Gewichtsabnahme der Tiere
anderte sich der Cardiac Index nicht. Es fanden sich Hinweise fir eine durch
die Phytoldiat bedingte Relaxationsstorung des linken Ventrikels. Methodisch
bedingt lalkt sich dies aber mit den Maoglichkeiten der Standardecho-
kardiographie nicht eindeutig belegen.
Tag der mindlichen Prifung: 20.11.2006
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Einleitung und Fragestellung

.  Einleitung und Fragestellung

1.1. Die Aufgabe von Cholesterin in der Zellmembran

In der eukaryoten Zelle ist Cholesterin wesentlicher Membranbestandteil. Es
dient als Grundbaustein fur die Biosynthese, Stabilitat und Funktion von Mem-
branen, der Synthese von Gallensauren, Vitamin D; und Steroidhormonen
(Hochner et al., 1996, Lynen, 1972).

1.1.1. Cholesterinstoffwechsel

Neben der endogenen de-novo-Synthese kann Cholesterin auch Gber die Nah-
rung aufgenommen werden (Ferdinandusse et al., 2000, Garcia et al., 2000).
Die chemische Struktur des Cholesterins, die Orte der Cholesterinbiosynthese
sowie auch die Regulationsmechanismen sind bereits gut charakterisiert wor-
den. Gleichermalien gut belegt sind auch die Cholesterinresorption, der exo-
gene wie auch der endogene Cholesterintransport und Abbau (Hashimoto et
al., 1992, Lichtenstein et al., 1990). Seedorf et al. konnten 1994 nahere Er-
kenntnisse zum intrazellularen Transport von Cholesterin gewinnen. Dabei
kommt zwei Carrierproteinen, dem Sterol-Carrier-Protein 2 (SCP2) und dem
Sterol-Carrier-Protein X (SCPx) eine zentrale Rolle zu (Aristizabal et al., 1998,
Crain et al., 1980). Beide Proteine konnten in den Aminosauresequenzen von
Mensch, Maus und Ratte mit einer Homologie von uber 85 % ermittelt werden
(Van Amerongen et al., 1987, Basu et al., 1988, Crain et al., 1980). Diese hohe
evolutionare Konservierung deutet eine erhebliche physiologische Relevanz

beider Proteine an.
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1.2. Sterol-Carrier-Protein 2 (SCP2) und Sterol-Carrier-Protein X (SCPx)

1.2.1. Bildung und chemische Struktur der Sterol-Carrier-Proteine (SCP2
und SCPx)

Die Bildung beider Carrier-Proteine sowie auch deren Aminosauresequenz und
Molekulargewicht konnte durch in-vitro-Versuche ermittelt und nachvollzogen
werden (Basu et al., 1988, Crain et al., 1980, Keller et al., 1989, Fuijiki et al.,
1989, Ohba et al., 1995).

SCP2 ist ein 13 kD groles, hitzestabiles, basisches Protein, das 123 Amino-
sauren tragt. Bei in-vitro-Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass zur
Synthese ein 20 Aminosauren umfassendes Prapeptid erforderlich ist. Intra-
peroxisomal erfolgt die Umwandlung zu reifem SCP2, das eine hohere Bin-
dungsaffinitat zu Cholesterin und Fettsauren in vitro aufweist als das pra-SCP2.
SCPx ist ein 547 Aminosauren tragendes Protein mit einem Molekulargewicht
von 58 kD. DNA-Analysen ergaben eine enge Verwandtschaft zum SCP2. Bei-
de werden durch alternative Initiation der Transskription vom gleichen Gen ge-
bildet. (Van Amerongen et al., 1987, Basu et al., 1988, Choinowski et al., 2000,
Crain et al., 1980, Ferdinandusse et al., 2000).

1.2.2. In-vitro-Funktion der Sterol-Carrier-Proteine (SCP2 und SCPx)

Die peroxisomalen Sterol-Carrier-Proteine (SCP2 und SCPXx) besitzen wichtige
Transporteigenschaften fur Cholesterin sowie Phospholipide und stimulieren
zahlreiche Prozesse im intrazellularen Cholesterinmetabolismus (Choinowski et
al., 2000, Wirtz et al., 1990).

SCP2 transportiert in-vitro polare Lipide wie z. B. Sterole, Phospholipide und
Glykolipide zwischen Donor- und Akzeptormembranen. Aufgrund dieser
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Eigenschaft stimuliet SCP2 in-vitro zahlreiche Prozesse des zellularen
Cholesterinmetabolismus. Neben der Cholesterinbiosynthese wird auch die
Veresterung des Cholesterins gefoérdert. Ebenso werden die Gallensaurebio-
und Steroidhormonsynthese positiv beeinflusst.

SCPx katalysiert in-vitro den letzten Schritt der peroxisomalen [3-Oxidation
(Seedorf et al., 1994). Diese dient vor allem der Kettenverkirzung von lang-
und verzweigtkettigen Fettsauren, damit sie anschliel3end in die mitochondriale
B-Oxidation eingeschleust werden kdnnen. AufRerdem besitzt SCPx auch eine

Lipidtransfer- und Sterol-Carrier-Funktion.

1.3. SCP2/SCPx-defiziente Maus, Phédnotypisierung und Ziichtung

Eine Mdglichkeit zu Uberpriifung der in-vitro Funktionen in-vivo eréffnete sich
durch die Zuchtung einer SCP2/ SCPx-defizienten Maus.

Im Rahmen genommodifizierender Verfahren entstand eine "knock-out"
Mutante der C57BL/6 — Maus, deren Genotypisierung einen Defekt auf dem
SCP2/SCPx kodierenden Genom (SCP2/SCPx -/-) (Raabe, 1995) ergab.
Phanotypisch fielen die lebens- und fortpflanzungsfahigen Tiere durch eine
leichte Hypoglykamie auf. Intrahepatisch fand sich eine Peroxisomenpro-
liferation sowie eine Veranderung der Gallensaurezusammensetzung. Im Ge-
gensatz zu den in-vitro-Funktionen beider Proteine bestand keine Stérung des
Cholesterinmetabolismus (Ferdinandusse et al., 2000).

Am auffallendsten war jedoch eine dreifach erhéhte Phytansdurekonzentration
im Serum der ,knock-out“-Variante im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen
(Raabe, 1995, Steinberg et al., 1965).

Verlaufsbeobachtungen der Arbeitsgruppe um Seedorf zeigten eine erhohte
spontane Absterberate. Unter mit Phytansaure angereicherter Ernahrung nahm

deren Inzidenz deutlich zu. Transpondergestitzte Langzeit-EKG-Analysen

10
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bestatigten den zuvor vermuteten, ursachlichen Zusammenhang mit rhythmo-
genen, kardialen Ereignissen (Monnig et al., 2004).

Auf der Grundlage der Genotypisierung war es nun auch mdglich, mittels
homologer Rekombination SCP2/SCPx-defiziente Mause herzustellen und zu
zlchten (Raabe, 1995).

1.4. Refsum-Syndrom

1.4.1. Phytanséure: Metabolismus und Bedeutung

Phytansaure ist als verzweigtkettige, gesattigte Fettsaure Abbauprodukt des
Chlorophylistoffwechsels. Sie  entsteht nach Esterhydrolyse  der
Chlorophyliseitenkette durch Oxidation des Isoprenoid-Alkoholes Phytol
(Ellinghaus et al., 1999, Jansen et al., 1997). Die hierzu notwendige mikrobielle
Aktivitat findet sich ausschlief3lich im Gastrointestinaltrakt von Wiederkauern
(Pansen). Damit rekrutiert sich die vom Menschen aufgenommene Phytansaure
uberwiegend aus Milch- und Fleischprodukten und stammt nicht aus pflanz-
licher Nahrung.

Laborchemisch beobachtet man einen Anstieg der Phytansaurekonzentration
bei zahlreichen peroxisomalen Stoffwechselerkrankungen (Steinberg et al.,
1965). In diesem Zusammenhang wurde bereits 1936 erstmals ein klinisches
Krankheitsbild beschrieben, das seitdem nach seinem Erstbeschreiber als

Refsum-Syndrom bekannt ist (Refsum, 1946).

1.4.2. Klinisches Erscheinungsbild des Refsum-Syndroms

Der norwegische Neurologe Sigvald Refsum beschrieb 1936 als Erster das

klinische Erscheinungsbild einer Lipidstoffwechselstorung, die durch Kumu-

11
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lation von Phytansaure im menschlichen Organismus entsteht. Dabei ist der
Abbau von Phytansaure durch einen Phytansaure-alpha-hydroxylase-Mangel
gestort. Klinisch manifestiert sich das Refsum-Syndrom zwischen dem 10. und
20. Lebensjahr mit Ichthyosis der Haut, Knochenanomalien, Retinitis pigmen-
tosa, progredienter Schwerhdrigkeit, Polyneuropathie und cerebellaren Symp-
tomen. Ursachlich verantwortlich ist eine genetische Mutation der Phytanoyl-
CoA-Hydroxylase (Jansen et al., 1997).

Neben diesen neurologischen Stérungen treten spater auch kardiale
Symptome in Form von Erregungsausbreitungs- und Erregungsrickbildungs-
storungen auf. Ebenso wird in wenigen Fallen das Auftreten einer aus-
gepragten Herzinsuffizienz beschrieben (Leys et al., 1989). Histopathologische
Untersuchungen zeigen Fibrillendegenerationen, eine hydropische Schwellung
sowie den Verlust der Feinstruktur des Myokards mit herdférmig ausgebildeten
Fibrosen.

Bis zum heutigen Tag besteht lediglich die Moglichkeit einer diatetischen
Behandlung, bei der Lebensmittel tierischen Ursprungs maoglichst gemieden

werden sollten.

1.5. Echokardiographische Phédnotypisierung der SCP2/SCPx-
defizienten Maus bei Normalkost und 0,5 % Phytoldiét

Nach erfolgter Genotypisierung kann mittels homologer Rekombination eine
SCP2/SCPx-defiziente Maus hergestellt und in ausreichender Quantitat
gezuchtet werden. Unter diesen Voraussetzungen ist es mdgich, vor und nach
einem Futterungsexperiment mit einer 0,5 % phytolhaltigen Diat mittels
Ultraschalluntersuchungstechniken nichtinvasiv die Auswirkungen des Defektes
auf Organe und hier im besonderen auf Morphologie und Funktion des Herzens

zu ermitteln.

12
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1.6. Fragestellung und Ziel der Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, in wie weit die beobachtete
erhohte kardiale Mortalitat gendefizienter Mause (SCP2/SCPx knock-out
Mutante), bei denen phanotypisch Analogien zum Refsum-Syndrom auffallen,
unter phytolangereicherter Diat mit sonographisch erfassbaren organischen
Korrelaten am Herzen einhergeht. Durch Anwendung der Doppler-Echokardio-
graphie kénnen dabei auch funktionelle Aspekte in die Betrachtung mit einbe-
zogen werden. Klinisch ist bekannt, dass Refsum-Patienten auch unter kardi-
alen Symptomen im Rahmen ihrer Erkrankung leiden. Dabei stehen Erregungs-
ausbreitungs- und Erregungsruckbildungsstorungen im Vordergrund. Allerdings
finden sich auch Veranderungen der myokardialen Feinstruktur und Funktion
(s.0.).

Die Vorteile der echokardiographischen Untersuchung liegen in dem nicht-in-
vasiven Verfahren bei guter Reproduzierbarkeit und geringem Kostenaufwand.
Die Echokardiographie ermdglicht neben Aussagen zur Morphologie und topo-
graphischen Anatomie auch eine Abschatzung der Hamodynamik. Die Unter-
suchung ist nicht an eine stationare Einheit gebunden und ohne nennenswerte
Nebenwirkungen durchfihrbar. Bei Menschen ist diese Untersuchung nach
Erhebung der Anamnese und dem korperlichen Untersuchungsbefund daher
bei fast allen vermuteten Herzerkrankungen bildgebendes Verfahren der ersten
Wahl. Die Untersuchungen wurden standardisiert in Anlehnung an die
"Guidelines” der Amerikanischen Gesellschaft fir Echokardiographie durchge-

fuhrt und sind daher reproduzierbar (Shanewise et al., 1999).

Die Maus als transgenes Tiermodell hat sich aus verschiedenen Grinden
besonders gut etablieren lassen. Zum einen sind Zucht und Aufzucht
kostengunstig. Die kurze Generationszeit ermdglicht ein hohes Kontingent an
Tieren und Untersuchungen. Das Genom ist bereits komplett charakterisiert
und kann mit Methoden des Gen-Targeting gezielt verandert werden. Bei der

13
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Herzstruktur ergeben sich bei der Maus im Vergleich zum Menschen nur

marginale Unterschiede (Doevendans et al., 1998).

Bei der Maus finden sich zwischen apikalem Trabekelsystem des linken und
rechten Ventrikels geringere Unterschiede im Vergleich zum menschlichen
Herz. Der wesentliche Unterschied der kardialen Struktur betrifft die Vorhof-
ebene und das venose Abflusssystem. Im Mauseherzen persistiert — im Gegen-
satz zum humanen Herz — die linke obere Hohlvene und mundet in den rechten
Vorhof. Die Pulmonalvenen drainieren in einem gemeinsamen Ostium in den
linken Vorhof. Darlberhinaus besteht bei den Mauseherzen nur ein rudimen-
tares Septum secundum auf Vorhofebene (Webb et al.,1996).

Ultrastrukturelle Unterschiede (Meijler, 1985; Lev et al., 1973) sind in diesem
Rahmen aufgrund ihrer Unzuganglichkeit fur echokardiographische Unter-

suchungen von untergeordnetem Interesse.

Durch die verbesserten technischen Voraussetzungen konnen heute
echokardiographisch auch bei den kleinen Dimensionen der Mauseherzen und
schneller Herzfrequenz verlassliche, reproduzierbare Untersuchungsergebnisse
erhoben werden. Dadurch kénnen mit einem nicht-invasivem Verfahren umfas-
sende, reproduzierbare Aussagen zur Morphologie und Funktion gemacht

werden.

Die Phanotypisierung des Herzens der ,knock-out‘-Maus verfolgt das Ziel, mit
Hilfe der gewonnenen Information das Verstandnis der Mechanismen des
plétzlichen Herztodes am Beispiel des Refsum-Syndroms zu komplettieren. Es
sollen Einblicke in die morphologischen und funktionellen Auswirkungen ge-
storter peroxisomaler Lipidstoffwechselvorgange gewonnen werden. Hieraus
konnten sich Konsequenzen fur die Prophylaxe wie auch Therapie der Erkran-

kung beim Menschen ergeben.
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1. Material und Methode

2.1. Tiere

2.1.1. Herkunft

Aus der C57BL/6-Wildtypmaus gelang es der Arbeitsgruppe Seedorf nach
genetischer Veranderung eine SCP2/SCPx-defiziente Maus zu zichten.
Freundlicherweise wurden zwei weibliche und ein mannliches Tier zur weiteren
Zucht zur Verfugung gestellt. Aus diesen drei Tieren wurde in mehreren
Etappen und zum Teil unter Verwendung der Nachkommen ein Tierkollektiv
von insgesamt 63 Tieren gezlchtet. 22 mannliche und 27 weibliche Mause
gelangten hiervon zur Untersuchung. Die Ubrigen 14 Tiere wurden entweder in
andere Versuchsreihen aufgenommen oder verendeten wahrend der Auf-
zuchtsperiode (3 Tiere). Die Todesursache blieb dabei unklar.

Die Tiere wurden bis zur Geschlechtsreife in getrennten Kafigen in der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung des Universitatsklinikums Munster
aufgezogen.

Nach Erreichen der Geschlechtsreife wurden die Tiere zunachst zusammen-
gesetzt, die begatteten Weibchen anschlieRend wieder vereinzelt. Nach dem
Wurf verblieben die Jungen bis zu einem Alter von etwa 50 Tagen (6 — 8
Wochen) bei dem Muttertier. Danach wurden sie geschlechtsgetrennt zu 5 bis 6
Tieren in einen Kafig umgesetzt und dort mit Standardfutter weiter aufgezogen
bis zu einem Gewicht von durchschnittlich 24,25 g (+ 1,57 g) bei den Weibchen
und durchschnittlich 29,91 g (+ 5,25 g) bei den Mannchen. Anschliefend
erfolgte die erste echokardiographische Untersuchung in Narkose. Danach
erhielten die Tiere eine Erholungsphase zum Ausgleich des durch die Narkose

sowie den Untersuchungsstress bedingten Gewichtsverlustes. Am Ende des

15
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folgenden Futterungsexperimentes, bei dem die Tiere phytolhaltige Kost (Stan-
darddiat mit 0,5 % Phytolgehalt) erhielten, erfolgte erneut die Untersuchung des
Herzens mittels Ultraschall.

Die Untersuchung der Tiere erfolgte in Konformitat zu den Bestimmungen des
deutschen Tierschutzgesetzes. Die Studie wurde unter dem Aktenzeichen
23.0835.1.0 (G 49/99) durch das Veterinar- und Lebensmitteliberwachungsamt
der Stadt Munster genehmigt.

2.1.2. Tierhaltung und Tierversorgung

Die Mause wurden in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Uni-
versitatskliniken Munster unter konventionellen Bedingungen in Drahtkafigen
mit Kunststoffschale bei 20 — 22 Grad Celsius Uberwiegend in Dunkelheit ge-
halten. Die Luftzufuhr erfolgte Uber eine Klimaanlage mit 10- bis 12-fachem
Luftwechsel, wobei die Luftfeuchtigkeit 60 % betrug. Die Fitterung erfolgte mit
einem Standardfutter (Firma Altromin, Hannover); zusatzlich erhielten die Tiere
Wasser ad libitum.

Im Rahmen des Futterungsexperimentes erhielten die Tiere eine phytolange-
reicherte Diat (5 mg/g Phytol; Firma Sigma-Aldrich, Schnelldorf).

2.2. Versuchsaufbau

2.2.1. Fiitterungsexperiment
Bei insgesamt 49 Mausen (22 m., 27 w.) erfolgte echokardiographisch die Mes-
sung der unten im einzelnen aufgeflhrten Parameter vor und nach einer Fut-

terungsperiode mit phytolangereicherter Nahrung (s.o.).
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Voraussetzung fur die Erstuntersuchung war das Erreichen eines steady states
im Gewichtsverlauf der heranwachsenden Tiere Uber ca. eine Woche, kontrol-
liert durch Gewichtsbestimmung alle zwei bis drei Tage. Bei den mannlichen
Mausen war dies nach durchschnittlich 87,6 Tagen bei einem mittleren Korper-
gewicht von 29,919 (£ 5,259) der Fall. Die weiblichen Tiere kamen nach durch-
schnittlich 86 Tagen und mit einem mittleren Gewicht von 24,25g (+ 1,57g) zur
Erstuntersuchung. Zum Ausgleich des ca. zehnprozentigen periinterventio-
nellen Gewichtsverlustes erhielten alle Tiere in der Folgezeit eine Erholungs-
phase bis zum Erreichen des Ausgangsgewichtes.

Danach begann das eigendliche Futterungsexperiment. Die Tiere erhielten eine
mit 0,5% Phytol angereicherte Nagetierkost und Wasser ad libitum.

Taglich wurden Gewichtsverlauf und Nahrungsmittelverbrauch kontrolliert.

Die zweite echokardiographische Untersuchung erfolgte spatestens nach Errei-
chen eines kritischen Gewichtsverlustes von 25% des Ausgangsgewichtes vor
Start des Experimentes oder Sistieren der Nahrungsaufnahme Uber zwei Tage
meist verbunden mit erheblichen Verhaltensauffalligkeiten der Tiere, wie aus-
gepragte Adynamie und gestorte Bewegungsablaufe. Insbesondere das Kletter-
verhalten wirkte kraftlos und war durch ataktisch anmutende Bewegungsmuster
erschwert. Die Tiere bewegten sich unkoordinierter, fast torkelnd. Ihr Muskel-
tonus erschien deutlich reduziert. Die Fellpflegeintensitat nahm ab, so dass das
Fell glanzlos und struppig wirkte. Zuletzt reduzierte sich auch der Fluchttrieb
und die Mause sassen Uberwiegend adynam in den Kafigecken. Zu diesem
Zeitpunkt hatte sich meist auch die Nahrungsaufnahme erheblich reduziert bzw.
sistierte. Durch Festlegen dieser Kriterien sollte sichergestellt werden, dass
jedes Tier erst am Endpunkt der Diatwirkung zur Nachuntersuchung kam. Ein
weiteres Verzogern der Untersuchung war andererseits mit einem steilen
Anstieg spontaner Todesfalle verbunden.

Aus beiden Untersuchungreihen (mannlich, weiblich) verendeten dennoch je-
weils zwei Tiere vorzeitig. Die mannlichen Tiere wiesen dabei Zeichen von

Kanibalismus auf. Hier ist also auch eine exogene Todesursache moglich.
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Beim Weibchen waren Spuren der Fremdeinwirkung nicht nachweisbar. Der
Todeseintritt in der Spatphase des Futterungsexperimentes macht hier eher

endogene Ursachen (rhythmogenes Ereignis?) wahrscheinlich.

2.2.2. Versuchsvorbereitung

Die Untersuchung der Tiere erfolgte in Narkose nach einem bei Mausen
etabilierten Narkoseschema mit Xylasin und Ketamin (Wesseley et al., 1998,
Gottshall et al., 1997, Kemi et al 2002). Die gewichtsadaptierte Medikamen-
tenapplikation erfolgte intraperitoneal. Dabei erhielten die Tiere 50 ug/g Ke-
tamin und 5 pg/g Xylasin 2%. Nach Eintritt der Narkose, die sich klinisch an-
hand der Bewegungslosigkeit der Tiere auferte, wurden die Tiere im Bereich
des Thorax und des Abdomens geschoren. Anschlieend erfolgte die Fixierung
der Tiere in Riickenlage an den Extremitdten auf einer Warmeplatte (41 °
Celsius), um das Auskuhlen zu vermeiden. Eine grundliche Benetzung der
geschorenen Fellpartien mit Wasser bzw. zentrifugiertem Ultraschall-Kontaktgel
verminderte das Auftreten von Artefakten durch Lufteinschlisse erheblich.
Danach konnte eine ca. 5 mm starke Schicht Ultraschall-Kontaktgel auf den
Thorax der Tiere aufgetragen werden. Dieses war zuvor ebenfalls durch
Zentrifugieren von stdérenden Lufteinschllissen befreit worden.

Zum Ausschlufy von Nahfeldfehlern wurde eine Wasservorlaufstrecke durch
Aufbringen einer stabilen 1,5 cm starken Kontaktgelschicht auf den Ultraschall-
kopf realisiert.

Wahrend der echokardiographischen Untersuchung wurde kontinuierlich ein
Oberflachenelektrokardiogramm Uber Metallflachenelektroden, die an den
Laufen fixiert waren, abgeleitet.
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Ketamin

Ketamin ist ein Phenzyklidinderivat, das chemisch den Halluzinogenen
nahesteht. Es erzeugt eine ,dissoziative Anasthesie®. Dieser Zustand geht mit
einer ausgepragten Analgesie und Amnesie einher. Unter Ketaminwirkung tre-
ten haufig bizarre, teilweise furchterregende Traume und optische Halluzina-
tionen auf. Als einziges intravendses Anasthetikum flhrt es initial zu einer
Stimulation des Herz-Kreislauf-Systems, wobei der Mechanismus noch nicht
sicher geklart ist. Am ehesten scheint eine zentrale Sympathikusstimulation
ursachlich verantwortlich zu sein. Unter hoher Dosierung wurden gelegentlich

Atemstillstande beobachtet.

Xylasin

Xylasin ist in der Veterinarmedizin seit 1988 als Additivum bei der Narkose
etabliert (Green und Thurmon, 1988). Es zeigt einen stark analgetischen,
muskelrelaxierenden sowie sedativen Effekt. In der Tiermedizin nutzt man die-
se Eigenschaften, um den Anasthetikaverbrauch zu reduzieren. Die Substanz
bewirkt am Herzen eine ausgepragte Frequenzdepletion und, nach einem ini-
tialen Blutdruckanstieg, eine eher hypotone Kreislauflage. Gelegentlich wurde
ein Absinken der Atemfrequenz beschrieben.

Kombinationsnarkose aus Xylasin und Ketamin

Die Kombinationsnarkose aus Xylasin und Ketamin stellt eine etablierte,

sichere Methode in der Veterinarmedizin dar. Zahlreiche echokardiographische

Untersuchungen an Mausen sind mit diesem Narkoseregime durchgefiuhrt wor-
den (Semeniuk et al., 2002, Patten et al., 2003, Nemoto et al., 2003, Stypmann
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et al.,, 2002). Dabei zeigte sich eine im Vergleich zu anderen Anasthesie-
verfahren relativ starke Abnahme der Herzfrequenz (Fentzke et al., 1997).
Dieser Trend zeigte sich auch in der hier vorliegenden Arbeit. Weitere beschrie-
bene Narkoseeffekte sind eine Abnahme der LV-FS% bei gleichzeitiger Zu-
nahme der LVedD (Roth et al., 2002). Am ehesten sind diese Veranderungen
durch den negativ chronotropen und negativ inotropen Effekt der Anasthetika
erklarlich (Yang et al., 2001). Als unerwunschte Nebenwirkung sind bei hohen
Dosierungen drastische Blutdruckabfalle sowie Atemdepressionen beschrieben

worden.

2.2.3. Versuchsnachbereitung

Nach der ca. 20- bis 30-mindtigen Untersuchung wurden die Tiere wieder
zurick in einen Kaftig gesetzt und fur ca. 8 bis 12 Stunden in der
Erholungsphase mit einer Warmelampe bestrahlt. Bereits unmittelbar nach
Untersuchungsende bewegten sich die Mause wieder und nahmen auch bald
wieder Flussigkeit sowie Standardfutter zu sich. AnschlieRend wurden die Tiere
wieder in ihren gewohnten Stall verbracht. Schwierigkeiten bei dem Anasthesie-
verfahren wurden lediglich in drei Fallen und auch nur bei Tieren, die vorher mit
phytolhaltiger Kost geflttert wurden, gesehen. Diese Tiere verendeten unmittel-
bar nach der Untersuchung. Als ursachlich verantwortlich scheint der reduzierte
Allgemeinzustand der Tiere gewesen zu sein. Dieser aul3erte sich in einer er-
heblichen Gewichtsabnahme, glasigen Augen, struppigem Fell und weitest-
gehender Bewegungslosigkeit vor Narkoseeinleitung.
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2.3. Untersuchungstechnik

2.3.1. Physikalische Grundlagen der Echokardiographie

Physikalisch ist Schall definiert als mechanische Schwingung in festen, fllssi-
gen oder gasformigen Medien. Vom Menschen wahrgenommen werden Schall-
wellen mit Frequenzen zwischen 16 Hz bis 20 KHz. In elastischen Medien er-
folgt seine Weiterleitung vorwiegend in Form von Longitudinalwellen und ruft
dabei im menschlichen Gehor einen Sinneseindruck hervor. Die schematische
Darstellung dieser Wellen erfolgt in Form von Sinusschwingungen. Sie sind
charakterisiert durch ihre Schallintensitat bzw. Amplitude, ihre Ausbreitungs-
geschwindigkeit sowie ihre Wellenlange. Wellen, die uber 20 KHz betragen,
werden als ,Ultraschall* bezeichnet. In der medizinischen Diagnostik finden in
der Regel Ultraschallwellen von 1 bis 10 MHz Anwendung. Diese Frequenzen
werden weder von Tier noch Mensch akustisch wahrgenommen. Ultraschall-
wellen in biologischen Geweben verhalten sich entsprechend der in der Akustik
und Optik bekannten Gesetze der Absorption, Beugung, Brechung, Reflexion,
Streuung und Transmission.

Die im Ultraschallkopf angeordneten Kristalle wandeln elektrische Energie Uber
den piezoelektrischen Effekt in mechanische Energie um. Diese gelangt in
Form von Schallwellen in den Organismus. Technisch kénnen zwei Formen von
Ultraschallkopfen unterschieden werden, elektronische und mechanische. In
letzteren wird die Schallrichtung durch mechanisch verstellbare Emitter be-
stimmt. Moderne Echokardiographiegerate verwenden fast ausschliesslich die
elektronische Variante (phased-array-Systeme).

Wenn Ultraschallwellen im Organismus auf unterschiedliche Gewebearten
stolRen, werden diese nach den physikalischen Gesetzen der Grenzzonen-
reflexion in Abhangigkeit von den Unterschieden im Schallleitverhalten der
Gewebe und der eingesetzten Schallqualitat absorbiert und reflektiert. Dabei
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werden Ultraschallgeschwindigkeiten in den Weichteilgeweben im Mittel von
1540 m/s erreicht. Dem Ultraschallkopf kommt dabei auch die Aufgabe zu, die
reflektierten Schallwellen in elektrische Signale umzuwandeln. Er dient gleich-
zeitig als Sender und Empfanger. Auf dem Monitor kommen die reflektierten
Ultraschallwellen in Form von Lichtpunkten zur Darstellung, deren Helligkeit die
Reflexionsintensitat representiert und deren Laufzeitermittlung die Signalent-
fernung vom Schallkopf auf der Longitudinalen kodiert (M-Mode). Werden zu-
satzlich weitere Ultraschallemissionen in lateraler Ablenkung analysiert, ent-
steht als Information ein zweidimensionales Bild, mit dem Strukturen in Langs-

und Querrichtung wiedergegeben werden konnen (2D-Bild).

In der Echokardiographie kommt regelmafig ein Ultraschallkopf mit Sektor-
scanner zur Anwendung. Dieser zeichnet sich in besonderem MalRe dadurch
aus, dass Untersuchungen auch auf engem Raum, wie dem Intercostalraum,
sicher durchgefuhrt werden konnen, um schwer zu erreichende Organe zu
untersuchen. Nachteilig ist die mit der Tiefe abnehmende Qualitat der Dar-
stellung bedingt durch Abnahme der lateralen Aufldsung und Signalabschwa-
chung. Es kommt jedoch bei der inhomogenen Darstellungsqualitat nicht zu

einer Verzerrung der Strukturen.

2.3.2. Das zweidimensionale B-Bild

Charakteristisch fur das zweidimensionale B-Bild-Verfahren, das seinen Namen
aus dem englischen ableitet (B = brithness/Helligkeit), ist die Darstellung der
reflektierten Echos als Leuchtpunkte auf dem Monitor. Die auf dem Bildschirm
erscheinenden Intensitatsunterschiede (Helligkeiten bzw. Graustufen) repra-
sentieren die variierenden Schallreflexionsqualitaten. Das flr die Untersuchung
zur Verfigung stehende Gerat der Firma Agilent Technologies, Sonos 5500, B

1-software package, Palo Alto, Ca, USA, ist in der Lage, intern mit 265
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Amplitudenabstufungen zu arbeiten und diese mit 32 — 64 Graustufen auf dem
Monitor abzubilden. Der Bildaufbau geschieht dabei in der sogenannten ,real-
time"-Technik, d.h. mit Bildwiederholungsraten, die reale Ablaufe mit vom
menschlichen Auge nicht wahrnehmbarer Zeitverzogerung abbilden. Der
hierbei verwendete Schallkopf arbeitet als elektronischer Sektorscanner mit 12
Mhz nach der "phased-array-Technik", die phasenverschobene Ansteuerung
der feststehenden Kristalle realisiert dabei die laterale Schallablenkung und
Fokussierung.

Die Starke des zwei-dimensionalen B-Bildes ist die Darstellung der Dimension
und Struktur des untersuchten Gewebes. Dabei ist zu beachten, dass die

laterale Auflosung der Grenzlinien ungenau ist.

2.3.3. Der TM-Mode

Auch dieser Begriff leitet sich aus dem Englischen ab. T steht fur ,time" (Zeit)
und M fur ,motion“ (Bewegung). Landlaufig wird diese Technik auch verkurzt
als M-Mode bezeichnet. Vereinfacht gesagt, handelt es sich beim M-Mode um
die eindimensionale Variante, wobei allerdings die Grenzflachensignale entlang
des Melstrahles auf der X-Achse gegen die Zeit aufgetragen werden. Die
Beschrankung auf einen MefRstrahl ermdglicht sehr hohe Bildwiederholraten.
Die Starke dieser Methode ist daher die Darstellbarkeit schnell ablaufender,
komplexer Bewegungsmuster. Bei senkrechter Einstellung des Ultraschall-
strahls auf die zu untersuchende Struktur werden Bewegungsablaufe als Funk-
tion der Zeit mit einem definierten Vorschub aufgezeichnet. Daher wird diese
Technik insbesondere bei der Beurteilung von Bewegungsmustern an der

Herzmuskelwand und den Herzklappen angewendet.
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2.3.4. Die Doppler-Technik

Eine zusatzliche Moglichkeit zur Beurteilung funktioneller Abldufe bietet die
Anwendung der Doppler-Echokardiographie.

Mittels dieser Technik lassen sich Flussphanomene hinsichtlich ihrer
Strdmungsrichtung und Strémungsgeschwindigkeit analysiert.

Zugrunde liegt das aus der Physik bekannte Doppler-Prinzip. Schallwellenre-
flexionen von bewegten Objekten erfahren in Abhangigkeit von Bewegungsrich-
tung und Geschwindigkeit des Objektes eine Verschiebung ihrer Frequenzen.
Diese Differenz zwischen Sende- und Reflexionsfrequenz wird als Doppler-shift
bezeichnet. Sie liegt bei der Echokardiographie im Bereich von 16 Hz und 20
KHz und kann daher als akustisches Signal direkt wiedergegeben werden. Als
Reflexionsmedium dienen hauptsachlich bewegte Erythrozyten an denen die
vom Ultraschallkopf ausgesandten Wellen zuriickgeworfen und anschlieRend
vom Ultraschallkopf wieder empfangen werden. Dabei kommt es je nach Fluss-
richtung zu den typischen Doppler-Effekten. Bei sich auf den Ultraschallkopf zu
bewegendem Blut resultiert eine Abnahme der Wellenlange mit einer konse-
kutiven Zunahme der Schallfrequenz. Das entsprechende Phanomen tritt bei
umgekehrter Flussrichtung auf, allerdings wird dann eine Frequenzabnahme
registriert.

Dargestellt werden die gemessenen Doppler-Frequenzen bzw. die Uber die
Doppler-Gleichung berechneten FluRgeschwindigkeiten als Spektrum Uber die
Zeit mit helligkeitskodierter Signalintensitat. Definitionsgemall werden Bewe-
gungen auf den Schallkopf zu als positive Werte erfal3t und Uber der Nulllinie
aufgetragen.

Technisch gesehen erfolgt die Umsetzung des Doppler-Prinzipes bei der echo-
kardiographischen Doppler-Untersuchung auf zweierlei Weise.

Zum einen ermoglicht das Unterbringen zweier verschiedener Ultraschall-
wandler in einem Ultraschallkopf eine parallele, kontinuierliche Signalverar-
beitung im Hinblick auf die beiden Qualitdten Senden und Empfangen (sog.
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,continuous-wave-Doppler" (CW)). Entlang des Mefstrahles werden dabei alle
auftretenden FluRgeschwindigkeiten ermittelt und als Spektrum dargestellt. Vor-
teil dieser Melimethode ist: es gibt keine Begrenzung der meRRbaren Geschwin-
digkeit. Eine raumliche Zuordnung der Mefsignale ist dafur allerdings nicht

mdglich.

Dies ist die Domane des ,pulsed-wave-Verfahrens* (PW-Doppler). Hier sendet
und empfangt eine Piezokristalleinheit wechselnd kurze Impulsfolgen mit
variabler Wiederholfrequenz (Pulsrepetitionsfrequenz = PRF). Bei gegebener
Gewebeschallgeschwindigkeit kann aus der Signallaufzeit die Reflektortiefe
errechnet werden. Uber die genaue Definition eines zeitlichen Empfangs-
fensters laldt sich damit die Bestimmung eines MelRvolumens in vorgegebener
Lage realisieren. Nur die in diesem "gate" liegenden Signalanteile werden nach
Fast-Fourier-Transformation als Doppler-Frequenzspektrum wiedergegeben. Im
gate kdnnen Winkelfehler bei Divergenz zwischen FluR3richtung und Ultraschall-
strahl bedingt ausgeglichen werden. Schallkopfsendefrequenz und resultieren-
de max. Gewebeeindringtiefe bestimmen die mogliche Pulsrepetitionsfrequenz
welche ihrerseits aus technischen Grinden die melRbaren Doppler-Frequenzen
und damit FluRgeschwindigkeiten limitiert. Eine verwertbare Signalrekonstruk-
tion erfordert Abtastraten mit langstens der halben Periode der hdchstfre-
quenten Doppler-Signalkomponente oder Uber die Frequenz formuliert liegt die
max. darstellbare Doppler-Frequenz bei Y2 PRF (Nyquist-Theorem). Uber-
schreitet die FluRgeschwindigkeit diese sog. Nyquistgrenze treten in der Dar-
stellung der Frequenzspektren typische Fehler auf ("Aliasing-Phanomen®). Auf
dem Monitor zeigt sich trotz beibehaltener Flussrichtung der Blutstrom in
umgekehrter Richtung.

Die zweidimensionale gepulse Doppler-Technik ist die Farb-Doppler-Echo-
kardiographie. Sie stellt ein Duplexverfahren dar. Dabei sendet und empfangt
der Ultraschallwandler abwechselnd eine Ultraschallzeile zum Aufbau des

zweidimensionalen B-Bildes und danach eine Zeile zur Erlangung der Doppler-
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Information. Benachbarte Messvolumina erfassen die Blutstrome und bilden sie
simultan flachenhaft hab. Dabei gilt die Konvention, dass laminar auf den
Schallkopf zuflieRendes Blut rot, vom Schallkopf wegflielendes Blut blau zur
Darstellung kommt. Turbulenzen werden grin bis gelb erfasst. Die Starke der
farbkodierten Doppler-Technik besteht im optischen Auffinden kardialer Vitien
oder pathologischer Turbulenzen. Allerdings ist diese Technik erheblich von
technischen Faktoren wie der Eindringtiefe und der GroRe des Messfensters

abhangig.

2.3.5. Die Anwendung der Echokardiographie bei Mausen

Bereits Hoit B. D. et al. haben 1995 erste echokardiographische
Untersuchungen bei Mausen publiziert. Dieses Verfahren ist mittlerweile
etabliert und standardisiert (Stypmann et al., 2002, Weiss et al., 2002).

Gardin et al. haben 1995 von guten echokardiographischen Untersuchungs-
bedingungen bei transgenen Mausen berichten kdnnen. Die dabei erhobenen
Ergebnisse waren reproduzierbar.

Dargestellt wurden die Dimensionen (Lange und Breite) des linken Ventrikels
sowie die aortovalvulare Ausflussbahn und die Mitralklappe in der para-
sternalen Langsachse. Bei senkrechter Anlotung wurde unterhalb der Spitze
der Mitralklappensegel auf Hohe der Sehnenfaden durch den linken Ventrikel
der M-Mode gelegt. Dabei ist fur die Messung eine klare Abgrenzbarkeit des
Septums und der Hinterwand Voraussetzung. Dartberhinaus missen Herz-
spitze und Anulus detektierbar sein. Aus den erhobenen Daten wurden die
abgeleiteten Parameter berechnet. Dabei waren die linksventrikulare
Verkurzungsfraktion sowie die LV-Massen-Berechnung gut reproduzierbar.Die
Darstellung der Flussgeschwindigkeiten Uber der Aorten- und Mitralklappe
gelang uber der Herzspitze im sog. ,3-Kammer-Blick (Doevendans et al.,

1998). In dieser Einstellung erfolgte auch die Beurteilung der linksventrikularen
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Pumpfunktion (Gardin et al., 1995).

Von transthorakal nicht zuverlassig darstellbar sind der rechte Vorhof sowie der
rechte Ventrikel. Scherrer-Crosbie et al. gelang 1998 transdsophageal mittels
3,4 F intravasalem Katheter die Volumen- und Flussbestimmung des rechten
Herzens. Als limitierend bei diesem Verfahren wirkt sich die geringe Framerate

von 8 Hz aus.

In der vorliegenden Arbeit konnten in der parasternalen Langsachse die
Dimensionen des linken Ventrikels sowie der Aortenausflusstrakt und die
Mitraklappe abgegrenzt werden. Der linke Vorhof lasst sich in seinem Quer-

durchmesser vermessen.

SCP2 1i@ rel
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Abbildung 1: Parasternaler Langsschnitt

In dieser Ebene erfolgte auch die Messung der typischen linksventrikularen M-

Mode-Parameter in Systole und Diastole.
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Abbildung 2: M-Mode

Darstellbar im apikalen 3-Kammer-Blick waren die Flussgeschwindigkeiten Uber
Mitral- und Aortenklappe (Doevendans et al., 1998). Fir die quantitative
Auswertung war die klare Abgrenzbarkeit der Grenzflachen der Spektralkurve
Voraussetzung. Zusatzlich erfolgte die Kontrolle der Anlotung durch ein zeit-
gleich mitlaufendes 2-D-Bild. Bei der Messung wurde ein Winkelfehler deutlich

kleiner 30° zur Blutstromrichtung eingehalten.
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Abbildung 3: Flussprofil Gber der Mitralklappe
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Abbildung 4: Flussprofil Gber der Aortenklappe

2.4. Messungen

2.4.1. Technische Ausriistung

FUr die Untersuchungen stand ein Ultraschallgerat der Firma Agilent Tech-
nologies, vormals Hewlett Packard, Typ Sonos 5500, B1-software package,
Palo Alto, Ca, USA, zur Verfugung. Der verwendete Ultraschallkopf wies einen
Sendefrequenzbereich von 6 bis 12 MHz auf, die Daten wurden durchgehend
mit 12 MHz erhoben. Die Auswertung der Messwerte erfolgte Uber ein im Gerat
integriertes Programm. Die Dokumentation wurde auf Fotopapier vorgenom-
men.

Alle Messungen erfolgten in 45 Grad Linksseitenlage von linksthorakal. Bei der
apikalen Schallkopffuhrung kam im 2-D-Bild die linksventrikulare Langsachse
zur Darstellung. Dabei konnten der linksventrikulare Ausflusstrakt, der linke
Vorhof sowie die Mitralklappe abgegrenzt werden. Gemessen wurden die

Lange des linken Ventrikels sowie der Querdurchmesser des linken Vorhofes,
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der Durchmesser der Aortenwurzel und des linksventrikularen Ausflusstraktes
im 2-D-Bild.

2.4.2. Messungen im M-Mode

In der parasternalen Langsachse erfolgten im M-Mode die Messungen der
typischen linksventrikularen Diameter in Systole und Diastole. Abgeleitete
Grollen wie die linksventrikuldre Verkurzungsfraktion (FS) wurden geratege-
stutzt berechnet.

Im Einzelnen wurden folgende Parameter im M-Mode direkt ermittelt:
» Dicke des interventrikularen Septums, endsystolisch und enddiastolisch
(IVSs, IVSed).
e Durchmesser des linken Ventrikels, endsystolisch und enddiastolisch
(LVIDs, LVIDd).
e Durchmesser der linksventrikularen Hinterwand, endsystolisch und
enddiastolisch (LVPWs, LVPWd).

Die Darstellung des rechten Ventrikels gelang nur unregelmaflig und wurde

daher fUr die Messung nicht herangezogen.

2.4.3. Messungen mit gepulster (PW), kontinuierlicher (CW) und
farbkodierter Doppler-Technik

In der apikalen Langsachse fand die Untersuchung der Aorten- und Mitral-
klappe statt.
Bei der Auswertung des mitralen time-velocity Profiles erfolgte eine getrennte

Erfassung der E- und A-Welle sowie eine Messung der Dezelerationszeit. Zur
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Vitienerkennung wurde die farbkodierte Doppler-Technik angewendet. Diese
ermdglicht semiquantitativ die Erfassung der Intensitat und Charakteristik von
Stromungen (tubulent oder laminar), der Geschwindigkeit und der Richtung
derselben.

Fur die Auswertung der Kurvenverldufe wurde ein im Gerat integriertes Pro-
gramm genutzt. Die Einzelparameter errechneten sich als Durchschnittswerte
aus funf unterschiedlichen Messungen nach manueller Konturmarkierung der
am Monitor dargestellten Flul3-Zeit-Spektren mittels Trackball. Die vorgegebene
Sofware berechnete hieraus das Geschwindigkeits-Zeit-Integral bzw. die maxi-
male und mittlere FluRgeschwindigkeit sowie korrespondierend die maximalen
und mittleren Druckgradienten Uber der jeweiligen Klappe. Die GroRenwert-
bestimmung fur die E- und A-Welle sowie die Messung der mitralen Dezelera-
tionszeit, der linksventrikularen Ejektions- und isovolumetrischen Relaxations-
zeit wurden separat vorgenommen.

Die Messung der Flulgeschwindigkeiten in Aorta ascendens und descendens
erfolgte von einer jugularen Schallkopfposition aus.

2.4.4. Abgeleitete Parameter
Aus den oben beschriebenen Messungen wurden folgende Parameter ermittelt:
Systolische bzw. prozentuale systolische Durchmesserverkiirzung des linken
Ventrikels (fractional shortening = FS bzw. % FS):

FS = (LVIDd - LVIDs)/LVIDd

%FS =FSx100

LVIDd = Durchmesser des linken Ventrikels — enddiastolisch

LVIDs = Durchmesser des linken Ventrikels — endsystolisch

Herzzeitvolumen (HZV) [ml/min]
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a) HZVor: Berechnet nach der vereinfachten Bernoulli-Gleichung
HZVivor = SV x HF
SV = Schlagvolumen
= A X.[VAO(PW)

A = durchstromte Querschnittsflache [mm?]
=1 x (LVOT/2)?

LVOT = Diameter d. linksventrikularen
Ausflusstraktes
subvalvular [mm]

[V aopw) = Doppler-Geschwindigkeitszeitintegral iber der
Aortenklappe pw-gemessen
HF = Herzfrequenz [min™']

b) HZV1.icn.: Berechnet nach der Teichholz-Formel
HZV1eich = SV x HF [ml/min]
SV = Schlagvolumen [ml]
= (EDVreich — ESV1eicn)/1000
EDVr+.ich = Enddiastolisches linksventrikulares Volumen
= [7/(2.4+LVedD)] x LVedD?® [mm?]
ESVreicn = Endsystolisches linksventrikulares Volumen
= [7/(2.4+LVesD)] x LVesD?® [mm?]

HE = Herzfrequenz [min™]

Ejektionsfraktion (EF) [%]
EFTeich = [(EDVTeich - ESVTeich) / EDVTeich] X 100

Linksventrikulédre Muskelmasse nach der area-length-Methode (AL-LV-Mass)

[mg]

AL-LV-Mass = 1.055 x [(5/6 x (A x (LV-Length + IVSed))) — (5/6 A, x LV-
Length)
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A1 = epikardiale Kreisflache via LVedD + (IVSed + LVPWed)

A, = endokardiale Kreisflache via LVedD
Indizes

Linksventrikularer Massenindex (LV-Mass-Index) [mg/g]
= AL-LV-Mass / KG

Cardiac Index (Cl)

= HZVwormeien | KG

KG = Koérpergewicht [g]

Isovolumetrische Relaxationszeit (IVRT) [ms]

IVRT = (R - D-Punkt)p, - (R — AOEJT)pu

(R — D-Punkt),. = Abstand der R-Zacke im EKG zum D-Punkt
des mitralen FluRspektrums (pw-gemessen)

(R—=AoEJT),w = Abstand der R-Zacke im EKG zum Ende
der Ejektionszeit Uber der Aortenklappe

(pw-gemessen)

E zu A Verhéltnis (MV E/A)

MV E/A = Quotient aus E- und A-Welle des mitralen Doppler-
Spektrums
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2.5. Statistische Auswertung

Der Messwert eines jeden Parameters wurde als Mittelwert von finf Einzel-
messungen ermittelt. Innerhalb der einzelnen Messreihen wurden flr jeden
Parameter der arithmetische Mittelwert und die empirische Standardabwei-
chung vom Mittelwert berechnet. Mit Hilfe des doppelseitigen t-Testes fur
gepaarte Stichproben wurden die Messergebnisse unter Standardkost mit
denen nach phytolhaltiger Diat verglichen. Zur Diskriminierung ggf. bestehender
geschlechtsspezifischer EinfluRfaktoren erfolgte die Auswertung fur das Ge-
samtkollektiv erganzt um eine Subgruppenanalyse mit mannlichen bzw. weib-
lichen Tieren. Hierbei relevante Unterschiede sind separat dargestellt.
Fur alle statistischen Erhebungen wurde das Statistikprogramm SPSS for
Windows ®, Release 10.0 (Statistical Package for the Social Siences)
verwendet.
Als Grenze wurde ein Signifikanzniveau von < 0,05 festgelegt.

P <0,05 — signifikant

P >0,05 — nicht signifikant (n.s.)
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lll. Ergebnisse

In der folgenden Darstellung finden sich die relevanten Ergebnisdaten in zu-
nachst tabellarischer Auflistung. Angegeben werden die arithmetischen Mittel-
werte in beiden Mefreihen (Normal-/ Phytolkost), die empirische Standard-
abweichung sowie das Signifikanzniveau der Mittelwertdnderungen ermittelt
Uber den doppelseitigen t-Test fir gepaarte Stichproben jeweils Uber das Ge-
samtkollektiv und die Subpopulationen der mannlichen und weiblichen Mause.

Weibchen

Minnchen

Gesamtkollektiv

M-Mode und 2-D-Messwerte

Klinische Daten

Tabelle 3.: Ergebnisiiberblick
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Ergebnisse

3.1. Gesamtkollektiv

3.1.2. Klinische Daten

Untersucht wurden insgesamt 45 Tiere. Das Durchschnittsalter der 20 mann-
lichen und 25 weiblichen Tiere betrug 87 Tage vor dem Futterungsexperiment
(x 23 Tage). Nach der phytolhaltigen Diat hatten die Tiere ein Durchschnitts-
alter von 117 Tagen erreicht (£ 27 Tage) und waren somit 34% alter. lhr Ge-
wicht betrug im Mittel 26,8g (+ 4,62g) vor dem Futterungsexperiment. Unter der
phytolhaltigen Kost trat eine Gewichtsreduktion um 18,6% auf, das durch-
schnittliche Gewicht betrug nur noch 21,88g (+ 3,73g). Die initiale Herzfrequenz
betrug durchschnittlich 270 Schlédge pro Minute (x 56) und erfuhr unter Phytol-
kost eine Reduktion um 16,7% auf 225 Schlage pro Minute (+ 56). Alle erhobe-
nen Werte waren signifikant.
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Abbildung 5: Alter der Mause Abbildung 6: Gewicht der Mause
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Abbildung 7: Ao-RR der Mause

3.1.2. M-Mode und 2-D-Messwerte

Vor dem Futterungsexperiment betrug die Lange des linken Vorhofes durch-

schnittlich 1,79mm (£ 0,15mm). Nach der phytolhaltigen Diat betrug die Lange

des linken Vorhofes im Mittel 1,71mm (£ 0,19mm) und war damit um 4,46%

kurzer. Der linksventrikulare enddiastolische Durchmesser war vor dem Futte-

rungsexperiment mit 3,22mm (x 0,30mm) um 10% gréRer als nach der Futte-

rungsphase mit Phytolkost. Danach betrug er durchschnittlich 3,12mm (+ 0,36

mm). Ahnlich waren die Ergebnisse bei den endsystolischen Werten. Vor dem

Futterungsexperiment war der linksventrikulare endsystolische Durchmesser

mit 2,04mm (£ 0,27mm) um 14% gréBRer als nach der Diat. Unter Phytolkost

konnten durchschnittliche Werte von 1,97mm (£ 0,34mm) ermittelt werden.
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Abbildung 10: LVIDs der Mause

Bei folgenden Messwerten wurden unter Phytolkost hdhere Werte gemessen:

Die enddiastolische Dicke des Interventrikularseptums betrug vor der Futte-
rungsphase mit 0,78mm (x 0,09mm) 4% weniger als nach der Diat mit Phytol,
wobei eine Wanddicke von 0,82mm im Mittel (x 0,08mm) gemessen werden
konnte. Der enddiastolische Durchmesser der Hinterwand stieg unter phytolhal-
tiger Diat um 5%. Vor der Futterungsphase war der Durchmesser 0,85mm im
Mittel (£ 0,08mm), anschlieBend 0,9mm (+ 0,07mm). Die Lange des linken

Ventrikels war nach der Futterung mit Phytolkost mit 7,08mm (x 0,54mm) um
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1,43% angestiegen. Vor der Futterungsphase betrug die Lange durch-
schnittlich 6,98mm (x 0,55mm).

Eine Abnahme um 3,43% von einem initialen Mittelwert von 2,04mm (£ 0,27
mm) unter Normalkost, auf 1,97mm (x 0,34mm) nach Phytoldiat ergab die Mes-

sung des linksventrikularen systolischen Innendiameters. Alle MeRwertande-

rungen waren statistisch sigifikant.
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Abbildung 13: LV-Spitze der Mause

Abbildung 14: LVIDs der Mause

Die gemessenen systolischen Dimensionen des Interventrikularseptums, sowie
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der linksventrikularen Hinterwand zeigten nach Phytoldiat keine oder nur
geringgradige Anderungen, welche allesamt statistisch nicht sigifikant waren
(IVSs 1,08mm (x 0,11mm bzw. = 0,12mm), LVPWs 1,12mm (x 0,08mm) vs.

1,13mm (x 0,11mm) entsprechend einer Differenz von + 0,89%).
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Abbildung 15: IVSs der Mause Abbildung 16: LVPWs der Mause

3.1.3. Abgeleitete Gréssen (M-Mode / 2-D-Bild)

Die Verkurzungsfraktion (FS) des linken Ventrikels wurde nach der in Abschnitt
2.4.5. beschriebenen Formel berechnet und betrug bei Fltterung mit Normal-
kost im Mittel 36,97% (x 5,4%). Nach Phytoldiat lie® sich mit 36,96% eine um
0,46% niedrigere FS berechnen. Diese Anderung war statistisch nicht signifi-
kant.

Eine nur marginale Anderung ergab sich auch bei der nach Teichholz ermit-
telten Ejektionsfraktion. Von 67,59% (x 6,91%) unter Normalkost stieg die
mittlere Ejektionsfraktion nach Futterung mit phytolhaltiger Kost auf 67,78% (z

8,01%), entsprechend einer Zunahme von 0,28%.
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Abbildung 17: EFreich der M@use Abbildung 18: FS der Mause

Die nach Teichholz ermittelten enddiastolischen und endsystolischen Volumina
waren in der mit Normalkost gehaltenen Tiergruppe hoher als in der Vergleichs-
gruppe. In der mit Normalkost geflitterten Gruppe betrug das enddiastolische
Volumen 42,24mm?3 (£ 9,82mm?3) und war somit um 7,2% hdher als bei der mit
Phytolkost versorgten Tiergruppe. Dort betrug das Volumen 39,19mm? (+ 10,73
mm?3). Das endsystolische Volumen betrug in der Normalkostgruppe durch-
schnittlich 13,79mm? (x 4,71mm?3). Es war im Vergleich zur Phytolkostgruppe
6,3% hoher. In dieser Gruppe betrug das endsystolische Volumen im Mittel
12,92mm? (x 5,8mm?3). Das Signifikanzniveau lag fir das EDVreicn bei p=0,0004,
far das ESVreien bei p=0,056.
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Abbildung 20: ESV+ecn der Mause

Mittels ,Area-Length-Methode® erfolgte die Massenberechnung des linken

Ventrikels in mg sowie aus dem erhaltenen Zahlenwert die Bestimmung des

linksventrikularen Massen-Index in mg/g. Die mit Normalkost gefutterten Tiere

hatten eine LV-Masse von 72,66mg (+ 14,97mg) und einen Massen-Index in

Hohe von 2,73mg/g (x 0,4mg/g). Demgegenuber betrug die LV-Masse nach
Phytolkostfutterung im Mittel 76,14mg (£ 15,24mg) und war somit 4,8% hoher.
Der Massen-Index stieg um 28,2% auf 3,50 mg/g (x 0,49 g/qg).
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Abbildung 21: AL-LV-Masse der Mause

Abbildung 22: LV-Massenindex der Mause
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3.1.4. Himodynamische Daten

Bei der Bestimmung des Cardiac-Index sowie des Cardiac-Output via PW-
Doppler auf Hohe des linksventrikularen Ausflusstraktes ergaben sich
ubereinstimmend hohere Werte in der Normalkostgruppe. Der Cardiac-Output
betrug bei den Tieren, die mit Normalkost geflttert wurden 11,75ml/min (£ 2,33
ml/min.) und war damit um 22,2% grofRRer als in der Vergleichsgruppe. Bei den
mit Phytolkost gefitterten Tieren betrug der Cardiac-Output 9,14ml/min. (x
2,33ml/min.). Der Cardiac-Index betrug in der mit Normalkost versorgten
Tiergruppe mit 0,44ml/min./g (£ 0,11ml/min./g) 4,55% mehr als in der mit Phytol
versorgten Tiergruppe. In dieser Gruppe betrug der Cardiac-Index 0,42
ml/min./g (x 0,11ml/min./g) (p<0,001 bzw. p=0,21)
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Abbildung 23: Cloyor der Mause Abbildung 24: HZV vor der Mause

Die mittels Teichholz-Gleichung berechneten Werte ergaben fur den Cardiac-
Output fur die mit Normalkost gefutterten Tiere um 22,9% hohere Werte. In
dieser Gruppe betrug der Cardiac-Output 7,58ml/min. (x 1,94ml/min.). In der
mit Phytolkost versorgten Gruppe betrug der Cardiac-Output 5,84ml/min. (x
1,79ml/min).

Der korrespondierende Cardiac-Index lag in der Normalkostgruppe um 5,5%

45



Ergebnisse

héher und betrug 0,29ml/min./g (£ 0,09ml/min./g). Nach Phytoldiat errechnete
sich ein Cl von 0,27ml/min./g (+ 0,1ml/min./g). Auch hier waren die Anderungen

nur fur die Absolutwerte statistisch signifikant.
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Abbildung 25:Clreicn der Méuse Abbildung 26: HZVreicn der Méuse

3.1.5. Doppler-Messungen

Bei den mittels PW-Doppler-Messungen errechneten Daten zeigten sich bis auf
eine Ausnahme samtlich hoch signifikant hdhere Werte bei den mit Normalkost
gefutterten Tieren. Die maximale Geschwindigkeit Uber der Aortenklappe be-
trug mit 76,4cm/sec. (£ 6,6cm/sec.) 9,7% mehr bei den mit Normalkost gefut-
terten Tieren im Vergleich zur Phytolkostgruppe. Bei diesen Tieren betrug die
maximale Geschwindigkeit Uber der Aortenklappe 69,0cm/sec. (x 0,9cm/sec.).
Der maximale Druck Uber der Aortenklappe betrug in der Normalkostgruppe
2,35 mmHg (£ 0,42 mmHg). Damit war dieser Wert um 17,0% groRer als in der
mit Phytol gefutterten Gruppe. In dieser betrug der maximale Druck uber der
Aortenklappe 1,95 mmHg (+ 0,52 mmHg). Der mittlere Druck uber der Aorten-
klappe bei den mit Normalkost gefutterten Tieren betrug 1,17 mmHg (z 0,22
mmHg). Dieser Wert war um 18,81% groRer als in der Vergleichsgruppe. Die
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mit phytolhaltiger Kost gefutterten Tiere zeigten mittlere Druckwerte Uber der
Aortenklappe in Hohe von 0,95 mmHg (+ 0,24 mmHg).

Die Uber Aorta ascendens und descendens gemessenen Fluldggeschwindig-
keiten zeigten einen Rickgang der Maximalwerte nach Phytolfltterung. Einer
mittleren Flul3geschwindigkeit von 98,33cm/s (+ 9,61cm/s) stand ein Wert von
93,55cm/s ( £ 15,18cm/s) im Bereich der Aorta ascendens gegenuber. Diese
Anderung von 4,86% war statistisch schwach signifikant. AuRerhalb der statis-
tischen Signifikanz lag die Anderung des entsprechenden Wertepaares fiir die
FluRgeschwindigkeit Uber der Aorta descendens (78,47cm/s (x 9,81cm/s) vs.
73,92cm/s (£ 10,71cm/s) entsprechend einer Abnahme von 5,79%.
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Abbildung 31: Ao desc. der Mause

Bei der den frihdiastolischen Bluteinstrom Uber der Mitralklappe reprasentie-
renden E-Welle zeigten sich in der Gruppe der Tiere, die mit Normalkost
geflttert wurden, im Mittel um 18,2% hohere Werte. Der Mittelwert lag hier bei
80,6cm/sec (+ 9,6cm/sec.). In der mit phytolhaltiger Nahrung gefutterten
Vergleichsgruppe betrug der entsprechende Wert 65,9cm/sec. (+ 12,5cm/sec.).
Die entsprechenden Werte fur die A-Welle lauten 25,27cm/s (x 6,18cm/s) vs.
25,41cm/s (x 6,29cm/s) nach Phytoldiat entsprechend einem Plus von 0,55%.
Das E-A-Verhaltnis war zugunsten der mit Normalkost versorgten Tiere
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verschoben und betrug 3,34 (+ 0,74). In der Vergleichsgruppe betrug das
Verhaltnis 2,70 (x 0,62) und war somit 19,2% geringer. Der maximale Druck-
gradient Uber der Mitralklappe betrug bei den mit Normalkost gefutterten Tieren
2,84 mmHg (£ 0,65 mmHg). Damit war dieser um 33% hoher als in der mit
Phytolkost versorgten Gruppe. In dieser Gruppe betrug der Wert 1,91mmHg (+
0,72 mmHg). Der mittlere, Uber der Mitralklappe gemessene Druckgradient
verhielt sich entsprechend. In der Normalkostgruppe betrug er 0,68 mmHg (+
0,24 mmHg) und war 38,2% hoher als in der Vergleichsgruppe. Dort betrug er
0,42 mmHg (£ 0,20 mmHg).
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Abbildung 32: MV-PGn.x der Mause Abbildung 33: MV-PGean der Mause
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Abbildung 34: MV E-Welle der Mause Abbildung 35: MV A-Welle der Mause
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Abbildung 36: MV E/A-Verhaltnis der Mause

3.2. Geschlechtsspezifische Unterschiede

3.2.1. Klinische Daten

Beim Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung gab es zwischen
den Kollektiven der mannlichen und weiblichen Tiere nur einen marginalen
Unterschied von im Mittel 2 Tagen (88 £28, vs. 86 £20). Die Folgeuntersuchung
nach Futterungsexperiment erreichten die mannlichen Mause durchschnittlich
11 Tage spater als die Weibchen (123 £32 vs. 112 +21).

Die Aufzucht- und Untersuchungsmodalitaten bewirkten hinsichtlich der Alters-
struktur in beiden Mausekollektiven einen Streubereich flr den Zeitpunkt der
Erstuntersuchung mit 63 bis 138 Tagen bei den Mannchen und 65 bis 118
Tagen bei den Weibchen. Innerhalb dieses Altersbereiches lassen sich in bei-
den Mausekollektiven vier homogene Altersgruppen bilden (Abbildung 38). Die
zwischen diesen Altersgruppen bestehenden Altersdifferenzen liegen zwi-

schen 10 bis maximal 47 Tagen. Die Zweituntersuchung nach Phytoldiat er-

50



Ergebnisse

folgte in einem Alter zwischen 89 bis 169 Tagen. Das Zeitintervall zwischen
beiden Untersuchungen differierte von minimal 16 bis maximal 35 Tage (in zwei
Fallen 48 Tage, in je einem Fall 93 und 123 Tage, diese Tiere waren zur

Aufzucht verwendet worden).
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Abbildung 37a und b: Alter der weiblichen und mannlichen Mause
Mannchen Weibchen
10 10
9 9
8 8
[0] (]
§ 7 § 7
= 6 F 6
S 5 3 5
= B = | -
g ¢ g 4
£ 3 =INEES —
2 — 2 —
1+ — 1 —
0 0
63-64 7374 91 138 65-66 7475 @ 118
Altersgruppen [Tage] Altersgruppen [Tage]

Abbildung 38: Altersverteilung bei Erstuntersuchung
Entsprechend ihrer unterschiedlichen Physiologie differierte das Durchschnitts-

gewicht zwischen beiden Mausekollektiven zugunsten der Mannchen um 5,669

unter Normalkost und 5,19g unter Phytoldiat.
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Abbildung 39 a und b: Gewicht der weiblichen und mannlichen Mause

Bei der gegebenen Altersstruktur der Tiere laft sich eine Altersabhangigkeit im
Hinblick auf den Gewichtsverlauf flr beide Mausegruppen nachweisen.

Eine Gewichtszunahme der Tiere findet sich bis ca. zum einhundertzwan-
zigsten Lebenstag. Sie ist bei den mannlichen Tieren in dieser Zeit deutlich
starker ausgepragt als bei den Weibchen. So findet sich noch eine signifikante
Gewichtszunahme bei den mannlichen Tieren zwischen den Altersgruppen 3
(91 Tage) und 4 (138 Tage) von im Mittel 2,6g (p<0,05).

Fir die weiblichen Tiere gilt dies nur bis zur Altersgruppe 2 (74-75 Tage). Hier
nimmt das mittlere Gewicht im Vergleich mit den Tieren der Gruppe 4 (118 Ta-
ge) noch um 2,56g zu (p<0,01). Die Gewichtsveranderung zwischen den Al-
tersgruppen 3 und 4 liegt hier mit einem Mittelwert von 0,73g bei den gegebe-
nen kleinen Stichprobenumfangen auflerhalb der statistischen Signifikanz
(p=0,37).
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Abbildung 40: Altersabhangige Gewichtsverteilung bei Erstuntersuchung
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Ein statistisch signifikanter Alterseinflu auf die Gewichtsverteilung vor der

Zweituntersuchung nach Phytoldiat lie® sich nur noch bei sieben mannlichen

Mausen feststellen, die nach durchschnittlich 91 Tagen nachuntersucht wurden

und sich bereits bei der Erstuntersuchung vor Beginn des Futterungsexperi-

mentes in den beiden niedrigsten Altersgruppen befanden. Verglichen mit den

Tieren der hochsten Altersgruppe war ihr Gewicht im Durchschnitt 6,549 nie-

driger (p<0,01).

Das Ausmal der Herzfrequenzreduktion nach Phytolkostfutterung lag bei den

weiblichen Tieren deutlich Gber dem der Mannchen (im Mittel minus 53 Schlage

pro Minute vs. minus 33 Schlage pro Minute).
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Abbildung 41 a und b: Herzfrequenz der weiblichen und mannlichen Mause

3.2.2. M-Mode und 2-D-Messwerte

Bei den via M-Mode sowie im zweidimensionalen Bild bestimmten kardialen
bzw. myokardialen Dimensionen fanden sich geschlechtsspezifische Unter-
schiede flr vier der gemessenen Parameter.

Der linksatriale Querdurchmesser zeigt nur in der Gruppe der mannlichen
Mause nach Phytolfutterung eine statistisch nicht signifikante Langenabnahme
(1,77mm £0,13 vs. 1,69mm %0,26), wahrend im Kollektiv der Weibchen und
uber das Gesamtkollektiv betrachtet (s.0.) die prinzipiell gleichgerichteten Ver-
anderungen schwach signifikant ausfallen (1,81mm £0,17 vs. 1,72mm 0,12,
p<0,05).

Bei den linksventrikularen Binnendimensionen erreicht die messbare Abnahme
des systolischen Ventrikeldurchmessers (LVIDs) nach Phytoldiat nur bei den
mannlichen Tieren nicht das geforderte Signifikanzniveau (2,11mm x0,28 vs.
2,05mm 0,38), wahrend wiederum bei den Weibchen wie im Gesamtkollektiv
(s.0.) schwach signifikante Wertabnahmen beobachtet werden (1,97mm 10,26
vs. 1,9mm £0,29).

Umgekehrtes gilt fur den Parameter der linksventrikularen Langenausdehnung.

Die gemessene leichte Zunahme unter Phytoldiat erreicht bei den mannlichen
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Tieren schwache Signifikanz (7,21mm %0,63 vs. 7,36mm x0,57, p<0,05), ist
ansonsten aber nicht signifikant geandert.

Bei den myokardialen Dimensionen ist die zu beobachtende leichte Zunahme
der enddiastolischen septalen Myokarddicke (IVSed) nach Phytolernahrung im
Kollektiv der weiblichen Mause abweichend zu den Mannchen und der entspre-
chenden Wertanderung im Gesamtkollektiv (s.0.) statistisch nicht signifikant
ausgepragt (2: 0,78mm £0,07 vs. 0,8mm %0,08; J: 0,78mm £0,11 vs. 0,84mm
10,08, p<0,01).
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Abbildung 43 a und b: LVIDs der weiblichen und mannlichen Mause
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Abbildung 44 a und b: LV-Lange der weiblichen und mannlichen Mause
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Abbildung 45 a und b: IVSed der weiblichen und mannlichen Mause

3.2.3. Abgeleitete Daten (M-Mode / 2-D-Bild)

Nur fur die nach der Area-Length-Methode berechneten linksventrikularen Mus-
kelmasse findet sich zwischen den verglichenen Kollektiven ein statistischer
Unterschied. In der Gruppe der Weibchen fallt die gesehene Herzgewichtstei-
gerung nach dem Futterungsexperiment im Vergleich zu den mannlichen Mau-

sen deutlich geringer aus und verfehlt daher das geforderte Signifikanzniveau
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(9: 69,26mg £10,4 vs. 70,62mg +10,14; J: 76,93mg +18,34 vs. 83,04mg
+17,54, p<0,01).

Bei den ubrigen abgeleiteten Grossen, den Kontraktilitatsparametern FS und
EFteich, den linksventrikularen Volumina sowie dem Massenindex, finden sich
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren keine Unterschiede in der

Messwertentwicklung nach Phytolfutterung.
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Abbildung 46 a und b: AL-LV-Masse der weiblichen und mannlichen Mause

3.2.4. Himodynamische Daten

Fur die kardiale Auswurfleistung konnten bei den via PW-Doppler und mittels
der Teichholz-Formel berechneten Werten keine geschlechtsgebundenen
Effekte der Phytoldiat nachgewiesen werden. Gleiches gilt auch fur den uber
Teichholz kalkulierten Cardiac-Index. Die Berechnung dieses Parameters unter
Verwendung des Doppler-echokardiographisch ermittelten Herzzeitvolumens
fuhrt abweichend im Kollektiv der Mannchen zu einer schwach signifikanten
Abnahme des Wertes nach Phytolfutterung, die sich im Gesamtkollektiv sowie
bei den weiblichen Tieren nicht nachweisen a3t (9: 0,45ml/min./g +0,09 vs.
0,45ml/min./g £0,11; &: 0,44ml/min./g £0,13 vs. 0,39ml/min./g £0,09, p<0,05).
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Abbildung 47 a und b: Cl.yor der weiblichen und mannlichen Mause

3.2.5. Doppler-Messungen

Die Auswirkungen der Phytoldiat auf die Flussdynamik lassen zwischen den
Kollektiven der mannlichen und weiblichen Tiere keine geschlechtsgebundenen
Unterschiede in den via Doppler-Echokardiographie gemessenen Parametern

erkennen.
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IV. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die echokardiographisch gestitzte Charakteri-
sierung von Auswirkungen einer mit Phytol angereicherten Diat auf Morphologie
und Funktion des Herzens erwachsener, genotypisch veranderter Mause. Der
hierbei zugrunde liegende Defekt im SCPx/SCP2 kodierenden Genom bewirkt
phanotypische Parallelen zum humanen Refsum-Syndrom, wenngleich es sich
in beiden Fallen um einen unterschiedlichen pathogenetischen Ausgangspunkt
handelt.

Die Phanotypisierung des transgenen Mausherzens im Vergleich zu seiner
Wildtyp Variante, der C57/BI6 Maus, und damit die Frage nach kardialen Aus-
wirkungen des Gendefektes selber, unabhangig von Anderungen im Lipid-
stoffwechsel, war dabei nicht primares Ziel dieser Untersuchung.

Aus diesem Grunde wurden keine Wildtypmause in die Studie mit aufgenom-
men, zumal sich in der Literatur keine Hinweise auf primare kardiale Unter-
schiede zwischen Refsum-Patienten und Menschen ohne entsprechenden
Gendefekt finden lassen. Vergleiche zwischen SCPx/SCP2 defizienter Maus
und Wildtypvariante werden dennoch begrenzt mdglich durch Ruckgriff auf die
bislang in der Literatur veroffentlichten Daten zur C57/BI6 Maus, wobei
insbesondere die zwischenzeitlich publizierte systematische Untersuchung
dieser Tiere durch die Arbeitsgruppe um Tiemann zu nennen ist (Tiemann et
al., 2002).

4.1. Klinische Daten

Die in Narkose untersuchten Tiere entstammen einer eigens fur den Versuch
durchgefuhrten Zuchtreihe.

Entsprechend erklart sich die Altersstruktur der untersuchten Tiere zum einen
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aus der Vorgabe, nur ausgewachsene Mause mit abgeschlossenem
Organlangenwachstum in die Messungen einzubeziehen. Zum anderen konnte
aus raumlichen Grinden immer nur eine begrenzte Anzahl Tiere zeitgleich in
das Futterungsexperiment eingeschleust werden. Die hieraus resultierende
Altersstruktur muf® in dem untersuchten Altersfenster als maoglicher eigen-
standiger Einflul3faktor bei der Interpretation der echokardiographischen Mel}-
parameter berlcksichtigt werden. Dies gilt insbesondere fur Tiere bis zu einem
Alter von ca. 110 Tagen, wie die Daten in der bereits oben erwahnten Arbeit
von Tiemann (Tiemann et. al, 2002) nahelegen.

Besonders deutlich werden die altersbegriindeten Einflisse bei der Betrach-
tung der Gewichtsverlaufe der Tiere vor und nach Phytoldiat. Entgegen dem
allgemeinen Trend findet sich bei einigen Mannchen der Altersklasse 1 und 2,
die im Durchschnitt nach 91 Tagen nachuntersucht wurden, sogar ein Anstieg
im Vergleich der Korpergewichte zum Zeitpunkt des Ultraschalls vor und nach
Futterungsexperiment. Die in diesem Altersintervall bei mannlichen Mausen
noch physiologisch ausgepragter vorhandene Gewichtszunahme steht hier in
Konkurrenz zum Gewichtsverlust unter phytolangereicherter Kost.

Eine katabole Stoffwechselsituation mit aktivierter Lipolyse, hervorgerufen
durch die gendefektbedingte Phytolsaureanreicherung, wird als ein Grund die-
ses unter Phytoldiat beobachteten Gewichtsverlustes, dessen klinisches Korre-
lat insbesondere auch in einem deutlichen Schwund des Unterhautfettgewebes
bestand, diskutiert (Raabe, 1995). In der Endphase des Fltterungsexperimen-
tes tritt hierneben ein verandertes Nahrungsaufnahmeverhalten der Tiere. Nach
einer initialen Phase der Hyperalimentation nahm die taglich umgesetzte Nah-
rungsmenge gegen Ende der zweiten Futterungswoche bis zum volligen Sistie-
ren in Einzelfallen ab. Das Erreichen dieses Punktes zusammen mit der dann
meist auch bestehenden 25%-tigen Gewichtsreduktion war als Abbruchkrite-
rium fur das Futterungsexperiment definiert worden, da von anderen Arbeits-
gruppen eine hiernach einsetzende erhohte spontane Absterberate bei den
Tieren berichtet worden war (Daten unveroffentlicht).
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In dieser terminalen Phase des Futterungsexperimentes fanden sich bei der
groRen Mehrzahl der Tiere korrespondierende Verhaltensauffalligkeiten. Die
motorischen Aktivitaten der Mause sanken bis hin zur Adynamie. Das Interesse
der Mause an ihrer Umgebung, Sozialverhalten und Fellpflege waren ebenso
beeintrachtigt. Es ist wahrscheinlich, dafl® in dieser Situation neben einer Re-
duktion der Nahrungsaufnahme auch die Aufnahme von Flussigkeit durch die
Tiere mit der Folge einer Volumendepletion vermindert war, ohne dal} sich im
Rahmen der hier gemachten Beobachtungen allerdings eine genaue Quanti-
fizierung vornehmen lielRe. Die Interpretation der gefundenen echokardiogra-
phischen Befunde muf} aber auf diesem Hintergrund erfolgen.

Die von Tiemann (s.0.) dokumentierte Wachstumsdynamik der C57/BI6 Maus
legt eine Betrachtung der hier erhobenen echokardiographischen Befunde auch
unter dem Gesichtspunkt des Mausealters als unabhangigem Einflul3faktor
nahe.

Mit dem Alter als unabhangigem Faktor errechnen sich statistisch signifikante
Unterschiede flr die gemessenen einzelnen Parameter bzw. die von ihnen
abgeleiteten Groflen zwischen den Altersgruppen wie folgt:

Bei den mannlichen Mausen findet sich eine statistisch signifikante Zunahme
der Dimension des linksventrikularen AusfluRtraktes, des linksatrialen Durch-
messers sowie des linksventrikularen Langendurchmessers im Vergleich der
Tiere aus Altersgruppe 1 mit denen der Gruppe 4. Auch flir die septalen
Dimensionen (IVSed und IVSs) und die Dicke der linksventrikularen Hinterwand
diastolisch (LVPWd) findet sich eine Altersabhangigkeit zwischen diesen
beiden Altersgruppen. Ab Altersgruppe 2 zeigen sich allerdings bei den
gegebenen Stichprobenumfangen keine weiteren statistisch signifikanten
Altersabhangigkeiten. Eine altersabhangige Beeinflussung der Doppler-echo-
kardiographisch ermittelten Parameter lie3 sich bei den vorliegenden
Altersstrukturen nicht nachweisen.

Bei den weiblichen Tieren hatte bereits die Analyse des Korpergewichtverlaufes

eine nur schwach ausgepragte Altersabhangigkeit zwischen den untersuchten

61



Diskussion

Altersgruppen ergeben. Entsprechend lalt sich ein statistisch signifikanter
Einfluld der Altersgruppenzugehdrigkeit auf die bestimmten kardialen Dimen-
sionen hier nicht errechnen. Dieses Ergebnis korreliert mit der flacher verlau-
fenden Wachtstumskurve bei weiblichen Mausen wie in der 0.g. Arbeit belegt.

Die folgende Tabelle listet noch einmal fur die betroffenen Mef3-und Rechen-
grolRen die altersgruppenbezogenen Mittelwertveranderungen sowie das sta-

tistische Signifikanzniveau der Anderung auf.

Tabelle 4.1.1.; Altersgruppenbezogene Mittelwertdnderungen bei mannlichen Mausen

Parameter Altersgruppe Mittelwertanderung |P

LVOT (mm) G1zuG4 +0,18 = 0,0458
LA (mm) G1zu G4 + 0,15 <0,05
LV-Spitze (mm) G1zu G4 +1,42 <0,01
IVSed (mm) G1zu G4 + 0,23 <0,01
LVPWd (mm) G1zuG4 + 0,14 <0,05
IVSs (mm) G1zu G4 + 0,20 <0,01
FS % G1zu G4 - 6,41 <0,01
Clteich G1zu G4 - 0,19 < 0,001
Clivor G1zuG4 -0,24 <0,01

4.2. 2D-und M-Mode-Messwerte

Die Auswertung der vor und nach Phytolfutterung ermittelten MeRwerte des 2D-
bzw. M-Mode Echokardiogramms ergibt signifikante Anderungen bei einer
Anzahl von Parametern. Betroffen sind hiervon sowohl kardiale Binnenraum-
diameter wie die Dimensionen der unterschiedlichen Myokardabschnitte.

Im Gesamtkollektiv der untersuchten Mause findet sich demnach eine signi-
fikante Abnahme der Innendiameter flr das linke Atrium (LA), den linksven-
trikularen enddiastolischen Innendurchmesser (LVIDd) sowie den korrespon-
dierenden systolischen Wert (LVIDs). Hingegen zeigt die enddiastolisch gemes-
sene Myokarddicke des Interventrikularseptums sowie der Hinterwand (IVSed,
LVPWAd) eine statistisch signifikante Zunahme.

Eine isolierte Betrachtung der weiblichen Mause ergibt ein weitgehend
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identisches Ergebnis. Lediglich die GroRenzunahme des Melwertes flr das
IVSed ist statistisch nicht signifikant.

Im Kollektiv der mannlichen Tiere findet sich abweichend von den Ergebnissen
des Gesamtkollektives eine fehlende statistische Signifikanz bei gleichgerich-
teter Veranderung des linksatrialen (LA) sowie des endsystolischen linksventri-
kularen Innendurchmessers (LVIDs). Die linksventrikulare Langenzunahme er-
reicht in dieser Gruppe ein signifikantes Niveau.

Keine statistisch signifikanten Anderungen bzw. identische MeRwerte bestehen
in allen Untergruppen fur den Querdurchmesser des linksventrikularen Ausfluf3-
traktes (LVOT) sowie der Aortenwurzel und die systolische septale Myokard-
dicke (IVSs).

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse stellt sich daher neben dem zu klaren-
den Einflull der Phytoldiat im Rahmen des bestehenden Defektes im
SCPx/SCP2 kodierenden Gen die Frage nach weitergehenden geschlechts-

spezifischen EinfluRfaktoren.

4.2.1.Geschlechtsabhingige Anderungen

Die Subgruppendifferenzen (mannlich vs. weiblich) weisen nicht auf ge-
schlechtsabhangige Mechanismen hin. Grundsatzlich sind die Parameterande-
rungen bei mannlichen und weiblichen Tieren nach Phytolkostfutterung, wenn
vorhanden, gleichgerichtet. Auch Mel3groflden, die nur in einer Population - z.B.
bei den Mannchen - signifikante Unterschiede aufweisen, behalten zumindest
im Trend ihr Anderungsverhalten bei den (ibrigen Tieren. Hier kommt offen-
sichtlich die im Kollektiv der mannlichen Mause noch nachweisbare Altersab-
hangigkeit fur einzelne Mel3werte zum Tragen (vgl. Tiemann et al., 2002).

Ein Vergleich der in Tabelle 4.1.1. abgebildeten Daten mit den Ergebnislisten in
Kapitel Ill verdeutlicht diesen Zusammenhang. Mit Ausnahme des LVIDs beste-

hen statistisch signifikante geschlechtsabhangige Unterschiede vor und nach
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Phytolfutterung nur bei MelgroRen, fur die sich auch eine Altersabhangigkeit
in der Gruppe der mannlichen Mause nachweisen laft. Die Richtung der jewei-
ligen Anderung entspricht dabei dem altersbezogenen Anderungsverhalten.
Exemplarisch sei dies an zwei GroRen, dem linksatrialen Durchmesser (LA)
und der linksventrikularen Langsachse (LV-Spitze), veranschaulicht.

Nach Phytolfutterung nimmt die gemessene Dimension des LA sowohl in der
Population der weiblichen wie der mannlichen Tiere ab. Eine statistische Signi-
fikanz der Anderung errechnet sich allerdings nur fir die Gruppe der Weibchen.
Gleichzeitig besteht bei den untersuchten mannlichen Tieren noch eine alters-
bedingte GroRenzunahme des LA, so dal} bei einem Teil der Mannchen die im
Rahmen des Fltterungsexperimentes auftretende Dimensionsverringerung ab-
gepuffert wird. Bei dem gegebenen Stichprobenumfang verliert die Anderung
dieses Parameters daher im Kollektiv der Mannchen ihre statistische Signi-
fikanz. Entsprechend liegt der Wert fir das Signifikanzniveau im Gesamt-
kollektiv durch den erhdhten Stichprobenumfang Uber dem fur die Gruppe der
weiblichen Tiere (p=0,017 vs. 0,026).

Ein vergleichbarer EinfluR altersbezogener Effekte laf3t sich auch fur die Lange
des linken Ventrikels zeigen. Nach Phytolfitterung findet sich im Kollektiv der
weiblichen Mause wie im Gesamtkollektiv eine allerdings nicht statistisch
signifikante Langenzunahme. Bei den mannlichen Tiere erreicht diese Veran-
derung dagegen eine schwache statistische Signifikanz. Ein Blick auf Tabelle
4.1.1. zeigt die noch deutliche alterskorrelierte Groenzunahme fir diesen Pa-
rameter. Im untersuchten Alterssegment flhrt also die noch nachweisbare na-
tirliche GroRenzunahme bei den mannlichen Tieren zu scheinbaren ge-
schlechtsspezifischen Differenzen in den Ergebnissen vor und nach Phytol-
kostfutterung. Schliel3t man die Tiere der Altersgruppe 1 (s.0.) von den sta-
tistisch mathematischen Betrachtungen aus, geht entsprechend die errechnete
Signifikanz auch im Kollektiv der Mannchen verloren. Dies ist kein Effekt blof3
aufgrund reduzierten Stichprobenumfanges, denn eine gleichgrof3e Reduktion

des Populationsumfanges etwa durch Elimination der Tiere aus Altersgruppe 3
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zeigt diese Wirkung nicht.

Die folgende Tabelle listet noch einmal die nach Phytoldiat statistisch
signifikant veranderten 2-D- und M-Mode Parameter getrennt fur die Kollektive
der mannlichen und weiblichen Mause sowie fur das Gesamtkollektiv auf.

Als zusatzliche Information wird das Altersverhalten des jeweiligen Parameters

im Kollektiv der Mannchen erfafit.

LA LV-Spitze | 1VSed LVIDd | LVPWd | LVIDs
Gesamt- - + + _ 4 -
kollektiv
Minnchen - + + - + -
Weibchen - + + - + -
Altersabhén- + + + o + o
gigkeit b. &

Tabelle 4.2.1.: + = Zunahme, - = Abnahme nach Phytoldiét ; rot = Anderung statistisch signifikant; @ = kein EinfluR

nachweisbar

Die enddiastolisch gemessene Dicke des Interventrikularseptums nimmt bei
mannlichen und weiblichen Tieren nach dem Futterungexperiment zu. Nur bei
den Mannchen erreicht diese Anderung jedoch statistische Signifikanz, da ihr
Ausmaly durch altersbedingte Einflisse gesteigert wird (Mittelwertanderung
0,02 mm bei @ vs. 0.06 mm bei & ). Das im Vergleich zum Kollektiv der
Mannchen hohere Signifikanzniveau der Anderung im Gesamtkollektiv (p <
0,005) laldt jedoch die Vermutung zu, dal® bei hoherem Stichprobenumfang
eine statistisch signifikante Zunahme auch unter den weiblichen Mausen nach-
weisbar gewesen ware.

Die gleiche Auswirkung des Stichprobenumfanges findet sich beim LVIDs. Die
Abnahme dieses Wertes nach Phytoldiat erreicht bei der gegebenen
Standardabweichung im kleineren Kollektiv der Mannchen kein signifikantes
Niveau, wahrend bei den weiblichen Tieren eine schwache Signifikanz besteht.

Fir das Gesamtkollektiv errechnet sich entsprechend ein hdheres
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Signifikanzniveau als fiir die Weibchen (p=0,019 2+J vs 0,038 Q).

Die geschlechtsabhangigen Unterschiede bei den vor wund nach
Futterungsexperiment mit den Methoden der 2D- und M-Mode-Echokardio-
graphie ermittelten Parametern beruhen daher auf den folgenden zwei
Faktoren. Zum einen Dbestehen alterskorrelierte  Unterschiede im
Wachtstumsverhalten zwischen mannlichen und weiblichen Mausen (Tiemann
et al.), die bei der gegebenen Altersstruktur der untersuchten Tiere in der
gezeigten Weise mit den futterungsbedingten Werteanderungen interferrieren.
Zum anderen fuhrt der begrenzte Populationsumfang aufgrund der
bestehenden Messwertstreuung bei einzelnen Parametern zu einem Verfehlen
der statistischen Signifikanzgrenzen (LVIDs bei den mannichen Tieren, IVSed
bei den Weibchen).

Im engeren Sinne geschlechtsabhangige Ergebnisunterschiede finden sich

hingegen nicht.

4.2.2. Auswirkungen der Phytoldiat

Werden die Ergebnislisten in diesem Sinne um altersgebundene und
formalmathematische Effekte bereinigt, bleiben bei den mittels 2D- und M-
Mode -Echokardiographie bestimmten morphologischen GroRen folgende
statistisch signifikante Anderungen nachweisbar.

Die kardialen Binnenraumdimensionen — LA, LVIDd, LVIDs — verringern sich
nach  Durchfihrung des Futterungexperimentes. Die enddiastolisch
gemessenen Starke des Interventrikularseptums und der linksventrikularen
Hinterwand — IVSed, LVPWd — nimmt hingegen leichtgradig zu.

Der Umfang der jeweiligen Anderung wird durch Tabelle 4.2.2. veranschaulicht.
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LA LVIDd LVIDs IVSed LVPWd
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
? -0,09 -0,1 - 0,07 +0,02 +0,03
3 -0,08 -0,11 - 0,06 +0,06 +0,07
Q+d -0,08 -0,1 - 0,07 +0,04 +0,05

Tabelle 4.2.2.: Mittelwertinderung nach Phytolkost

Die Dimesionen der kardialen Binnenraumdiameter unterliegen einer Vielzahl
von EinfluRfaktoren. Funktionsstorungen des kardialen Klappenapparates,
insbesondere solche mit volumenbelastender Wirkung (Patten et al., 2002),
morphologische und funktionelle Veranderungen des Myokards unterschied-
licher Genese (Semeniuk et al., 2002) sowie Anderungen im Volumenstatus
des Korpers uberhaupt seien hier vordergrundig genannt. Pathologische
myokardiale Zustandsbilder auf morphologisch ultrastruktureller Ebene beein-
trachtigen dabei haufig vorzeitig die diastolische Funktion des Herzens
(Semeniuk et al., 2002) ebenso wie ischamische Funktionsstérungen oder eine
myokardiale Hypertrophie. Veranderungen der atrialen oder ventrikularen
Binnendiameter finden sich dann im Gefolge veranderter Druckverhaltnisse.
Dabei treten zumeist erhdhte intraluminale Dricke in Erscheinung mit zumin-
dest im atrialen Bereich konsekutiver Dilatation.

Die echokardiographische Untersuchung des vorliegenden Mausekollektives
vor und nach phytolangereicherter Diat gibt keinen Anhalt fur valvulare Fehl-
funktionen oder Stérungen der systolischen myokardialen Funktion (s.u.) - zur
Zuverlassigkeit der Doppler-Echokardiographie bei Mausen s. Patten et al.
2002. Wenngleich die Reduktion des E- zu A-Verhaltnisses nach Phytol-
futterung, die in allen Populationen nachweisbar ist, prinzipiell die Frage nach
Bestehen einer beginnenden diastolischen Funktionsbeeintrachtigung aufkom-
men |alt, spricht die Richtung der Diameterveranderungen bei sowohl atrialen
wie ventrikularen Dimensionen fur einen primaren Volumeneffekt.

Dieser steht in Zusammenhang mit dem unter phytolangereicherter Ernahrung
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auftretenden Gewichtsverlust, wie die Verminderung des zirkulierenden Blutvo-
lumens bei gleichbleibendem Cardiac-Index belegt (s.u.). Weitere, den Volu-
menstatus der Tiere potentiell beeinflussende Effekte scheinen daneben eher
von untergeordneter Bedeutung zu sein.

Unter Phytoldiat war ein klinisch zu beobachtendes Phanomen, wie oben dar-
gelegt, die Entwicklung einer progredienten Adynamie. Parallel hierzu anderte
sich in der terminalen Phase des Futterungsexperimentes das Nahrungsauf-
nahmeverhalten der Tiere deutlich bis zum voélligen Sistieren in einzelnen Fal-
len. Das Eintreten dieser Situation war als ein Abbruchkriterium fur das Futte-
rungsexperiment definiert worden. Es war vermutet worden, dal} sich auch die
Volumensituation der Tiere in dieser Phase im Sinne einer Volumendepletion
durch verminderte FlUussigkeitsaufnahme andert. Die daraus als Folge resultie-
rende Vorlastsenkung ware echokardiographisch durch Abnahme der Binnen-
dimension insbesondere im Vorhofbereich aber auch linksventrikular erfal3bar
gewesen.

Eine zusatzlich vorlastsenkende Wirkung kann dartuberhinaus von der An-
asthesiemethode ausgehen. Die gewichtsadaptierte intraperitoneale Applikation
einer standardisierten Anasthesielésung flhrt zu unterschiedlicher Volumenbe-
ladung der Tiere mit Abnahme der Volumenmenge nach Phytolgabe. Unter-
schiede in der Vorlastwirksamkeit lassen sich dabei aber kaum quantifizieren,
da die genaue Kenntnis der mit der Gewichtsreduktion unter Phytoldiat verbun-
denen Anderung des Verteilungsvolumens ebenso Voraussetzung wére wie die
eines sich moglicherweise andernden peritonealen Resorptionsverhaltens.

Die Beteiligung beider Vorgange an der Beeinflussung des Volumenstatus der
Mause lalt sich echokardiographisch nicht ausreichend differenzieren, da die
Kapazitat von Gegenregulationsmechanismen bzw. das zur Adaptation an den
Gewichtsverlust erforderliche Mall nicht Uberschritten werden. Anderenfalls
ware ein schlagvolumenbedingter Abfall des HZV und Cardiac-Index bei Aus-
bleiben einer kompensierenden EF- oder Hf-Erhdhung nachweisbar gewesen.

In allen drei Kollektiven ist keine signifikante Veranderung der Verkurzungs-
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fraktion nachweisbar. Allerdings sei darauf hingewiesen, dass mit Hilfe der
Verkurzungsfraktion nur unzureichende Aussagen Uber geringe Veranderungen

der Kontraktilitat des linken Ventrikels mdglich sind (Nemoto et al., 2002).

Die enddiastolische Myokarddickenzunahme in Septum und Hinterwand folgt
aus geometrischen Grunden der Volumenabnahme und ist nicht Ausdruck
geanderter morphologischer Verhaltnisse im Myokard der SCPx/SCP2 defizien-
ten Mause unter phytolangereicherter Ernahrung.

Diese Interpretation wird zum einen durch die Ergebnisse histologischer und
elektronenmikroskopischer Untersuchungen gendefizienter Mause unterstutzt.
Deren Myokard weist nach Phytolbelastung keine histomorphologisch fal3baren
Veranderungen im Vergleich zu Tieren unter Normalkost auf.

Zusatzlich weist die Konstanz der Uber die Area-Length-Methode berechneten
linksventrikularen Myokardmasse in die gleiche Richtung. Bei den weiblichen
Mausen finden sich nach Phytolkostfitterung keine signifikanten Veranderun-
gen dieses Parameters. Die deutlich signifikanten Anderungen bei den Mann-
chen sind Ausdruck des bereits oben angesprochenen altersabhangigen
Wachstumseffektes. Mathematisch bedingt wirken sich dabei die Anderungen
der zur Massenberechnung herangezogenen Myokarddimensionen besonders
deutlich aus. Im Gesamtkollektiv der untersuchten Tiere a3t sich dementspre-
chend nur noch eine schwache Signifikanz flr die Zunahme der LV-Masse
nachweisen, die sofort verlorengeht, schlie3t man die mannlichen Tiere der
Altersgruppe | von den Betrachtungen aus.

Die unter Phytolkost auftretende Gewichtsabnahme der Mause bedingt bei
ansonsten unbeeintrachtigter kardialer Struktur naturgemaly eine signifikante
Anderung in den gewichtskorrelierten LV-Massenindizes sowohl bei mannlichen
wie weiblichen Tieren. Die in allen Kollektiven nachweisbare signifikante Zu-
nahme des Massenindex nach Phytolkostfutterung erklart sich also im Rahmen

der Gewichtsabnahme der betroffenen Tiere, da dem diatbedingten Korper-
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masseverlust keine gleichgerichteten Veranderungen am Myokard folgen.

4.3. Doppler-echokardiographische MessgroRen

Alle mittels pw- und cw-Doppler gemessenen Werte Uber der Aorten- und
Mitralklappe zeigen gréRtenteils hochsignifikante Anderungen nach Phytolkost-

futterung der untersuchten Tiere.

4.3.1 Aortovalvulare Messwerte

Im Kollektiv der mannlichen wie weiblichen Mause zeigt sich unter
Phytolftterung ein Ruckgang der Stromungsgeschwindigkeiten Uber der
Aortenklappe von durchschnittlich 9 bzw.10% (&' vs. ¢). Konsekutiv reduzieren
sich die daruber bestimmten Druckgradienten in einer Grolenordnung von 17%
bis 19% vom Ausgangswert. Bei geringgradig hoherem Ausgangsniveau liegt
das Ausmal der Reduktion im Kollektiv der Mannchen minimal unter dem der
Weibchen.

Beeinflullt wird die transaortale BlutfluRgeschwindigkeit neben den geome-
trischen Verhaltnissen im linksventrikularen Ausflubtrakt, die bei den unter-
suchten Tieren keine signifikanten Anderungen zeigten, von Vor- und Nachlast
sowie der linksventrikularen Kontraktilitat. Zusatzlich ist das Velocity-time-
Integral frequenzsensitiv.

Wahrend Nachlastveranderungen ohne kompensatorische Kontraktilitats-
veranderungen zu einer gegensinnigen Flowbeeinflussung und eher
gleichgerichteter Modifikation der kardialen Binnendiameter fuhren, treten bei
primarer Kontraktilitatsbeeinflussung genau umgekehrte Effekte in Erschei-
nung. Vorlastsenkungen bedingen durch die damit verbundenen Fullungs-

druckverminderungen eine Abnahme des Schlagvolumens (Franck-Starling-
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Mechanismus). Die transvalvulare FluRgeschwindigkeit nimmt damit ab.

Die Druck- und FluBminderung im linksventrikularen AusfluRtrakt nach Phytol-
diatfutterung findet ihre Begrindung daher zum einen in einer herzfrequenz-
bedingten Kontraktilitdtsminderung (force-frequency-Beziehung). Zum anderen
sind die vom Franck-Starling-Mechanismus beschriebenen Effekte im Rahmen
der oben angesprochenen Volumendepletion der Mause unter Diat wirksam.
Daher bleiben auch die Marker der myokardialen Funktionalitat, FS und EF,
stabil (s.u.). Die 2002 von Schmidt et al. erhobenen Daten waren gleichge-

richtet.

4.3.2. Mitrale Messwerte und Parameter der diastolischen LV-Funktion

Das transmitral gemessene Velocity-time-Integral andert sich bei den unter-
suchten Tieren unter Phytoldiat im Sinne einer signifikanten Erniedrigung der E-
Wellenamplitude bei stabiler A-Welle. Entsprechend sinkt auch der E/A-Quoti-
ent signifikant. Statistisch signifikante Anderungen der Mitralklappen-Deze-
leration kénnen nicht festgestellt werden. Die nach der Bernoulligleichung
systemintern errechneten transmitralen Druckgradienten reduzieren sich ent-
sprechend. Die relativ starkere Abnahme des Mitteldruckgradienten (MV-MPG)
reflektiert dabei auch die verlangerte Diastolendauer bei signifikant niedrigerer
Herzfrequenz nach Durchfihrung des Futterungsexperimentes (s.u.). Die
isovolumetrische Relaxationszeit als ein Parameter zur Beschreibung des
linksventrikularen Fullungsverhaltens verlangert sich bei den in Narkose unter-
suchten Tieren nach Phytoldiat signifikant.

Eine Zusammenfassung der Mittelwertanderungen fur die einzelnen Parameter

zeigt die untenstehende Tabelle.
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MV-PGmax | MV-MPG E-Welle A-Welle E-A-Ratio
[mmHg] [mmHg]| [cm/s] [cm/s]

Q -1,05 -0,38 -16,4 -0,4 -0,61

3 -0,77 -0,47 -11,9 +0,8 -0,68
Q+d -0,93 -0,44 -14,7 +0,1 -0,64
Relative Q@ -35 -45.7 -20 -1,5 -18.8
Anderung  &| -28,5 -52,8 -14,8 +3,3 -19,1
[%]  Q+3| -32.7 -51,2 -18.2 +0,39 -19,2

Tabelle 4.3.2.: Mittelwertinderungen der mitralen Doppler-Werte rot = Anderung statistisch signifikant

IVRT MV-Decel.zeit
[ms] [ms]

® +5,8 +2,75
3 +3,09 +1,16
Q+J + 4,65 +2,14
Relative Q +20,3 +7,25
Anderung & +9,50 +2,84
[%] Q+3 +15.4 +5,47

Fortsetzung Tabelle 4.3.2.

Die transmitralen Flu3verhaltnisse sind bei gleichbleibender Klappenmorpho-
logie Ausdruck des linksatrialen-linksventrikularen Druck-Zeit-Verhaltnisses.
Dieses unterliegt, wie schon bei der Aortenklappe beschrieben, zahlreichen
kardialen aber auch extrakardialen Einfludfaktoren mit zum Teil gegenteiligen
Effekten. Die myokardiale Funktionalitdt sowie die Funktion des Klappen-
apparates selber sind hier ebenso zu nennen wie Vor- und Nachlastverhalten.
Aber auch Anderungen des Perikardiums und der intrathorakalen Verhaltnisse
konnten relevante Einflul3faktoren darstellen. Jeder dieser einzelnen Faktoren

wird dabei selber wieder auf vielfaltige Weise durch zahlreiche weitere
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StellgréRen beeinflult. So kénnen zum Beispiel Anderungen der myokardialen
Funktion sowohl aus Veranderungen des Koronargefaldstatus wie aus
modifizierten neuro-humoralen Einflissen oder auch pharmakologischen
Effekten resultieren. Die Komplexitat dieser Zusammenhange bedingt das
Fehlen einzelner spezifischer Melgrolken, die zum Beispiel echokardio-
graphisch erfal3t werden konnten. Die methodisch erfallbaren Meligrofien
reprasentieren somit multimodale Vorgange, ihre Interpretation mul® daher
neben der Einzelwertveranderung im Befundkontext erfolgen und haufig auch
methodenfremde Hinweise einbeziehen. Dennoch wird gerade die quanti-
fizierende Analyse von Anderungen mit nur einer Untersuchungsmethode im
Hinblick auf die zugrunde liegenden Ursachlichkeiten haufig unmaglich blei-
ben.

Die gefundene Konstellation der transmitralen Doppler-Mel3werte korreliert in
Verbindung mit den MeRwertanderungen bei der linksventrikularen isovolu-
metrischen Relaxationszeit (IVRT) sowie der fruhsystolischen Mitralklappen-
dezeleration mit den hamodynamischen Veranderungen durch den diatbe-
dingten Gewichtsverlust der Tiere sowie der beobachteten Herzfrequenz-
absenkung.

Typischerweise andert sich das transmitrale FluBprofil bei Vorlastsenkung im
Sinne einer Abnahme sowohl der E-Wellenamplitude wie auch der A-Wellen-
amplitude. Der Steigungskoeffizient (AP/At) sinkt fur Akzeleration wie Dezele-
ration.

Berucksichtigt man die beobachtete Abnahme der Herzfrequenz bei den Tieren
nach Phytolkostfitterung so sollte der amplitudensenkende Effekt auf die A-
Welle eher noch verstarkt werden. Die Konstanz der A-Wellenamplitude weist
daher mdglicherweise auf eine begleitende Anderung des linksventrikuldren
Relaxationsverhaltens. Ein inverses Verhalten von E- und A-Welle mit Ab-
nahme der E-Welle und Zunahme der A-Welle sind Charakteristika der ver-
schlechterten linksventrikularen Relaxation. Gleichzeitig findet sich eine Verlan-

gerung der echokardiographisch erfal3ten, linksventrikularen IVRT, die anderer-
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seits aber auch unter direktem EinfluR der Vor- und Nachlast steht. Die
volumenbedingte A-Wellenreduktion wird daher mdglicherweise durch eine be-
gleitende linksventrikulare Relaxationsstérung uUberlagert und (teil)kompensiert.
Die mitrale Dezelerationszeit reagiert dabei starker auf Anderungen der
ventrikularen Compliance. Ein nicht signifikantes Verhalten steht hier bei dem
gegebenen Populationsumfang und Streuungsverhalten (Variationskoeffizient
0,15) der Annahme einer Relaxationsstorung nicht im Wege. Eine Quan-
tifizierung des Umfanges der Beitrage einzelner EinfluRgrofien ist aufgrund der
oben beschriebenen Interaktionen nicht moglich, zumal manche Grdélke echo-
kardiographisch nicht erfal3t werden kann (z.B. Nachlast).

Auffallig sind Unterschiede im AusmaR der Anderungen zwischen den Tieren
im Kollektiv der Weibchen und Mannchen. Das deutlich starkere Absinken der
Herzfrequenz bei den Weibchen (s.u.) ist hierfir zumindest teilweise verant-
wortlich.

Uber den pathophysiologischen Hintergrund einer verlangerten Relaxationszeit
durch eine phytolangereicherte Diat bei SCPx/SCP2 gendefizienten Mausen
kann zur Zeit nur spekuliert werden. Ausgangspunkt konnte die intrazellulare
Anreicherung verzweigtkettiger Fettsauren wie der Phytansaure sein.

Die Relaxation des Myozyten ist ein aktiver, energieverbrauchender Vorgang.
In diesem Zusammenhang konnten Beobachtungen relevant sein, die eine
Beeinflussung des zellularen Energiestoffwechsels durch akkumulierte
verzweigtkettige Fettsduren wie Phytansaure durch Interferenz mit dem
peroxisomalen proliferator-aktivierten Rezeptor a (PPARa) nahelegen. PPARa
wird eine modifizierende Wirkung auf die Expression solcher Gene
zugeschrieben, die an der Fettsaure Aufnahme und Utilisation einerseits sowie
der Glukoseverstoffwechselung andererseits beteiligt sind. Als physiologischen
Liganden des PPARa besteht die Rolle der Fettsauren in einer liganden-
abhangigen Modifikation der Gentranskription durch ein Heterodimer aus
PPARa und dem Retinoid X Rezeptor a (RXRa ) nach Anbindung an

peroxisomale Proliferations-Steuerelemente (peroxisome proliferator response

74



Diskussion

elements, PPRE) (Wan et al., 1994, Nakajima et al., 1994).
4.4. Himodynamische Daten und Parameter der systolischen LV-Funktion

Als kardiale FunktionsgréRen wurden neben den StandardgrofRen zur
Beurteilung der regionalen und globalen Kontraktilitat (FS und EF) das Herz-
Zeit-Volumen berechnet und daraus durch Korrelation mit dem Korpergewicht
der Cardiac Index bestimmt. Zusatzlich wurde das Herzfrequenzverhalten
aufgezeichnet. Die Berechnung des HZV erfolgte zum einen Uber die
dopplerechokardiographische Bestimmung des Velocity-Time-Integrals im
linksventrikularen AusfluBtrakt durch das im Gerat implementierte Programm.
Alternativ wurde eine Volumenberechnung aus den gemessenen M-Mode-
Werten nach Teichholz durchgefuhrt. Sie ist auch Grundlage der EF-
Bestimmung.

Hinweise fiir eine Anderung der myokardialen systolischen Funktion finden sich
nicht.

Diese ware auch nur bei ausgepragter Zu- oder Abnahme der Kontraktilitat
messbar (Nemoto et al., 2002).

Sowohl die Werte fur das fractional shortening wie die berechnete Ejektions-
fraktion zeigen nach Phytoldiat kein statistisch signifikantes Anderungs-
verhalten innerhalb der untersuchten Tiergruppen. Mit einem mittleren Varia-
tionskoeffizienten von 0,12 lagen die Mel3werte dabei weit aulderhalb des gefor-
derten Signifikanzniveaus (p = 0,87).

Die statistisch hoch signifikante Reduktion des HZV (16,6 — 26%) nach beiden
Bestimmungsmethoden steht hierzu nicht im Gegensatz.

Sie erklart sich zum einen durch eine zwischen 12,4% und 19,4% betragende
Herzfrequenzerniedrigung unter der Phytoldiat (s.u.) sowie eine Reduktion des
Schlagvolumens im Gefolge der Vorlastsenkung von Uber das Gesamtkollektiv
berechnet durchschnittlich 7,6%.

Auffallig ist dabei die deutliche Diskrepanz in den absoluten Werten zwischen
den beiden angewandten Berechnungsmethoden. Die nach Teichholz berech-
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neten Werte liegen um durchschnittlich 35,5% (vor Phytoldiat) bzw. 36% (nach
Phytoldiat) unter den dopplerechokardiographisch ermittelten Zahlen (Mittel-
werte im Gesamtkollektiv 11,76 + 2,31 vs. 7,58 + 1,94 vor bzw. 9,14 + 2,31 vs.
5,84 £ 1,79 nach Phytoldiat). Neben den hinlanglich beschriebenen methodi-
schen Limitationen beider Verfahren (Erdmann u. Autenrieth, 1996, Moltzahn u.
Zeydabadinejad, 2000) konnten hierflir auch Einflisse durch einen standardi-
sierten Untersuchungsablauf verantwortlich sein. Ein regelmallig auftretender
Zeitversatz zwischen den einzelnen Elementen der echokardiographischen
Untersuchung kann so beispielsweise Uber eine veranderte Narkosetiefe und
deren Wirkung auf z.B. die Herzfrequenz zu einer Beeinflussung der einzelnen
MeldgroRen fuhren. Stypmann et al. (2002), Kemi et al. (2003) sowie Fentzke et
al. (1997) haben das Absinken der Herzfrequenz unter Narkose bereits be-
schrieben. Die gemessenen Werte fur das Herzzeitvolumen sind daher weniger
als Absolutzahlenwerte als vielmehr im Verlauf durch ihr Anderungsverhalten
von Interesse.

Geschlechtsspezifische Unterschiede in den Absolutwerten sind korperge-

wichtsabhangig und nivellieren sich nach Bildung der entsprechenden Indizes.

Wird das Herzzeitvolumen durch Normierung auf das Korpergewicht als
Cardiac-Index ausgedrtickt, verliert sich auch die statistische Signifikanz der
Anderungen in den einzelnen Tiergruppen unter Phytolkostfiitterung mit Aus-
nahme des Cloor in der Gruppe der mannlichen Mause (0,45 + 0,13 vs. 0,39 £
0,10). Dieser Wert bleibt mit einem p=0,036 innerhalb der festgelegten Signifi-
kanzgrenze. Neben einem um 2,1% geringeren Gewichtsverlust am Ende des
Fltterungsexperimentes liegt die Hauptursache hierfir in einer starkeren Re-
duktion des Diameters des linksventrikularen Ausflultraktes (LVOT) bei den
mannlichen Tieren von 0,48 vs. 0,18 Prozent bei den Weibchen. Da dieser
Wert im Quadrat in die Berechnung der durchstromten Querschnittsflache
eingeht, potenzieren sich auch kleinere Differenzen. Die Anderung des LVOT-

Diameter liegt dabei selbst weit aullerhalb des statistischen Signifikanzniveaus
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und absolut gesehen in der GréRenordnung des geratetechnischen Maximal-
fehlers, so dal} es sich um ein methodisches Phanomen handeln dirfte.

Die Konstanz des Cardiac-Index unter den Bedingungen der Phytoldiat spricht
fur die funktionelle Konstanz auch der Hamodynamik. Allerdings gilt dies
idealerweise nur unter der Bedingung identischer Perfusionsverhaltnisse in den
unterschiedlichen Kérpergewebsarten bzw. deren proportionaler Beteiligung an
der beobachteten Gewichtsreduktion unter der Futterung mit phytolangerei-

cherter Kost.

Grundsatzlich muld auch bei der Diskussion echokardiographischer Grof3en zur
Beurteilung funktioneller myokardialer und hamodynamischer Verhaltnisse de-
ren multimodale BeeinfluRbarkeit in Rechnung gestellt werden. Echokardiogra-
phisch nicht erfallbare Parameter, wie die Nachlast, bleiben ein Unsicherheits-
faktor in der Befundinterpretation, da zum Beispiel eine infolge verminderter
myokardialer Kontraktilitat reduzierte EF durch Abnahme der Nachlast kompen-
siert werden kann. Beeinflussen pathophysiologische Mechanismen also zu-
fallig mehrere StellgroRen, konnen sich die Einzelwirkungen so moglicherweise
einer Analyse entziehen. Mit diesen Limitationen bleibt die Doppler-Echo-
kardiographie jedoch eine der fihrenden bildgebenden Verfahren zur Unter-
suchung des kardiovaskularen Systems der Maus (Hoit et al., 1995, Weiss et
al., 2002).

Die Herzfrequenz nahm unter der phytolangereicherten Diat in allen Tier-
gruppen statistisch signifikant ab und lag im Gesamtkollektiv am Ende des
Futterungsexperimentes mit einer mittleren Zykluslange von 280,1 + 61,4ms
um 20,7% unter dem Ausgangswert vor Futterungsbeginn (232 £ 50,7 ms).

Diese Daten decken sich in absoluter und relativer GroéRenordnung mit den
Ergebnissen paralleler Arbeitsgruppen, die an SCPx/SCP2 defizienten Mausen
elektrokardiographische Studien mittels Oberflachen- und Transponder-EKG-

Ableitungen durchfuhrten (Monnig et al.,, 2004). Insoweit scheinen auch
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Einflisse der Anasthesie in diesem Zusammenhang ausgeschlossen, zumal
die Hf- und Doppler-echokardiographischen Messungen konstant am Ende des
Untersuchungsganges bei dann oft nachlassender Anasthesietiefe durchge-
fuhrt wurden. Ebenso wie durch die oben angesprochenen Arbeitsgruppen
lieRen sich auch bei den echokardiographischen Untersuchungen gehauft
auftretende Storungen der Erregungsleitung (QRS-Verbreiterungen) bis hin
zum Auftreten einer kompletten AV-Blockade (2 Tiere) beobachten.

Die hinter diesen EKG-Veranderungen stehenden pathophysiologischen
Mechanismen sind derzeit Gegenstand intensiver Diskussion und grofdtenteils
ungeklart. In wie weit sich die Herzfrequenzabsenkung als spezifischer Effekt
der genetischen Modifikation bei Belastung mit phytolangereicherter Nahrung
erweist und in Zusammenhang mit den beschriebenen ubrigen elektrophysio-
logischen Anderungen steht, wird sich zeigen miissen. AuBerhalb besonders
schwerwiegender Leitungsstorungen mit z.B. Ersatzrhythmik ist die beobachte-
te Frequenzabsenkung maoglicherweise zu einem Teil auch als physiologischer
Anpassungsmechanismus an die durch den auftretenden Gewichtsverlust ge-
wandelten hamodynamischen Bedingungen interpretierbar.

4.5. Studiendesign

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 45 Tiere jeweils unter Normalkost
und 0,5% phytolhaltiger Kost Doppler-echokardiographisch untersucht. In
methodisch ahnlichen Studien waren die Fallzahlen vergleichbar (Fentzke et
al., 2001, Weiss et al., 2002, Hoit et al., 1995). Dabei lag das Hauptaugenmerk
auf den moglicherweise unter Phytolkost auftretenden echomorphologisch

messbaren Veranderungen.
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4.6. Analysetechnik

4.6.1. Doppler-/Echokardiographie

Die Doppler-/Echokardiographie ist das flihrende, nicht-invasive bildgebende
Verfahren zur Untersuchung des kardiovaskularen Systemes bei Mausen. Die
Methode ist standardisiert, ohne gro3en Aufwand verfligbar und relativ schnell
durchfihrbar. Die kleinen Dimensionen (Herzgewicht ca. 100 mg) und die hohe
Herzfrequenz stellen an den Untersucher eine grosse Herausforderung. Durch
Optimierung der Technik mittels moderner hochauflésender Doppler-Echo-
kardiographiegerate ist jedoch eine verlassliche Datenerhebung moglich. Daru-
berhinaus ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu bertcksichtigen, dass die
relativ hohe Herzfrequenz der wachen Mause (550 — 620 bpm), Uechi et al.
1998, deutlich Uber der Herzfrequenz der narkotisierten Tiere liegt.

Aufgrund der kleinen Dimensionen und der Darstellung des Herzens in der
linksparasternalen Langs- und Querachse sind bei der gegebenen Mausherz-
morphologie reproduzierbare Aussagen Uber die Geometrie des rechten Atri-
ums und Ventrikels nicht moglich. Technisch moglich ist die Darstellung dieser
Kavitaten mittels transdsophagealer Echokardiographie unter Verwendung ei-
nes 3,4 F intravasalen Katheters (Scherrer-Crosbie et al., 1998). Die Limitie-
rung dieser Methode liegt in der geringen Framerate (8Hz) sowie der notwen-
digen Intubation.

Fur die echokardiographische Untersuchung der Maus gelten daruberhinaus
die gleichen Limitationen und Fehlerquellen wie flr die humane Echokardio-
graphie.

Winkelfehler bei der Doppler-Messung sind hier ebenso zu nennen wie der
sogenannte Apexfehler aufgrund der geometrischen Beziehung der Herzspitze
zur Thoraxwand. Es resultiert eine systematische Unterschatzung insbesondere

im Bereich der Volumenberechnungen im Vergleich zu laevokardiographischen
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Messungen. Unkalkulierbar bleibt in diesem Zusammenhang die Auswirkung
des Gewichtsverlustes und die hiermit verbundene Reduktion des Unterhaut-
fettgewebes auf die echokardiographisch relevanten geometrischen Verhalt-
nisse zwischen Schallkopfposition und Herzlage bei den untersuchten Tieren.
Abgeleitete GroRen wie die LV-Masse und das dopplerechokardiographisch
bestimmte HZV (Kreisflachenberechnung des LVOT) sind dartberhinaus aus
mathematischen Grunden fehleranfallig. In ihre Berechnung finden Potenzen
direkter MeRwerte Eingang, so dall sich hier bereits kleine MeRwert-
abweichungen mit Potenzierung des Fehlers im Ergebnis bemerkbar machen.
Eine optimale Darstellbarkeit der kardial interessierenden Strukturen und ihre
reproduzierbare (senkrechte) Anlotung sind daher Voraussetzungen, die, wenn
sie vorliegen, trotz dieser Fehlerquellen zu einer guten Korrelation der
echokardiographisch ermittelten Werte mit Nekrotomiedaten fuhren (Gardin et
al., 1995; Reichek et al., 1983).

Geratetechnisch bedingt betragt die kleinste darstellbare Langendifferenz bei
den M-Mode-Messungen 1/100mm. Daraus resultiert ein relativer gerate-
technischer Maximalfehler bei den myokardialen Dimensionen in einer Gro3en-
ordnung von * 1,3%. Bei den kardialen Binnendiametern reduziert sich dieser
Wert auf ca. £ 0,9% (LVOT) - 0,15% (LV-Spitze).

4.6.2. NarkoseeinfluB

Zur Durchfihrung der Narkose bei Mausen sind verschiedene Verfahren
etabliert. Neben intraperitonealer Applikation (Patten et al., 2003, Stypmann et
al., 2002) findet die Inhalationsnarkose ebenso Anwendung (Tiemann et al.,
2002, Collins et al., 2001).

Jedes Verfahren zeigt aufgrund der Pharmakokinetik unterschiedliche Einflisse
auf das Herz-Kreislauf-System.

Bei der hier verwendeten Ketamin/Xylasin-Kombiantionsnarkose, die
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intraperitoneal verabreicht wurde, kommt es zu einer relevanten
Herzfrequenzdepletion im Vergleich zu anderen Anasthesieverfahren (Fentzke
et al., 1997). Gleichgerichtete Veranderungen zeigten sich auch in der hier
vorliegenden Arbeit. Die Herzfrequenz lag im Rahmen der Narkose bei 270 +
56 bpm unter Normalkost und bei 225 £ 56 bpm unter 0,5% Phytolkostfltte-
rung. Die physiologische Herzfrequenz im Wachzustand betragt 550 - 620 bpm.
Dabei ist es nicht moglich transmitral E- und A-Welle abzugrenzen, da sie bei
Frequenzen uber 500 bpm verschmelzen und eine exakte Bestimmung nicht
gelingt (Taffet et al., 1996).

Roth et al. beschrieben 2002, dass unter o0.g. Narkoseregime mit Ketamin und
Xylasin die LV-FS%, bei gleichzeitiger Zunahme des LVedD, abnimmt. Am
ehesten sind diese Veranderungen auf den negativ inotropen und chronotropen
Effekt der Substanzen zurtckzuflihren (Yang et al., 2001).

Weiterhin relevant ist die Wirkstoffdosierung. Die in dieser Arbeit verwendete
Dosierung von 50 mg/kg KG Ketamin und 5 mg/kg KG Xylasin zeichnet sich
durch gute Steuerbarkeit aus, wobei kurzfristige Nachinjektionen mdglich sind.
Kemi et al. (2002) und Gottshall et al. (1997) verwendeten 100 mg/kg KG
Ketamin und 5 mg/kg KG Xylasin. Dabei sind eher starkere negativ inotrope
und chronotrope Effekte zu erwarten. Aulerdem kann es zu einem "hang-over"
kommen.

Semeniuk et al. haben 2002 die Doppler-Echokardiographie bei Mausen im
Wachzustand durchgefuhrt. Dazu wurden die Tiere in einer speziellen
Vorrichtung fixiert. Die Herzfrequenz lag bei dieser Untersuchungstechnik bei
etwa 658 bpm und war somit deutlich héher als die telemetrisch ermittelte
Ruhefrequenz von ca. 568 bpm. Dieser Effekt erklart sich am ehesten durch
einen strelRbedingt hoheren Sympathikotonus (Uechi et al., 1998). Aulierdem
wurden bradykarde Phasen beschrieben, die durch Druck auf den Thorax

reproduzierbar waren.
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4.7.Ausblicke

Durch stetige Forschungsbemuhungen der letzten Jahre gelang die echo- und
Doppler-echokardiographische Phanotypisierung der C57BL/6-Maus (Wildtyp).
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte SCP2/SCPx-defiziente Maus
(homozygote 0/0 Variante) zeigt keine echomorphologischen Veranderungen
gegenuber dem Wildtyp. Die dopplerechokardiographischen Daten lassen
allenfalls Vermutungen Uber das Auftreten diastolischer Funktionsstérungen
aufkommen.

Die erhobenen Studienergebnisse sind auf den Menschen Ubertragbar und
daher fur die Erforschung des mit dem o.g. Gendefekt assoziierten Refsum-
Syndrom von Bedeutung.

Zukunftig sollte das Hauptaugenmerk auf die Erforschung der funktionellen
intrazellularen Veranderungen und ihre Verknupfung mit den nach aullen
sichtbaren myokardialen Erregungsablaufen focussiert werden, um Erkrankten
mit Refsum-Syndrom bessere Therapieoptionen anbieten zu kdnnen und das
Verstandnis fur die Zusammenhange intrazellularer Fettstoffwechselvorgange

und den elektrischen Aktivitaten erregbarer Zellstrukturen zu vertiefen.
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V. Zusammenfassung

Das Refsum-Syndrom, das nach seinem Erstbeschreiber Sigvald Refsum
(1936) benannt ist, stellt eine Lipidstoffwechselstorung dar, die durch
Kumulation von Phytansaure im menschlichen Organismus charakterisiert ist.
Neben neurologischen Stérungen treten auch kardiale Symptome in Form von
Erregungsausbreitungs- und Herzrhythmusstorungen auf. In selteneren Fallen
kommt es zu einer klinisch manifesten Herzinsuffizienz, meist auf dem Boden
einer dilatativ verlaufenden Kardiomyopathie.

Der Arbeitsgruppe Seedorf gelang die Entwicklung eines SCP2/SCPx-
defizienten Mausmodells, in dessen Folge eine der Refsum-Erkrankung
verwandte intrazellulare Fettsaure-Stoffwechselstorung resultiert. Klinisch treten
bei diesen Tieren unter anderem vermehrte Herzrhythmusstérungen auf, die
Mause versterben an kardialen Komplikationen (plétzlicher Herztod).

Ziel dieser Arbeit - mit der Genehmigungsnummer 23.0835.1.0 ( G 49/99 )

vom 22.06.1999 - war die echo- und Doppler-echokardiographische Phano-
typisierung dieser Maus unter Normalkost sowie diatetischer Belastung mit
phytansaureangereicherter Nahrung. Untersucht wurden 45 Tiere, 20 mann-
liche und 25 weibliche Mause. Bei jedem Tier erfolgte in einem medianen zeit-
lichen Abstand von 30 Tagen eine morphologische und funktionelle Unter-
suchung des Herzens mittels Echokardiographie in Narkose. Dabei wurden die
echo- und Doppler-echokardiographischen Standardparameter erfafl3t. Der
Zweituntersuchung ging eine Futterungsphase mit phytansaureangereicherter
Nahrung uber durchschnittlich 14 Tage voraus.

Unter Phytoldiat fand sich mit Ausnahme des Wertes fur die linksventrikulare
Langsachse eine Abnahme der systolischen und diastolischen linksventrikula-
ren und linksatrialen Binnendiameter. Die erfalRten myokardialen Standard-
messwerte zeigten hingegen eine diastolische Dickenzunahme sowohl des
Interventrikularseptums sowie der linksventrikularen Hinterwand. Die korres-

pondierenden systolischen Werte verhielten sich bei groRerer Streuung nicht
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einheitlich. Die Dimensionsanderungen stehen in Zusammenhang mit einer
Volumendepletion, welche bei den Mausen unter Phytoldiat aufgrund deren
klinischer Auswirkungen - Adynamie, verminderte Nahrungs- und Flussigkeits-
aufnahme - zu beobachten war.

Bei allen Tieren fand sich nach Phytolflutterung eine deutliche Herzfrequenz-
abnahme. Sie war neben der oben genannten Volumendepletion Grund fur
eine Reduktion auch der Herzzeitvolumina, wobei allerdings infolge der starken
Gewichtsabnahmen der Mause unter Phytoldiat der Cardiac Index stabil blieb.
Die Doppler-echokardiographisch erfalten dynamischen Parameter der
kardialen FluRkinetik zeigten iber Aorten- und Mitralklappe in Ubereinstimmung
zum verminderten Herzzeitvolumen eine entsprechende Abnahme der Fluldge-
schwindigkeiten. Die myokardiale Kontraktion, beurteilt Uber die relative myo-
kardiale Verkurzungsfraktion sowie die Ejektionsfraktion, anderte sich unter
dem Futterungsexperiment nicht. Dies spricht fur eine unbeeinflul3te systolische
Myokardfunktion.

Die zur Beurteilung der diastolischen Ventrikelfunktion herangezogenen
Parameter — E-A-Ratio, Mitralklappendezelerationszeit und isovolumetrische
Relaxationszeit — weisen auf eine verzdgerte Relaxation entsprechend einer
diastolischen Funktionsstérung des Schweregrades | hin. Anderungen im
zellularen Energiestoffwechsel, wie sie unter intrazellularer Anreicherung
verzweigtkettiger Fettsauren von anderen Arbeitsgruppen beschrieben sind,
konnten dazu das pathophysiologische Korrelat darstellen. Der definitive Nach-
weis einer diastolischen Funktionsstérung setzt allerdings weitergehende Stu-
dien voraus, da die Standardechokardiographie methodisch bedingt dies nicht
zu leisten vermag. Neben invasiven Messungen von Druck-Volumen-
Beziehungen als Goldstandard zur Beschreibung der diastolischen Funktion
konnte eine Relaxationsstérung durch Erfassung der Mitralringkinetik im tissue
Doppler imaging (TDI) weiter validiert werden. Hierzu liegen aber bei Mausen

zur Zeit keine ausreichenden Vergleichswerte vor.
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Abkiirzungsverzeichnis

VII. Abkiirzungsverzeichnis

AL-LV Mass

Ao asc.
Ao des.
Ao-RR
A0V Vpmax
AoV PGax
AoV PGnean
CoA

Cl

CILVOT
CITeich
DCM
EDV
EDVreich
EI:Teich
ESVreicn
ESV

FS

HF

HZV
HZV vor
HZV teicn
IVRT
IVSed

IVSs
kD

Linksventrikulare Muskelmasse, berechnet nach der Area-
Length-Methode

Aorta ascendens

Aorta descendens

Zyklusintervall des Herzens

Maximale Flussgeschwindigkeit Uber der Aortenklappe
Maximaler Druckgradient Uber der Aortenklappe
Mittlerer Druckgradient Uber der Aortenklappe
Coenzym A

Cardiac Index

Cardiac Index, Doppler-echokardiographisch berechnet
Cardiac Index, nach Teichholz-Formel berechnet
Dilatative Kardiomyopathie

Enddiastolisches linksventrikulares Volumen
Enddiastolisches Volumen nach Teichholz
Ejektionsfraktion nach Teichholz

Endsystolisches Volumen nach Teichholz
Endsystolisches linksventrikulares Volumen

Fractional Shortening (Verklrzungsfraktion)
Herzfrequenz

Herzzeitvolumen

Herzzeitvolumen, Doppler-echokardiographisch berechnet
Herzzeitvolumen, nach Teichholz berechnet
Isovolumetrische Relaxationszeit

Durchmesser des interventrikularen Septum
enddiastolisch

Durchmesser des interventrikularen Septum systolisch
kilo Dalton
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LA

LV
LVIDd
LVIDs
LVOT
LVPWd

LVPWs

LV-Spitze

MV A-Welle
MV-Decel. time
MV E-Welle
MV E/A-Welle

MV MPG
MV PGrax
MV Vmax
n.s.
SCP2
SCPx
SV

TDI

Linker Vorhof

Linker Ventrikel

Durchmesser des linken Ventrikel enddiastolisch
Durchmesser des linken Ventrikels endsystolisch
Linksventrikularer AusfluBtrakt

Durchmesser der linksventrikularen Hinterwand
enddiastolisch

Durchmesser der linksventrikularen Hinterwand
systolisch

Linksventrikularer Langendiameter

Amplitude der A-Welle

Dezelerationszeit der mitralen E-Welle
Amplitude der mitralen E-Welle

Verhaltnis der E- und A-Welle in der mitralen
Geschwindigkeits-Zeit-Kurve

Mittlerer Druckgradient Uber der Mitralklappe
Maximaler Druckgradient Uber der Mitralklappe
Maximale Flussgeschwindigkeit Uber der Mitralklappe
Werte statistisch nicht signifikant

Sterol Carrier Protein 2

Sterol Carrier Protein X

Schlagvolumen

Tissue Doppler Imaging

allgemein gebrauchliche Abkurzungen werden nicht gesondert erlautert
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