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ZUSAMMENFASSUNG
Doppler-echokardiographische Verlaufsuntersuchungen von Herzdilatation und Herzhypertrophie
an zwei Beispielen transgener Mausmodelle mit einer herzspezfischen Uberexpression von
Proteinphosphatase 2A und Guanylyl Cyklase-A Knockout
Veltrup, Ilka
Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist ein essentieller Regulationsmechanismus fiir viele Zellfunktionen.
Die Aufgaben und Regulierung von Proteinphosphatasen bleiben bislang weitgehend unklar. In Myokardbiopsien von
Patienten mit End-stage-Herzinsuffizienz wurden erhéhte Aktivitidtsstufen von Proteinphosphatasen festgestellt. Zur
Analyse der spezifischen Bedeutung von PP2A fiir die Auspridgung von Herzerkrankungen fiihrten wir serielle in vivo
Doppler-echokardiographische Untersuchungen an einem transgenen Mausmodell mit einer herzspezifischen Uber-
expression der katalytischen Untereinheit o der PP2A (PP2Aca) durch.
PP2A transgeneMiuse entwickelten im Zeitverlauf eine kardiale Dilatation und eine eingeschriankte Herzkontraktili-
tit. Eine B-adrenerge Stimulation mit Isoprenalin zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen.
In einem sechswochigen freiwilligen Laufradtraining waren die absolut gelaufenen Distanzen der PP2A-transgenen
Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus deutlich reduziert. Der Verlauf der genetisch bestimmten Herzinsuffizienz
konnte durch das Training zwar nicht gemindert werden, es zeigte sich aber auch keine Exazerbation.
Die Ergebnisse weisen auf eine fundamentale Rolle von PP2A in Bezug auf die kardiale Funktion hin. Sie zeigen,
dass Storungen in der Proteinphosphataseexprimierung und -aktivitit Herzdilatation und Herzinsuffizienz auslosen,
bzw. ihren Verlauf unterstiitzen.
Die Entwicklung einer Herzhypertrophie bzw. Herzinsuffizienz wird durch Botenstoffe und Mediatoren gesteuert.
Die Gruppe der antidiuretischen Hormone nimmt hier aufgrund ihrer natriuretischen, diuretischen und relaxierenden
Wirkungen eine kardioprotektive Rolle ein. Bei herzinsuffizienten Patienten finden sich zwar erhdhte Plasmaspiegel
von atrialem natriuretischem Peptid (ANP), jedoch liegen eingeschrankte Wirkeigenschaften des Peptids im Sinne
einer Hormonresistenz z.B. durch pathologische Veranderungen des ANP-Rezeptors und konsekutiv ausbleibender
Aktivierung von nachgeschalteten Mediatoren vor. Die membranstindige Guanylyl Cyclase-A (GC-A) wird physio-
logisch durch Bindung des ANP-Rezeptors aktiviert, sie initiiert iiber die Bildung eines second messengers (cGMP)
auf Zellebene die kardioprotektiven Wirkungen von ANP. Eine Inaktivierung von GC-A koénnte zur Ausbildung einer
Herzpathologie beitragen.
Zur Veranschaulichung der Bedeutung von GC-A fiir die Ausbildung von Herzerkrankungen fithrten wir serielle in
vivo Doppler-echokardiographische Untersuchungen an transgenen GC-A Knockout-Méusen durch. GC-A KO Méu-
se wiesen in allen Altersklassen eine funktionell kompensierte Herzhypertrophie und Herzdilatation auf. Erst im Alter
von 12 Monaten zeigte sich eine reduzierte diastolische Herzfunktion im Sinne einer hypertrophen Kardiomyopathie.
Im Gegensatz dazu stand beim PP2A-transgenen Mausmodell eine dilatative Kardiomyopathie im Vordergrund.
Die Versuchsvorhaben wurden von der Bezirksregierung Miinster unter den Nummen G 61/99 und G 82/02 geneh-
migt.
Tag der miindlichen Priifung: 19.11.2008
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

Der Begriff Herzinsuffizienz beschreibt ein progressives klinisches Syndrom, das durch
Dyspnoe und Erschopfung wihrend korperlicher Belastung oder in Ruhe gekennzeich-
net ist und auf eine strukturelle oder funktionelle Herzerkrankung zuriickgefiihrt werden
kann. Die klinische Definition der Herzinsuffizienz umschreibt einen Zustand, bei dem
das Herz nicht in der Lage ist, die peripheren Organe — in Ruhe oder unter Belastung-
ausreichend mit Blut und somit mit Sauerstoff zu versorgen (1).

Prinzipiell kann jede Herzerkrankung zur Herzinsuffizienz fithren. Die héufigsten Ursa-
chen in Europa und den USA sind die koronare Herzkrankheit mit ihrer Hauptfolge,
dem Herzinfarkt, oft in Kombination mit einer langfristigen Uberlastung des Herzmus-
kels durch Bluthochdruck und/oder Erkrankungen der Herzklappen (1), sowie primére
Erkrankungen des Herzmuskels, sogenannte Kardiomyopathien (2;3). Es wird derzeit
davon ausgegangen, dass bei den Kardiomyopathien, aber auch bei anderen Formen der
Herzinsuffizienz, eine initiale Myokardschidigung die Entwicklung einer Herzinsuffi-
zienz einleitet.

Bei der chronischen Herzinsuffizienz werden zwei Formen unterschieden. Die diastoli-
sche Herzinsuffizienz ist durch ein hypertrophiertes Myokard mit eingeschrinkter Rela-
xation und erhaltener systolischer Funktion gekennzeichnet. Bei der systolischen Herz-
insuffizienz finden sich eine verminderte Ejektionsfraktion und eine dilatierte Herz-
kammer (4).

Die Einschrinkung der kardialen Pumpfunktion wird zum einen durch adaptive Prozes-
se des Myokards in Form von Hypertrophie und Umbauvorginge der extrazelluldren
Matrix kompensiert; hier spricht man vom kardialen Remodeling. Zum anderen fiihrt
die eingeschrinkte kardiale Funktion zur Aktivierung verschiedener neurohumoraler
Systeme wie dem Renin-Angiotensin-System (RAAS), dem sympathischen Nervensys-
tem, dem Endothelinsystem und dem natriuretischen Peptidsystem (5).

Die Aktivierung dieser neurohumoralen Systeme ermoglicht in der Frithphase eine Auf-
rechterhaltung des Herzzeitvolumens und die Perfusion lebenswichtiger Organe; bei
chronischer Aktivierung jedoch kommt es zum Uberwiegen vasokonstriktorischer Ef-

fekte.
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Die hiermit verbundene Zunahme von Vor- und Nachlast des vorgeschidigten Myokards
bedeutet eine weitere Verschlechterung der kardialen Situation.

Bei vielen Patienten mit Herzinsuffizienz wird eine genetisch angelegte Neigung zur
Ausbildung einer Herzmuskelschwéche vermutet; in einigen Fillen lassen sich sogar
sogenannte ,,genetische Kardiomyopathien nachweisen. Um die funktionelle Bedeu-
tung genetischer Verdnderungen zu untersuchen, konnen Gendefekte gezielt in transge-
nen Modellen, in der Regel an Médusen, erzeugt werden. Die vorliegende Arbeit berich-
tet liber eine phinotypische in vivo-Charakterisierung zweier transgener Mausmodelle,

deren Gendefekte fiir die Ausbildung einer Herzinsuffizienz bedeutsam sein konnten.

1.2 Proteinphosphatase 2A (PP2A)

1.2.1 Reversible Phosphorylierung als Regulationsprinzip

Eine Zelle hat im Laufe ihres Lebens vielfaltige Aufgaben zu erfiillen. Voraussetzung fiir
das Funktionieren der zelluliren Abldufe ist eine genaue Regulation aller beteiligten
Prozesse. Dabei gehort die reversible Phosphorylierung von Proteinen zu einem der
wichtigsten zelluldiren Kontrollmechanismen. Diese Modifikation der Proteine ermog-
licht es den Zellen auf eine Vielzahl von verdnderten Umweltbedingungen, wie z.B. auf
osmotischen und oxidativen Stress (6), UV-Strahlung (7) und Wachstumsfaktoren (8)
addquat zu reagieren. Gut untersuchte Beispiele, bei denen die reversible Phosphorylie-
rung von Proteinen zelluldre Ereignisse reguliert, sind u.a. Metabolismus (9), lonenfluss
durch Ionenkanile (10), Kontraktilitdt (11) sowie Transkription und Translation von
Genen (12;13). Ein abnormer Phosphorylierungsgrad ist eine der Ursachen bzw. das
Resultat hdufiger Krankheiten wie Krebs, Alzheimer, Diabetes mellitus oder rheumati-
sche Arthritis (14).

Phosphorylierungen verschiedener kardialer Proteine spielen eine wichtige Rolle fiir die
Anpassung der Herzarbeit an korperliche Belastung. Durch B-adrenerge Stimulation
wird {iber ein G-Protein die Adenylatzyclase aktiviert, welche die Umwandlung von
Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) katalysiert
(s. Abbildung 1). Dieser Vorgang aktiviert wiederum die cAMP-abhéingige Proteinkina-
se (PKA), welche die Phosphorylierung regulatorischer Proteine der Herzmuskelzelle

katalysiert.
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Mehrere physiologische Prozesse sorgen fiir die Erhéhung der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration mit der darauf folgenden Auslésung der Herzmuskelkontraktion.

Die Phosphorylierung der L-Typ Ca®*-Kanile (15) fiihrt zum vermehrten Ca*"-Einstrom
und Ca®" wird aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) freigesetzt. Der Phosphory-
lierungszustand von Phospholamban (PLB) reguliert die Ca**-Aufnahme in das SR und
die damit einhergehende diastolische Relaxation. Liegt PLB im unphosphorylierten Zu-
stand vor, hemmt es die sarkoplasmatische Ca*"-Adenosintriphosphatase (SERCA), die
die Aufnahme der Ca**-Ionen in das SR steuert.

Die PKA und die Ca**/Calmodulin-abhiingige Proteinkinase II heben iiber eine Phos-
phorylierung den hemmenden Einfluss der SERCA wieder auf (16). Durch diesen Vor-
gang steigt die Affinitit der SERCA gegeniiber freien Ca**-Ionen und es wird vermehrt
Ca®" in das SR transportiert (17). Das aufgenommene Ca®" wird iiberwiegend an Calse-
questrin (CSQ) gebunden (18;19). Ca*" wird im Verlauf der nichsten Herzkontraktion
wieder durch den Ryanodin-Rezeptor (RyR) aus dem SR freigesetzt und bindet an regu-
latorische Proteine der Myofilamente. Zu diesen regulatorischen Proteinen gehort der
Troponin-Komplex, der sich aus dem Ca’"-bindenen Troponin (TnC), aus Troponin T
und dem Troponin-Inhibitor (Tnl) zusammensetzt. Tnl wird ebenfalls durch die PKA
phosphoryliert. Dies fiihrt zu einer verminderten Sensitivitit der Ca’’-Bindungsstelle

am Troponin C mit konsekutiver Beschleunigung der Relaxation (20).
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Abbildung 1: Vereinfachtes Schema zur kardialen Ca*+-Homoéostase in Anlehnung an
Gergs (2004).

AC: Adenylylzyklase, B: -Adrenorezeptor, cAMP: zyklisches Adenosin-3°,5-Monophosphat,
Gl: Inhibitorisches G-Protein, Gs: stimulierendes G-Protein, Ca: Ca2+-KanaI, P: Phosphat-Rest,
PKA: Proteinkinase A, PLB: Phospholamban, PP1 und PP2A: Proteinphosphatase vom Typ 1
und 2, RYR: Ryanodin-Rezeptor, SERCA: SR- Ca**- ATPase.

Im gesunden Herzen fiihrt eine f-adrenerge Stimulation zur Phosphorylierung von PLB
und damit auch zur Aktivierung der SERCA mit einer schnelleren Ca**-Aufnahme ins
SR. Systolisch kann so durch den erhhten Ca*"-Gehalt im SR vermehrt Ca®" freigesetzt
werden, dieser Vorgang resultiert in einer positiven Inotropie.

Im Gegensatz zum gesunden Herzen beobachtet man bei der Herzinsuffizienz und der
kardialen Hypertrophie eine vermehrte Expression und Aktivitit von Proteinphosphat-
asen, die die reversible Phosphorylierung von Proteinen wieder autheben (siche folgen-
der Abschnitt). Somit kommt es zu einer verminderten PLB- und Tnl-Phosphorylierung
(21-23). Die oben genannten Verinderungen in der Ca* -Homdostase fithren insgesamt

zu einer Abnahme des Ca®"-Gehaltes im SR (24). Somit wird die Kontraktionskraft des
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Herzens eingeschrinkt, die Relaxationszeit verldngert und die z.B. durch Katecholamine
gesteigerte Kontraktionskraft wieder auf das normale Maf3 reduziert.

Bei dem Vorgang der reversiblen Phosphorylierung ibernehmen Enzyme aus der Grup-
pe der Kinasen und Phosphatasen eine Schliisselfunktion. Die Enzyme wechseln zwi-
schen aktiven und inaktiven Formen, indem Phosphat-Gruppen kovalent an Aminosau-

ren gebunden und wieder abgetrennt werden (s. Abb. 2).

® Proteinkinase
\

regulatorisches
Protein

regulatorisches
Protein

aktiv inaktiv

N—

Proteinphosphatase ®

Abbildung 2: Die reversible Phosphorylierung von Proteinen reguliert die Protein-
funktion. Kinasen und Phosphatasen modifizieren andere Proteine, indem sie bestimmte
Aminosauren auf deren Oberflache mit einer Phosphatgruppe modifizieren. Proteine kénnen
durch Proteinkinasen phosphoryliert und durch Proteinphosphatasen dephosphoryliert werden.
Auf diese Weise wird die biologische Eigenschaft der Proteine verandert. P: Phosphat-Rest.

Diese Phosphat-Gruppen wirken so wie ein Schalter (25), der die enzymatische Aktivi-
tit eines Proteins bzw. die Bindung an andere Proteine oder an DNS verdndern kann
(13;26;27). Damit diese Konformationsdnderungen auch tatsdchlich als Schalter funk-
tionieren konnen, muss die Phosphat-Gruppe reversibel gebunden werden (28;29). Wie
bei vielen zellulldren Kontrollmechanismen sind auch hier verschiedene Enzyme betei-
ligt. Kinasen binden das g-Phosphat von ATP oder GTP an das Protein, wihrend ihre
Gegenspieler, die Phosphatasen, die Phosphatgruppe durch Hydrolyse wieder entfernen.

Die Bedeutung dieser Steuerungsmechanismen lésst sich daran erkennen, dass etwa die

10
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Hilfte aller in der Zelle vorkommenden Proteine eine oder sogar mehrere Phosphat-
Gruppen tragen (30). Oft liegt das Protein in einer inaktiven Form vor, die durch Phos-
phorylierung oder Dephosphorylierung in eine aktive Form tberfiihrt wird. Somit ent-
fallt bei zellulirem Bedarf des Proteins eine zeit- und energieaufwindige Neusynthese
31).

Ahnlich wie bei funktionell verinderten Proteinkinasen kdnnen auch Abnormalititen in
der Funktion von Proteinphosphatasen menschliche Krankheiten auslosen oder den
Krankheitsverlauf beeinflussen (32).

Diese Arbeit untersucht die Auswirkungen einer Uberexpression der Proteinphosphatase

2A auf die Herzfunktion an einem transgenen Mausmodell.

1.2.2 Proteinphosphatasen

1.2.2.1 Serin/Threonin-Proteinphosphatasen

Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen sind wichtige Mechanismen
zur Regulation der Zellfunktion.

Dephosphorylisierende Proteinphosphatasen sind Enzyme, die in der Lage sind Phos-
phorsdureester-Bindungen zu hydrolysieren. Sie werden in Tyrosin-Proteinphospha-
tasen, dualspezifische Proteinphosphatsen und Serin/Threonin-Proteinphosphatasen
unterteilt (s. Abb. 3 (33)). Serin/Threonin-Phosphatasen dephosphorylieren die Amino-

sduren Serin und Threonin.

11
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Proteinphosphatasen

Serin/Threonin- dualspezifische Tyrosin-
Proteinphosphatasen Proteinphosphatasen Proteinphosphatasen
SR PPM
PP1 PP2A PP2B PP2C

Abbildung 3: Gliederung der Proteinphosphatasen nach Cohen (1989).

PPP: PPP-Genfamilie, PPM: PPM-Genfamilie, PP1: Proteinphosphatase 1, PP2A: Protein-
phosphatase 2A, PP2B: Proteinphosphatase 2B (Calcineurin), PP2C: Proteinphosphatase 2C.

Die Hauptphosphatasen im menschlichen Herzen sind Serin/Threonin-Phosphatasen
(34). Sie gliedern sich anhand ihrer Stimulierbarkeit durch spezifische Substrate, durch
ihre Empfindlichkeit gegeniiber spezifischen Inhibitoren und durch Vorhandensein ver-
schiedener Co-Faktoren in die Untergruppen PP1, 2A, 2B und 2C (34-37). Grof3e Be-
deutung haben sie insbesondere fiir die myokardiale Kontraktionskraft (38-42). PP2B
(Calcineurin) ist unmittelbar an der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie beteiligt
(43). Die katalytischen Untereinheiten PP1 und PP2A machen mit ca. 90% den grof3ten
Teil der Phosphataseaktvitdt des Herzens aus (33;44-46). Zusitzlich sind in den vergan-
genen Jahren weitere Serin/Threonin-Proteinphosphatasen vom Typ 3, 4, 5, 6 und 7 be-
schrieben worden (34;47). Diese sind bisher entweder nicht im Herzen nachgewiesen

worden oder sie weisen nur wenig Aktivitit im Herzen auf.

12
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1.2.2.2 Struktur der PP2A

Proteinphosphatasen sind aus mehreren Untereinheiten zusammengesetzt (s. Abb. 4).
Die regulatorischen Untereinheiten sind in der Lage, mit den katalytischen Untereinhei-
ten zu assoziieren. Sie konnen so indirekt Aktivitit und Substratspezifitit beeinflussen
und steuern ihre subzelluldre Lokalisation (34;48;49). Die Abspaltung des Phosphatres-
tes vom Substrat erfolgt ebenfalls durch die katalytischen Untereinheiten.

Die PP2A ist ein heterotrimeres Enzym mit vielfédltigen zelluldren Funktionen (32;50-
55). Das PP2A-Holoenzym besteht aus einer katalytischen Untereinheit (PP2Ac) mit
einem Molekulargewicht von ca. 36 kDa. Die katalytische Untereinheit ist relativ fest
mit einer strukturellen Untereinheit (A-Untereinheit oder PR65) mit einem Molekular-
gewicht von ca. 65 kDa assoziiert.

In Sdugetieren wurden zwei Isoformen der strukturellen Untereinheit mit einer Sequenz-
identitdt von anndhrend 87% gefunden (56). Molekulares Klonen bewies die Existenz
von zwei in Sdugetieren vorkommenden PP2Ac Isoformen o und B, diese weisen eine
97%ige Ubereinstimmung in ihrer Primirsequenz auf (51;52;57). Beide Isoformen wer-
den auf hohem Niveau in allen Geweben, so auch im Herzen exprimiert. Allerdings liegt
die PP2Aca Form 10mal haufiger als die PP2Acf Form vor (58). Moglicherweise ist
dieses Phdnomen mit einem aktiveren Genpromotor zu begriinden (32). Die Isoformen
werden auf verschiedenen Genen verschliisselt.

PP2A blieb wihrend der Evolution bemerkenswert konstant, es konnte sogar das bester-
haltenste Protein aller bekannten Proteine sein (59).

Eine dritte Untereinheit B ist mit der Kernstruktur assoziiert (54). Zur Zeit sind vier
verschiedene Typen von B-Untereinheiten namens B, B, B”" und B""" bekannt (32), die
untereinander keine Sequenzhomologie aufweisen. Wahrscheinlich dienen sie der Inter-

aktion mit anderen Proteinen (60;61).

13
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Abbildung 4: Zusammensetzung der PP2A Holoenzyme nach Jannsens und Goris (2001).
Griechische Buchstaben zeigen verschiedene Isoformen an, eine Nummerierung bedeutet die
Existenz mehrerer SpleiBvarianten eines Gens. C ist die katalytische Untereinheit, A ist die
strukturelle Untereinheit und B/B/B”"/B""" sind die regulatorischen Untereinheiten, die fur die
Struktur nicht von Bedeutung sind.

1.2.2.3 Pathophysiologische Bedeutung der Proteinphosphatasen

Zahlreiche Studienergebnisse deuten auf einen pathophysiologischen Einfluss von Pro-
teinphosphatasen fiir die Ausbildung von Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz hin.
Eine gesteigerte mRNA Expression und Aktivitdt von Proteinphosphatase 1 (PP1) wur-
de in Myokardbiopsien von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz (NYHA IV) im
Vergleich zu Biopsien aus nicht insuffizienten Herzen bemerkt (23;62). Des Weiteren
wurde eine verminderte Effektivitdt positiv inotrop wirkender Substanzen in terminal
insuffizienten Herzen beobachtet (63). Auch in Tiermodellen wurde bei Tieren mit vor-
liegener Herzinsuffizienz und nach chronischer f-adrenerger Stimulation eine Erh6hung
der Proteinphosphatase-Aktivitit registriert (22;64).

PP1 konnte fiir die Regulation der Herzkontraktion von zentraler Bedeutung sein: durch
Hemmung der PP1 mittels Uberexpression eines konstitutiv aktiven Inhibitors konnte
die kontraktile Antwort von Kardiomyozyten auf -adrenerge Stimulation in terminal
insuffizienten Herzen wiederhergestellt werden (65). Somit stellt diese Studie ein kli-

nisch relevantes Modell einer kardialen Dysfunktion dar, denn eine chronisch gesteiger-
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te B-adrenerge Stimulierung ist ein pathophysiologisches Kennzeichen des insuffizien-
ten Herzens. Darliber hinaus konnten viele herzinsuffiziente Patienten mit B-
adrenorezeptor-blockierenden Substraten erfolgreich therapiert werden.

Eine gesteigerte Phosphataseaktivitit sollte demnach zu einer Dephosphorylierung von
Regulatorproteinen fithren. Diese Annahme wurde auch von mehreren unabhidngigen
Labors berichtet: die kardialen Proteine PLB (21;66) und Tnl (67;68) lagen in Ventri-
keln von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz im dephosphorylierten Zustand vor.
Die kardiospezifische Uberexpression der katalytischen Untereinheit von PP1 in der
Maus fiihrte zu einer eingeschrinkten Herzfunktion, zur dilatativen Kardiomyopathie
und schlieBlich zum verfriihten Tod durch Herzversagen (65). Diese Verdnderungen
dhnelten phénotypisch denen der menschlichen Herzinsuffizienz (65).

Durch in mehreren Tierstudien angewendete Proteinphosphatase-Hemmstoffe kam es
funktionell zu einer Zunahme der kardialen Kontraktionskraft (69;70) und zu einer Ver-
kiirzung der Relaxationszeit (71). Nicht nur eine gesteigerte Aktivitit der PP1, sondern
auch eine erhohte Expression und Aktivitdt der PP2A konnte die Herzfunktion negativ

beeinflussen.

1.3 Rezeptorguanylyl Cyclase-A (GC-A)

1.3.1 Atriales natriuretisches Peptid und ANP/GC-A Signaltransduk-
tions-System

Die Entwicklung einer Herzhypertrophie bzw. Herzinsuffizienz wird durch Botenstoffe
und Mediatoren gesteuert. Bei herzinsuffizienten Patienten wurden erhohte Plasmaspie-
gel von Noradrenalin, Endothelin-1 (ET-1), Renin und Angiotensin II und antidiureti-
schem Hormon (ADH) gefunden. Sie haben vasokonstriktorische, antidiuretische sowie
prohypertrophe Eigenschaften gemeinsam und fordern so im Falle einer abgeschwéch-
ten kardialen Pumpfunktion die Aufrechterhaltung des Blutdrucks und damit die not-
wendige Perfusion lebenswichtiger Organe (72-74).

Ihr chronischer Einfluss verursacht allerdings eine kardiale Mehrbelastung im Sinne
eines Circulus vitiosus, es kommt zur weiteren Einschrankung der Herzfunktion.

Die Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide sind bei manifester Herzinsuffizienz um

ein Vielfaches erhoht (75;76), sie stellen aufgrund ihrer kardioprotektiven Eigenschaften
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wichtige biologische Gegenspieler des oben beschriebenen Systems dar (76;77). Insbe-
sondere die Plasmaspiegel von ANP und BNP korrelieren mit dem Schweregrad der
Herzinsuftizienz und lassen sich so diagnostisch einsetzen (78).

Die Familie der natriuretischen Peptide besteht aus den Peptidhormonen atriales natriu-
retisches Peptid (ANP), B-Typ natriuretisches Peptid (BNP), C-Typ natriuretisches Pep-
tid (CNP) und dendroaspis natriuretisches Peptid (DNP). ANP wird hauptsédchlich in
den Vorhofen synthetisiert, in geringeren Mengen aber auch in den Ventrikeln (79). Die
atriale und die ventrikuldre Expression von ANP wird durch vermehrte Volumenbelas-
tung oder Druckbelastung des Herzens hochreguliert (80). Die Dehnung des atrialen
Myokards stellt fiir ANP den addquaten Stimulus zur Freisetzung dar (81).

Den natriuretischen Peptiden ist eine natriuretische, diuretische und auf glatte Muskel-
zellen relaxierende Wirkung gemeinsam, sie wirken demnach kardioprotektiv und neh-
men bei der Pathophysiologie der chronischen Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle
ein.

Spezifischer Rezeptor von ANP ist der natriuretische Peptidrezeptor-A (NPR-A), der bei
seiner Bindung die membranstindige Guanylyl Cyclase-A (GC-A) aktiviert. Dies fiihrt
zur Bildung des second messengers cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) und es
folgt eine Aktivierung der Proteinkinase G (82;83).

GC-A wird in verschiedenen Gewebezellen, u.a. in Blutgefdlen, in den Nieren, Neben-
nieren und im Herzen (hier auf Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasen) exprimiert

(75,84;85).

1.3.2 Pathophysiologische Bedeutung der GC-A

Wichtige Gegenspieler der vasokonstriktorisch wirkenden Mediatoren sind das atriale
natriuretische Peptid (ANP) und das brain natriuretische Peptid (BNP), deren Plasma-
konzentrationen bei Patienten mit chronischer Herzinsuftizienz erhoht vorliegen (5).

Natriuretische Peptide wirken iiber natriuretische, diuretische und vasodilatierende Ef-
fekte kardioprotektiv. Sie konnten so einen kompensatorischen Mechanismus zur Sen-
kung von Vor- und Nachlast bei manifester Herzinsuffizienz darstellen. Klinisch-
pharmakologische Studien zeigten jedoch, dass die kardioprotektiven Eigenschaften von

ANP bei herzinsuffizienzten Patienten trotz erhoht vorliegender Plasmaspiegel stark
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vermindert sind. Dieses Phdnomen deutet auf eine moglicherweise vorliegende patholo-
gische Verdnderung des ANP-Rezeptors hin. Das Resultat wire eine ausbleibende Akti-
vierung von nachgeschalteten Mediatoren wie der GC-A. Eventuell fithren diese Verdn-
derungen zur Wirkungsabschwéichung von ANP im Sinne einer Hormonresistenz
(82;86). Eine im Vergleich zum Gesunden reduzierte Aktivierung der GC-A wiirde im
Herzen die wachstumshemmenden Effekte von ANP abschwéchen. Dies konnte ein er-
hohtes Zellwachstum zur Folge haben und somit mdglicherweise zur Pathogenese und
Progression der Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz beitragen.

Weitere kardioprotektive Eigenschaften von ANP sind die Antagonisierung der antidiu-
retischen Wirkung von ADH (87) und der vasokonstriktorischen Wirkung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems durch Hemmung der Freisetzung von Aldosteron und
Renin (88). Diese Prozesse fithren zur Senkung des arteriellen Blutdrucks. Miuse, die
nicht tiber ein ANP-Gen verfiigten, entwickelten eine chronische Hypertonie (77).

In dieser Arbeit fiihrten wir zum ersten Mal eine Doppler-echokardiographische in-vivo-
Charaktisierung einer neuen GC-A Knockout Mauslinie mit einer globalen systemi-
schen GC-A Deletion durch. An diesem Mausmodell die Analyse der kardialen Auswir-
kungen einer simulierten ANP / GC-A Dysfunktion und ihre Bedeutung fiir die Ausbil-

dung einer Herzpathologie erfolgen.

1.4 Zielsetzung

Die kardiale Untersuchung sogenannter transgener Tiermodelle, die einen gezielt er-
zeugten, bekannten genetischen Defekt aufweisen, ermoglicht eine Analyse der funktio-
nellen Bedeutung einzelner Proteine fiir die Ausbildung von Herz- und Kreislauferkran-

kungen.

1. Wie schon vorher berichtet, wurde beim herzinsuffizienten menschlichen Patienten
eine gesteigerte Aktivitit von Proteinphosphatasen beobachtet. Frithere Studien fanden
heraus, dass Miuse mit einer herzspezifischen Uberexpression von Proteinphosphatase
1 (PP1) eine Herzinsuffizienz mit linksventrikuldrer Dilatation und Wandhypertrophie

aufwiesen (65).
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In der vorliegenden experimentellen Arbeit sollten in einer ersten Untersuchungsreihe
die phinotypischen Auswirkungen einer herzspezifischen chronischen Uberexpression
der katalytischen Untereinheit o der Proteinphosphatase 2A am transgenen in vivo-
Mausmodell untersucht werden und diese mit Ergebnissen bereits vorliegender Studien
verglichen werden. Zudem sollten insbesondere die altersabhdngigen echokardiographi-
schen Verdnderungen, der Zeitpunkt der Erstmanifestation einer Herzdilatation und der

Verlauf der Herzdilatation analysiert werden.

Die zentralen Fragen, die mit der Doppler-echokardiographischen Untersuchungsme-

thode in dieser Arbeit beantwortet werden sollten, waren daher:

Wirkt sich die herzspezifische chronische Uberexpression der katalytischen Un-

tereinheit o der PP2 A auf die Herzfunktion aus?

In welchem Lebensalter manifestieren sich die Auswirkungen einer herzspezifi-
schen PP2A-Uberexpression? Wird im Zeitverlauf eine Progression der vermute-

ten Herzinsuffizienz beobachtet?

Ist die Reaktion auf eine B-adrenerge Stimulation im PP2A-transgenen Maus-

modell als Zeichen fiir eine vorliegende Herzinsuffizienz veridndert?

Bestehen Unterschiede in der Leistungsfiahigkeit zwischen PP2A-transgenen

Tieren und Wildtypen?

Um diesen Fragen nachzugehen, wurden die folgenden Untersuchungen am PP2A-

transgenen Mausmodell in vivo durchgefiihrt:

1. Serielle Doppler-echokardiographische Untersuchungen (nach 8 Wochen, 32
Wochen und 56 Wochen)

2. Doppler-echokardiographische Untersuchungen unter Isoprenalinbelastung (-

adrenerge Stimulation)

3. Laufstreckenanalyse bei einem freiwilligen 6-wochigen Laufradtraining und

anschlieBende Doppler-echokardiographische Untersuchungen
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Die fiir die PP2A-Maus erhobenen kardiovaskuldren Parameter wurden jeweils mit de-

nen der Wildtyp-Maus gleichen Alters und Geschlechts verglichen.

2. In einer zweiten Versuchsreihe sollte die kardiale und himodynamische Funktion der
GC-A KO Maus und damit die Bedeutung des ANP / GC-A Systems fiir die Entwick-
lung von Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz in vivo untersucht werden.

Die Generierung des Mausmodells erfolgte extern. Hier wurde mit Hilfe des Cre/loxP-
Rekombinationssystems das murine GC-A Gen global abladiert. Die so erzeugte syste-
mische Authebung der ANP-Wirkungen fiihrt méglicherweise aufgrund einer gesteiger-
ten Nachlast zu einer Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz. Die kardiale und hdmo-
dynamische Funktion der GC-A KO Maus wurde wie oben vorbeschrieben im Zeitver-

lauf echokardiographisch bestimmt. Die zentralen Fragen dieser Analyse waren daher:

Wirkt sich eine globale Ausschaltung des GC-A Gens in der Maus auf die Herz-

funktion in vivo aus?

In welchem Lebensalter manifestieren sich diese Verdnderungen der Herzfunkti-

on? Liegt im Zeitverlauf eine Progression der vermuteten Herzinsuffizienz vor?

Liegen in den unterschiedlichen Mausmodellen (PP2A vs. GC-A KO) verschie-

dene Formen der Herzinsuffizienz vor?

Um diesen Fragen nachzugehen, wurden die folgenden Untersuchungen am GC-A

Knockout Mausmodell in vivo durchgefiihrt:

Zeitabhingige Doppler-echokardiographische Untersuchungen (nach 4 Monaten
(16 Wochen), 8 Monaten (32 Wochen) und 12 Monaten (48 Wochen))

Erneut erfolgte ein Vergleich mit Messungen an Wildtyp-Geschwistertieren gleichen

Alters und Geschlechts.
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Die Dissertation wurde im Rahmen der zentralen Projektgruppe ,,Kleintierphdnotypisie-
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2 Methoden

2.1 Mausmodell PP2A

2.1.1 Mausmodell mit Uberexpression von PP2A

Zahlreiche Vorteile sprechen fiir die Verwendung eines transgenen Mausmodells zur
Analyse von gezielt erzeugten Gendefekten. Fiir die Generierung genetisch manipulier-
ter Miuse bestehen etablierte Methoden. Ferner gleicht das Mausgenom dem des Men-
schen hinsichtlich GréB3e und Anzahl der Gene. Méuse haben eine hohe Reproduktions-
rate dank kurzer Generationszeiten von 2,5 bis 3 Monaten und einer geringen Lebens-
erwartung von 2,5 bis zu 3 Jahren. Daher lassen sich die Effekte einer Genmanipulation
im Laufe der Entwicklung der Maus gut beobachten.

Die Zucht und Genotypisierung der PP2A-iiberexprimierenden Miuse wurde im Institut
fiir Pharmakologie und Toxikologie des Universitdtsklinikums Miinster unter der Lei-
tung von Dr. med. U. Gergs vorgenommen.

Im Rahmen dieser Dissertation erfolgte eine Doppler-echokardiographische in vivo-
Phinotypisierung des Mausmodells, ein Katecholamin-Belastungstest sowie die Durch-
fiihrung und Analyse eines freiwilligen Laufradtrainings. Einzelheiten zur Generierung
des PP2A-Mausmodells sind in der Dissertation von G. Hanske ,,Zur Bedeutung der
kontraktilen Dysfunktion und der Auswirkung von Calcium-regulierenden Proteinen auf

L-Typ-Calciumkanaldle im Herz-Kreislauf-System* (2003) zu entnehmen.

2.1.2 Versuchsablauf und Tierversuchsgruppen

Zur in vivo-Phinotypisierung des Mausmodells wurden paarweise ein PP2A-transgenes
(n=10) und ein nichttransgenes Geschwistertier gleichen Geschlechts und gleichen Al-
ters (n=10) zunéchst im Alter von 8 Wochen Doppler-echokardiographisch untersucht.
Erneute Untersuchungen erfolgten im Alter von 16 Wochen und als seneszente Maus im
Alter von 52 Wochen. Die einzelne Maus wurde so im Verlauf dreimal untersucht.

Im M-Mode und 2D Bild wurden die Groflen der Herzhohlen, der basalen Aortenwur-
zel, die Wanddicken des linken Ventrikels und die linksventrikulidre Kammerldnge beur-
teilt. Zusédtzlich wurden mit Hilfe der Doppler-Untersuchung Aussagen iiber die intra-

kardialen Blutstromverhéltnisse moglich.
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Die aus transgenen Tieren erhaltenen Werte dienten zum Vergleich mit Normalwerten,

welche von Wildtyp-Geschwistertieren gewonnen wurden.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden im Rahmen eines Belastungstests 10 transgene
und 10 WT-Geschwistertiere im Alter von 52 Wochen unmittelbar nach einer i.p.-
Injektion mit Isoprenalin (2mg/kg Korpergewicht) Doppler-echokardiographisch unter-

sucht.

Ein freiwilliges 6-wochiges Laufradtraining wurde von PP2A-transgenen Tieren (n=10)
und Wildtyp-Tieren (n=10) in einer dritten Versuchsreihe absolviert. Hier wurden die
transgenen Mause und Wildtyp-Maiuse zufillig in eine nicht trainierende und eine trai-
nierende Gruppe eingeteilt, und diese wurden jeweils vor und nach der Trainingsperiode

Doppler-echokardiographisch untersucht.

Hieraus ergaben sich die in der Tabelle 1 gelisteten Untergruppen:

Untersuchungsreihe Wildtyp PP2A

Serielle Doppler-
Echokardiographie n=10 n=10
(Alter: 8W, 16W, 52W)

B-adrenerge Stimulation n=10 n=10
(Alter: 52W)

Laufradtraining
(Alter: 11W)

trainiert | untrainiert | trainiert |untrainiert

n=5 n=5 n=5 n=5

Tabelle 1: Tierversuchsgruppen und Arbeitsprogramm

W: Alter in Wochen; n: Anzahl der Tiere; Wildtyp: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene
Maus.
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2.1.3 Genehmigung

Das Versuchsvorhaben wurde von der Bezirksregierung Miinster unter der Nummer G

61/99 genehmigt.

2.2 Mausmodell GC-A Knockout

2.2.1 Mausmodell mit einer systemischen Deletion von GC-A

Die Zucht und Genotypisierung der GC-A Knockout Mduse erfolgte im Institut fiir
Pharmakologie und Toxikologie des Universitdtklinikums Miinster unter der Leitung
von Univ.-Prof. Dr. med. M. Kuhn.

Ausgewihlte Tiere wurden an die Medizinische Klinik C weitergeleitet. Einzelheiten

zur Erzeugung dieses transgenen Modells sind publiziert (89).

2.2.2 Versuchsablauf und Tierversuchsgruppen

Diese Dissertation beschéftigt sich mit der Doppler-echokardiographischen Phénotypi-
sierung des Mausmodells mit einer systemischen Deletion von Guanylyl Cyclase-A
(GC-A) im Zeitverlauf.

Dazu wurden paarweise eine GC-A KO Maus (n=10) und ein nichttransgenes Ge-
schwistertier gleichen Geschlechts und gleichen Alters (n=10) seriell im Alter von 4
Monaten, 8 Monaten und 12 Monaten Doppler-echokardiographisch untersucht.

Im M-Mode und 2D Bild wurden die Groflen der Herzhohlen, der basalen Aortenwur-
zel, die linksventrikuldren Wanddicken und die Kammerdurchmesser beurteilt.

In der Doppler-Untersuchung erfolgten Analysen der intrakardialen Blutstromverhalt-
nisse.

Die aus transgenen Tieren erhaltenen Werte dienten zum Vergleich mit Normalwerten,

welche von Wildtyp-Geschwistertieren gewonnen wurden.
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Hieraus ergaben sich die in der Tabelle 2 gelisteten Untergruppen:

Untersuchungsreihe Wildtyp GC-A KO
Serielle Doppler-
Echokardiographie n=10 n=10
(Alter: 4M (16W), 8M (32W),
12M (48W))

Tabelle 2: Tierversuchsgruppen und Arbeitsprogramm

M: Alter in Monaten, W: Alter in Wochen, n: Anzahl Tiere, Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO:
GC-A Knockout Maus.

2.2.3 Genehmigung

Das Versuchsvorhaben wurde von der Bezirksregierung Miinster unter der Nummer G

82/02 genehmigt.

2.3 Transthorakale Echokardiographie und Doppleruntersu-
chung

2.3.1 Vorbereitungen und Anasthesie

Die Durchfiihrung der Ultraschalluntersuchungen erfolgte fiir beide Mausmodelle iden-
tisch: Zunichst wurde die Maus sediert (25 mg Ketamin S und 10 mg Xylazin 2% pro
kg Korpergewicht intraperitoneal (i.p.)). Die Anésthesie mit Ketamin S und Xylazin
stellt eine in der Literatur etablierte Methode zur Sedierung der Maus vor der Doppler-
Echokardiographie dar (90-94). Sie fiihrt bei der Maus zu einer Vollnarkose mit guter
Analgesie, Muskelrelaxation und leichter Atemdepression. AnschlieBend wurden zur
Verbesserung der Bildqualitidt der ventral-linksseitige Brustkorb sowie der kraniale
Bauchbereich rasiert, zuletzt wurden die Resthaare mit einer Enthaarungscreme voll-
standig entfernt.

Bei 12 Monate alten GC-A Knockout Méusen wechselten wir aufgrund in Probeversu-

chen mit Ketamin/Xylazin-Narkose aufgetretenen ausgeprigten Bradykardien zur Se-
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dierung mit Diazepam (17,5mg Diazepam (Diazepam-ratiopharm®) pro kg Korperge-
wicht i.p.). Auch diese Methode wurde bereits erfolgreich von verschiedenen Arbeits-
gruppen angewendet (95).

Die sedierte Maus wurde anschlieBend mit Hilfe von Klebestreifen an den GliedmaB3en
in Riickenlage auf einer Plexiglaswirmeplatte fixiert. Mit Kontaktgel benetzte EKG-
Elektrodenpléttchen wurden unter die Vorderpfoten und die linke Hinterpfote gescho-
ben. So konnte simultan wihrend der echokardiographischen Untersuchung ein EKG
aufgezeichnet werden. Das Ultraschallgerdt HP Sonos 5500 (Firma Philips, Hamburg,
Germany) bestimmte kontinuierlich die Herzfrequenz der Maus. In seltenenen Fillen
von tiefer Bradykardie (Herzfrequenz < 180 Schliage/min) wurde die Untersuchung ab-
gebrochen und tachykardisierende MaBnahmen (externe Erwirmung, Korpermassage,
Isoprenalingabe) eingeleitet.

Der Brustkorb wurde nun mit einer ca. 1,5 cm dicken Schicht aus zentrifugiertem und
damit luftblasenfreiem Ultraschallgel bedeckt. Das Gel diente als Schallfenster und als
Abstandhalter zur optimalen Fokussierung.

Die Wiérmeplatte wurde um 15° gekippt, so dass die Maus in linker Seitenlage zu Lie-

gen kam.

2.3.2 Echokardiographie

2.3.2.1 Sonos 5500 Doppler-Echokardiographiesystem

Alle Messungen wurden mit dem handelsiiblichen Gerét Philips SONOS 5500 Doppler-
Echokardiographiesystem durchgefiihrt. Ausgestattet war das Gerit mit einem 12 MHz
Doppler- und einem 15 MHz 2D-Schallkopf, die klinisch in der Neonatologie und Der-
matologie zum Einsatz kommen. Bei der Maus konnten so auch feine kardiale Struktu-
ren in einer Tiefe von 0-4 cm abgebildet werden. Das Gerit verfligte iiber eine Software,
die eine Bildspeicherung mit hoher Bildfrequenz ermdglichte.

Die erhobenen Daten wurden digital auf einer magnetooptischen Platte (Magneto Opti-

cal Disk, MOD) aufgezeichnet und nach der Untersuchung bearbeitet.
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2.3.2.2 2D-Echtzeitmodus

Zunéchst wurden mit einem 15MHz Linearschallkopf Langs- und Querachsenansichten
des Mausherzens dargestellt. Als Standardeinstellungen wurden die beim Menschen
etablierten Standardeinstellungen der langen und kurzen parasternalen Achse gewéhlt.
Bei der Lingsachsenansicht wurde der Schallkopf, vom linken Rippenbogen zur rechten
Schulter weisend, leicht ohne Druck auszuiiben in das Gelkissen eingetaucht. In der
bildlichen Darstellung lag die Aortenwurzel waagerecht im rechten Bildausschnitt. Bei
geschlossener Aortenklappe erschien diese als Mittelecho innerhalb der Aorta. Der linke
Ventrikel schloss sich im Bild waagerecht nach links weisend an. Weiterhin waren das

linke Atrium und Teile des rechten Ventrikels sichtbar (s. Abb. 5).

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer echokardiographischen Langsachsenan-
sicht des Herzens nach Koéhler und Tataru (2001).

IVS: Interventrikulares Septum; LV: linker Ventrikel; LVW: Hinterwand des linken Ventrikels;
RV: rechter Ventrikel.

Nach Drehung des Schallkopfes um 90° mit dem Uhrzeigersinn gelang die Darstellung
der Querachsenansicht mit der Standardeinstellung durch die Papillarmuskelebene (s.

Abb. 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer echokardiographischen Querachsenan-
sicht des Herzens nach Koéhler und Tataru (2001).

IVS: Interventrikuldres Septum; LV: linker Ventrikel; LVW: Hinterwand des linken
Ventrikels; RV: rechter Ventrikel.

2.3.2.3 M-Mode

Beim Time-Motion-Mode (M-Mode) wird ein Strahl bei einer hohen Pulswiederho-
lungsfrequenz (1000-5000/s) eingesetzt. Die Darstellung der Signal-Amplitude erfolgt
auf der vertikalen Achse. Die von den hintereinander liegenden Pulsen erzeugten Echo-
zlige sind auf der horizontalen Achse gegeneinander verschoben. Diese Achse stellt so-
mit die Zeitachse dar. Bewegungen wie bei der Echokardiographie die Herzkontraktion
haben Unterschiede in den einzelnen Pulsechos zur Folge, es lassen sich so die Bewe-
gungsabldufe einzelner Herzmuskelbereiche eindimensional darstellen (96).

Die M-Modes wurden in der parasternalen Léngsachsenansicht dicht unterhalb der Mit-
ralklappe mit Darstellung des interventrikulidren Septums, des linken Ventrikels und der
linken Ventrikelwand angefertigt. Bei im Querschnitt auf Papillarmuskelebene angefer-
tigten M-Modes wurde der Schallstrahl direkt zwischen die Papillarmuskeln gelegt (s.
Abb. 7). So war gewihrleistet, dass anndhernd die gleichen Strukturen wie im Langs-

schnitt dargestellt wurden.
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lcm

Abbildung 7: M-Mode einer Wildtyp-Maus bei Anlotung in der parasternalen Querachse
mit oben (griin) dargestelltem EKG.

IVS: intraventrikulares Septum; LVEDd: linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser;
LVEDs: linksventrikularer systolischer Durchmesser; PW: Hinterwand.

2.3.3 Doppler-Untersuchung

Die Doppler-Untersuchung erfolgte mit einem 12 MHz Sektorschallkopf. Zur Lineari-
sierung der Ultraschallsignale wurde eine ca. 1 cm lange Vorlaufstrecke, bestehend aus
einem mit zentrifugiertem Ultraschallgel gefiillten Zeigefinger eines handelsiiblichen
puderfreien Latexhandschuhs, vorgeschaltet. Es wurde das CW (continuous wave)-
Dopplerverfahren eingesetzt, um den Blutstrom im Bereich der Aorten- und Mitralklap-
pe darzustellen. Bei diesem Verfahren werden kontinuierlich Ultraschallwellen ausge-
sandt und empfangen, wobei auch sehr schnelle Geschwindigkeiten registriert werden
und die typischen Dopplerfrequenzspektren entstehen (s. Abb. 8 und 9). Anhand der
Frequenzspektren konnte so der gedoppelte GefaBBbereich definiert und die Flussge-
schwindigkeiten gemessen werden (97).

Der Schallkopf wurde dabei so ausgerichtet, dass im 2-D-Bild eine Langsachsenansicht
des Herzens zur Kontrolle dargestellt werden konnte. Der Strahl wurde fiir die Aorten-
dopplermessungen durch die Aorta gelegt. Die Stromung in der Aorta descendens be-
wegte sich entgegengesetzt zum Schallkopf und war demnach negativ (s. Abb. 8).

Zur Darstellung des Blutstroms in der Mitralklappe erfolgte eine Strahleinstellung durch
die Mitralklappe unter Neigung des Schallkopfes. Als Kennzeichen des friihen, schnel-
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len und passiven Einflusses stellte sich die E-Welle dar. Am Ende des spitdiastolischen
Einflusses kam es zur erneuten Flusszunahme in Form der A-Welle als Zeichen der Vor-
hofkontraktion. Beide Stromungen bewegten sich auf den Schallkopf zu und waren
demnach positiv (s. Abb. 9). Es entstanden aortale bzw. mitrale Spektralkurven, die de-
nen von Menschen sehr dhnelten. Voraussetzung fiir die quantitative Auswertung waren
klar abgrenzbare Flachen der Spektralkurven.

Zur Minimierung der Untersuchungszeit wurden die Bilddaten digital auf einer Magne-

to-Optical Disk zur off line Analyse gespeichert.

100ms

Abbildung 8: CW-Doppler-Spektralkurven des Aortenflusses (systolischer Ausstrom aus
dem linken Ventrikel) bei einer WT-Maus.

w

Abbildung 9: Darstellung der CW-Doppler-Spektralkurven auf Hohe der Mitralklappe bei
einer WT-Maus.
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2.3.4 B-adrenerge Stimulation mit Isoprenalin beim PP2A-
Mausmodell

Zur Simulation einer plotzlichen Belastung und Detektierung kardialer Ereignisse er-
folgte im Anschluss an die Doppler-Untersuchung bei 52 Wochen (13 Monate) alten
PP2A-Miusen und ihren WT-Geschwistertieren (n=10) eine intraperitoneal injizierte
Isoprenalingabe (2ng/g Korpergewicht i.p.). Schon nach wenigen Sekunden lief3 sich im
EKG eine Herzfrequenzzunahme als Bestdtigung der korrekten Applizierung ausma-
chen.

Es folgte wie schon oben beschrieben erneut eine echokardiographische Untersuchung
der Querachsenansicht durch die Papillarmuskelebene mit dem 15 MHz-
Linearschallkopf, anschlieBend erfolgte eine Doppler—Untersuchung mit dem 12 MHz-
Sektorschallkopf zur Erfassung der Blutstrome durch Aorten- und Mitralklappen.

Auch diese Bilddaten wurden digital auf Magneto-Optical Discs zur off-line-Analyse
aufgezeichnet.

Zuletzt wurde die Maus von der Fixierung befreit und fiir den Zeitraum von zwei Stun-
den unter Rotlicht im Kéfig nachbeobachtet. Vom Zeitpunkt der Sedierung bis zum En-
de der Untersuchung vergingen in der Regel 20 bis 25 Minuten.

2.3.5 Auswertung der Echokardiographiedaten

Alle Auswertungen erfolgten offline durch einen Untersucher, der beziiglich des Geno-
typs (PP2A-transgen vs. WT bzw. GC-A KO vs. WT) geblindet war. Einzelne Variablen,
die sich nicht optimal messen lieBen oder bei denen die Anschallungsebene nicht den
Standardschnitten entsprach, wurden in der Auswertung nicht berticksichtigt.

Die Messungen der einzelnen Parameter erfolgten mit dem im Echokardiographiegerit
integrierten Messsystem. Bei quantitativen Distanzmessungen wurde nach der ,,Lea-
ding- Edge-Methode®, entsprechend den Leitlinien der amerikanischen Gesellschaft fiir
Echokardiographie, verfahren. Hier wurde von der Vorderkante der jeweils interessie-
renden Echolinie gemessen.

In den zweidimensionalen Standardeinstellungen wurden die folgenden Parameter ge-
messen: In der enddiastolischen Léngsachsenansicht wurden der linksventrikuldre Aus-

flusstrakt (LVOT) an der engsten Stelle der Aorta und der Aortenwurzeldurchmesser
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(AoV) in Klappenhohe gemessen. Jeder Parameter wurde dreimal in jeweils neu ange-
setzten Einstellungen gemessen und anschlieBend wurde der Mittelwert aus den Ein-
zelwerten bestimmt.

Fiir die weitere Linksherzvermessung wurden im M-Mode die Wanddicken des Septums
(IVSd / 1VSs), die Wanddicken der linksventrikuldren Kammerwand (LVWd / LVWs)
und der linksventrikuldre Durchmesser (LVEDd / LVEDs) jeweils in der Diastole und
in der Systole bestimmt. Fiir jeden Parameter wurden zwei Messungen im M-Mode des
Léangsschnittes und drei Messungen im M-Mode des Querschnittes verwendet. Aus die-
sen finf Einzelwerten wurde dann der Mittelwert fiir jeden oben genannten Parameter
bestimmt. Alle Messwerte wurden in mm angegeben.

Im CW-Doppler wurden anschlielend sieben weitere Linksherz-Parameter gemessen:
Im Aortendoppler wurde die maximale Flussgeschwindigkeit in der Aorta (AoVmax)
als Punkt des friihsystolischen Geschwindigkeitsmaximums ermittelt. Auflerdem wur-
den der zeitliche Abstand zwischen zwei Aortenschligen (Ao R-R) sowie die Akzelera-
tionszeit (Ao Accel-Zeit) und Dezelerationszeit (Ao Decel-Zeit) in ms gemessen. Des
Weiteren wurden im Bereich der Aorta der maximale Druck (AoPGmax) und der
durchschnittliche Druck (AoPGmean) erfasst.

Im Mitraldoppler wurden im atrioventrikuliren Ubergang in der friihen Diastole die
maximale Flussgeschwindigkeit (MV Vmax = MV E Punkt = erster Gipfel der zwei-
gipfeligen Darstellung des Mitralklappenflusses) direkt nach der Mitralklappenoftf-
nung gemessen. Am Ende der Diastole folgte die Bestimmung des Punktes der hochsten
Flussgeschwindigkeit zum Zeitpunkt der Vorhofkontraktion (MV A Punkt = zweiter
Gipfel).Vom Zeitpunkt der hochsten Flussgeschwindkigkeit (MV E Punkt) bis zum
Ende des ersten Einstroms wurde die Dezelerationszeit (MV Decel-Zeit) in ms be-
stimmt. Zusétzlich wurde die Kontur des Mitralflusses zur automatischen Errechnung
des maximalen und durchschnittlichen Mitralflusses (MV max PG / MV MPG) be-
stimmt.Die genannten Parameter wurden jeweils in drei Einstellungen gemessen, aus

den Einzelwerten wurde ein Mittelwert errechnet.
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Aus den gemessenen Werten wurden folgende Parameter rechnerisch ermittelt:

Parameter Abkurzung | Formel Einheit
Herzfrequenz HF 1000/AoRR*60 rSnciIrllléige/
Linksventrikulare FS ((LVEDd- o
Verkiirzungsfraktion LVEDs)/LVEDd)*100 ’
Herzzeitvolumen HZV Schlagvolumen*Herzfrequenz | ml/min
Schlagvolumen (Aorta) SV (Ao) (Ao/2)2 *n*VTI/ 100 ml
Schlagvolumen (LVOT) SV (LVOT) (LVOT/2)** = * VTI/ 100 mi
Linksventrikulare Zeit in ms des
Ejektionszeit LVET Aortendopplersignals ms
Verhaltnis von E Punkt zum A MV E/A MV E Punkt/ MV A Punkt
Punkt

. : ((IVSd+LVEDd+LVWd)3-
Masse des linken Ventrikels LV Masse LVEDd?)*1,055 mg
Verhaltnis von der linksventri-
kularen Masse zum Korperge- | LV/BW ratio LV Masse/KG
wicht
Zirkulare Faserverklrzung Vcf 10* FS/LVET Circls
Verhaltnis vom HZV zum Kor- Cardiac index | HZV/KG g/ml

pergewicht

Tabelle 3: Errechnete Werte aus echokardiographischen Daten.

2.4 Freiwilliges Laufradtraining der PP2A-Maus

In Vorbereitung auf ein freiwilliges sechswochiges Laufradtraining wurden 8 Wochen
alte PP2A transgene Mause (n=5) und ihre Wildtyp-Geschwistertiere (n=5) zufillig ei-
ner trainierenden Gruppe zugeteilt. Dieser gegeniibergestellt wurde eine nichttrainieren-
de alters-, gewichts- und geschlechtsadaptierte Kontrollgruppe bestehend aus PP2A
transgenen Mausen (n=5) und Wildtypmausen (n=5). Um Ausgangswerte zu erhalten

wurden im Vorfeld sowohl Trainingsgruppen als auch Kontrollgruppen Doppler-
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echokardiographisch untersucht. Anschlieend wurden die Miuse je nach Gruppenzu-
gehorigkeit in transparenten Einzelkédfigen mit oder ohne Laufrdder untergebracht. Die
speziell fiir Nager konzipierten Laufridder (aus rostfreiem Material mit Teppich ausgek-
leidet, Durchmesser ca. 14 cm) der trainierenden Gruppen waren fest am Kéfig befes-
tigt. Alle Tiere hatten freien Zugriff auf artgerechtes Futter und Leitungswasser. Die
freiwilligen Laufstrecken, die von den trainierenden Maiusen innerhalb einer 24-
stiindlichen Zeitspanne abgeleistet wurden, konnten an einem aulen am Kifig befestig-
ten im Handel erhéltlichen Kilometerzihler abgelesen werden. Die durchschnittliche
wochentliche Laufstrecke jeder Maus wurde aus den taglichen Laufstrecken summiert.
Ferner wurde wihrend der Trainingsphase wdochentlich das Korpergewicht notiert. Die
Trainingsperiode wurde auf 6 Wochen festgelegt, da Studien zufolge die tdglichen
Renndistanzen bei Ratten nach 7-8 Wochen einen Hohepunkt aufwiesen und ab diesem
Zeitpunkt wieder abnahmen (98).

Die Tiere der trainierenden Gruppen begannen ohne weitere Anreize vor allem nachts zu
laufen (s. Abb. 10). Im Anschluss an die sechswdchige Trainingsperiode wurden sowohl
die Trainingsgruppen als auch die nichttrainierende Kontrollgruppen erneut Doppler-

echokardiographisch untersucht. Diese Messwerte wurden den Ausgangswerten gegen-

iibergestellt.

Abbildung 10: Eine Maus der Trainingsgruppe bei Benutzung des Laufrades.
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2.5 Statistik

Die Werteverteilung in den zu vergleichenden Gruppen wurde mit Hilfe des Kolmogo-
rov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung liberpriift. Nach Bestdtigung einer Normalver-
teilung wurden alle Variablen nach Genotypen mit Hilfe des post-hoc Student’s T test
(Microsoft Exel 2000) fiir unverbundene Stichproben und ANOVA (SPSS Version 10)
verglichen. Diese Testverfahren vergleichen, ob zwei Gruppen von quantitativen, nor-
mal verteilten Merkmalen um den gleichen Mittelwert streuen.

Als signifikant wurden Unterschiede anerkannt, die einen zweiseitigen alpha-Fehler
<0,05 (p<0,05) aufwiesen. Alle Werte wurden als Mittelwert + Standardfehler angege-

ben.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen der PP2A-Maus

3.1.1 Basale Untersuchungen

3.1.1.1 PP2A vs. Wildtyp im Alter von 16 Wochen

PP2A-transgene Méuse waren dulerlich nicht von WT-Méusen unterscheidbar. Die
Maiuse waren dhnlich gro8 und schwer und zeigten weder Verhaltensauffélligkeiten
noch eine erhohte Mortalitatsrate.

Auch die Ruhe-Herzfrequenz (HF) unterschied sich im PP2A Mausmodell nicht signifi-
kant im Vergleich zu den Werten der altersadaptierten WT-Maus. Zwischen ménnlichen
und weiblichen Miusen gleichen Genotyps wurden ebenfalls keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt.

Die durchschnittliche Herzfrequenz unter der Sedierung mit Ketamin/Xylazin lag im
Alter von 16 Wochen in der PP2A-Gruppe bei 334 + 14 Schlidge pro Minute und in der
Wildtyp-Gruppe bei 317 £13 Schldge pro Minute (s. Tab. 4).

Parameter WT PP2A Anzahl |Alter (Wochen)
Korpergewicht () 31,73+ 1,6 32,57+1,5 10 16
HF (Schlage/min) 317 +13 334 +14 10 16
LVEDd (mm) 4,12+0,13 544 +0,19* 10 16
LVEDs (mm) 2,65+0,18 412+0,25* 10 16
FS % 358+1,3 247+21"* 10 16
LV-Masse (mg) 82+6 146 £ 10 * 10 16

Tabelle 4: Mittelwerte des Korpergewichts, der Herzfrequenz (HF), des linksventrikuldren
enddiastolischen (LVEDd) und systolischen (LVEDs) Durchmessers, der linksventrikula-
ren Verkiirzungsfraktion (FS%) und des relativen Herzgewichts (LV-Masse) innerhalb der
WT- und der PP2A-Gruppe im Alter von 16 Wochen. WT: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-
transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * )
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.
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Signifikante Unterschiede fanden sich hingegen beim Vergleich der linksventrikuldren
Herzdurchmesser. Sowohl der linksventrikuldre enddiastolische Durchmesser (LVEDd)
als auch der linksventrikulidre endsystolische Durchmesser (LVEDs) waren bei der
PP2A-Maus im Vergleich zum Wildtypen signifikant vergroBert (um 32% bzw. 55%
(p<0,05), s. Tab. 4 und s. Abb. 11 u. 12).

Linksventrikulare Durchmesser in der Diastole (LVEDd)
und in der Systole (LVEDs)

6 - %

LVEDd LVEDs

1 Wildtyp
N PP2A

Abbildung 11: Linksventrikulare Durchmesser in der Diastole (LVEDd in mm) und in der
Systole (LVEDs in mm). WT: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene Maus. Die Werte werden
angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.
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A Wildtyp B PP2A

Abbildung 12: Linksventrikuldrer Durchmesser im 2D-Ubersichtsbild (LVID, oberes Bild,
Querachse) und linksventrikuldre Durchmesser der Diastole (LVEDD) und Systole
(LVESD) im M-Mode jeweils von Wildtyp (A) und PP2A-Maus (B). Deutlich vergrofRerter
linker Ventrikel der PP2A-Maus. Die vertikalen weiflen Balken zeigen 10 mm an, die horizonta-
len Balken zeigen 100 ms an.

Die kardiale Kontraktilitit bei der PP2A-Maus war im Vergleich zur Wildtyp-Maus
deutlich eingeschrinkt, ersichtlich an einer signifikant reduzierten Ventrikelverkiir-
zungsfraktion (FS%, bei der PP2A-Gruppe um 31% reduziert im Vergleich zur WT-
Gruppe (p<0,05), s. Tab. 4 und Abb. 13). In vivo war das errechnete relative Herzge-
wicht (linksventrikuldre Masse, LV-Masse, s. Tab. 4 und Abb. 13) der PP2A-Gruppe im
Vergleich zur WT-Gruppe signifikant erhoht (PP2A 146 + 10 mg vs. WT 82 + 6 mg
(p<0,05)).
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Linksventrikulare Verkiirzungsfraktion (FS%) und
linksventrikulares Gewicht (LV Gewicht in mg)

180 -
160 -
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60 -

40 *
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FS (%) LV Gewicht (mg)

L 1WT
N PP2A

Abbildung 13: Linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion (FS (%)) und errechnetes linksvent-
rikuldares Gewicht (LV Gewicht (mg)). WT: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene Maus. Die
Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.

3.1.1.2 Vergleich linksventrikulirer Parameter im Zeitverlauf

Eine kardiale Dilatation manifestierte sich bei den PP2A-transgenen Méusen schon im
Alter von 8 Wochen: Die linksventrikuldren Durchmesser (LVEDd und LVEDs) waren
signifikant vergréBert (um 14% in der Diastole und 30% in der Systole (p<0,05), s. Abb.
14 und Tab. 5). Die Herzdilatation schritt im Untersuchungszeitraum von 8 Wochen bis
zur néchsten Untersuchung im Alter von 32 Wochen und auch im Alter bis zu 52 Wo-

chen fort, ersichtlich an einer stetigen VergroBerung des linksventrikuldren diastolischen
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Durchmessers (LVEDd, Zunahme um 14%, s. Abb. 14). Die linksventrikuldren Durch-
messer (LVEDs und LVEDd) der Wildtyp-Gruppe hingegen stagnierten im selben Zeit-
raum (s. Abb. 14).

8 Wochen 16 Wochen 52 Wochen

Parameter

WT PP2A WT PP2A WT PP2A
Korpergewicht (g) 26,51+2,3 |2242+0,3 31,7+1,6 3257+15 334115 |353+1,8
HF (Schlage/min) 349+ 16 350+ 6 31713 334+14 332+ 11 304 + 11
MV E Punkt (cm/s) 76,6 +4,6 56,8 + 0,6 745+4,6 72,8+4,0 64,8+28 60,0 £ 3,0
MV A Punkt (cm/s) 29,9+ 3,2 241+4.1 315+25 29,0+2,8 26,0+2,0 23,5+4,3
MV Decel-Zeit (ms) |49,2+5,2 28,0+ 3,2 45137 40,725 47,747 54,1+49
IVSs (mm) 0,85+0,06 |0,82+0,02 0,95+ 0,05 |0,93 0,06 0,96 +£0,03 | 0,90+ 0,06
IVSd (mm) 0,47 £0,02 |0,48+0,02 0,50 £ 0,02 |0,53+0,02 0,58 £0,02 |0,56 0,02
LVEDd (mm) 420+0,13 |4,77+0,05 412+0,13 [5,44+0,19 419016 |57+0,36
LVEDs (mm) 2,73+0,15 |[3,54+0,21 2,65+0,18 |4,12+0,25 2,71+£0,12 |4,75+04
PWEDd (mm) 0,56 £ 0,02 |0,58+0,03 0,65+0,03 |0,70£0,02 0,66 £0,02 |0,66 0,02
PWEDs (mm) 1,24 £ 0,03 1,22+ 0,02 1,22+0,03 |1,24+0,03 1,2+0,03 4,75+0,4
FS (%) 353+1,8 26,0+ 3,5 358 +1,3 247 +21 355+1,3 18913
Ao V max (cm/s) 91,2+6,7 80,2+1,5 88,7 4,1 97,6 +5,3 93,4+86,7 84,0+ 4,1
HZV (ml/min) 94+0,5 85+0,3 8,9+0,6 10,1+1,0 14614 129+1,2
Vcf (circ/s) 459+0,39 |3,75+0,44 5,07+0,20 |3,8+0,33 435+0,21 |(2,21+0,22
LV Masse (mg) 714 89+3 82,+6 146 £ 10 93+6 165 + 22

Tabelle 5: Echokardiographieergebnisse ausgewahlter Linksherzparameter bei 8 Wochen
alten, 16 Wochen alten und 56 Wochen alten Tieren. Die Werte werden angegeben als Mit-
telwert £+ Standardfehler. HF: Herzfrequenz, MV E Punkt: hochster Punkt der E-Welle im Mitra-
lisdoppler, MV A Punkt: hochster Punkt der A-Welle im Mitralisdoppler, MV Decel-Zeit: Dezele-
rationszeit der Mitralwelle, IVSd: Durchmesser des linksventrikularen Septums in der Diastole,
LVEDd/LVEDs: linksventrikularer Durchmesser diastolisch/systolisch, FS: Ventrikelverkir-
zungsfraktion, Ao Vmax: maximale Geschwindigkeit des Aortendopplers, HZV: Herzzeitvolu-
men, Vcf: Zirkulare Faserverkirzung, LV-Masse: errechnete Masse des linken Ventrikels.
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Enddiastolischer (LVEDd) und systolischer (LVEDs)
linksventrikularer Durchmesser im Zeitverlauf

N / -+

e 3

0 T T T
8 16 52

Alter in Wochen

—O— LVEDd Wildtyp
—e— LVEDd PP2A
—v— LVEDs Wildtyp
—w— LVEDs PP2A

Abbildung 14: Enddiastolischer (LVEDd) und systolischer (LVEDs) linksventrikularer
Durchmesser im Zeitverlauf. Wildtyp: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene Maus. Die Wer-
te werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Die Kurvenverlaufe der linksventrikularen
Parameter innerhalb der Gruppen sind ahnlich (LVEDd Wildtyp vs. LVEDs Wildtyp, LVEDd
PP2A vs. LVEDs PP2A).

Schon im Alter von 8 Wochen war ein signifikanter Unterschied in der Ventrikelverkiir-
zungsfraktion (Fractional Shortening, FS%) festzustellen: Bei der PP2A-Maus war der
Mittelwert im Vergleich zum altersentsprechenden Wildtypen signifikant um 25% he-
rabgesetzt (s. Abb. 15 und Tab. 5, FS% PP2A 26,0 + 3,5 vs. WT 35,3 + 1,8 (p<0,05)).
Diese signifikant verminderte linksventrikuldre Kontraktilitit der PP2A-transgenen

Maus fiel dariiber hinaus zu allen Untersuchungszeitpunkten (im Alter von 8 Wochen,
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16 Wochen und 52 Wochen) im Vergleich zur gleichalten Wildtyp-Maus auf. Im Zeit-
raum von 8 bis 16 Wochen blieben die Parameter fiir eine eingeschrinkte Kontraktilitét
bei der PP2A-Maus auf einem stabil niedrigen Niveau (s. Abb. 15). Zum Zeitpunkt der
ndchsten Untersuchung im Alter von 52 Wochen jedoch nahm die ventrikuldre Frakti-
onsverkiirzung (FS%) verglichen mit den Voruntersuchungen im Alter von 16 Wochen
sprunghaft ab (signifikante Abnahme der FS% im Zeitraum von 16 bis 52 Wochen
(p<0,05), s. Abb. 15). Die linksventrikuldre Kontraktion bei der Wildtyp-Maus dagegen
blieb im selben Zeitraum konstant.

Im Vergleich zur Wildtyp-Maus zeigte sich die kardiale Kontraktilitdt bei der seneszen-
ten PP2A-Maus im Alter von 52 Wochen um 53% vermindert (Verkiirzungsfraktion,
FS% PP2A 18,9 £1,3 vs. WT 35,5 £1,3 (p<0,05), s. Abb. 15 und Tab. 5).

Linksventrikulare Verkurzungsfraktion (FS)
im Zeitverlauf

40

30 - *

FS %

10 +

8 16 52
Alter in Wochen

1 Wildtyp
Hl PP2A

Abbildung 15: Linksventrikulare Verkiirzungsfraktion (FS%) der Wildtyp-Maus und der
PP2A-Maus im Zeitverlauf. Wildtyp: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene Maus. Die Werte
werden angegeben als Mittelwert £ Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Un-
terschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.
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Auch das errechnete linksventrikuldre Gewicht (LV-Masse) war bei den PP2A-Méusen
in allen Altersklassen signifikant hoher im Vergleich zu den altersadaptierten Wildtyp-
Tieren. Innerhalb der PP2A-Gruppe ist im Zeitraum von 16 Wochen bis zum Alter von
52 Wochen eine signifikante Gewichtszunahme zu vermerken (s. Abb. 16 und Tab. 5,

von 146 = 10 mg auf 165 + 22 mg (p<0,05)).

Linksventrikulares Gewicht (LV-Masse)
im Zeitverlauf

200 % #

% #

150

100 -

mg

50 4

8 16 52
Alter in Wochen

(1 LV-Masse Wildtyp
I | V-Masse PP2A

Abbildung 16: Fortschreitende Zunahme des linksventrikularen Gewichts im Zeitverlauf.
Wildtyp: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mit-
telwert £ Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen transge-
nen Mausen und Wildtypen, Rauten ( # ) die Signifikanz zwischen den Altersgruppen.
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Zusammengefasst induziert die herzspezifische Uberexpression der Proteinphosphatase
2A im Mausmodell im Vergleich zum gleichalten Wildtypen eine in allen untersuchten
Altersklassen (8, 16 und 52 Wochen) beobachtete verminderte Herzkontraktilidt, eine
mit dem Alter zunehmende Herzdilatation und eine Zunahme des linksventrikuldren
Herzgewichts mit Ausbildung einer Herzhypertrophie.

Die Progression der linksventrikuldren Dilatation war in der Zeitspanne zwischen 8 und
16 Wochen deutlicher ausgeprégt als in der folgenden Zeitspanne zwischen 16 Wochen
und 52 Wochen, schreitet aber dennoch bis zum seneszenten Alter von 52 Wochen wei-
ter fort. Bei der Wildtyp-Maus hingegen zeigten sich diese Paramter im beobachteten
Zeitraum konstant.

Die Gesamtheit dieser bei der PP2A-transgenen Maus beobachteten pathologisch ver-
dnderten Parameter weist auf das Vorliegen einer Herzinsuffizienz hin.

Zur Detektierung einer vermutlich bei der herzinsuffizienten PP2A-transgenen Maus
vorhandenen Leistungsminderung wurden anschlieBend eine Isoprenalin-Belastung und

ein Audauertraining durchgefiihrt.

3.1.2 Isoprenalin-Belastung

Die Belastung mit Katecholaminen stellt eine in der Literatur etablierte Methode zur
Uberpriifung der maximalen Herzleistung im transgenen Mausmodell dar: Miuse mit
einer manifesten Herzinsuffizienz zeigten eine deutlich herabgesetzte Ansprechbarkeit
auf Isoprenalin (99;100). Zeichen fiir eine herabgesetzte Katecholamin-Sensitivitit auf-
grund einer chronischen Herab-Regulation der -Rezeptoren sind ein im Vergleich zur
WT-Maus verminderter Herzfrequenzanstieg und eine eingeschriankte adaptive Steige-
rung der linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion (Fractional shortening, FS%).

Schon wenige Sekunden nach der intraperitonealen Isoprenalin-Gabe lie8 sich im EKG

eine Frequenzzunahme ausmachen (s. Abb. 17)
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100ms

Abbildung 17: M-Mode Darstellung bei Anlotung im parasternalen Querschnitt (WT-Maus)
A: basal; B nach Injektion von Isoprenalin (i.p.).
Frequenzanstieg und Zunahme der Kontraktilitdt nach Isoprenalingabe.

Die Herzfrequenz unterschied sich im Rahmen der pharmakologischen Belastung nicht
signifikant zwischen den Genotypen. Sowohl in der PP2A-Gruppe als auch in der Wild-
typ-Gruppe beobachteten wir verglichen mit den Basalwerten einen adidquat gleichmé-
Bigen Herzfrequenzanstieg (um 33,86% bei den PP2A-transgenen Mausen und um

37,83% bei den Wildtypen (s. Tab. 6)).

Wildtyp PP2A
Parameter
basal mit Isoprenalin | basal mit Isoprenalin
HF (Schlage/min) | 332 + 11 502+ 17 # 304 + 11 489 + 29 #
FS% 38,19+ 0,70 65,61+ 1,98 # 18,90+ 1,92* 34,95 + 3,35 *#

Tabelle 6: Herzfrequenz (HF) und linksventrikulare Verkiirzungsfraktion (FS%) von Wild-
typen und PP2A erst ohne (basal) und dann mit Isoprenalin. Wildtyp: Wildtyp-Maus, PP2A:
PP2A-transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne (*)
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen, Rauten
(#) stellen die Signifikanz zwischen den Altersgruppen dar.
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Die Provokation mit Isoprenalin steigerte die Ventrikelverkiirzungsfraktion der Wildtyp-
Maus im Vergleich zum Basalwert signifikant um 41,8 = 1% und die der PP2A-Maus
signifikant um 45,9 + 4% (fractional shortening, FS%(p<0,05), s. Abb. 18).

Wir vermuteten, dass eine erhohte kardiale PP2A-Expression zu einer reduzierten Kate-
cholamin-Sensitivitdt als Zeichen einer manifesten Herzinsuffizienz im Mausmodell
fiihren konnte. Diese Annahme wurde im Rahmen dieser Versuchsreihe nicht bestitigt:
Insbesondere wurde kein aubleibender Anstieg der Herzfrequenz im Sinne einer patho-
logischen Reaktion nach systemischer Katecholamingabe beobachtet. Jedoch zeigte sich
bei der transgenen PP2A-Maus wie auch bereits in den basalen Untersuchungen be-
schrieben unter Isoprenalin-Belastung eine im Vergleich zur Wildtyp-Maus signifikant
reduzierte kardiale Kontraktilitdt (fractional shortening, FS% PP2A 34,95 vs. WT
65,61, s. Tab. 6 und Abb. 18 (p<0,05)).

Linksventrikulare Verkiirzungsfraktion (FS%) basal und
nach Gabe von Isoprenalin

80 -
#
60 -
*#
X 40
*
20 -
0

basal mit Isoprenalin

1 FS% Wildtyp
BN FS% PP2A

Abbildung 18: Linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion (FS%) von Wildtyp und PP2A-Maus
ohne Isoprenalin (basal) und mit Isoprenalin-Injektion. Wildtyp: Wildtyp-Maus, PP2A:
PP2A-transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne (*)
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen, Rauten
(#) stellen die Signifikanz zwischen den Altersgruppen dar.
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3.1.3 Auswirkung von Ausdauertraining

Um die Auswirkung eines korperlichen Trainings auf die Herzfunktion bei transgenen
Maidusen mit manifester Herzinsuffizienz zu analysieren, wurden Doppler-
echokardiographische Untersuchungen der PP2A-transgenen Maus und ihrer Wildtyp-
Geschwistertiere vor und nach einem freiwilligen sechswochigen Laufradtraining
durchgefiihrt (n=5 Tiere pro Gruppe).

Die summarischen Trainingsleistungen waren bei den PP2A-transgenen Tieren vergli-
chen mit denen der Wildtpyen erniedrigt.

Die wochentlich geleisteten Laufstrecken unterschieden sich zwischen den Genotypen

nicht signifikant, am ehesten bedingt durch die kleine Gruppengrof3e (s. Abb. 19).

Addierte Laufstrecken (km) von PP2A und WT
im Trainingsverlauf

200

150

km

100 -

50

0 , L3 l/;

1 2 3 4 5 6
Trainingsdauer in Wochen

—O— Wochentlich addierte Laufstrecken WT
—@&— Wochentlich addierte Laufstrecken PP2A

Abbildung 19: Addierte wochentlich geleistete Laufstrecken der Genotypen in km. WT:
Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung (SD).
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Wir erhielten die folgenden Parameter aus den Doppler-echokardiographischen Unter-

suchungen vor und nach dem chronischen Laufradtraining:

vor Training (11 Wochen alt) nach Training (17 Wochen alt)

Parameter PP2A untrai
WT PP2A WT untrainiert | untral- | W trainiert | PP2A trainiert

V'f/f’;ﬁf(rg;’ 28,84+178 |2511+203 [32,81+0,23 |3257+154 |2956+1,18 |28,83+223*
HE 343112 332+ 10 354 + 21 334 + 14 3119 317 £ 10
(Schlage/min)
?g\rg /E)P“”kt 75,88 +£2,82 |68,125,04 74,03+ 6,53 |72,77+3,97 |73,58+284 |6843+5,79
'(‘g‘n’qg)P“”kt 2093+191 |2446£254 |218+208 |2895£28  |27,9+271 |2495+258
;"e\{t '(Drf]g?' 4613+369 |464+843  |49+964 407£247  |4225+479 |465+7.42

IVSs (mm) 0,86 + 0,05 0,82 £ 0,02 0,87 + 0,03 0,93 + 0,06 0,93 £ 0,07 0,9+0,07*

IVSd (mm) 0,47 £0,01 0,47 + 0,01 0,53 + 0,04 0,53 £ 0,02 0,66 £ 0,05 0,6 £0,07

LVEDd (mm) |4,26 +0,09 4,78 £ 0,05 4,32+0,17 5,44 +£0,19 4,33 +£0,23 5,156 +0,27

LVEDs (mm) |2,77 £ 0,1 3,54 + 0,11 3,05 + 0,07 4,12£0,25 3,08 £0,27 4,26 £0,31*
PWEDd (mm) | 0,59 + 0,02 0,58 + 0,02 0,7 +0,04 0,7 +£0,02 0,79 £ 0,07 0,81+0,12*
PWEDs (mm) | 1,24 + 0,02 1,20 £ 0,02 1,14 £ 0,09 1,24+ 0,03 1,27 £ 0,03 1,18 £ 0,09

FS (%) 35,05 + 1,4 26,0 1,9 20,23 £1,09 |24,7£2/1 2043+241 |1745+25
fg‘:n\//sgnax 90,73+4,61 |8334+432 |926+1,09 97,6 +5,3 127,28 27,15 | 84,15 + 6,96
HZV (ml/min) | 9,38 0,36 8,6 £0,75 8,67 £ 0,29 10,1£1,0 16,5 + 4,44 10,25 £ 1,32
Vcf (circ/s) | 4,36 £ 0,27 3,51+0,23 3,6+ 0,48 3,8+0,33 3,87 £ 0,49 2,06 £ 0,18
'(n\fg'\)”asse 261+ 10 300+ 7 249 + 32 304+ 10 270+ 53 274,83 + 44,35

Tabelle 7: Echokardiographieergebnisse ausgewahliter Linksherzparameter bei 11 Wo-
chen alten PPA und WT-Mausen vor dem Training und 17 Wochen alten jeweils untrai-
nierten und trainierten PP2A-Mausen und WT-Mausen. WT: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-
transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. HF: Herzfre-
quenz; MV E Punkt: hdochster Punkt der E-Welle im Mitralisdoppler; MV A Punkt: hoéchster
Punkt der A-Welle im Mitralisdoppler; MV Decel-Zeit: Dezelerationszeit der Mitralwelle; IVSd:
Durchmesser des linksventrikularen Septums in der Diastole; LVEDd/LVEDs: linksventrikularer
Durchmesser diastolisch/systolisch; FS: Ventrikelverkiirzungsfraktion; Ao Vmax: maximale
Geschwindigkeit des Aortendopplers; HZV: Herzzeitvolumen; Vcf: Zirkulare Faserverkirzung;
LV-Masse: errechnete Masse des linken Ventrikels.
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Im Vergleich von gleich alten trainierten Wildtypen und untrainierten Wildtypen zeigten
sich in der Trainingsgruppe als Adaption an das Ausdauertraining ein tendenziell gerin-
geres Korpergewicht (KG (g) WT trainiert 29,56 + 1,18 vs. WT untrainiert 32,81 + 0,23,
s. Abb. 20 und Tab. 7), ein in der Tendenz gesteigertes linksventrikuldres Gewicht (LV-
Gewicht (mg) WT trainiert 270 + 53 vs. WT untrainiert 249 + 32, s. Abb. 21), eine ten-
denziell verminderte Ruhefrequenz (HF WT trainiert 311 + 9 vs. WT untrainiert 354 +
21, s. Abb. 21) und ein tendenziell gesteigertes Herzzeitvolumen (HZV WT trainiert
16,5 + 4,44 vs. WT untrainiert 8,67 + 0,29, s. Tab. 7). Im Trainingsverlauf entwickelten
trainierende WT-Tiere eine tendenziell vergroflerte linksventrikuldre Hinterwand (PW
(p=0,06), s. Abb.20) verglichen mit den vor der Trainingsperiode erhobenen echokar-
diographischen Werten.

Trainierter Wildtyp vs. untrainierter

Wildtyp
40 -
30 -
20 -
10 -
0 E— | .
KG(g) FS%  PW(mm)

1 Korpergewicht (KG), linksventrikulare Verkirzungsfraktion (FS) und linksventrikulare
Hinterwanddicke (PW) Wildtyp trainiert

I Korpergewicht (KG), linksventrikuléare Verkirzungsfraktion (FS) und linksventrikulare
Hinterwanddicke (PW) Wildtyp untrainiert

Abbildung 20: Koérpergewicht (KG in mg), linksventrikuldre Verkirzungsfraktion (FS%)
und linksventrikuldre Hinterwanddicke von trainierter Wildtyp-Maus gegeniiber untrai-
nierter Wildtyp-Maus im Alter von 30 Wochen. Die Werte werden angegeben als Mittelwert +
Standardfehler.
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Trainierter Wildtyp vs. untrainierter
Wildtyp

400

300

200

100 ~

LV-Masse (mg)  HF (Schlige/min)

(1 Linsventrikuldre Masse (LV-Masse) und Herzfrequenz (HF) Wildtyp trainiert
I Linsventrikuldre Masse (LV-Masse) und Herzfrequenz (HF) Wildtyp untrainiert

Abbildung 21: Linksventrikuldares Gewicht (LV-Masse) und Herzfrequenz (HF) von trai-
nierter Wildtyp-Maus gegeniiber untrainierter Wildtyp-Maus im Alter von 30 Wochen. Die
Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler.

Trainierende PP2A-transgene Méuse entwickelten ebenso wie die untrainierten PP2A-
transgenen Kontrolltiere einen signifikant vergroBerten linksventrikuldren Durchmesser
im Vergleich zu den trainierten Wildtypen (signifikant vergroBerter LVEDd und LVEDs
(p<0,05), s. Abb. 22).
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Linksventrikulare systolische und diastolische
Durchmesser von trainierten Wildtypen
und trainierten PP2A

*
6 -
5 *
4 -
£
£
3 -
2 -
1 -
0
LVEDd LVEDs
1 Wildtyp trainiert
Il PP2A trainiert

Abbildung 22: Vergleich linksventrikuldrer systolischer und diastolischer Paramter von
trainierten Wildtyp-Mausen und trainierten PP2A-transgenen Mausen. Die Werte werden
angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen.

Weiterhin zeigte sich bei der trainierten PP2A-transgenen Maus am Ende der Trainings-
phase eine signifikant reduzierte linksventrikuldre Kontraktilitiat (FS% WT 29,43 + 1,92
vs. PP2A 17,45 £ 2,49 (p<0,05)) im Vergleich zur trainierten Wildtyp-Maus (s. Tab. 7).

Vergleicht man echokardiographisch gewonnene Parameter der trainierten PP2A-
transgenen Maus vor und nach der Trainingsperiode, so schreitet auch unter einem Aus-
dauertraining die Abnahme der linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion unveréndert fort

(FS% PP2A vor Training 25,96 + 1,91 vs. nach Training 17,45 + 2,49, s. Abb. 23).
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Linksventrikulare Verkiirzungsfraktion von Wildtyp
und PP2A vor und nach dem Training
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2 * #
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vor Training nach Training
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. PP2A

Abbildung 23: Vergleich der linksventrikuldaren Verkiirzungsfraktion (FS%) von Wildtyp
und PP2A vor und nach dem Training. Wildtyp: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-transgene
Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen. Rauten ( # ) geben Signifikanzen zwischen
den Trainingsgruppen an.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass ein freiwilliges Ausdauertraining den Verlauf einer
genetisch determinierten kompensierten Herzinsuffizienz durch kardiale Uberexpression
von PP2A im Mausmodell nicht abschwéchen oder gar authalten kann.

Auch die bereits bei den Basaluntersuchungen beschriebene Herzdilatation der PP2A-
transgenen Gruppe war durch chronisches Training nicht modifizierbar (LVEDd PP2A

vor dem Training vs. nach dem Training, s. Abb. 24).
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Ausgewahlite Parameter der PP2A-transgenen Maus vor dem
Training vs. nach dem Training
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(1 PP2A vor Training
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Abbildung 24: Vergleich von Koérpergewicht (KG), linksventrikularer Verkiirzungsfraktion
(FS), linksventrikularem systolischem Durchmesser (LVEDs) und systolischer links-
ventrikularer Hinterwanddicke (PWs) bei der transgenen PP2A-Maus vor und nach dem
Training. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeich-
nen signifikante Unterschiede zwischen den Altersklassen.

Beim trainierten Wildtypen zeigte sich im Vergleich zu den vor dem Training erhobenen
Werten ein tendenziell reduziertes Korpergewicht als Anpassungsreaktion auf das chro-
nische Training (s. Abb. 25). Bei der trainierenden PP2A-Maus hingegen blieb dieser
Effekt aus, vielmehr haben die Miuse im Trainingsverlauf an Gewicht zugenommen
(KG PP2A vor Training 25,11g + 2,03g vs. PP2A nach Training 28,83 + 2,23 g, s. Abb.
24). Zum anderen lagen die zuriickgelegten freiwilligen Laufstrecken der trainierenden

PP2A-transgenen Maus deutlich unter denen der trainierenden Wildtyp-Maus.
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Ausgewaihlite Parameter der Wildtyp-Maus vor dem

Training vs. nach dem Training
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Abbildung 25: Vergleich von Koérpergewicht (KG), linksventrikularer Verkiirzungsfraktion
(FS), linksventrikularem systolischem Durchmesser (LVEDs) und systolischer linksvent-
rikuldarer Hinterwanddicke (PWs) bei der Wildtyp-Maus vor und nach dem Training. Die
Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante

Unterschiede zwischen den Altersklassen.

Untergruppen FS% LVEDd LVEDs
Wildtyp vor Training 35,05+ 1,25 4,26 £ 0,09 2,77 £ 0,09
Wildtyp ohne Training 29,23 £ 1,09 4,32+0,2 3,05+ 0,07
Wildtyp nach Training 29,43 £ 1,92 4,33+ 0,21 3,08+0,18
PP2A vor Training 2596 +1,91* 476 +0,04 * 3,54+0,12*
PP2A ohne Training 2470+2,10* 544 +£0,19* 412+0,25*
PP2A nach Training 17,45+ 2,49~ 515+ 0,27 * 4,26 +0,31*

Tabelle 8: Linksventrikulare Verkiirzungsfraktion (FS%) und Durchmesser (LVEDd,
LVEDs in mm) der verschiedenen Untergruppen. Wildtyp: Wildtyp-Maus; PP2A: PP2A-
transgene Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * )
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.
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PP2A
Parameter
vor Training nach Training
PWEDd 0,58 + 0,02 0,81+0,12#
PWEDs 1,20 £ 0,02 1,18 £ 0,04
Herzfrequenz 332 £10 315+x9#
Wildtyp
PWEDd 0,58 £ 0,03 0,79+ 0,05#
PWEDs 1,25+ 0,01 1,27 £ 0,04
Herzfrequenz 366 + 12 354 + 22

Tabelle 9: Enddiastolische und systolische Dicke der linksventrikularen Hinterwand
(PWEDd, PWEDSs) und Herzfrequenz. Wildtyp: Wildtyp-Maus, PP2A: PP2A-transgene Maus.
Rauten (#) kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Trainingsklassen.

Als addquate Anpassungsreaktion auf ein chronisches Training fand sich sowohl beim
Wildtyp als auch bei der PP2A-Maus eine signifikante Verdickung der diastolischen
Hinterwand des linken Ventrikels (PWEDd (mm) PP2A vor Training 0,58 £ 0,02 vs.
nach dem Training 0,81 £ 0,12 und PWEDd (mm) WT vor Training 0,58 + 0,03 vs. nach

dem Training 0,79 + 0,05 (p jeweils <0,05), s. Abb. 26 und Tab. 9).
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Diastolische linksventrikulare Hinterwand (PWd in mm) vor
dem Training und nach dem Training
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Abbildung 26: Diastolische linksventrikulare Hinterwand (PWd) von Wildtyp und PP2A-
Maus vor und nach dem Training. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfeh-
ler. Rauten ( # ) kennzeichnen die Signifikanz zwischen den Altersgruppen. Es bestehen keine
Signifikanzen zwischen den Genotypen.

Wie bereits erwdhnt, wirkte sich in unserer Versuchsreihe ein chronisches freiwilliges
Ausdauertraining bei den Wildtypmausen nicht signifikant auf die Herzfrequenz aus.
Bei den PP2A-transgenen Miusen hingegen wurde nach dem Training eine signifikan-
ten Reduktion der Ruhefrequenz im Vergleich zu den vor der Trainingsperiode erhobe-
nen Werten beobachtet (HF PP2A vor dem Training 332 +10 Schldge pro Minute vs.
nach dem Training 315 + 9 Schldge pro Minute (p<0,05), s. Abb. 27 und Tab. 9).

55



Ergebnisse

Herzfrequenz (HF) vor dem Training
und nach dem Training
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Abbildung 27: Herzfrequenz (HF in Schldgen pro Minute) von Wildtyp-Maus und PP2A-
Maus vor und nach dem Training. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfeh-
ler. Rauten ( # ) kennzeichnen die Signifikanz zwischen den Altersgruppen. Es bestehen keine

Signifikanzen zwischen den Genotypen.

3.2 Untersuchungen der GC-A KO Maus
3.2.1 GC-A KO vs. WT im Alter von 4 Monaten

Das GC-A Knockout Mausmodell wurde in der Arbeit von SKRYABIN et al. (101) aus-
fihrlich  beschrieben. Im Rahmen dieser Studie fithrten wir Doppler-
echokardiographische Untersuchungen dhnlich dem Versuchsaufbau der PP2A-Maus im
Alter von 4, 8 und 12 Monaten (16, 32 und 48 Wochen) durch. Auch hier wurden fiir die

ersten beiden Untersuchungsreihen eine Ketamin/Xylazin-Narkose (i.p.) verwendet.
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Die GC-A KO Miduse unterschieden sich duBerlich nicht von den Wildtyp-
Geschwistertieren. Transgene Méause waren dhnlich grof3 und schwer und zeigten weder
Verhaltensauffilligkeiten noch eine erhdhte Mortalitdtsrate. Auch die Herzfrequenz
(HF) wies im Alter von 4 Monaten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ge-
notypen auf (HF GC-A KO 311 £ 11 Schlidge pro Minute vs. WT 303 + 5 Schldge pro
Minute, s. Tab.10). Zwischen ménnlichen und weiblichen Miusen gleichen Genotyps

wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Parameter WT GCA-KO Anzahl Alter (Monate)
Korpergewicht (g)  |30,0 + 0,93 31,2+1,2 10 4
HF (Schlage/min) [303+5 311+ 11 10 4
LVEDd (mm) 4,11 £ 0,09 482+015* 10 4
LVEDs (mm) 2,71 £0,08 3,12+0,1* 10 4
IVS (mm) 0,58 £ 0,03 0,73+0,04 * 10 4
PWEDd (mm) 0,73 £0,03 0,85+ 0,03 * 10 4
FS % 33,92 +1,92 35,25 + 1,41 10 4

Tabelle 10: Mittelwerte des Korpergewichts, der Herzfrequenz (HF), des linksventrikula-
ren enddiastolischen (LVEDd) und systolischen (LVEDs) Durchmessers, der interventri-
kuldren Septumdicke (IVS), Hinterwanddicke in der Diastole (PWEDd) und der linksvent-
rikularen Verkiirzungsfraktion (FS%) innerhalb der Wildtyp- und der GC-A KO Gruppe im
Alter von 4 Monaten. Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO: GC-A Knockout-Maus. Die Werte
werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Un-
terschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.

Signifikante Unterschiede fanden sich jedoch beim Vergleich der echokardiographisch
bestimmten linksventrikuldren Herzdurchmesser. Sowohl der linksventrikuldre enddias-
tolische Durchmesser (LVEDd) als auch der linksventrikuldre endsystolische Durch-
messer (LVEDs) waren bei der GC-A KO Maus im Vergleich zur Wildtypmaus signifi-
kant vergroBert (LVEDd (mm) GC-A KO 4,82 + 0,15 vs. WT 4,11 £ 0,09 und LVEDs
(mm) GC-A KO 3,12 £ 0,1 vs. WT 2,71 + 0,08 (p jeweils < 0,05), s. Tab.10 und Abb.
28).

57



Ergebnisse

Linksventrikularer Durchmesser in der Diastole
(LVEDd) und in der Systole (LVEDs)
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Abbildung 28: Linksventrikuldare Durchmesser in der Diastole (LVEDd in mm) und in der
Systole (LVEDs in mm). Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO: GC-A Knockout Maus. Die Werte
werden angegeben als Mittelwert £ Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Un-
terschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.

Zusitzlich zeigte sich im Alter von 4 Monaten bei der GC-A KO Maus eine signifikante
Verdickung des interventrikuldren Septums (IVS (mm) GC-A KO 0,73 + 0,04 vs. WT
0,58 = 0,03 (p<0,05), s. Abb. 29) und eine signifikant verdickte linksventrikuldre Hin-
terwand (PWEDd (mm) GC-A KO 0,85 + 0,03 vs. WT 0,73 + 0,03 (p<0,05), s. Abb. 29)
im Vergleich zum Wildtypen. Beide Parameter weisen auf eine beim GC-A KO Maus-
modell vorliegende Herzhypertrophie hin. Da die ventrikuldre Verkiirzungsfraktion als
MaB fiir die Herzfunktion jedoch keine signifikanten Unterschiede aufwies (FS% GC-A
KO 35,25 £ 1,41 vs. WT 33,92 £ 1,92, s. Tab. 10), liegt hier eine kompensierte Form
der Herzhypertrophie vor.
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Interventrikulare Septumdicke (IVS) und linksventrikulare
Hinterwanddicke in der Diastole (PWEDd)
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Abbildung 29: Interventrikulare Septumdicke (IVS in mm) und diastolische linksventriku-
lare Hinterwanddicke (PWEDd in mm). Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO: GC-A Knockout
Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.

3.2.2 GC-A KO im Zeitverlauf

Alle untersuchten GC-A Knockout Méuse entwickelten eine linksventrikuldre Hypert-
rophie kombiniert mit einer linksventrikuldren Kammervergroerung: In allen Alters-
klassen waren das interventrikuldre Septum und die Hinterwand des linken Ventrikels
im Vergleich zum Wildtypen verdickt und die systolischen und diastolischen linksvent-
rikuldren Durchmesser zeigten sich signifikant vergréBert (s. Tab. 11 und Abb. 30 und

Abb. 31, (p<0,05)).
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Linksventrikularer systolischer Durchmesser
(LVEDs) im Zeitverlauf
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Abbildung 30: Systolische linksventrikuldre Durchmesser im Zeitverlauf (LVEDs in mm).
Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO: GC-A Knockout-Maus. Die Werte werden angegeben als
Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
transgenen Mausen und Wildtypen.
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Linksventrikularer diastolischer Durchmesser
(LVEDd) im Zeitverlauf
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1 Wildtyp
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Abbildung 31: Diastolische linksventrikulare Durchmesser im Zeitverlauf (LVEDd in mm).
Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO: GC-A Knockout-Maus. Die Werte werden angegeben als
Mittelwert £+ Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
transgenen Mausen und Wildtypen.

Trotz der ausgepriagten Herzhypertrophie blieb die linksventrikuldre Funktion der GC-A
transgenen Méuse verglichen mit den Werten der Wildtyp-Geschwistertiere im Zeitver-
lauf unverindert: die linksventrikuldre Verkiirzungsfraktion (FS%) und die Geschwin-
digkeit der zikumferenten Faserverkiirzung (Vcf) zeigten keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Genotypen (s. Tab. 11).
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Im Alter von 12 Monaten manifestierte sich jedoch eine signifikant gesteigerte maxima-
le Geschwindigkeit des frithen diastolischen Einstroms (erhohte E-Welle, MV Vmax
(cm/s) GC-A KO 132,6 = 11,8 vs. WT 94,0 £ 7,1 (p<0,05), s. Tab. 11 und Abb. 32) als

Zeichen einer diastolischen Dysfunktion.

Friuhdiastolische maximale Flussgeschwindigkeiten
durch die Mitralklappe (MV Vmax)

100

80 - %

60 -

cm/s

40

20 A

Alter in Monaten

1 Wildtyp
Il GC-AKO

Abbildung 32: Friihdiastolische maximale Flussgeschwindigkeiten durch die Mitralklappe
(MV Vmax in cm/s) im Zeitverlauf. Wildtyp: Wildtyp-Maus, GC-A KO: GC-A Knockout-Maus.
Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifi-
kante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wildtypen.

Ebenfalls im seneszenten Alter von 12 Monaten zeigte sich eine exzessive linksventri-
kuldre Hypertrophie, die teilweise zu einer Flussbeschleunigung im linksventrikuldren

Ausflusstrakt fiihrte.
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Zusammenfassend beobachteten wir bei der GC-A Knockout Mauslinie in der Doppler-
Echokardiographie eine -in allen Altersklassen manifeste- funktionell kompensierte
Herzhypertrophie mit einer begleitenden Herzdilatation. Im seneszenten Alter von 12

Monaten stellte sich erstmalig eine eingeschrinkte diastolische Herzfunktion dar.

4 Monate 8 Monate 12 Monate

Parameter

WT GC-A KO WT GC-A KO WT CG-A KO
Anésthesie Ket/Xyl Ket/Xyl Ket/Xyl Ket/Xyl Diazepam Diazepam
Korperge- 13534093  [312£12 |32112 31512 364419 376+ 1,8
wicht (g)
HF  |303%5 311 + 11 287 + 4 313+ 17 420 + 57 488 + 47
(Schlage/min)
IVSs (mm) | 0,58 + 0,03 0,73+0,04* | 0,49 +0,01 0,60 £0,02* |0,84+0,03 0,99 +0,04 *
LVEDd (mm) |4,11 40,09 4,82+0,15* |4,26 0,07 490+0,15* |3,35+0,13 4,07+0,26*
LVEDs (mm) |2,71+0,08 3,42+01* |2,80 0,06 3,28+0,1* 2,01+0,13 2,34 0,26
PWEDd (mm) | 0,73 £ 0,03 0,85+0,03* |0,68+0,04 0,88+0,05* |0,86 +0,02 0,98 + 0,03
é‘r’n\//s";‘ax 86,72+3,63 |1361+11,3*|81,02£0,80 |110,7+4,74* |94,0%7,1 1326 +11,8*
MVVmax 17504113  |791+121 |646+78 73958 533+29 68,1+52*
(cm/s)
FS (%) 33,9+1,9 353+ 1,4 343+1,3 329+14 416227 418+26
é;?n\//sTaX 86,72+363 |136,1+11,3*|81,02+89 110,7+4,75*% | 94,071 132,6 +11,8*
Vcf (circ/s) | 4,05 £ 0,32 4,01£0,2 3,72+ 0,20 3,53+ 0,13 6,6+ 0,4 7,1£0,9

Tabelle 11: Echokardiographieergebnisse ausgewahlter Linksherzparameter bei 4 Mona-
te alten, 8 Monate alten und 12 Monate alten GC-A KO-Mausen. Wildtyp: Wildtyp-Maus,
GC-A KO: GC-A Knockout-Maus. Die Werte werden angegeben als Mittelwert + Standardfeh-
ler. Sterne ( * ) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mausen und Wild-
typen. Ket/Xyl: Ketamin/Xylazin-Narkose, HF: Herzfrequenz, IVSs: Durchmesser des linksvent-
rikularen Septums in der Systole, LVEDd/LVEDs: linksventrikularer Durchmesser diasto-
lisch/systolisch, PWEDd: diastolischer Durchmesser der Hinterwand, FS: Ventrikelverkir-
zungsfraktion, Ao Vmax: maximale Geschwindigkeit des Aortendopplers, MV Vmax: maximale
Geschwindigkeit des Mitraldopplers, Vcf: Zirkulare Faserverkirzung.
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4 Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Doppler-Echokardiographie bei der Maus

In den vergangenen Jahren war es ein Ziel vieler Arbeitsgruppen, funktionelle Herz-
kreislaufdaten der Maus zu erhalten. Im Vordergrund stand insbesondere die kardiovas-
kuldre Phinotypisierung von genetisch verdnderten Mausen. Aktuell konnen sowohl
elektrische wie auch hdmodynamische Parameter ex vivo und in vivo erhoben werden.
Die transthorakale Echokardiographie ist eine nicht invasive Untersuchungsmethode,
die eine funktionelle und eine morphologische in vivo Charakterisierung des kardialen
Phanotyps von Méusen ermdoglicht (102-104). Ferner konnen kardiale Strukturen lokali-
siert werden und zeitliche Verdnderungen von Kammerwénden und Klappen dargestellt
werden. In der Vergangenheit konnten so zuverldssig linksventrikuldre Verdnderungen
wie Wanddicke, Kammergrofle, Masse und Funktion detektiert werden (90;105-110).
Zur Bestimmung von Ventrikeldurchmessern und Wanddicken sind Aufzeichnungen im
Motion (M)-Mode von der parasternalen langen und kurzen Achse geeignet. Insbeson-
dere fiir die aus M-Mode Messungen bestimmbare Verkiirzungsfraktion (FS%) und die
Bestimmung des linksventrikuldren Gewichts (LV-Masse) stellt die Echokardiographie
eine gut untersuchte Methode dar. So gelangen bei der Maus Nachweis von linksventri-
kuldrer Hypertrophie und von eingeschriankter linksventrikuldrer Funktion mittels Be-
rechnung einer Formel nach MANNING et al. und GARDIN et al. (111;112). Das Ma-
ximum des Aortenflusses und des Mitralflusses kann mit einem nach apikal angenéher-
tem Winkel von der parasternalen Lingsachse ausgehend im CW (continuous wave)-
Dopplerverfahren ermittelt werden (103;113). Die Erfassung von absoluten Werten bei
der Doppleruntersuchung des Aortenflusses ist nur eingeschrinkt moglich, da der Win-
kel zwischen dem Dopplerstrahl und dem Blutstrom nicht gleich null ist und so die
Flussgeschwindigkeiten unterschitzt werden. Auch eine optimale Darstellung vom
Apex ausgehend ist aufgrund des sehr kleinen echokardiographisch zuginglichen Fens-
ters nur erschwert moglich. Studien wiesen aber eine gute Vergleichbarkeit von im CW-
Modus erhaltenen angendherten Dopplerwerten an die tatsédchlichen Flussgeschwindig-
keiten nach. Des Weiteren zeigten sich die relativen Dopplerwerte in dieser Arbeit unte-

reinander gut vergleichbar.
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Nahezu gegen null geht der Winkel bei der Dopplerbestimmung des Flusses durch die
Mitralklappe (103).

In dieser Studie wurden echokardiographische Untersuchungen mit dem handelsiibli-
chen Gerdt Philips SONOS 5500 Doppler-Echokardiographiesystem durchgefiihrt.
Zahlreiche Studien haben die gute Einsetzbarkeit der Doppler-Echokardiographie zur
morphologischen und funktionellen Charakterisierung des kardialen Phinotyps bei
Maiusen belegt (113-121). Zur echokardiographischen Systemausstattung gehdrten ein
12 MHz Hochfrequenzschallkopf und ein 15 MHz Linearschallkopf. Der 12 Mhz Sek-
torschallkopf kommt in der klinischen Medizin insbesondere bei padiatrischen und
dermatologischen Fragestellungen zum Einsatz, da er feine Strukturen in einer Tiefe von
0-4 cm abbilden kann und somit auch fiir die Maus-Echokardiographie geeignet er-

scheint.

4.1.2 Mausmodell PP2A im Zeitverlauf

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist ein essentieller regulatorischer Me-
chanismus fiir viele Zellfunktionen. Im Gegensatz zu den gut untersuchten Proteinkina-
sen ist die Aufgabe und Regulation der Proteinphosphatasen fiir die Ausbildung von
Herzerkrankungen noch nicht vollstindig verstanden. Zahlreiche Arbeitsgruppen be-
schrieben das Vorliegen von Serin/Threonin-Phosphatasen vom Typ 1, Typ 2A, Typ 2B
und Typ2C im Herzen. Die kardialen PP1 und PP2A bilden hier etwa 90% der Phospha-
taseaktvititit (33;44;45;122).

Neuere Befunde deuteten auf eine pathologische Rolle der Proteinphosphatasen (PP) fiir
die Entwicklung einer Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz hin: In den aus menschli-
chen insuffizienten Herzen gewonnenen Myokardproben waren die mRNA-Expression
und die Aktivitét der katalytischen Untereinheit von PP1 erhoht (23).

Dartiber hinaus ging diese erhdhte PP1-Aktivitdt mit einer Dephosphorylierung von
kardioregulatorischen Proteinen einher.

Unabhingige Studien zeigten auf, dass auch in menschlichen Myokardbiopsien bei Pa-
tienten im Endstadium der Herzinsuffizienz die kardialen Regulatorproteine PLB und
Tnl im dephosphorylierten Zustand vorlagen (21;44;45;66;68). Ferner wurde eine Sto-

rung in der kardialen Ca*’-Homeostase als eine Ursache fiir die Ausbildung von Herz-
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hypertrophie und Herzinsuffizienz diskutiert. Daher konnte eine vermehrte Aktivitdt von
PP1 und PP2A mit konsekutiver Dephosphorylierung von kardialen Calcium-
regulierenden Proteinen verantwortlich fiir die Induktion einer Herzhypertrophie sein.
Es gibt Hinweise darauf, dass die PP2A ebenso wie die PP1 an der Dephosphorylierung
von den Ca®"-Einstrom regulierenden Proteinen wie u.a. Phospholamban (PLB) beteiligt
ist und sich auf kontraktile Filamente (Tnl) im sarkoplasmatischen Retikulum auswirkt
(46;123). An dieser Stelle wire eine genaue Analyse der Phosphorylierungszustéinde
von ausgesuchten herzregulierenden Proteinen weiterfiihrend.

Eine andere Studie verdeutlichte eine kausale Verbindung zwischen Herzhypertrophie
und erhohter Aktivitdt von PP1 bzw. PP2A im Tiermodell: Eine chronische B-adrenerge
Stimulation durch Isoprenalin-Infusionen fiihrte bei der Ratte zu einer Herzhypertro-
phie, zu einer erh6hten Proteinphosphataseaktivitit (sowohl von PP1 als auch PP2A)
und zu einer Dephosphorylierung von PLB (22). Schlussfolgernd stand fest, dass die
Dephosphorylierung von PLB auf die gesteigerte Aktivitdt von PP1 und PP2A zuriick-
zufiihren ist und dass eine chronische 3-adrenerge Stimulation zu einer Aktivitatssteige-
rung dieser Proteinphosphatasen fiihren kann. Dieses Tiermodell stellt moglicherweise
ein klinisch relevantes Modell fiir das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz dar, da eine
erhohte B-adrenerge Stimulation das typische Kennzeichen bei der menschlichen Herz-
insuffizienz ist und Patienten so erfolgreich durch die Gabe von B-Blockern therapiert
werden konnen.

Durch Hemmung der PP1 mittels Uberexpression eines konstitutiv aktiven Inhibitors
konnte die Kontraktilitditszunahme auf eine B-adrenerge Stimulation in Kardiomyozyten
aus terminal insuffizienten Herzen verbessert werden (65). Auch diese Beobachtung
veranschaulicht die Bedeutung der Proteinphosphatasen als mdglichen Regulator der
Herzkontraktion.

Knockout-Experimente zeigten, dass die PP2A fiir eine normale intrauterine Herzent-
wicklung essentiell ist: Mause mit fehlender katalytischer Untereinheit o der PP2A ver-
starben bereits am 6. embryonalen Tag (124).

BREWIS et al. entwickelten ein transgenes Mausmodell, welches eine dominante nega-
tive Mutante der strukturellen A-Untereinheit von PP2A {iberexprimierte (125). Die
spezifische Uberexpression verinderte die Bindungsstellen der PP2A; die strukturelle

A-Untereinheit konnte so nur die katalytische Untereinheit, jedoch nicht die regulatori-
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sche Untereinheit der PP2A binden. Die Autoren verzeichneten einen im Herzen vorlie-
genden gesteigerten Anteil des PP2A Core-Enzyms (bestehend aus den Untereinheiten
A und C) im Vergleich zum PP2A Holoenzym (bestehend aus der katalytischen Unte-
reinheit C und den regulatorischen Untereinheiten A und B).Es wurden eine erhohte
Sterblichkeit und eine echokardiographisch gesicherte Herzvergroerung mit vermin-
derter kardialer Funktion beobachtet, wiederum dhnlich dem Bild einer dilatativen Kar-
diomyopathie.

Eine spezifische Uberexpression der katalytischen Untereinheit PP1 im Mausmodell
filhrte zur Herzinsuffizienz mit den echokardiographischen Kennzeichen einer dilatati-
ven Kardiomyopathie sowie zu einer erhohten Sterblichkeit (65).

Zur Analyse der spezifischen Bedeutung von PP2A auf die Herzfunktion erfolgten im
Rahmen dieser Dissertation Untersuchungen an einem transgenen Mausmodell mit einer
um 110% erhdhten herzspezifischen Expression der katalytischen Untereinheit PP2Aca
Wir beobachteten eine kompensierte Herzinsuffizienz mit einer Dilatation des linken
Ventrikels, dhnlich dem klinischen Bild einer beim Menschen auftretenden dilatativen
Kardiomyopathie. Die Méuse wiesen im Vergleich zum Wildtypen im ersten Lebensjahr

im Gegensatz zum PP1-Mausmodell keine erhdhte Mortalitét auf.

4.1.3 Vergleich von zwei verschiedenen Mausmodellen - PP2A vs.
GC-A KO

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Doppler-echokardiographische Untersuchungen anna-
hernd identisch zum Versuchsaufbau der PP2A-Maus im Alter von 4, 8 und 12 Monaten
(16, 32 und 48 Wochen) an GC-A Knockout-Tieren durchgefiihrt.

Sowohl das transgene PP2A-Mausmodell als auch das GC-A Knockout-Mausmodell
wiesen eine funktionelle Herzinsuffizienz auf. Wéhrend bei der PP2A-transgenen Maus
eine linksventrikuldre Dilatation mit systolischer Dysfunktion im Vordergrund stand
(d4hnlich dem klinischen Bild einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM)), dhnelte der
echokardiographische Phinotyp des GC-A-Knockout-Mausmodells dem klinischen Bild
einer hypertrophen Kardiomyopathie (HCM). Hier waren eine kardiale Hypertrophie
und eine eingeschriankte diastolische Funktion bei fast unverdanderter systolischer Funk-

tion zu beobachten.
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4.1.4 B-adrenerge Stimulation mit Isoprenalin

Isoprenalin ist ein synthetisch hergestelltes Katecholamin. Im Gegensatz zu den korper-
eigenen Katecholaminen wie Adrenalin, Noradrenalin oder Dopamin, wirkt Isoprenalin
selektiv auf die B-Rezeptoren. Es hat also nahezu keine Wirkung auf die a-Rezeptoren
(126).

Durch die ausgepragte Wirkung auf Bi-Rezeptoren wirkt Isoprenalin positiv inotrop und
chronotrop (127;128). Nach intravenodser oder intraperitonealer Applikation tritt die
Wirkung unverziiglich ein und hélt nur wenige Minuten an. Das Ende der Wirkung ist
in erster Linie eine Folge der Aufnahme von Isoprenalin in das Gewebe (128). Isoprena-
lin koppelt dabei an den adrenergen Rezeptor an, so dass die stimulierende Untereinheit
eines G-Proteins die Adenylatcyclaseaktivitdt erhoht. Dieser Mechanismus fiihrt zur
Erhohung der cAMP-Konzentration und aktiviert die Proteinkinase A, die anschlieend
ihre Zielproteine (z.B. Ca*"-Kanile) phosphoryliert. Diese Reaktionskette fiihrt letztlich
zu einer Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration.

In terminal insuffizienten Herzen wurde eine verminderte Effektivitit von f-adrenergen
Substanzen beobachtet (63), hier lag ursdchlich eine verminderte Katecholamin-
Sensitivitdt aufgrund einer erniedrigten Expression von [-Rezeptoren (Herab-
Regulation) vor.

Die Katecholamin-Belastung im Rahmen einer echokardiographischen Untersuchung
stellt eine in der Literatur etablierte Methode zur Detektierung einer Herzinsuffizienz im
transgenen Mausmodell dar (129-135). Transgen erzeugte Méuse, welchen das Gen fiir
Phospholamban fehlte (PLB Knockout-Méause), zeigten in vivo eine verminderte Ans-
prechbarkeit auf Isoprenalin (136).

Eine andere Studie stimulierte widhrend einer echokardiographischen Untersuchung
CREB-transgene Miuse ebenfalls mit Isoprenalin (137). Zeichen fiir eine in diesem
Maumodell vorliegende herabgesetzte Katecholamin-Sensitivitdit waren ein im Ver-
gleich zur Wildtyp-Maus verminderter Herzfrequenzanstieg und eine fehlende bzw. nur
sehr gering adaptive Steigerung der linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion (Fractional
shortening, FS) nach Katecholamingabe.

Auch bei menschlichen Patienten, die an einer dilatativen Kardiomyopathie erkrankt
sind, wurde eine herabgesetzte Antwort auf eine PB-adrenerge Stimulation beobachtet

(138).
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In einer weiteren Studie wurde durch Uberexpression eines konstitutiv aktiven Inhibi-
tors die Proteinphosphatase 1 (PP1) gehemmt. Diese Hemmung der PP1 fiihrte ex vivo
zur Wiederherstellung einer addquaten Kontraktilitdtszunahme auf B-adrenerge Stimula-
tion in Kardiomyozyten (gewonnen aus teminal insuffizienten Herzen) (65). Dies veran-
schaulicht erneut die Bedeutung der Proteinphosphatasen als moglichen Regulator der
Herzkontraktion und eine Aktivititsinhibierung konnte ein therapeutisches Ziel zur Be-
kdmpfung der Herzinsuftizienz darstellen.

Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe lassen vermuten, dass die PP2A ebenso wie die
PP1 an der Steuerung der Herzkontraktion beteiligt ist. Eine erhohte Aktivitdt fiihrt zu
einer reduzierten Phosphorylierung von herzregulierenden Proteinen mit konsekutiver
Ausbildung einer Herzinsuffizienz.

Auch das in unserer Studie verwendete Mausmodell mit einer herzspezifischen PP2A-
Uberexprimierung wies in den Doppler-echokardiographischen Untersuchungen eine
Herzinsuffizienz auf und wurde daher einer Belastungsuntersuchung mit Isoprenalin
unterzogen. Im Vergleich zum Wildtypen wurde im transgenen Tier in vivo ein tenden-
ziell geringerer maximaler Effekt auf eine f-aderenerge Stimulation beobachtet (123).
Eine Signifikanz konnte jedoch vermutlich aufgrund der kleinen Gruppengrofle (n=10

Tiere) nicht nachgewiesen werden.

4.1.5 Freiwilliges Laufradtraining

In der Literatur werden ,,pathologische* und ,,physiologische Formen der Herzhypert-
rophie unterschieden. Korperliches Training kann zu einer ,,physiologischen* kardialen
Hypertrophie fiihren. Diese Art von Hypertrophie wird durch eine normale kardiale
Struktur mit unauffélligem Muster der kardialen Genexpression charakterisiert und fiihrt
im Zeitverlauf nicht zu einer dekompensierten Kardiomyopathie oder zu Herzversagen
(139;140). Korperliche Aktivitit schiitzt nicht zuletzt vor kardiovaskuldren Erkrankun-
gen und es wurde vormals beschrieben, dass eine physiologische kardiale Hypertrophie
durch moderates Training die Herzfunktion aufrecht erhalt (141).

Im menschlichen Organismus fiihrt ein isotonisches Training wie z.B. Laufen oder
Schwimmen zu einer Vergroferung der Kammerdurchmesser und ggf. zu einer propor-

tionalen Wanddickenzunahme (139;142). Daher konnte ein moderates korperliches
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Training neben der bewidhrten Pharmakotherapie einen alternativen Therapieansatz bei
verschiedenen Herzerkrankungen darstellen.

Allgemeine Richtlinien empfehlen Patienten mit einer kompensierten dilatativen Kar-
diomyopathie die Ausiibung eines moderaten kdrperlichen Trainings (143) und zahlrei-
che klinische Studien belegen ein Profitieren von Patienten mit Herzerkrankungen durch
Teilnahme an einem Rehabilitationsprogramm mit integrierten Trainingsmoglichkeiten
(144-147).

Dabei beschiftigten sich die meisten Arbeitsgruppen mit der ischdmischen Variante ei-
ner Kardiomyopahtie, z.B. der Situation nach einem Myokardinfarkt (143). GIAN-
NUZZI et al. (148) zeigten, dass ein korperliches Training den Verlauf einer linksventri-
kuldren VergroBerung bei Patienten reduzieren konnte. Wiederum andere Studien be-
merkten keine Verdnderung des linksventrikuldren Kammerdurchmessers bei Patienten
mit linksventrikuldrer Infarkt-bedingter Dysfunktion nach einem chronischem Training
(147).

Studien am menschlichen Kollektiv zur Auswirkung eines Ausdauertrainings auf die
(wie hier im PP2A- transgenen Modell vorliegende) dilatative Kardiomyopathie stehen
noch aus. Schwierigkeiten triten hier vor allem durch bestechende Komorbiditdten und
ggf. mangelnde Compliance und Motivation auf (143).

Freiwilliges Nutzen des Laufrades scheint ein natiirliches Verhalten von Labortieren zu
sein, um ihrem Bewegungsdrang nachzugehen (149;150). Studien, die das Laufverhal-
ten im Hinblick auf einen zirkadianen Rhythmus untersuchten, stellten fest, dass die
Tiere vornehmlich in der Aktivitdtsphase, bei Méusen ist dies die Dunkelphase, laufen
(149;150). Das Laufradtraining wurde im Tiermodell zur Beobachtung des Einflusses
von korperlicher Aktivitdt auf verschiedenste Organsysteme, u.a. auch auf das Herz-
Kreislaufsystem, angewendet. Es zeigten sich eine Vielzahl von positiven Trainingsef-
fekten, wie u.a. eine Abnahme des Korpergewichts, Normalisierung des Blutdruckes,
Absinken der Herzschlagrate und eine Stabilisierung des Immunsystems (151;152).
SPENCER et al. (143) generierten ein transgenes Mausmodell, um die Bedeutung eines
moderaten korperlichen Trainings als Therapiealternative zur Behandlung der dilatati-
ven Kardiomyopathie echokardiographisch zu untersuchen: Die CREB-transgenen
Maiuse entwickelten ebenso wie die in unserer Studie untersuchten PP2A-transgenen

Maiuse vergroferte Kammerdurchmesser und eine herabgesetzte kontraktile Funktion.
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Im Gegensatz zum PP2A-Mausmodell wurde bei den CREB-Méusen jedoch eine ge-
steigerte Mortalitit beobachtet. Die Trainingsmdoglichkeiten stellten, dhnlich wie in die-
ser Arbeit beschrieben, im Kéfig integrierte Laufrdder dar, die die Mause freiwillig nut-
zen konnten. Ein Training verhinderte weder ein Fortschreiten des Abfalls der linksvent-
rikuldren Funktion, noch reduzierte sich die Mortalitdtsrate.

In dieser Arbeit entwickelten die PP2A-transgenen Tiere vergroBerte linksventrikulére
Durchmesser und eine eingeschrinkte systolische Funktion, &hnlich dem klinischen
Bild einer dilatativen Kardiomyopathie. Zudem wurde das Trainingsverhalten von
PP2A-transgenen Tieren und Wildtyp-Geschwistertieren gegeniibergestellt. Trainierende
Tiere unserer Versuchsreihe hatten freien Zugang auf ein Laufrad und nutzten dieses
ausgiebig in der Dunkelphase. Die Wildtyp-M4iuse erliefen in dem sechswdochigen Trai-
ningszeitraum eine durchschnittliche Laufstrecke von 125,67 + 57,24 km; demnach bet-
rug die durchschnittliche téglich absolvierte Laufstrecke 3 km. Diese Zahlen decken
sich mit denen verschiedener Arbeitsgruppen mit vergleichbarem Studiendesign: hier
wurden téglich zuriickgelegte Laufdistanzen von 2-4 km beobachtet (149;153).
LERMAN et al. untersuchten sieben unterschiedliche Mausstimme zur Analyse gene-
tisch determinierter Unterschiede im Hinblick auf das Laufverhalten im Rahmen eines
freiwilligen Laufradtrainings (154). C57BL/6J Méuse und Swiss Webster (SW) Mause
zeigten signifikant groBere tiglich zuriickgelegte Laufdistanzen im Vergleich zu anderen
ausgewdhlten Mauslinien (6,4 km bzw. 7,5 km/24h). DBA/1J Miuse hingegen absol-
vierten im Durchschnitt die kleinste téglich zuriickgelegte Laufdistanz (1,4 km/24h). Im
mittleren Bereich befanden sich absteigend die Laufstrecken von FVB/NJ Mausen (4
km/24h), BALB/cByJ Méusen (3,5 km/24h), C3H/HeJ Méusen (3 km/24h) und DBA/2J
Mausen (2,8 km/24h). Die Autoren wiesen darauf hin, dass die erbrachte Trainingsleis-
tung eine hochkomplexe Eigenschaft aus unterschiedlichen Komponenten darstellt: In
die Leistung flieBen neben der kardialen Funktion auch Lungenfunktion, Sauerstoft-
transport und Muskelkontraktion mit ein. Hinzu kommen weniger quantifizierbare Va-
riablen wie Motivation und Verlangen.

In unserer Studie lagen die absolut geleisteten Laufstrecken der PP2A-Miause wihrend
des sechswochigen Trainings durchschnittlich deutlich unter denen der Wildtyp-Mause

(PP2A 9,33 + 5,84 km vs. WT 125,67 + 57,24 km).
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Da das Trainingsprotokoll einen freiwilligen Zugang zu den Laufrddern vorsah, wurden
die EinflussgroBBen ,,Motivation* bzw. ,, individuelle korperliche Eignung® als mogli-
cherweise die Ergebnisse verfilschende Parameter nicht ausgeschlossen. Dennoch wur-
den die Laufrdder von beiden Genotypen rege genutzt. Als Alternative kdnnte in einer
weiteren Versuchsreihe eine erzwungene Trainingsmethode angewandt werden, bei-
spielsweise in Form eines regelméBigen Schwimmtrainings oder eines Laufbandtrai-
nings. Diese Trainingsmethoden wéren hingegen mdglicherweise weniger ,,physiolo-
gisch* und Studien bemerkten wiederum, dass ein Anbieten von freiwilligen Trainings-
moglichkeiten weniger hdufig zu negativen Stressreaktionen bei den Tieren fiihrte
(155).

Wir entschlossen uns daher ein freiwilliges Training {iber einen Trainingszeitraum von 6
Wochen anzubieten, da unabhéngige Arbeitsgruppen mit dhnlichen Studienprotokollen
in den ersten Wochen einen Anstieg der Laufdistanzen feststellten, die dann nach der
sechsten Woche auf einem Hochstwert stagnierten (98).

Als Nebenbefund konnte beobachtet werden, dass die weiblichen Tiere tendenziell we-
niger Laufstrecke absolvierten als die ménnlichen Tiere. Gleichzeitig beobachteten wir
seitens der Weibchen eine vermehrte Neigung zum Nestbau im Laufrad.

Das freiwillige Ausdauertraining flihrte bei PP2A-transgenen Tieren zwar nicht zu einer
Verzégerung der genetisch vorprogrammierten Herzinsuffizienz, die Entwicklung der
Herzinsuffizienz wurde aber auch nicht akzeleriert (z.B. in Richtung einer dekompen-
sierten Form). Im Allgemeinen waren die herzinsuffizienten PP2A-transgenen Tiere
trainierbar. In diesem Modell einer genetisch bedingten Herzinsuffizienz aufgrund ver-
starkter Phosphatase-Aktivitdt scheint somit ein physiologisches korperliches Training

keine schiadlichen Auswirkungen zu haben.

4.1.6 Einfluss der Ketamin/Xylazin-Narkose

Die aktuelle Literatur berichtet iiber zahlreiche Narkoseverfahren zur Sedierung von
Maiusen. Neben der in dieser Studie hauptsichlich verwendeten Ketamin/Xylazin-
Narkose wurden von anderen Arbeitsgruppen Injektionsnarkotika, wie z.B. Diazepam

(i.p.), Pentobarbital oder Inhalationsnarkotika wie z.B. Isofluran verwendet. Die einzel-
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nen Narkoseformen wirken sich jeweils unterschiedlich auf das murine Herzkreislauf-
system aus und kénnen so echokardiographische Untersuchungsergebnisse verdndern.
Ein ideales Narkosemittel fiir die Mausechokardiographie sollte eine moglichst geringe
Auswirkung auf die Herzfunktion aufweisen und aufgrund der relativ kurzen erforderli-
chen Untersuchungszeit von ca. 20 Minuten gut steuerbar sein.

Im Vergleich zu in anderen Studien verwendeten Diazepam- und Inhalationsnarkosen
wirkte die in unserer Studie verwendete Kombinationsanisthesie aus Ketamin und Xy-
lazin negativ inotrop und negativ chronotrop: kurz nach der Injektion beobachteten wir
bei der Wildtyp-Maus regelméBig eine Bradykardieentstehung mit einer durchschnittli-
chen Herzfrequenz von 317 £+ 13 Schldgen pro Minute, bei der PP2A-transgenen Maus
mit Durchschnittswerten von 349 + 6 Schligen pro Minute. Demgegeniiber wird in der
Literatur unter Anwendung einer Isoflurannarkose von einer deutlich héheren Herzfre-
quenenz um 438 + 45 Schlidge pro Minute berichtet (156).

Verschiedene Arbeitsgruppen beschreiben ebenfalls einen Herzfrequenzabfall unter Ke-
tamin/Xylazin-Narkose auf durchschnittliche Werte von 333 + 63 Schlidge pro Minute
(157-159). Zum Vergleich liegt die physiologische Ruhefrequenz von wachen Méusen
mit 550-620 Schldgen pro Minute (160) deutlich {iber der Frequenz von mittels Keta-
min/Xylazin narkotisierten Tieren.

Aufgrund der negativ inotropen und chronotropen Wirkung der Ketamin/Xylazin-
Narkose wiesen Méause zusitzlich eine verminderte linksventrikuldre Verkiirzungsfrak-
tion (FS%) auf.

Gleichzeitig beobachteten wir hdufig einen Wirkungsiiberhang der Narkose von ca. 20
Minuten: einer moglichen Unterkiihlung der Maduse wurde mit Rotlichtbestrahlung ent-
gegengewirkt.

Wiederum andere Arbeitsgruppen verwendeten Diazepam zur Narkotisierung der Maus
(95). Diazepam, ein Benzodiazepin, wirkt intraperitoneal appliziert sowohl sedativ als
auch anxiolytisch. Trotz standardisierter Applikation variierten der Zeitpunkt des Wir-
kungseintritts und die Wirkdauer stark von Maus zu Maus. Da unter Sedierung mit Ke-
tamin/Xylazin (25mg / 10mg i.p.) eine massive Bradykardieneigung bei 12 Monate al-
ten GC-A KO Madusen auffiel, wechselten wir das Narkose-Regime zu Diazepam
(17,5mg Diazepam (Valium®) pro kg Korpergewicht i.p.). Hierunter lag die durch-
schnittliche Herzfrequenz der GC-A KO Maus bei 488 + 47 Schldgen pro Minute, bei
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der Wildtyp-Maus beobachteten wir eine Herzfrequenz von durchschnittlich 420 + 57
Schldgen pro Minute. Diese Werte niherten sich denen einer physiologischen Herzfre-
quenz unter Ruhebedingungen an.

Wiederum andere Arbeitsgruppen préferierten eine echokardiographische Untersuchung
an wachen, nicht narkotisierten Mausen (93), hier wurde jedoch ein stressinduzierter
sympathischer Herzfreqenzanstieg beobachtet.

Einige Studien zeigten deutliche technische Vorteile bei der Verwendung von Keta-
min/Xylazin fiir die Maus-Echokardiographie auf (161): Die langsamen Herzfrequenzen
ermoglichen eine bessere zeitliche Bildauflosung und damit auch die Darstellung be-
sonders feiner anatomischer Strukturen, wie z.B. der Ventrikelwdnde. Zudem wird bei
langsameren Frequenzen ein Verschmelzen von E- und A-Welle des Mitralisstroms ver-
hindert, so dass die diastolische Ventrikelfunktion einfacher bestimmt werden kann
(161). Da zahlreiche Arbeitsgruppen die Anidsthesie mit Ketamin/Xylazin in der Ver-
gangenheit erfolgreich angewendet haben (91;94;113;162;163), entschieden wir uns

nach Abwigen der Vor- und Nachteile ebenfalls fiir diese Narkoseform.

4.2 Ausblicke

In den letzten Jahren beschiftigten sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit der kardiovasku-
laren Phénotypisierung von transgenen Mausmodellen.

Wir untersuchten ein transgenes Mausmodell mit einer herzgerichteten Uberexpresssion
von PP2A, um die pathogene Rolle der Proteinphosophatase fiir die Ausbildung von
Herzerkrankungen zu analysieren. PP2A-transgene Miuse entwickelten eine kompen-
sierte dilatative Kardiomyopathie. Fraglich bleibt der verfalschende Einfluss der kardio-
depressiv wirkenden Ketamin/Xylazin-Narkose auf die Untersuchungsergebnisse. Hier
konnten zur Klarung Untersuchungen mit alternativen Narkosemitteln angeschlossen
werden.

Ein freiwilliges sechswochiges Laufradtraining flihrte bei trainierenden Tieren zu posi-
tiven kardialen Effekten, sowohl transgene Mause als auch Wildtypen nutzten die Lauf-
rdder. Die transgenen Mause zeigten sich trotz manifester Herzinsuffizienz trainierbar.
Im direkten Vergleich nutzten die herzinsuffizienten PP2A-transgenen Méuse das frei-

willige Trainingsangebot weniger intensiv. Ein Grund konnte die reduzierte physikali-

74



Diskussion

sche Verfassung bei vorliegender dilatativer Kardiomyopathie sein. Ein erzwungenes
korperliches Training, wie z.B. ein Schwimmtraining wiirde zu einer identischen Trai-
ningsbelastung von trainierenden Wildtyp- und transgenen Maiusen fiihren. Als Konse-
quenz wire ein echokardiographischer Vergleich zwischen den Trainingsgruppen besser
moglich. Zum Erhalt signifikanter Werte wire ggf. eine Ausweitung der Gruppengrofle
von trainierenden und nicht trainierenden Méusen notwenig.

Natiirlich lassen sich Riickschliisse aus Messwerten der transgenen Maus nur mit grof3er
Vorsicht auf den menschlichen Patienten iibertragen, da artspezifische Unterschiede,
insbesondere in der HerzgroBe und der Herzfrequenz bestehen (164). Unter anderem
liegt die physiologische Herzfrequenz der Maus ungefdhr zehnfach iiber der des Men-
schen (160). Hinzu kommen multiple rassenspezifische Unterschiede auf Zellebene,
z.B. wurden unterschiedliche Signalwege und Mediatoren fiir Maus und Mensch beo-
bachtet. Unter Beriicksichtigung dieser Punkte geben transgene Tiermodelle ein grund-
legendes Verstdndnis iiber unterschiedlichste Grunderkrankungen (164) und koénnen als
Basis fiir die Entwicklung von neuen Erkrankungshypothesen fungieren.

Es bleibt unklar, ob ein Maus-Modell die therapeutischen Antworten der menschlichen
Kardiomyopathie imitieren kann (143). An dieser Stelle sollte betont werden, dass wir
unsere Trainingsuntersuchungen nur an einem einzigen Mausmodell mit einer dilatati-
ven Kardiomyopathie durchgefiihrt haben. Mause mit einer Kardiomyopathie aufgrund
anderer Ursachen konnten laut SPENCER et al. unterschiedlich auf ein Training reagie-
ren (143).

Insgesamt legen unsere am Mausmodell gewonnenen Befunde nahe, dass ein moderates
korperliches Training auch fiir menschliche Patienten mit einer kompensierten Herzin-
suffizienz eine die Pharmakotherapie unterstiitzende Therapiealternative, z.B. im Ablauf
eines Rehabilitationsprogrammes darstellen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlielich echokardiographische in vivo Beobach-
tungen der PP2A-transgenen Mauslinie und der GC-A Knockout Mauslinie erbracht.
Weiterfithrende morphologische Analysen von Biopsien aus transgenen Mausherzen zur
Untersuchung auf Myokardschdden wie Fibrose- oder Nekrosebildung, sowie biochemi-
sche Untersuchungen zum Aktivierungszustand kardialer Regulatorproteine, wie Phos-
pholamban (PLB) und Troponin-I (Tnl), sind detailliert in den Vertffentlichungen unse-

rer Arbeitsgruppen beschrieben.
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