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1. Einleitung

Die Desmin-assoziierte Kardiomyopathie gehért zu den Desminopathien (DP), einer
heterogenen Gruppe von Erkrankungen, die auf unterschiedliche genetische
Alterationen des Strukturproteins Desmin (DES) zurtckzufthren sind. Sie haben diverse
Erkrankungen verschiedenster Auspragung, hauptséchlich der Muskulatur, zur Folge
(Clemen et al., 2013). Klinisch besonders bedeutend sind die kardialen Phanotypen, da
hieraus Kardiomyopathien, teils auch mit Todesfolge, resultieren kdnnen (Spaendonck-
Zwarts et al., 2011). Die bisher am haufigsten beschriebene Mutationsform des DES-
Gens ist die Missense-Mutation R350P. Die Mutationstrager bilden einen skelettal-
kardialen Mischtyp der Myopathie aus, wobei Manner haufiger und schwerer betroffen
sind als Frauen (Walter et al., 2007). Die pathophysiologischen Ursachen beim
Menschen sind bisher nicht hinreichend aufgeklart. Aus diesem Grund befasst sich
diese Dissertationsarbeit mit der elektrophysiologischen Charakterisierung des zugeho-

rigen Phanotyps an einem Mausmodell, welches als ,human mimikry“ dient.

1.1 Kardiomyopathie
Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen des Myokards. Die
Folge ist eine myokardiale Dysfunktion mit h&aufiger, aber nicht zwingender ventrikularer

Hypertrophie oder Dilatation. Man kann sie in zwei Hauptgruppen einteilen:

1.1.1 Primare Kardiomyopathien

a. Hypertrophe Kardiomyopathie (obstruktiv sowie nicht obstruktiv)

b. Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie

c. Non-Compaction-Kardiomyopathie

d. Kardiomyopathien durch Anomalien des Reizleitungssystems (z. B. Lenegre-
Krankheit, Wolff-Parkinson-White-Syndrom)

e. lonenkanalerkrankungen (z.B. Long-QT-, Short-QT- und Brugada-Syndrom;
katecholaminerge polymorphe ventrikulare Tachykardie)

f. Dilatative Kardiomyopathie

g. Restriktive Kardiomyopathie

h. Erworbene Kardiomyopathien (Myokarditiden, Stress, Tachykardie)
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Diese teilen sich in genetische (a—e), erworbene (h) und gemischte (f, g) Formen auf.
Sie sind in ihrer Auspragung hauptséachlich auf das Herz beschrankt und kénnen in je-
dem Alter auftreten (Beckmann et al., 2011; Maron et al., 2006).

1.1.2 Sekundéare Kardiomyopathien
Diese Formen sind als extrinsisch zu betrachten, da aufRerhalb des Herzens liegende
Systemerkrankungen die Entstehung verursachen. Als solche sind auszugsweise zu

nennen (Maron et al., 2006):

Infiltrative Genese (z. B. Amyloidose, M. Gaucher)
Speichererkrankungen (z. B. Himochromatose, M. Fabry)
Toxische Faktoren (z. B. Drogen)

Inflammatorische Ursachen (z. B. Sarkoidose)

® 2 6 T 9o

Endokrine Erkrankungen (z. B. Diabetes mellitus, Hyperthyreose)

Die klinischen Konsequenzen solcher Kardiomyopathien (z. B. Herzinsuffizienz) sind
weitreichend und nehmen héufig einen progressiven Verlauf. Teilweise ist die Ursache
genetisch bedingt (z. B. durch Mutationen von Strukturproteinen). So zeigen sich DES-
Mutationen alleine bei der dilatativen Kardiomyopathie, der haufigsten Form der Kardio-
myopathien (Li et al., 1999), in ein bis zwei Prozent der Falle verantwortlich (Taylor
et al., 2007).

1.2 Herzrhythmusstoérungen

Ein elektrophysiologisches Korrelat von Kardiomyopathien sind mitunter letale
Arrhythmien (Maron et al., 2006). Erschwerend kommt hinzu, dass bei diesen Er-
krankungen gefahrliche Herzrhythmusstérungen (HRST) bereits vor dem Auftreten hin-
weisender Symptome wie Leistungseinschrankungen einsetzen und zum plétzlichen
Herztod fuhren kbnnen (Beckmann et al., 2011). Grundsétzlich lassen sich als Ursachen
fur HRST myokardiale (z. B. koronare Herzkrankheit, Kardiomyopathien), hamo-
dynamische (z. B. Klappenvitien) und extrakardiale (z. B. Elektrolytstérungen, Noxen)
Atiologien unterscheiden. Die Arrhythmien selbst lassen sich wiederum in verschiedene
Typen (Reizbildungsstérungen, Leitungsstérungen, Tachykardien) klassifizieren (Herold,
2011). Fur das Beispiel der Kardiomyopathien sind hauptséachlich Tachyarrhythmien
(Maron et al.,, 2006), wie z. B. Vorhoffimmern (VHF) bzw. —flattern und Kammer-

flimmern, sowie diverse Leitungsstérungen (Pruszczyk et al., 2007), wie beispielsweise
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atrioventrikulare (AV) Blockaden, relevant. Allen diesen Rhythmusstérungen gemein ist
eine veranderte Leitungseigenschaft des Myokards. Die Ursachen dieser Konduktions-
alterationen sind vielfaltig. Grof3tenteils sind jedoch Strukturveranderungen des
Myokards (Zellhypertrophie, Fibrose und Narbengewebe), modifizierte Offnungswahr-
scheinlichkeiten und Expressionsmuster verschiedener lonenkanale, z. B. flr Natrium,
Kalzium (Ca) und Kalium (Han et al., 2001; Tomaselli und Marban, 1999; Tomaselli und
Zipes, 2004), sowie Gap Junctions (Wilson und Rosenbaum, 2007) verantwortlich. Zu-
dem beeinflussen Veranderungen der lonenkanalkonstellation das Aktionspotential (AP)
von Myozyten (Greiser et al., 2010; Mitsuyama et al., 2014; Wilson und Rosenbaum,
2007) sowie deren Refraktarphase (s. Abb. 1).
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Abb. 1: Aktionspotential am Beispiel eines ventrikularen Myozyten

Das Aktionspotential (AP) durchlauft verschiedene Stadien: Depolarisation (0), frihe
Repolarisation (1), Plateauphase (2), Repolarisation (3), Ruhemembranpotential (4). Die
unter ,Strom* aufgelisteten lonenstrome (Ina ... Iks) tragen zu unterschiedlichen Zeit-
punkten zum AP bei. Bis Phase 2 des AP ist die Zelle absolut refraktar. Ab Phase 3
(relative Refraktarphase) ist das Membranpotential soweit repolarisiert, dass bereits
kleine Spannungsunterschiede (z. B. ektope Reize) ein neues AP auslosen kdnnen
(modifiziert nach Tomaselli und Marban, 1999).
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1.3 Arrhythmogenese
Trifft ein Erregungsreiz gleich welcher Ursache auf eine Zelle, sind drei Moglichkeiten
denkbar (Huppelsberg und Walter, 2005):

1. Istdie Zelle erregbar (Phase 4; s. Abb. 1), kann der Impuls weitergegeben werden.

2. Er trifft in der absoluten Refraktarphase des AP (Phase 2; s. Abb. 1) ein und wird
nicht fortgeleitet.

3.  Wird die vulnerable Phase (Phase 3; s. Abb. 1) getroffen, so resultieren friihzeitig
erneute Depolarisationen (s. Abb. 2) und kdnnen sich unkontrolliert ausbreiten, in-

dem sie weitere Zellen in dieser Phase treffen.

Der Zeitpunkt des Eintreffens einer Erregung in den Verlauf eines AP entscheidet also
Uber die Entstehung oder das Ausbleiben einer Arrhythmie. Daher ist es innerhalb eines
zu erregenden Areals notwendig, dass die Aktionspotentialdauer (APD) in den einzel-

nen Zellen zeitlich aufeinander abgestimmt ist:

A friihe Nachdepolarisation B spéate Nachdepolarisation

Abb. 2: Nachdepolarisationen

Effekt von Nachdepolarisationen auf das Aktionspotential einer Zelle in Abhangigkeit
vom Zeitpunkt des Einfalls: Je spater, desto mehr lonenkanale sind rekrutierbar und ein
umso geringerer Impuls (gestrichelte Linie) ist notwendig, um eine Nachdepolarisation
(durchgezogene, rote Linie) auszuldsen (modifiziert nach Kreppel, 2005).
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Physiologischerweise wird ein AP eines Myozyten innerhalb des Myokards tber Gap
Junctions (GJ) auf eine weitere erregbare Zelle tUbertragen (Wilson und Rosenbaum,
2007) und l6st dort ein neues AP aus. Da eine Herzaktion genau gesteuert sein muss,
ist es wichtig, eine Erregung der bereits zuvor aktivierten Zellen auszuschlie3en
(Schram et al., 2002). Dies wird durch verschiedene Mechanismen ermdglicht, welche
die Refraktarphase (und somit die vulnerable Phase) zeitlich verlagern. Die zu Beginn
des Reizleitungssystems entstehenden APs verfiigen tber eine langere APD als die im
weiteren Verlauf der Reizleitungsbahn (Boyett et al., 1999; Schram et al., 2002). Es ist
zusatzlich aber auch eine Adaptation der APD an die Herzfrequenz (HF) notwendig
(Grandi et al., 2011). Eine relative Verkirzung bei hoher HF verhindert, dass zufallig
vorher einfallende APs unkontrollierte Nachdepolarisationen auslésen. So wird gewahr-
leistet, dass die Erregungsrichtung entsprechend einer vorgegebenen Bahn verlauft
(s. Abb. 3A). Befinden sich innerhalb des zu erregenden Areals jedoch Zellen, welche
aus verschiedenen Grinden (z. B. Myokardnarben) refraktér sind, bricht die Ausbreitung
in diese Richtung ab. Folglich nimmt die Erregungsfront einen alternativen Verlauf. Die
Weiterleitung kann nun in Richtung der urspriinglich bereits erregten Zellen verlaufen
und diese, da jetzt nicht mehr refraktédr, erneut aktivieren (s. Abb. 3B). Da diese
Ausbreitung einem nicht vorgesehenen Muster entspricht, besteht die Gefahr, dass eine
kreisende Erregung (Reentry) entsteht (s. Abb. 3C). Dieser Reentry erhélt sich nun
selbst aufrecht und interferiert mit der eigentlichen physiologischen Signalausbreitung
innerhalb des Myokards: Rhythmusstérungen kénnen die Folge sein (Herold, 2011).
Dieses Prinzip der alterierten Leitungseigenschaft und der daraus resultierenden
Reentries stellt die Entstehungsgrundlage fur viele klinisch relevante HRST dar (Bingen
et al.,, 2014; Tomaselli und Zipes, 2004). Fur das weitere Verstandnis verschiedener
Typen von HRST (z. B. VHF, Vorhofflattern, AV-Knoten-Reentry-Tachykardie, Kammer-
flimmern) muss man bertcksichtigen, dass sich die APs in Atrium und Ventrikel vonei-
nander unterscheiden (Grandi et al., 2011; Schram et al., 2002).
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Abb. 3: Kreisende Erregung

A: Die physiologische Erregungsausbreitung verlauft entlang einer vorgegebenen
Bahn.

B: Eine Erregungswelle trifft auf in diesem Moment nicht erregbares (orange) und
absolut refraktares Areal (rot). Sie wird um diese Stelle herumgeleitet und verlauft in
der Folge retrograd entlang des vorher refraktdren Bereichs (gebogener Pfeil). Es
folgt eine Erregung in die falsche Richtung, sodass sich diese nun selbst erhalt.

C: Eine kreisende Erregung entsteht.

modifiziert nach Kreppel, 2005
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A 0mV
Sinusknoten
-50 mV
30 mV
B
Atrium
-75mV
30 mV
C
Ventrikel
-80 mV

Abb. 4: Aktionspotentiale im Herzen
lllustration unterschiedlicher Aktionspotentialmuster je nach Lage im Herzen (modifiziert
nach Schram et al., 2002)

1.3.1 Atrium

Wie man in Abb. 4 sehen kann, unterscheiden sich die AP-Verlaufe im Atrium von
denen im Ventrikel. Im Atrium herrscht ein positiveres Ruhemembranpotential vor, das
Plateau (Phase 2) ist verkirzt, Phase 3 hingegen relativ verlangert. Dies liegt an der
unterschiedlichen Zusammensetzung der im jeweiligen Myokard vorkommenden lonen-
kanéle (Grandi et al., 2011; Schram et al., 2002). Der Kaliumeinwartsgleichrichterstrom
(Ikz) der atrialen Myozyten ist schwacher, was das positivere Ruhepotential und die ver-
langerte Repolarisation erklart. Gleichzeitig spielt der Kaliumauswartsgleichrichterstrom

(Ikur) via ultra-rapid Kalium-outward-rectifier Kyg hierbei eine tragende Rolle. Dieser
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lonenkanal wird ausschliel3lich im atrialen Myozyten exprimiert (Li et al., 1996a) und
tragt mit seinem Strom zu einem frihen Eintritt der Repolarisation bei (Schram et al.,

2002). Dies resultiert netto in einer relativ zum Ventrikel verkiirzten APD.

1.3.1.1 Vorhofflimmern

Die Entstehungsgrundlage flr chronisches VHF liegt dem aktuellen Wissensstand zu-
folge in einer Verkirzung der APD (Grandi et al., 2011; Yue et al., 1997) und somit in
einer erhdhten Anfalligkeit fir Nachdepolarisationen (s. Abb. 2) begrindet. Vermutlich
bedingt durch eine erhohte Aktivitat der Ca®*/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase
(CaMKIl) und Proteinphosphatasen (Christ et al., 2004; Greiser et al., 2010; Neef et al.,
2010) kommt es zu veranderten Phosphorylierungsgraden an Kanalproteinen wie
L-Typ-Ca-Kanéalen, Natrium-Ca-Austauschern (NCX) und Ryanodin-Rezeptoren (RyR).
Die Folge ist zum einen ein verminderter systolischer Ca-Influx via L-Typ-Ca-Kanale mit
dem Resultat einer konsekutiv verkirzten APD (Van Wagoner et al., 1999). Zum ande-
ren konnten Neef et al. zeigen, dass es durch Ca-sensitivierte RyRs zu Spontan-
entladungen von Ca aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in der Diastole kommt,
welche zu einem zytosolischen Overload mit Ca fuhren (Neef et al., 2010). Da NCX bei
VHF ebenfalls hochreguliert ist (Neef et al., 2010), wird Ca zugunsten von Natrium aus
der Zelle gepumpt. Der dabei resultierende Natrium-Einstrom (N fuhrt zu einer
Depolarisation (Greiser et al., 2010; Neef et al., 2010). Grandi et al. konnten aufzeigen,
dass der physiologische Natrium-Strom malf3geblich die Frequenzadaptation der APD
steuert (Grandi et al., 2011). Da dieser durch das Ca-Remodeling ebenfalls gestort ist,
kénnen atriale Myozyten bei VHF ihre APD nicht an die HF anpassen. N+ sowie die zu-
satzliche Verklrzung der APD begunstigen die Entstehung spater Nachdepolarisationen
mit der Folge unkontrollierter Erregungsausbreitungen (Greiser et al., 2010; Neef et al.,
2010). Dies wiederum fuhrt zu ungleichméafiig erregtem Vorhofmyokard und kann in der

Entstehung von mehreren kleinen Reentry-Kreisen resultieren (Bingen et al., 2014).

1.3.2 Ventrikel

Die bisher vertretene Auffassung hinsichtlich der Genese von ventrikularen Arrhythmien
unterscheidet sich von der fir atriale HRST. Die Erklarung liegt in der Beschaffenheit
der APs und somit in deren APD begrindet. Wesentlicher Bestandteil des APs im

ventrikularen Myozyten ist die Plateau-Phase (Phase 2). Es wird hauptsachlich durch
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L-Typ-Ca-Kanéle und deren Strom (lca) erzeugt (Carmeliet, 1993). Der entgegen-
wirkende Kaliumausstrom hat im Gegensatz zum Atrium nur drei Bestandteile (Ito, Ik
und lgs), da Kyg nicht exprimiert wird (Li et al., 1996a; Tomaselli und Marban, 1999). Die
Repolarisation wird deshalb spater eingeleitet. Je langer die APD, desto eher ergibt sich
ein kritischer Zustand, in dem leichte Veranderungen von lonenstromen den Unter-
schied zwischen Repolarisation oder verlangerter Depolarisation ausmachen kdnnen
(Tomaselli et al., 1994).

1.3.2.1 Ventrikuléare Tachykardie und Kammerflimmern

Beschrieben sind zwei Mechanismen, die diesen HRST zugrunde liegen (Herold, 2011):

1.3.2.1.1 Gesteigerte Automatie

Pogwidz beschrieb verschiedene intrazellulare Veranderungen des Myozyten, die eine
gesteigerte Automatie zur Folge haben. Durch die erhdhte Spontanentladung der Zellen
kommt es zu einer tachykarden Rhythmusstérung. Die zugrunde liegenden Mecha-
nismen scheinen erhéhte Expressionsmuster fiur NCX und verminderte Ausbildungen
von Kaliumeinwartsgleichrichter-Kanalen (Kr) zu sein, welche verspatete Nach-
depolarisationen zur Folge haben. Ebenso fanden sich Hinweise auf eine erhdhte intra-

zellulare Ca-Last durch R-adrenerge Stimulation (Pogwizd und Bers, 2004).

1.3.2.1.2 Kreisende Erregungen

Physiologischerweise passt sich auch im Ventrikel die APD an die HF an (Carmeliet,
1993). Wird allerdings eine bestimmte Frequenz Uberschritten, verkirzt sich die Diastole
soweit, dass nicht mehr alle zur Depolarisation notwendigen lonenkanéle (hauptsachlich
Ca-Kanale) aktivierbar sind. Das Resultat ist eine verkirzte APD. Da die nachste
Diastole nun folglich langer ist, sind alle lonenkanale wieder rekrutierbar. Die folgende
APD ist demzufolge ebenfalls wieder prolongiert. Dieses Phanomen wird als
APD-Alternanz bezeichnet. Ubertragt sich ein AP korrekt auf die nachste Zelle und
verhalten sich die APDs beider Myozyten synchron zueinander, spricht man von
Konkordanz (s. Abb. 5B). Im Falle einer herabgesetzten Fortleitungsgeschwindigkeit
zwischen Zelle A und Zelle B (z. B. durch eine Extrasystole) wirden sowohl die Diastole
als auch die APD von B verlangert werden, wahrend die Repolarisationszeiten von A
verklrzt wirden. Folglich sind die APDs von Zelle A und B phasenverschoben. Diesen

Zustand nennt man diskordant (s. Abb. 5B*). Ergibt sich ein ahnliches Phanomen ein
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weiteres Mal, so kann eine Nachdepolarisation erzeugt werden (s. Abb. 5C*). Entspre-
chend dem Muster bei VHF entsteht auch hierbei ein inhomogenes Myokard, in dem die
APDs der einzelnen Zellen nicht mehr synchron zueinander verlaufen. Kreisende
Erregungen konnen die Folge sein (Wilson und Rosenbaum, 2007). Je nach Durch-
messer eines Reentry ergibt sich entweder eine ventrikulare Tachykardie (VT) oder
Kammerflimmern. Der exakte Mechanismus auf Zellebene, der diesem Ph&nomen zu-
grunde liegt, ist bis jetzt noch nicht verstanden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass
auch hier Stérungen im Gleichgewicht zwischen Ca-Influx und -efflux aus der Zelle vor-
liegen. Wilson et al. folgerte aus seinen Untersuchungen, dass es scheinbar zellulare
Mechanismen gibt, welche eine Anfalligkeit fir ADP-Alternanz bereits bei niedrigeren
HFs begunstigen (Wilson und Rosenbaum, 2007). Wan et al. konnten zeigen, dass sich
Alternanz-empfindliche Myozyten durch einen verlangsamten Ca-Reuptake aufgrund
verminderter Exprimierung von RyRs und SERCAZ2a (Kalzium-ATPase des sarko-
plasmatischen Retikulums) auszeichnen (Wan et al., 2005). Des Weiteren legten
Ergebnisse von Mitsuyama et al. eine erhohte CaMKII-Aktivitat in Myozyten dar, welche
mit modulierten Phosphorylierungsgraden verschiedener lonenkanale einhergeht
(Mitsuyama et al., 2014).
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, Extrasysiole Kammerflimmern

C Myozyt 1

}H
m_h

Myozyt 2

kreisende Erregung

Entstehung einer Arrhythmie:

Eine weitere Extrasystole (*) Gbertragt sich von Myozyt 1 auf Myozyt 2 und |ost eine Mach-
depolarisation aus. Diese trifft wiederum in die vulnerable Phase von Myozyt 1. In der Kon-

sequenz kdnnen kreisende Erregungen entstehen.

Abb. 5: Aktionspotential-Alternanz
lllustration der Genese von Aktionspotential-Alternanz als Entstehungsgrundlage von

ventrikularer Arrhythmie (modifiziert nach Oshodi et al. 2008).
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1.4 Desmin

1.4.1 Beschreibung

DES gehort zur Familie der Intermediarfilamente (IF), welche sechs Untergruppen mit
insgesamt 70 verschiedenen Proteinen beherbergt. Es wurde 1977 erstmals isoliert
(Costa et al., 2004; Herrmann und Aebi, 2000). Als Protein der IF-Klasse Il kommt es
hauptsachlich in Skelett-, Herz- und glatter Muskulatur vor. Im Skelettmuskel bildet DES
ein dreidimensionales Netzwerk im Bereich der Myofibrille aus (Costa et al., 2004;
Kouloumenta et al., 2007). DES-Mutationen konnen verschiedene Erkrankungen der

Skelett- und Herzmuskulatur zur Folge haben (Spaendonck-Zwarts et al., 2011).

1.4.2 Genetik

Das humane DES-Gen wurde 1989 zuerst beschrieben (Costa et al., 2004): Es ist auf
Chromosom 2q35 lokalisiert, ca. 8,3 kb lang und wird von einer Locus-Control-Region
(Li et al., 1989; Tam et al.,, 2006) reguliert. Bisher sind 67 krankheitsverursachende
Mutationen dieses Gens beschrieben worden (Clemen et al., 2013). Interessant ist,
dass die Lokalisation der Genveranderung Einfluss auf den Phanotyp nimmt:
Mutationen, die Veranderungen in der Coil-2-Domane (s. Abb. 6) verursachen, haben
haufiger isoliert neurologische Phanomene zur Folge, wahrend Alterationen in der
Head- oder Tail-Doméne zu Auspragungen von kardialen Symptomen tendieren. Meist
werden DES-assoziierte Myopathien autosomal-dominant vererbt (Spaendonck-Zwarts
et al., 2011). Haufig finden sich Missense-Mutationen mit Transition oder Transversion
einzelner Aminosauren. Die in Deutschland héaufigste Form ist die Punktmutation mit
Austausch von Arginin durch Prolin an Position 350 (R350P) in heterozygoter
Auspragung (Clemen et al.,, 2013; Walter et al.,, 2007). Es gibt auch autosomal-
rezessive Erbfolgen oder sporadische Mutationen, allerdings kommen diese deutlich
seltener vor (Clemen et al., 2013).

1.4.3 Struktur

Das humane DES ist ein Protein aus 470 Aminosauren mit einem Molekulargewicht
von 53,5 kDa und hat seinen isoelektrischen Punkt bei pH 5,4 (Clemen et al., 2013;
Costa et al., 2004). Seine Molekularstruktur entspricht dem allgemeinen Aufbau von IFs
(s. Abb. 6).



21

1.4.3.1 Rod

Die zentrale Struktur ist die ,Rod“-Domane. Diese besteht aus drei helikalen Ab-
schnitten (Coil 1a, Coil 1b und Coil 2), welche durch Polypeptide, sogenannte Linker
(L1, L12), voneinander getrennt sind (Bar et al., 2005; Clemen et al., 2013; Nicolet et al.,
2010). Sie kann mit einem weiteren IF ein Dimer ausbilden, indem sich beide Filamente
Helix-artig umeinander winden. Diese Formation wird durch eine repetitive Heptapeptid-
Sequenz innerhalb eines IF-Molekuils mittels Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert.
Da es sich um helikal umeinander gewickelte Helizes handelt, spricht man von ,Coiled
Coils* (Bar et al., 2005; Burkhard et al., 2001; Clemen et al., 2013).

1.4.3.2 Head und Tail
Je am N- und C-terminalen Ende des ,Rod" liegt ein weiteres Polypeptid an: ,Head"-
und ,Tail“-Doméne. Beide sind von nicht-helikaler Struktur und in ihrer Aminosaure-

Sequenz recht variabel (Bar et al., 2005; Herrmann und Aebi, 2004).

1.4.3.3 Ausbildung von Strukturfilamenten

Durch Phosphorylierung kann, wie bei allen IFs, die Polymerisierung von DES reguliert
werden: Je zwei dieser Dimere lagern sich zu Tetrameren zusammen (Costa et al.,
2004; Herrmann et al., 1996). Diese wiederum lagern sich parallel zueinander an und
bilden sogenannte ,unit length filaments* aus (Herrmann et al., 1996; Herrmann und
Aebi, 2000), welche sich letztlich in serieller, longitudinaler Ausrichtung zu IFs zusam-
mensetzen (s. Abb. 7). Da DES in der Lage ist, sowohl Homo- als auch Heterodimere
mit anderen IFs auszubilden, kénnen auf diesem Weg Isoformen entstehen (Costa et
al., 2004). Diese Befahigung lasst den Schluss zu, dass hierdurch das Filament-
Netzwerk strukturell verandert und an Anforderungen (z. B. Starkung der Zellintegritét)
angepasst werden kann, die einer bestimmten Zellform (z. B. Myozyt oder Purkinje-

Faser) spezifisch abverlangt werden.
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Abb. 6: Desmin-Gen

Skizze des humanen Desmins und Lage der R350P-Mutation: Die schwarzen Blécke stehen fir die alpha-helikalen Coils.
Grau unterlegt sind die Linker-Regionen L1 und L12. Die Head- (griin) und Tail-Doméne (rot) sind farblich gekennzeich-
net. Die Zahlen reprasentieren die Position der einzelnen Strukturen in der Aminosaurekette in N-C-Richtung (modifiziert
nach Clemen et al., 2013).
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Abb. 7: Unit Length Filament
Schematische Darstellung der zytoplasmatischen Intermediarfilament-Anlagerung:
A: Zwei Dimere lagern sich antiparallel an, indem sich die jeweiligen Coil 1a und Coil 1b
Segmente aneinanderlegen (braun gekennzeichnet) und bilden Tetramere aus.
B: 8 von diesen lagern sich wiederum zu ,unit length filaments" zusammen.
C: Die einzelnen ,units” bilden langere Filamente.
D:In einem finalen Reifungsprozess kompaktieren sich die einzelnen Filamente. Sie

reduzieren somit den Durchmesser und bilden reife Intermediarfilamente aus.
entnommen aus Clemen et al., 2013; modifiziert nach Herrmann et al., 2009
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1.4.4 Funktion

DES erfillt vielfaltige Aufgaben im Intrazellularraum:

1.4.4.1 Myogenese

DES qgilt als Marker-Protein in der Myogenese (Capetanaki et al., 2007), wo es im
Ventrikel und in den Somiten exprimiert wird (Kouloumenta et al., 2007; Kuisk et al.,
1996). Es wird vor vielen anderen muskelspezifischen Strukturproteinen und
Transkriptionsfaktoren wie myoD, Myogenin und mrf4 gebildet (Kuisk et al., 1996;
Lietal., 1994; Weitzer et al., 1995). In bestimmten Zeitfenstern interagiert es mit funf
kolokalisierten IFs: Vimentin, Nestin, Synemin, Syncoilin und Lamin B (Georgatos et al.,
1987; Lockard und Bloom, 1993).

1.4.4.2 Verbindung mit Strukturproteinen

DES bildet ein komplexes Netzwerk innerhalb der Zelle aus. Dabei bindet es mit seinen
unterschiedlichen Substrukturen an IF-assoziierte Proteine wie Myotubularin, Myospryn
und Plektin (Hnia et al., 2011; Konieczny et al., 2008; Kouloumenta et al., 2007): Die
Kopfdomé&ne von DES hat eine Bindungsstelle fir Myospryn, welches einen Bestandtell
des BLOC-1 Komplexes von Herzmuskelzellen darstellt und bei der Biogenese und
Ausrichtung von Lysosomen beteiligt ist (Kouloumenta et al., 2007). Plektin spielt im
Skelettmuskel eine tragende Rolle. Die Isoformen 1d und 1f verbinden sich mit DES an
den Z-Scheiben und den Costameren; die Isoform 1b bindet DES an Mitochondrien
(Konieczny et al., 2008), indem es sich direkt an dessen Rod-Domane heftet
(Favre et al., 2011).

Weiterhin steht es in direktem lokalen sowie funktionellen Bezug zu Proteinen des
kontraktilen Apparates: Myomesin-1 (M-Bande) und Nebulin (Z-Bande) binden sich in
Skelettmuskeln, Calponin im glatten Muskel an die Rod-Doméane von DES (Bang et al.,
2002; Fuijii et al., 2000; Price, 1987). Uber weitere Strukturproteine wie Spektrin und
Ankyrin verankert es sich im Zytoskelett (Georgatos et al., 1987; Langley und Cohen,
1986). Zusatzlich interagiert es mit kleinen Heat-Shock-Proteinen (HspB1 und HspB5/
alphaB-Crystallin) und (Einzelstrang-) DNA (Bennardini et al., 1992; Kawano et al.,
2012; Wang et al., 2001a).
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1.4.4.3 Funktionen in Muskelzellen

DES weist ein breites Verteilungsspektrum unter den drei verschiedenen Muskelzell-
typen (glatte, skelettale und Herzmuskulatur) auf (s. Abb. 8). Dort steht es in den unter-
schiedlichen Zellkompartimenten mit anderen Makromolekuilen in Verbindung: Vimentin
in Z-Scheiben, Dynein in Mikrotubuli, Lamin im Nukleus. So kann es in glatten Muskel-
zellen sowohl perinuklear als auch in den Mitochondrien, insbesondere jedoch in den
Dense-Bodies (Verdichtungszonen) nachgewiesen werden (Costa et al., 2004). In der
Skelettmuskulatur ist es gehéauft in myotendindsen und neuromuskularen Verbindungen
(Tidball, 1992), in den Sarkomeren (M- und Z-Scheiben), Costameren (Costa et al.,
2004) und im Bereich der nikotinergen Acetylcholinrezeptoren in der muskularen End-
platte zu finden (Mitsui et al., 2000). Den hochsten Anteil an DES jedoch besitzen die
Kardiomyozyten mit 2 % des absoluten Proteins ( Price, 1984), wo es ein &hnliches Ver-
teilungsmuster aufweist wie in den skelettalen Myozyten. Es bildet auch hier ein drei-
dimensionales Zytoskelett. Dieses verbindet benachbarte Myofibrillen untereinander
sowie den myofibrillaren Apparat mit Zellorganellen wie dem Nukleus und der Extra-
zellularmatrix (s. Abb. 9). DES kommt in allen drei Muskeltypen auch perinuklear vor
(Capetanaki et al., 2007; Costa et al., 2004; Kouloumenta et al., 2007; Schréder und
Schoser, 2009). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass DES wichtige Rollen bei der

Integritat der Zellstruktur zukommen (Kouloumenta et al., 2007).

1.4.4.4 Signaltransduktion

Abgesehen von der Funktion als Trager der mechanischen Stabilitdt scheinen diese
komplexen Interaktionen noch weiteren Zwecken wie der intrazellularen Informations-
prozessierung zu dienen. Es wird vermutet, dass DES DNA binden und somit auch
transkriptionsregulatorische Aufgaben erfillen kann (Traub, 1995). Auch in der
Apoptose scheint DES eine Rolle zuzukommen, da es hier von Caspase 6
phosphoryliert wird. Dadurch wird DES im Linker L12 getrennt, was offenbar Einfliisse
auf die Integritat des Zytoskeletts nimmt (Chen et al., 2003).
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Abb. 8: Desmin-Vorkommen
Vorkommen von Desmin in glatten, skelettalen und kardialen Muskelzellen:
A: Verdichtungszonen
Sarkomere

Costamere

Myotendindse Verbindung
Neuromuskulare Verbindung
Extra-myofibrillares Zytoskelett
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modifiziert nach Costa et al., 2004
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Abb. 9: Desmin in der Zelle

Darstellung von Desmin und strukturelle Beztige zu anderen Zellstrukturen (modifiziert
nach Capetanaki et al., 2007)

Abkirzungen: GS: Glanzstreifen; M: M-Bande; MIT: Mitochondrium; NKkl: Zellkern;
SL: Sarkolemm; SR: sarkoplasmatisches Retikulum

1.5 Die Rolle des Desmins in der Kardiomyopathie

1.5.1 Desminopathie

Desminopathien (Synonym: DES-assoziierte Myopathien) gehdren zu den myofibrillaren
Myopathien, eine Gruppe morphologisch homologer, aber genetisch sehr heterogener
neuromuskulérer Erkrankungen (Spaendonck-Zwarts et al., 2011). Zugrunde liegt eine

Mutation im DES-Gen. Charakteristisch sind intrazellulare, DES-positive Protein-
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einschlisse und degenerative Veranderungen des kontraktilen Apparates der Zelle
(Schroder und Schoser, 2009; Selcen, 2011). Der genaue Pathomechanismus, der

diesen Phanomenen zugrunde liegt, ist bisher noch unklar.

1.5.2 Epidemiologie

Es handelt sich um seltene Erkrankungen mit etwa funf Fallen auf 10.000 Einwohner
(Clemen et al., 2013). 1-2 % der Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie sind Trager
einer DES-Mutation (Taylor et al., 2007). Umgekehrt sind 50 % der Mutationstrager an
einer Kardiomyopathie erkrankt. Desminopathien treten unabhangig vom Geschlecht
auf, allerdings neigen Méanner eher zu kardialen Manifestationen. Das Manifestations-
alter variiert stark und reicht von der 1. bis zur 7. Lebensdekade. Die Letalitat betragt
26 % (Spaendonck-Zwarts et al., 2011).

1.5.3 Kilinik

Klinisch manifestieren sich DPs isoliert oder kombiniert in verschiedenen Organen:

1.5.3.1 Erkrankungen des Herzens

74 % der Trager zeigen kardiologische Symptome, 22 % weisen isoliert Herzprobleme
auf. Das Durchschnittsalter bei Erstmanifestation betragt 35 Jahre. 50 % leiden unter
einer Kardiomyopathie. Die fuhrende Entitat ist die dilatative gefolgt von der restriktiven
und hypertrophen Kardiomyopathie. Allerdings unterscheidet sich das Eintrittsalter der
beiden letzteren Formen (33 und 28 vs. 46 Jahre). 62 % der DES-Mutationstrager
zeigen verschiedene Formen von Erregungsstorungen und Arrhythmien, 2/3 hiervon in
Kombination mit einer Kardiomyopathie. Unter den Erregungsstérungen sind
atrioventrikulare Blécke (AVB) und Rechtsschenkelblockaden die haufigsten Mani-
festationen. Unter den Arrhythmien sind am haufigsten VHF, ventrikulare Extrasystolen
(VES) und VTs vorzufinden (Spaendonck-Zwarts et al., 2011).

1.5.3.2 Erkrankungen der Skelettmuskulatur

74 % der DPs sind mit verschiedenen Formen der Myopathie oder Muskelschwéache
assoziiert. Insgesamt lassen sich in 67 % der Falle kombiniert proximale und distale
Muskelschwachen nachweisen, jedoch haben nur 27 % isoliert distale bzw. 6 % alleinig
proximale Schwachen. Bei 30 % der Betroffenen kdnnen normale Plasmaspiegel fur die

Kreatinkinase gemessen werden (Spaendonck-Zwarts et al., 2011).
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1.5.3.3 Neurologische Erkrankungen

74 % der Mutationstrager leiden unter Nervenerkrankungen. 22 % werden mit isoliert
neurologischen Symptomen (z. B. ebenfalls Muskelschwéche oder -atrophie) auffallig.
Das Durchschnittsalter bei Krankheitsbeginn betragt ebenfalls 35 Jahre (Spaendonck-
Zwarts et al., 2011).

1.5.3.4 Erkrankungen der Lungen
Pulmonologische Probleme (z. B. respiratorische Insuffizienz) treten bei 26 % der
Trager auf (Spaendonck-Zwarts et al., 2011).

Als Todesursachen treten plotzlicher Herztod und akutes Herzversagen auf. In 80 % der
Todesfalle kann eine Kardiomyopathie nachgewiesen werden (Spaendonck-Zwarts
et al.,, 2011). Die genaue Pathogenese sowie die jeweiligen sequenziellen Schritte, die
zu dem kardialen Phanotyp fuhren, sind noch unklar. Zudem existiert zum augen-
blicklichen Zeitpunkt keine Kausaltherapie (Spaendonck-Zwarts et al., 2011).

1.5.4 Pathologie
Es sind diverse Strukturverdnderungen unterschiedlicher Auspragung in den verschie-
denen Muskeltypen vertreten.

1.5.4.1 Skelettmuskulatur

Muskelbiopsien von Patienten mit DP zeigen unterschiedlich schwerwiegende Zeichen
der degenerativen Myopathie: Muskelfasern sind im Durchmesser stark variabel,
Zellkerne weisen Veranderungen auf, Binde- und Fettgewebe treten vermehrt in
Erscheinung. Zusatzlich bieten spezielle Farbungen Hinweise auf mitochondriale
Veranderungen (s. Abb. 10). Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikdrpern gegen DES
detektieren Einschlisse von Proteinhaufen (s. Abb. 11), welche ein Kennzeichen
myofibrillarer Myopathien sind. Abb. 12 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen mit
intermyofibrillar und subsarkolemmal gelegenen granulofilamentésen Verdichtungen

und DES-positiven Proteineinschliissen (Bar et al., 2005).
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Abb. 10: Mikroskopische Veranderungen
A: Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (zur Gewebedifferenzierung) zeigt die unterschiedlichen Kaliber der Muskelfasern.

B: Succinat-Dehydrogenase-Farbung

C: Cytochrom-c-Oxidase-Farbung

B und C zeigen mitochondriale Aktivitdt durch Blau- bzw. Braun-Farbung an: Die fehlende Farbung weist auf
mitochondriale Veranderungen hin.

Streifen = 100 pm

modifiziert nach Bar et al., 2005

mit Genehmigung der Oxford University Press
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Abb. 11: Desmin-Aggregate 1
Immunfluoreszenz-Farbung von Desmin bei Desminopathie: Die Proteineinschliisse
erscheinen als rote Anhaufungen (modifiziert nach Clemen et al., 2013).
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Abb. 12: Desmin-Aggregate 2 (Elektronenmikroskop-Aufnahmen)

A: Es sind intermyofibrillare, granulofilamentése Anhéaufungen zu erkennen.

B: Rechts in VergroRerung illustriert die Immunogold-Aufnahme mit monoklonalem
Anti-Desmin-Antikdrper (mab-D33 und an Goldpartikel gebundener Sekundar-
Antikorper) die Desmin-positiven Proteineinschlisse.

Streifen 0,2 um

modifiziert nach Bar et al., 2005

mit Genehmigung der Oxford University Press

1.5.4.2 Kardiomyozyten

Auch hier sind Protein-Aggregate typische histomorphologische Aspekte der DES-
assoziierten Kardiomyopathie. Allerdings verteilen sich die Einschlisse im Kardio-
myozyten innerhalb der gesamten Zelle. Um diese nachweisen zu kdénnen, sind jedoch
elektronenmikroskopische Aufnahmen notwendig (s. Abb. 14), da sich das Myokard
lichtmikroskopisch nicht sonderlich von Gewebe bei reinen Kardiomyopathien unter-
scheidet (Arbustini et al., 1998, 2006). Kardiale magnetresonanztomographische Unter-
suchungen von Patienten mit DP wiesen teilweise Zeichen von fokaler Hypertrophie auf
(Strach et al.,, 2008). Autopsien von erkrankten Herzen ergaben, dass es zu
Kalzifizierungen des His-Bindels und der Tawara-Schenkel (Yuri et al., 2007) sowie
myokardialer Fibrose-Bildung (s. Abb. 13) kommt (Benvenuti et al., 2012). Interessanter-
weise sind vergleichbare Veradnderungen nicht in glatten Muskelzellen vorzufinden
(Arbustini et al., 2006).
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Abb. 13: Fibrose
Myokard eines Patienten mit Desminopathie: Erkennbar sind interstitielle Fibrose und

myozytare Hypertrophie. Die Nuklei sind prominent und erscheinen disloziert (modifiziert
nach Arbustini et al., 1998).

Abb. 14: Desmin-Aggregate 3
Aufzeichnung einer Immunelektronenmikrographie des Myokards bei restriktiver

Kardiomyopathie: Die Desmin-Aggregate sind mit Desmin-Antikorpern sichtbar gemacht
worden (modifiziert nach Arbustini et al., 2006).
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1.5.5 Tiermodelle
Zum Zweck des besseren Verstandnisses der pathophysiologischen Zusammenhénge
wurden Tiermodelle entweder mit einem Knockout oder verschiedenen Mutationen im
DES-Gen entwickelt (Gard et al., 2005; Kostareva et al., 2008; Li et al., 1996b, 1997,
Milner et al., 1996):

1.5.5.1 Desmin-Knockout

Knock-Out-Mause (KO) wiesen Unterschiede zu Wildtyp (WT)-Kontrolltieren auf.
Muskelzellen mit degenerativen Erscheinungen und Fehlanlagen von Zellorganellen
pragten das Bild. Histologische Analysen von kardialem Gewebe (s. Abb. 15 und 16)
prasentierten hamorrhagische, fibrotische und kalzifizierte Areale (Li et al., 1996b, 1997;
Milner et al., 1996) sowie Veranderungen der Aortenwand (Li et al., 1996b). Interessant
war die Beobachtung, dass Skelettmuskeln sich zwar initial normal ausbildeten, die
Regeneration von Myofibrillen nach Belastung aber gestort war (Li et al., 1997). Ebenso
wiesen KOs Defizite im postsynaptischen Bereich der neuromuskularen Verbindung mit
Beteiligung von lonenkandlen und der Acetylcholinesterase-Aktivitat auf. Zudem gab es
Hinweise auf eine gestOrte Reinnervation der Muskelzellen (Agbulut etal., 2001).
Kernspintomographische Untersuchungen zeigten signifikant reduzierte Werte sowohl
fur die links- und rechtsventrikuléare Ejektionsfraktion als auch fir das Herzzeitvolumen.
Der linke Ventrikel war vergroRert und wies segmentale Wandverdinnungen und
Akinesien auf (Sprinkart et al., 2012). Elektrophysiologisch zeigten sich bei KOs Veran-
derungen der atrialen und ventrikularen Refraktarzeiten. Erstere waren verkirzt und
letztere prolongiert. Zudem zeigten sich Leitungsverzdogerungen sowie eine erhdhte An-
falligkeit fur VHF (Schrickel et al., 2010).
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C D

Abb. 15: Kardiale Veranderungen

A+B: Histologische Schnittbilder von myokardialem Gewebe zeigen den Unterschied
zwischen Mausen, die kein Desmin exprimieren (A) und Wildtypen (B). Das
Desmin-freie Myokard weist interstitielle Fibrose auf.

C+D: Aufnahme von Fibrose-freien Arealen: Die Muskelfasern von Desmin-Knockout-
Mausen (C) wirken im Vergleich zum Wildtyp (D) deformiert und die Zellkerne er-
scheinen disloziert.

modifiziert nach Milner et al., 1996
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Abb. 16: Aortale Veranderungen

Vergleiche der Aortenwand von Wildtyp- (A und C) und Desmin-Knockout-Mausen (B
und D): Auffallig ist die kompaktere Anlagerung der elastischen Fasern in der Aorten-
wand der Desmin-Mutante (modifiziert nach Li et al., 1996Db).

1.5.5.2 Desmin-Mutationen

Es existieren bereits Untersuchungen an transgenen Mausmodellen, welche deutliche
Veranderungen in der morphologischen Struktur der Skelett- und Herzmuskelzellen
zeigten. Teilweise konnten auch elektrophysiologische Auffalligkeiten beschrieben
werden (Gard et al., 2005; Kostareva et al., 2008; Wang et al., 2001b). Das Grund-
problem all dieser vorangegangenen Modelle ist die mangelnde humanpathologische
Relevanz. Das Verhaltnis der Expressionen von mutiertem zu WT-DES ist bei den be-
stehenden transgenen Mausmodellen (D7-des, L345P) zu gering, um Rlckschlisse auf
die pathophysiologischen Prozesse dieser Erkrankung beim Menschen ziehen zu kon-
nen (Gard et al., 2005; Kostareva et al., 2008).
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1.5.6 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war die Beschreibung eines kardialen Phanotyps der R350P-Mutation:
Ein transgenes Mausmodell mit einem Knock-In (KI) der R350P-Mutation sollte hier als
wahre ,human mimikry“ dienen. Im Folgenden sollte geklart werden, ob bei KI-M&ausen
vergleichbare Arrhythmien wie beim Menschen nachweisbar sind. Des Weiteren sollten
Pathophysiologien wie strukturelle Veranderungen des Myokards oder des Reizleitungs-
systems als mdgliche Ursachen identifiziert werden. Um diese Fragen zu klaren, wurde
obig genanntes Mausmodell als Mutationstrager verschiedenen Untersuchungen unter-
zogen. Um spontane Rhythmusstérungen zu detektieren, wurden Langzeit-Elektro-
kardiogramme (LZ-EKG) angefertigt. Mittels in-vivo durchgefihrter elektrophysio-
logischer Untersuchungen (EPU) wurde die Empfanglichkeit fir Arrhythmien untersucht.
Epikardiales Mapping diente der Erfassung von Veranderungen der myokardialen
Leitungseigenschaften. RNA-Analysen sollten klaren, ob Zusammenhange zwischen
der DES-Mutation und Expressionsveranderungen von relevanten Strukturelementen
der Reizweiterleitung existieren. Auch posttranskriptionale Alterationen wurden be-
leuchtet. Immunhistochemische Farbungen der Glanzstreifen sollten klaren, ob es auf
histologischer Ebene zu relevanten Fehlanordnungen kommt. Ebenso wurde das
Myokard der Versuchstiere auf strukturelle Veranderungen wie Fibrose untersucht. Ab-
schlieBend wurden Mechanismen zur Erklarung der Phanomene erlautert. Hierbei
sollten Zusammenhange zwischen genetischer Mutation, Genexpression, histologischer

Struktur und Arrhythmogenese hergestellt werden.
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2. Methoden

2.1 Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden mannliche wie weibliche C57BL/6J-Mause mit einer hetero-

RP"Y und homozygoten (Des®F'RP) R350P-Missense-Mutation heran-

zygoten (Des
gezogen. Sie wurden nach Geschlecht getrennt in je drei Untergruppen von 2-4, 5-7
und 8-9 Monaten eingeteilt, um eventuelle geschlechts- oder altersabhangige Effekte

aufdecken zu konnen. Als Kontrollgruppe dienten isogenetische WT-Alleltrager. Des®™*

stellt eine Mimikry der humanen Auspragung dar. Des?™/RP

wurden durch Kreuzung
zweier heterozygoter Tiere generiert. Die Tiere wurden durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Christoph Clemen (Institut fir Biochemie I, Universitat zu Kdéln) bereitgestellt
und im Haus fur Experimentelle Therapie Il der Universitat Bonn gehalten. Die Unter-
bringung erfolgte in ventilierten Scantainern (Modell-Typ 50-SCNT-Z-11E, Scanbur
Technology, Karlslunde, Dadnemark) mit zwoélfstindigem Hell-Dunkel-Zyklus. Die Ver-
sorgung der Tiere wurde mit handelsiiblichem Mausfutter sowie Wasser ad libitum ge-
wabhrleistet. Die Tierversuche wurden gemal3 den Richtlinien des Tierschutzgesetzes
durchgefuhrt. Ein Tierversuchsantrag (AZ: 8.87-50.10.37.09.272) wurde gestellt und von
den zustandigen Stellen des Landesamtes fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz

Nordrhein-Westfalen genehmigt.

2.2 Versuchs-Durchfihrung

Im Folgenden werden die beteiligten Untersucher gelistet:

Untersuchung Durchfuhrung

LZ-EKG José-Manuel Thorweihe, Dr. med. Florian Stéckigt
EPU José-Manuel Thorweihe

Epikardiales Mapping Dr. med. Florian Stockigt, José-Manuel Thorweihe
Polymerase-Kettenreaktion José-Manuel Thorweihe, Dr. med. Florian Stockigt
Immunhistochemie Dr. med. Florian Stockigt, José-Manuel Thorweihe
Fibrose-Farbung Dr. med. Florian Stockigt, José-Manuel Thorweihe
Statistische Analyse José-Manuel Thorweihe

Alle an den Versuchsdurchfiihrungen Beteiligten waren Mitglieder der Arbeitsgruppe
Elektrophysiologie der Medizinischen Klinik Il des Universitatsklinikums Bonn unter der
Leitung von Prof. Dr. med. Jan Wilko Schrickel. Alle Legitimationen zur Verdéffentlichung

der gewonnenen Daten liegen vor.



39

2.3 Langzeit-Elektrokardiogramm

Implantierbare EKG-Teletransmitter sind eine essentielle Untersuchungsmethode zur
Detektion spontaner Arrhythmien. Es wurde ein speziell fir die Anwendung in der Maus
entwickelter EKG-Telemetrie-Chip (Modell EA-F-20) verwendet, um elektrokardio-
graphische Ruhe- sowie Stressaufzeichnungen der Versuchstiere durchzufiihren und

eventuelle Rhythmusstérungen zu erfassen.

2.3.1 Material

Telemetrie-Chip Modell EA-F-20, Data Science International™, St. Paul, USA
Vapor® Modell 19.3, Drager®, Liibeck

Narkosegas Isofluran (Forene®, Abbott Laboratories®, Chicago, USA)
Software Labchart 7®, ADInstuments®, Dunedin, Neuseeland

2.3.2 Operativer Vorgang

Samtliche operativen Vorgdnge wurden in Inhalationsnarkose beim spontanatmenden
Tier durchgefuihrt. Es bestand keine Notwendigkeit zur Intubation. Zur Narkoseeinleitung
setze man die Maus zunéachst in ein Plexiglasgehéuse geeigneter Grol3e, welches man
konsekutiv mit einem volatilen Anéasthetikum flutete. Hierzu wurde 100%iger Sauerstoff
(O,) in einen Vapor® geleitet, aus welchem zur Einleitung 2,5-3,0 Vol.-% Isofluran aus-
gewaschen wurden. Nach Induktion der Narkose wurde das Tier aus dem Gehause ent-
fernt und auf einer Wéarmeplatte gelagert und fixiert. Eine speziell angefertigte Gas-
zufuhrung und —absaugung ermdglichte die Narkoseaufrechterhaltung. Dazu wahlte
man Isofloran-Konzentrationen von 0,8 bis 1,2 Vol.-% im Inspirationsgas. Bei allen
Tieren wurde sichergestellt, dass eine ausreichende Narkosetiefe vorlag, es also weder
bei Hautschnitt noch bei allen weiteren Interventionen zu objektivierbaren Korper-
reaktionen wie HF-Anstieg oder physischen Abwehrmechanismen kam. Die Korperkern-
temperatur des Tieres wurde wahrend der gesamten Prozedur Gberwacht und mittels
besagter Warmeplatte auf 37 °C konstant gehalten. Um eine intraoperative EKG-Auf-
nahme zu ermdglichen, wurden epikutane Elektroden angebracht. Ein 6-Kanal-Ober-
flachen-EKG wurde fur 5 min ohne weitere Manipulation abgeleitet. Anschlie3end
evaluierte man die Standard-EKG-Parameter (RR-Intervall, mittlere HF, P-Dauer,
PQ-Zeit, QRS-Dauer, QT(c)-Zeit). Hierzu wurden zu zehn unterschiedlichen Zeitpunkten

je 10 QRS-Komplexe ausgewertet und die erhaltenen Werte gemittelt. Die Inzidenzen
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spontan auftretender Arrhythmien sowie atrialer und ventrikularer Ektopien wurden im
gesamten Aufzeichnungsintervall analysiert.

Das Operationsfeld wurde rasiert. Unter sterilen Bedingungen wurde die Haut dorsal
zwischen den Scapulae inzidiert und eine kleine Hauttasche prapariert. In diese wurde
ein Telemetrie-Chip subkutan implantiert. Zuséatzlich erfolgte eine ebenfalls subkutane
Implantation zweier Ableitungsdréhte, welche in Einthoven-lI-Position fixiert wurden.

AnschlieRend wurden die Wunden mittels Hautnahten verschlossen.

2.3.3 Postoperative Verfahrensweise

Um postoperativ eine suffiziente Analgesie zu gewahrleisten, wurde zum Zeitpunkt O h
und 12 h post operationem 5 mg/kg KG Carprofen subkutan injiziert. Es folgte eine
zehntagige Rekonvaleszenzphase. Anschlieend wurden zwischen 08:00 und
16:00 Uhr EKG-Aufzeichnungen Uber eine Telemetrie-Platte durchgefihrt, welche ledig-
lich unter dem Kafig platziert werden musste. Es war keine Manipulation am Tier mehr
notwendig. In diesem postoperativen Zeitraum verhielten sich die Tiere vollstadndig un-
auffallig in Bezug auf Tag-Nacht-Rhythmus, Nahrungsaufnahme und Koérperpflege. Im
Anschluss an diese Ruhe-Aufnahme erfolgte ein Stress-Test unter FortfUhrung der
EKG-Aufzeichnung. Hierfir wurden die Mause fur 10 min zum Schwimmen in ein

Wasserbecken gesetzt.

2.3.4 Statistische Analyse

Es wurden insgesamt 7 Tiere analysiert (WT = 2, Des®""* = 3, Des®"*P = 2). In die
Datenerfassung wurden die Parameter HF, P-Dauer, PQ-Zeit, QRS-Dauer, QT(c)-Zeit
sowie die Anzahl der AVBs und VES mit einbezogen. Die Mittelwerte der Ruhe-
parameter wurden mit denen unter Stress verglichen. Zusatzlich wurden die

Unterschiede zwischen den Gruppen untersucht.

2.4 Elektrophysiologische Untersuchung der Maus

Die EPU diente in erster Linie der elektrophysiologischen Charakterisierung der Maus
und wurde nach einer etablierten Methode angewandt (Kreuzberg et al., 2006). Hierzu
wurde in Analogie zur Durchfihrung am Menschen ein speziell fir die Maus ent-
wickelter, achtpoliger EPU-Katheter transjugular in das rechte Herz des Tieres vor-
geschoben. Elektroden auf dem Katheter ermoglichten durch die Lagebeziehung zu

Strukturen im Herzen sowohl die Erfassung elektrischer Signale des Vorhofs (P-Welle,
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His-Signal, AH- und HV-Intervall) sowie des Ventrikels (QRS-Komplex und T-Welle) als

auch eine elektrische Stimulation in vivo.

2.4.1 Material

EPU-Katheter octapolar ep catheter, CIBer Mouse, NUMED Inc.®,
Hopkinton, USA

Stimulationseinheit Model 5328; Medtronic®, Minneapolis, USA

Verstarker Bard® stamp amplifier; Bard® LabSystem™, C.R. Bard Inc.,

Murray Hill, USA

2.4.2 Operativer Vorgang

Die Vorbereitung erfolgte analog zum LZ-EKG. Zu Beginn wurde das Operationsfeld
rasiert. Alle folgenden Schritte erfolgten unter dem Operationsmikroskop. Zunachst
wurde die Kutis durch je einen medianen und supraklavikularen Halsschnitt erdffnet. Die
relativ oberflachlich liegende Vena jugularis wurde aus dem umliegenden subkutanen
Fettgewebe freiprapariert. Danach wurde das Gefal3 mittels proximaler Ligatur fixiert
und fur die folgende Er6ffnung unter Spannung gehalten. Nun erfolgten die Punktion der
Vene und die konsekutive Einbringung des Katheters, welcher anschliel3end vorsichtig
in Richtung des Herzens vorgeschoben wurde. Die Endlage konnte mittels Abgreifen
von klaren intrakardial-atrialen (A) und -ventrikularen (V) Elektrogrammen sowie HIS-
Signalen (H) ermittelt werden (dies diente der Bestimmung der AV-, AH- und HV-
Intervalle). Zur Anwendung kam eine Ein-Katheter-Methode, d. h. der Katheter wurde
soweit Uber die Trikuspidalklappe vorgeschoben, dass die distalen Elektrodenpaare des
achtpoligen Katheters im rechtsventrikularen Apex zu liegen kamen, wahrend die
proximalen auf Vorhofebene verblieben. Nach Vergewisserung Uber die sichere
Katheterlage mittels Nachweis guter Stimulationsreizschwellen wurde der Katheter
durch Ligatur fixiert. Zuletzt wurde die Wundflache mit einem sterilen, befeuchteten
Tupfer bedeckt.

2.4.3 Stimulationsprotokoll
Dieses Protokoll diente der Vulnerabilitdtstestung der Tiere auf Arrhythmien und wurde
ebenfalls nach einer etablierten Methode angewandt (Roell et al., 2007). Es wurde ein

modifizierter, multiprogrammierbarer Stimulator (Model 5328) mit Stimulations-Zyklus-



42

langen (CL) bis 10 ms verwendet. Es wurden Gleichstromimpulse mit einer Dauer von

1 ms abgegeben.

2.4.3.1 Atriale Stimulation und Vulnerabilitdtstestung

Es wurden drei verschiedene Stimulationsmodi durchgefihrt:

1.

Die Sinusknotenerholungszeit wurde durch eine Stimulationsdauer von 15 s mit
festfrequenten S1-S1-CL von je 120 ms, 100 ms und 80 ms ermittelt (Sinus-
knotengeneratorfunktion). AnschlieBend wurde ausgehend von 120 ms die
Stimulations-CL in Intervallen von 10 ms schrittweise reduziert, um Parameter
der AV-nodalen Leitung zu bestimmen:
Wenckebach-Punkt (fehlende AV-nodale 1:1-Uberleitung)
AV-nodale 2:1-Uberleitung
Zur Bestimmung der atrialen und AV-nodalen Refraktarzeiten (ARP, AVNRP)
erfolgte eine programmierte Stimulation mit S1-S1-CL von 120 ms, 110 ms und
100 ms (7 S1-Impulse mit je einem verkirzt angekoppelten Extrastimulus S2). Zu
ermitteln galt es den Zeitabstand S1-S2, auf den kein ventrikulares Capture mehr
folgte.
Zur Induktion von atrialen Arrhythmien (v. a. VHF) schloss sich eine atriale Burst-
Stimulation an. Hierzu applizierte man 10 s dauernde Burst-Intervalle von je 1 und
2 mA. Begonnen wurde bei einer CL von 50 ms. Diese wurde in Schritten von
10 ms bis auf 10 ms reduziert. Evaluiert wurden Auftreten und Dauer der induzier-

baren atrialen Arrhythmien.

2.4.3.2 Ventrikulare Stimulation und Vulnerabilitatstestung

Hierbei wurden ebenfalls drei Stimulationsmodi durchgefuhrt:

1.

Zur Verifizierung eines adaquaten ventrikularen 1:1 Captures wurden fest-
frequente Stimulationen mit S1-S1-CL (angefangen bei 120 ms) appliziert. Es er-
folgte eine schrittweise Reduktion um je 20 ms bis auf 60 ms.

Durch programmierte Stimulation analog zum atrialen Protokoll wurden fir je 1 s
S1-S1-CL von 120 ms, 110 ms und 100 ms (7 Impulse) appliziert. Hiernach
wurden bis zu drei Extraschlage (entsprechend friheinfallenden Extrasystolen)
angekoppelt, um die Inzidenz poststimulatorischer VTs zu evaluieren. Zusatzlich

ermdglichte dies die Erhebung der ventrikularen Refraktarzeit (VRP).
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3. Analog zur atrialen Testung folgte danach ein ventrikulares Burst-Protokoll, je-
doch mit einer Burst-Dauer von nur 1 s. Die Dauer und Charakteristik (mono-

morph, polymorph, CL) der induzierten VT wurden evaluiert.

Alle Protokolle wurden mit Hilfe eines Verstarkers (Bard® stamp amplifier) aufgezeichnet

und auf einem optischen Datentrager (Magneto-Optical Disc) gespeichert.

2.4.4 Entnahme der Herzen

Im Anschluss an das Stimulationsprotokoll wurde das Tier noch unter Narkose durch
zervikale Uberstreckung getotet und gewogen. Danach erfolgte die operative
Exkorporation des Herzens mittels Thorakotomie. Das Herz wurde von den Hohlvenen,
den Lungengefal3en und der Aorta getrennt. Als nachstes wurde das Herz in einer mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gefillten Petrischale gewogen. Dies diente der
Ermittlung des Herzgewicht/Korpergewichtskoeffizienten.

2.4.5 Statistische Analyse

Es wurden 115 Tiere einer EPU unterzogen (WT = 39, Des®*= 40, Des"FRP = 36).
Folgende Parameter wurden erhoben: Korpergewicht (KG), Herzgewicht (HG), HF,
P-Dauer, PQ-Zeit, QRS-Dauer, QT(c)-Zeit, AV-Zeit, AH-Zeit, HV-Zeit, Wenckebach-
Punkt, 2:1-Uberleitung, Sinusknotenerholungszeit, AVNRP, ARP und VRP. Die Mittel-
werte wurden auf statistische Unterschiede zwischen den Gruppen untersucht. Zusatz-
lich wurde das Auftreten von VHF und VT in jeder Gruppe pro Tier gezahlt und gegen-
einander verglichen. Hierzu kamen zwei Verfahren zum Einsatz. Zum einen wurden die
Ereignisse VHF und VT in je zwei Kategorien (VHF vs. kein VHF bzw. VT vs. keine VT)
eingeteilt. Diese kategorischen Daten wurden auf statistische Unterschiede zwischen je
einer Mutante und dem WT untersucht. Zum anderen wurden aus den gezahlten
Haufigkeiten die Induktionswahrscheinlichkeiten fur eine Arrhythmie je Tier errechnet.
Die Induktionswahrscheinlichkeit war definiert als Anzahl der erfassten Arrhythmien pro
Anzahl der Testmanover (pvur = Nvar/10, pyr = ny1/19). Diese Induktionswahrscheinlich-

keiten wurden pro Gruppe gemittelt und auf statistische Unterschiede untersucht.

2.5 Epikardiales Mapping
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, kbnnen Unregelméafigkeiten der Leitungs-

eigenschaften innerhalb des Myokards zu Arrhythmien fihren. Um solche Inhomo-
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genitaten nachzuweisen, wurde ein epikardiales Mapping der vorher entnommenen

Herzen durchgefuhrt.

2.5.1 Material
Krebs-Henseleit-Losung (Angaben pro 1000 ml Lésung):
6,43 g (110 mM) Natriumchlorid, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
0,343 g (4,6 mM) Kaliumchlorid, Roth®, Karlsruhe
0,144 g (1,2 mM) Magnesiumsulfat, Roth®, Karlsruhe
0,222 g (2 mM) Kalziumchlorid, Merck®, Darmstadt
1,5 g (8,3 mM) D(+)-Glucose, Merck®, Darmstadt
0,312 g (2 mM) Natriumdihydrogenphospatdihydrat, Merck®, Darmstadt
2,09 g (25 mM) Natriumhydrogencarbonat, Merck®, Darmstadt
0,22 g (2 mM) Natriumpyruvat, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Langendorff-Apparat Radnoti LLC®, Monrovia, USA
Elektroden-Netz FlexMEA72°, Multi Channel Systems®, Reutlingen
Software Latency v. 3.0; H. Bergau, Bonn

2.5.2 Durchfiihrung

Die Prozedur erfolgte ebenfalls gemaf einer etablierten Methode (Schrickel et al.,
2007): Nach Exkorporation des Herzens wurde eine Aorten-Kanule distal des Abganges
der KoronargefalR3e positioniert. Diese wurden im Langendorff-System retrograd mit
modifizierter, Bikarbonat-gepufferter Krebs-Henseleit-Losung (versetzt mit Carbogen
(02 95%ig, CO, 5%ig), pH 7,35-7,45, Temperatur 37 °C) unter konstantem Druck
(80 mmHg) perfundiert. Nach Erreichen eines konstanten koronaren Flusses bei regel-
maliger, spontaner elektrischer Eigenaktion des Herzens wurde im Wasserbad ein
epikardiales 72-Elektroden-Netz (FlexMEA72°) atrial und ventrikular positioniert. Durch
die Relation der Elektrodenausrichtung zum myokardialen Faserverlauf konnten longitu-
dinale und transversale Leitungsgeschwindigkeiten mit hoher zeitlicher (20 kHz) und
raumlicher Auflosung (Elektrodenabstand longitudinal 750 ym, transversal 625 pm) er-
mittelt werden. Des Weiteren wurde der Inhomogenitatsindex als Marker fir lokale
Leitungsverzégerungen pro Elektrode (Lammers et al., 1990) mittels einer speziell pro-
grammierten Software (Latency v. 3.0) berechnet. Als signifikante Leitungsblockade

wurde eine Verzégerung der Signalleitung zwischen zwei benachbarten Elektroden von
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mehr als 4 ms gewertet. Dies ermdglichte die systematische Evaluation der Erregungs-
ausbreitung spontaner wie stimulierter Herzaktionen auf Vorhof- und Ventrikelebene
sowie die ldentifikation arrhythmogener Substrate (z. B. Bereiche mit heterogener bzw.
langsamer Fortleitung oder Leitungsblockaden).

2.5.3 Konservierung der Herzen
Anschliel3end wurden die Herzen in flussigem Stickstoff kryokonserviert und in Gefrier-

schranken bei -80 °C flir weiteres Prozessieren (s. Kapitel 2.8) gelagert.

2.5.4 Statistische Analyse
Die Untersuchung umfasste 97 Gewebeproben (WT = 33, Des™""* = 39, Des""RP = 25).
Die Mittelwerte der einzelnen Messwerte wurden nach Genotyp getrennt untereinander

verglichen.

2.6 Polymerase-Kettenreaktion
Zur Analyse potentieller Alterationen der RNA-Expression elektrophysiologisch
relevanter Strukturproteine wurden semiquantitative RNA-Analysen mittels quantitativer
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) durchgefihrt. Es wurde atriales und
ventrikulares Myokard von DES-R350P-KI-Mausen (heterozygot und homozygot) sowie
den korrespondierenden WT-Stammen untersucht. Bei den analysierten Zellbestand-
teilen handelte es sich um verschiedene Strukturen mit maf3geblichem Einfluss auf die
Arrhythmogenese (Schram et al., 2002; Schrickel et al., 2010):
Connexine (Cx):
0 Cx40 (Atrium; Reizleitung)
0 Cx43 (Atrium und Ventrikel; Reizleitung)
elektrophysiologisch/kontraktil relevante Natrium-, Kalium- und Kalziumkanéle:
Nv1.5 (spannungsgesteuerter Na-Kanal; Depolarisation)
Kv4.2 (spannungsgesteuerter K-Kanal; frihe Repolarisation)
Kv1.5 (spannungsgesteuerter K-Kanal, Phase 1-2-Repolarisation)

Kir2.1 (Einwartsgleichrichter-K-Kanal; Ruhemembranpotential, Repolarisation)

o O O o o

Cayl.2 (L-Typ-Ca-Kanal; Depolarisation, elektromechanische Kopplung)
Desmin
Die gPCR ist eine etablierte Methode zur Quantifizierung des urspriinglichen mRNA-

Gehaltes einer Probe (Bustin, 2000). Hierbei werden relative Mengenverhaltnisse einer
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Ziel-RNA ermittelt. Die zu untersuchenden Proben werden mit Fluoreszenz-Sonden
markiert und wie bei einer klassischen PCR in einem Cycler exponentiell amplifiziert. In
Abhangigkeit vom ursprunglichen RNA-Gehalt wird in jeder Probe ab einem bestimmten
Zyklus das Hintergrundrauschen durch die Fluoreszenz der Amplifikate signifikant Uber-
schritten. Dieser Zyklus wird als Cycle Threshold (CT) bezeichnet. Liegen unterschied-
liche Mengenverhdltnisse einer bestimmten Ziel-RNA in verschiedenen Proben vor, so
unterscheiden sich auch deren CT-Werte.

Zunachst wurde RNA aus den Zellen extrahiert und (aufgrund hoherer Stabilitat von
DNA) in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Anschliel3end erfolgte in einem
zweiten Schritt die Quantifizierung der cDNA mittels gPCR. Hierbei kam die Tagman®-
Methode zum Einsatz. Neben den Primern wurden spezielle Sonden (Quencher und
Reporter) verwendet. Diese waren durch molekulare Bindung in einem definierten raum-
lichen Abstand zueinander platziert. Der Reporter sendete ein Fluoreszenzsignal aus,
welches der Quencher absorbierte. Nach Denaturierung der Einzelstrdange banden
Primer und Sonden an bestimmte Bereiche der DNA-Strange. Bei der Amplifikation kam
es durch die Elongation von DNA-Abschnitten durch die Tag-Polymerase zu einer Ab-
spaltung des Reporters vom Quencher. Aufgrund der dadurch entstandenen raumlichen
Trennung konnte dieser die Signale des Reportes nicht mehr absorbieren. Die Fluores-
zenz wurde messbar. Mit dieser Methode liel3 sich, wie obig beschrieben, eine semi-
guantitative Aussage Uber den urspringlichen RNA-Gehalt in den Herzmuskelproben

treffen.

2.6.1 Material

TRIzol-Reagenz® Ambion®, Lifetechnologies™, Carlsbad, USA

Spektralphotometer Nanodrop 2000c, Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

cDNA Synthese Kit SuperScript® VILO™, Lifetechnologies™,
Carlsbad, USA

cDNA-Cycler Mastercycler® Pro, Eppendorf®, Hamburg

TagMan® Gene Expression Mastermix Applied Biosystems®/Lifetechnologies™,
Carlsbad, USA
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Gene Assay Mixe: Applied Biosystems®/Lifetechnologies™, Carlsbad, USA
Desmin Mn00802459 _m1
Cx40 Mm01265686_m1
Cx43 MmO00439105_m1
Kv4.2 Mm00498065_m1
Nyv1.5 MmO00451967_m1
Ky1.5 MmO00524346_s1
Kir2.1 MmO00434616_m1
Cayl.2 MmO00437913_m1
PCR-Wells MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plates,
Invitrogen™, Carlsbad, USA
PCR-Cycler Fast PCR Cycler 7500,

Applied Biosystems®/Lifetechnologies™, Carlsbad, USA

2.6.2 RNA-Extraktion

Zunachst wurden die einzelnen Proben in Eppendorf®-GefaRen mit je 1 ml
TRIzol-Reagenz® versehen. Hierdurch konnte gewahrleistet werden, dass die Zellen
lysiert und auf der einen Seite RNAsen inhibiert, auf der anderen Seite Proteine und
DNA gebunden werden. Im nachsten Schritt wurden zur Phasentrennung je 200 pl
Chloroform zugegeben und die GefaRe mit 13.200 min™ fir 10 min bei 4 °C zentri-
fugiert. Aus den hierbei entstehenden obersten, wassrigen Phasen (enthalten RNA)
wurden je 400 pl in entsprechende Eppendorf®-GefaRe umpipettiert und zur
Prazipitation der RNA nochmals je 400 ul Isopropanol zugefiigt. Es schloss sich eine
erneute Zentrifugation mit 13.200 min™ fir 15 min bei 4 °C an, woraufhin der Uberstand
mit den Fallungsmitteln entfernt wurde. Die hierbei entstandenen RNA-Pellets wurden
mit je 800 pl 75%igem Ethanol gewaschen und wiederum zentrifugiert (13.200 min™ fiir
6 min bei 4 °C). Zur Optimierung der Reinheit wurde dieser Schritt nochmals wiederholt
und die Uberstande im Anschluss abgekippt. Um restliche Losungsmittel noch vollstan-
dig zu entfernen, wurde abermals mit 13.200 min™ fiir 6 min bei 4 °C zentrifugiert. Die
Uberschissigen Flussigkeitsanteile wurden abpipettiert und die Gefal3e anschliel3end fur
10 min bei 55 °C getrocknet. Zur Auflosung der RNA wurden nun noch je 10 pl RNAse-
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freies, destilliertes Wasser in jedes Gefald gegeben und die RNA-Konzentration mittels

Spektralphotometer (Nanodrop 2000c) gemessen.

2.6.3 cDNA-Synthese

Im Anschluss an die RNA-Extraktion wurde nun die cDNA unter Zuhilfenahme eines
kommerziellen Systems (SuperScript® VILO™ c¢DNA Synthesis Kit) synthetisiert. Hierzu
wurden nun je 1000 ng der jeweiligen RNA-Probe in 20 pl fassende PCR-GefalRe
gegeben. Anschliel3end wurden je 4 ul Reaktionspuffer (5X VILO™ Reaction Mix) und
je 2 pl Reverse Transkriptase (10X SuperScript® Ill Enzyme Blend) zugefiigt und mit

Nuklease-freiem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Als Cycler diente der Mastercycler® Pro.

2.6.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Es wurden MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plates verwendet, auf denen drei
Wells je Probe und Gen genutzt wurden. Dazu wurden die Wells mit jeweils 1 ul cDNA
beflllt und noch je 24 ul eines Mastermixes hinzugefugt. Als gPCR-Cycler wurde der
Fast PCR Cycler 7500 verwendet.

Zusammensetzung des Mastermixes:

12,5 pl 2X Tagman® Master-Mix

1,25 pl 20X Assay-Mix (pro Gen verschieden, da er Primer enthélt)

10,25 pl RNAse-freies Wasser

2.6.5 Statistische Analyse

Untersucht wurden insgesamt 35 Gewebeproben, davon 19 atrialen und 16 ventriku-
laren Ursprungs (WT = 6/6, Des®™* = 7/6, Des"""R" 6/4). Da prozessbedingt bei jeder
RNA-Extraktion eine unterschiedliche Anzahl an Zellen lysiert wurde, musste dies bei
der Quantifizierung berlcksichtigt werden. Aus jedem CT-Mittelwert einer Zielstruktur
wurde daher die Differenz zum CT-Mittelwert eines unregulierten Gens (Housekeeping-
Gen, hier: 18S) errechnet (ACT-Wert). Hierdurch wurde das relative Mengenverhaltnis
einer Zielstruktur zum Housekeeping-Gen innerhalb eines Genotyps ermittelt. Im Ver-
haltnis zum WT wurde dann analog der jeweilige AACT-Wert errechnet. Mittels des rela-

tiven Quantifikationswertes (244¢7

) konnte so ein relatives Mengenverhaltnis einer
Mutanten-mRNA zum WT Kkalkuliert und eventuelle Expressionsunterschiede erfasst

werden.



49

2.7 Immunhistochemische Farbung
Um posttranskriptionale Regulationsstérungen der Cx-Expression auszuschliel3en,

wurden immunhistologische Farbungen von Cx43 angefertigt.

2.7.1 Material
Objekttrager Dako®-Glycergel®-Objekttrager, Agilent Technologies®,
Santa Clara, USA
Objekttrager-Medium TissueTek® O.C.T."™-Medium, Sakura® Finetek,
Torance, USA
Lasermikroskop LSM 710 DuoScan, Zeiss®, Jena
Waschpuffer Tween® in TBS (Angaben pro 1000 ml Lésung):
0,56 g Tris, Merck®, Darmstadt
2,46 g TrisHCL, PanReac AppliChem®, Darmstadt
1 ml Tween®-20, VWR®, Radnor, USA
BSA (Blockierlésung), Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Primar-Antikorper Kaninchen-anti-Cx43-Antikorper,
Santa Cruz Biotechnology®,Dallas, USA
Sekundar-Antikorper Esel-anti-Kaninchen-Antikorper
Molecular Probes®, Invitrogen™, Carlsbad, USA
Farbung (Bisbenzimid)  Hoechst 33258 Farbung, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

2.7.2 Durchfuhrung

Die gefrorenen Herzen wurden in TissueTek® O.C.T.™-Medium eingebettet. An-
schlieBend wurden 10 uym breite Schnitte gefertigt, mit 4 % Paraformaldehyd in PBS
fixiert und dreimal mit 0,1 % Tween® in TBS (tert-Butyldimethylsilyl-Ether) gewaschen.
Dann wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fir 1 Stunde in eine Blockierlésung
(Waschpuffer mit 5% BSA-Gehalt) gegeben. Danach wurden sie bei 4 °C mit in
Blockierldsung verdiinnten Primarantikdrpern (Kaninchen-anti-Cx43-Antikorper; 1:1000)
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte abermals dreifach mit
0,1 % Tween® in TBS gewaschen. Danach wurden sie zur Strukturfarbung mit einem
Zweit-Antikorper (Esel-anti-Kaninchen-Antikorper (mit Farbstoff Alexa 555 konjugiert;
1:1000)) versehen und fur eine weitere Stunde bei Raumtemperatur in die
Blockierldsung Uberfihrt, um unspezifische Reaktionen zu unterbinden. Als né&chster
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Schritt folgte die Gegenfarbung der Zellkerne. Dazu wurden die Schnitte zweimal mit
0,1 % Tween® in TBS gewaschen und als nachstes fiir weitere 10 min unter Zusatz von
0,5 mg/ml Bisbenzimid (1:1000) in die Losung zuriickgegeben. Die Schnitte wurden auf
Dako®-Glycergel®-Objektragern mit einem konfokalen Lasermikroskop analysiert. Dabei
wurde das Augenmerk auf Unterschiede der Signalintensitat gelegt. Ebenso wurden die

Schnitte auf eine eventuelle Diskrepanz des Verteilungsmusters von Cx43 untersucht.

2.8 Fibrose-Farbung der histologischen Schnitte
Zur Erfassung eines mikroskopischen Korrelates zu den elektrophysiologischen
Alterationen in den Mauseherzen wurde eine Fibrose-Farbung von histologischen

Schnitten der Atrien und Ventrikel durchgefihrt.

2.8.1 Material

Sirius Rot Rouge Sirius, RAL Diagnostics®, Martillac, Frankreich
Einschlussmedium Entellan®, Merck®, Darmstadt

Software Adobe Photoshop, Vers. 5.5, Adobe Systems Inc.®,

San Jose, USA

2.8.2 Durchfihrung

Mittels Siriusrot-Farbung wurden 4 pym dicke Kryo-Schnitte der Herzen auf Fibrose
untersucht. Dabei wurden fibrotische Areale rot und das restliche Gewebe gelblich
angefarbt. Der Fibrose-Anteil wurde definiert als der prozentuale, extrazellulare Rot-
anteil pro Herzschnitt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager aufgetragen und in einer
absteigenden Reihe von 100-80%igem Ethanol fur je 5 min inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden die Trager zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlie-
Rend fur 1-3 min in Siriusrot (1%ig in Pikrinsaure) eingelegt. Die restliche Farbe wurde
mit 1%iger Essigséure entfernt. Die Trager wurden danach nochmals dreimal fir je
1 min in 100%igen Ethanol gelegt. Abschliel3end wurden sie in Xylol tberfiihrt und nach

1 min mit Entellan® eingedeckelt.

2.8.3 Statistische Analyse
Es wurden 102 Gewebeproben (34 je Genotyp) untersucht und die Mittelwerte der
Fibrose-Anteile der Genotypen miteinander verglichen.
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2.9 Statistische Methodik

Datenerfassung Microsoft Excel® 2010, Microsoft Corporation,
Redmond, USA

Datenauswertung SPSS®v. 22, IBM® Corporation, Armonk, USA

Bildbearbeitung Microsoft Paint® Microsoft Corporation,

Redmond, USA
Numerische Daten wurden mittels zweifaktorieller, univariater Varianzanalyse (ANOVA)
ausgewertet und jeweils drei Gruppen untereinander verglichen. Der Fisher-Test wurde
zur Auswertung kategorischer Daten verwandt. Der statistische Vergleich umfasste hier

je nur zwei Gruppen. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Physiologische Merkmale

Bei den physiologischen Parametern kristallisierten sich zwischen den Mutanten-
gruppen signifikante Unterschiede heraus. Das KG der heterozygoten Tiere Uberstieg
das der WT-Mause signifikant (Des®F'*: 27,8 + 5,4 g vs. WT: 26,2 + 3,8 g; p = 0,032;
s. Tab. 1). Der HG/KG-Quotient sank im Alter: Bei den 2—4 Monate alten Tieren lag er
noch bei 7,0 £ 1,6; bei den 5-7 Monatigen bereits bei 6,0 + 1,5; waren die Mause alter
als 7 Monate, sank der Quotient auf 5,0 £ 1,4 (p < 0,001).

3.2 Langzeit-Elektrokardiogramm

Das LZ-EKG zeigte bereits erste elektrophysiologische Unterschiede zwischen den
einzelnen Tiergruppen auf (s. Tab. 2): Die homozygoten Tiere hatten signifikant héhere
HFs im Vergleich zum WT und zur heterozygoten Gruppe (Des*™R": 609 + 17 min™ vs.
Desf™™*: 567 + 9,8 min™ vs. WT: 571,5 + 7,8 min™; p = 0,012). Wahrend des Belastungs-

tests verhielt es sich hier ebenso: Bei DesR”/R?

waren die HFs deutlich gegentber
Des"* und WT erhoht (Des""R": 697 + 1,4 min? vs. Des®™*: 549,3 + 46,5 min™ vs.
WT: 562,5 + 12 min™; p = 0,012). Zusétzlich beeinflussten sich die Faktoren Genotyp
und Belastung gegenseitig (Genotyp*Belastung: p = 0,049): Unter Stressbedingungen
stieg die HF bei homozygoten Tieren, bei den anderen Gruppen sank sie. Zudem waren
Unterschiede bei der QT-Zeit zwischen hetero- und homozygoten Mausen messbar: Bei
DesF"RP war sie signifikant verkiirzt (Des®""*: 51,4 + 2,2 ms vs. Des""'R": 49,7 + 4,4 ms;
p =0,029). Unter Stress nahm die QT-Zeit bei Des""R" verglichen mit Des®™* ab
(DesRfPRP: 435 + 35 ms vs. Des™™": 66 + 53 ms; p = 0,029). Wie bei den HFs
beeinflussten sich die Faktoren Belastung und Genotyp gegenseitig (Geno-
typ*Belastung: p = 0,021): Bei homozygoter Mutation war die QT-Zeit unter Stress im
Vergleich mit der QT-Zeit unter Ruhebedingungen zusatzlich verklrzt, wahrend sie sich

RP/+

unter Belastung bei Des interessanterweise verlangerte. Bei homozygoter DES-

Mutation war auch ein verstarktes Auftreten hohergradiger AVBs sowohl im Vergleich
zum WT als auch zur heterozygoten Gruppe auffallig (Des"""":0,8+0,4 h? vs.
Des®™:0,3+0,6 h* vs. WT: 0+0h™; p=0,007). Durch Belastung erhdhte sich die

RP/+

Inzidenz deutlich (p = 0,001): Des""'R" hatte sowohl im Verhaltnis zu Des"""* als auch

zum WT signifikant mehr AVBs (Desf™R": 15+ 4,2 h? vs. Des®"* 3,3+0,6 h? vs.
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WT: 0,5 +0,7 h; p=0,007; s. Tab. 2 und Abb. 17). Wiederum gab es eine messbare
Interaktion zwischen den Faktoren Belastung und Genotyp (Genotyp*Belastung:
p = 0,004). Zusatzlich traten bei Vorliegen einer Mutation gehauft VES auf, wahrend
WTs keine Arrhythmien zeigten: DesF™R": 1,5+ 0,7 h™* vs. Des"*: 1,3 + 0,6 h™* vs.
WT:0+0h? (p=0,282). Diese Tendenz verstarkte sich unter Stressbedingungen:
DesfPR?: 21 + 12,7 h vs. Des®™*: 65,3+51,4h™ vs. WT: 6 + 8,5h™ (p = 0,282). Ins-
gesamt liel3 sich ein deutlicher Trend zu erhdhter Vulnerabilitdt gegeniber VES bei Vor-
liegen der R350P-Mutation im DES-Gen feststellen (s. Abb. 17), welcher jedoch kein

Signifikanzniveau erreichte.

3.3 Elektrophysiologische Untersuchung

3.3.1 Oberflachen-EKG

Die wahrend der Inhalationsnarkose aufgezeichneten EKGs zeigten relevante Unter-
schiede zwischen den Gruppen auf: Die P-Wellen-Dauer war bei den Des®™R"-Tieren
im Vergleich mit den WT-Mausen signifikant verlangert (Desf™R": 150+ 4,2 ms vs.
WT: 11,6 £ 3,7 ms; p = 0,029; s. Tab. 3 und Abb. 18). Zudem gab es einen Zusammen-
hang zwischen genetischer Veranderung und Lebensalter in Bezug auf die QRS-Dauer
(Genotyp*Alter: p = 0,031): Verlangerte sich mit zunehmendem Alter die QRS-Dauer bei
WT-Tieren und heterozygoten Mausen, so verkirzte sie sich bei homozygoter Mutation
(Des®PRP: 157 + 2.5 ms auf 13,9 + 3,3 ms vs. Des™"*: 12,6 + 1,0 ms auf 13,8 + 2,6 ms
vs. WT: 12,3 £ 0,8 ms auf 15,3 £ 3,1 ms). Zusatzlich zeigten sich Unterschiede
zwischen den Altersgruppen 2—4 und 5-7 Monate fir die Faktoren HF, P-Dauer und
PQ-Zeit: Jingere Tiere hatten signifikant hohere HFs als ihre &lteren Artgenossen
(456,8 + 43,1 min* vs. 414,2 + 56,8 min™; p = 0,006). Die P-Dauer hingegen verlangerte
sich im Alter: (10,1 £3,1 ms vs. 154 + 4,3 ms; p < 0,001) ebenso wie die PQ-Zeit
(46,1 £ 5,0 ms vs. 50,7 £ 8 ms; p = 0,047).

3.3.2 Intrakardiales EKG

Die Aufzeichnung intrakardialer Elektrogramme zeigte eine unveranderte Gesamtiber-
leitungs- und suprahiséare Leitungszeit. Die infrahisare Leitungszeit war jedoch bei
RPIRP signifikant im Verhaltnis zum WT verlangert (Des®™"": 12,0 + 2,1 ms vs.
WT: 9,0 £ 1,5ms; p=0,002; s. Abb. 19). Zusatzlich war die AVNRP veréndert: Die

heterozygoten Tiere hatten je im Vergleich zum WT und zur homozygoten Gruppe

Des
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verkiirzte Refraktarzeiten (Des™™R": 60,6 + 8,5ms vs. Des™™*: 48,2 + 11,2 ms vs.
WT: 60,4 + 6,6 ms; p =0,036). Fiur die Parameter Wenckebach-Punkt, 2:1-Uberleitung,
Sinusknotenerholungszeit, ARP und VRP wies die funktionelle elektrophysiologische
Untersuchung keine Unterschiede im Vergleich zu den WT-Tieren auf. Unterschiede
zwischen den Altersgruppen konnten nur bei der ARP gezeigt werden: Die ARP stieg
mit zunehmendem Alter (jung: 16,7 £ 5,6 ms vs. mittel: 22,9 £+ 8,3 ms; p =0,019).
Geschlechtsbezogene Unterschiede bestanden nicht (s. Tab. 4). Zusatzlich kam es bei
den mutierten Tieren haufig unmittelbar nach dem Platzieren des Katheters zur
Induktion von hoéhergradigen AVBs. Dies war durchaus mit der nachgewiesenen
Verzogerung der HV-Leitungszeit vereinbar und lies sich auch beim WT nicht
provozieren (s. Abb. 20 und Abb. 21).

3.3.3 Vorhofflimmern

Lag im Tier eine DES-Mutation vor, so waren prozentual mehr VHF-Episoden als bei
den WTs induzierbar: Des®""*: 19,4 % vs. WT: 18,5 % (p = 0,883), Des""'*": 31 % vs.
WT: 18,5 % (p = 0,03). Alters- und Geschlechtsunterschiede wurden keine gefunden.
Alle bei den WTs ausgeldsten VHF-Episoden (18,5 %) dauerten < 1 min an. Bei den
Mausen mit DES-Mutation verhielt es sich hier anders: 45,5 % aller VHF-Episoden von
Des®"*- (p < 0,001) und 9,7 % von Des*”RP-Tieren (p = 0,248) waren langanhaltend,
d. h. > 1 min (s. Abb. 22A). Betrachtete man anhaltendes VHF als eigene arrhythmische
Entitat, so ergaben sich fir Des™™* 7,5 % (p = 0,001) und 3 % fiir die homozygoten
Tiere (p=0,081). Es trat bei Aalteren Tieren Ofter auf als bei den jungeren
(5,8 % vs. 1,8 %; p = 0,049). Ebenso verhielt es sich mit mannlichen zu weiblichen Art-
genossen (6,5 % vs. 0,6 %; p = 0,002). Wurden die Induktionswahrscheinlichkeiten fir
VHF mittels ANOVA unter den Genotypen verglichen, so zeigten sich &hnliche

RP/RP

Tendenzen zu erhdhter Suszeptibilitat fur VHF bei Des und far anhaltendes VHF

bei Des®P*

. Allerdings verkleinerte sich dadurch verfahrensbedingt die Gruppengro3e
um den Faktor 10, was am ehesten erklart, weshalb das Signifikanzniveau mit dieser

Methode nicht erreicht werden konnte (s. Abb. 23).

3.3.4 Ventrikulare Tachykardien

Der prozentuale Anteil von VTs war bei den mutierten Tieren ebenfalls erhdht. Interes-

RP/+

santerweise war die Induktionswahrscheinlichkeit nur bei Des signifikant erhoht
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(DesRP™*: 24,3 % vs. WT: 10,5 %; p < 0,001). Homozygote Tiere zeigten allerdings auch
vermehrt VTs (Des"'RP: 15,8 % vs. WT: 10,5 %; p = 0,113; s. Abb. 22B und Abb. 24A).
Auffallig war hier, dass im Vergleich zu VHF die jungeren Mause ofter VTs entwickelten
als altere Tiere (24,6 % vs. 14 %; p < 0,001). Analog zu VHF bildeten allerdings auch
die Mannchen ofter VTs aus als die Weibchen (23,9 % vs. 9,3 %; p < 0,001). Eine
statistische Analyse mittels ANOVA ergab einen vergleichbaren Trend zu erhohter
Anfélligkeit fur VTs bei der heterozygoten Gruppe. Allerdings lagen die Unterschiede
analog zu VHF unterhalb des Signifikanzniveaus (s. Abb. 24A), was sich ebenfalls am
wahrscheinlichsten mit der Verminderung der Gruppenanteile (hier um den Faktor 19)

begriinden lasst.

3.4 Epikardiales Mapping

Das epikardiale Mapping zeigte diverse Unterschiede zwischen den Genotypen auf: Bei
den Tieren mit homozygoter DES-Mutation waren die CLs im Verhaltnis zum WT und zu
Des®"* signifikant verlangert (Des"™R": 342,8 + 264,8 ms vs. Des™™*: 203,3 + 102,5 ms
vs. WT: 220,6 + 129,6 ms; p = 0,006). Dariiber hinaus waren sowohl bei Des®""* als
auch bei Des"F/RP
messbar (Desf™RP: 47 + 33ms vs. Des™™*: 3,7 £+ 1,8 ms vs. WT:2,4 + 1,1 ms;

p <0,001). Ebenso waren deutliche Einschrankungen der Leitungsgeschwindigkeiten

signifikante Anstiege der Leitungsverzégerung im Vergleich zum WT

sowohl in longitudinaler als auch transversaler Faserausrichtung messbar: Heterozygote
und homozygote Mause zeigten in longitudinaler Richtung im Vergleich zum WT eine
signifikant herabgesetzte Leitungsgeschwindigkeit (Desf™R": 752 + 224 cm/s vs.
DestP*: 85,3 + 21,2 cm/s vs. WT: 122,8 + 49,1 cm/s; p < 0,001). Ahnlich verhielt es sich
in transversaler Richtung (Des"""" 50,7 + 18,8 cm/s vs. Des""*: 55,6 + 18,0 cm/s vs.
WT: 86,8 + 37,3 cm/s; p <0,001). AuRerdem war sowohl bei Des®™* als auch bei
DeSRP/RP
WTs zu beobachten (Des""R":3,9 + 6,0 vs. Des®"*: 2,6 + 4,3 vs. WT: 0,2 + 0,6;
p =0,03; s. Tab. 5 und Abb. 25 bis Abb. 32). Allerdings war der Inhomogenitatsindex als

Marker fur lokale Leitungsstérungen nicht verandert.

eine Zunahme relevanter Leitungsblockaden (> 4 ms) im Vergleich mit den

3.5 Polymerase-Kettenreaktion
Es fanden sich folgende signifikant veranderte Expressionsmuster: Auf atrialer Ebene

bildeten die homozygoten Tiere den Natriumkanal Ny1.5 starker aus als die
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heterozygote Tiergruppe und der WT (Des®FRP: 1.4 + 0,6 vs. Des®™*: 1,0 + 0,4 vs.
WT: 1,0 + 0,0; p = 0,012). Im Ventrikel zeigte Des*”R" gleichermaRen eine signifikant
vermehrte Expression beziiglich dieses Kanal-Typen sowohl im Verhéltnis zu Des?"*
als auch zum WT (Desf™®: 14 + 0,4 vs. Des®™™*: 1,0 + 0,1 vs. WT: 1,0 + 0,0;
p = 0,012). Uberdies war auch das atriale Expressionsmuster des Kaliumkanals Ky1.5
von Desf”R” hoher reguliert als das der heterozygoten und der WT-Gruppe
(Des®PRP: 1 2 + 0,4 vs. Des""*: 0,8 + 0,3 vs. WT: 1,0 + 0,0; p < 0,001). Auf ventrikularer
Ebene wiesen homozygote Mause ebenfalls signifikant elevierte mRNA-Level auf,
sowohl verglichen mit Des®™ als auch mit dem WT (Des®™R": 1.8 + 0,3 vs.
Des""*: 1,1+ 0,3 vs. WT: 1,0 + 0,0; p < 0,001). Alle anderen untersuchten RNA-Proben
wiesen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auf (s. Abb. 33, Abb. 34

und Tab. 6).

3.6 Immunhistochemische Farbung

Es zeigte sich atrial und ventrikular ein unverandertes Verteilungsmuster fiir Cx43 bei
den mutierten Tieren im Vergleich zum WT. Insbesondere lag keine Fehlverteilung oder
pathologische Lateralisierung vor (s. Abb. 35).

3.7 Fibrose-Farbung

Die Herzen der mutierten Tiere zeigten in Folge diffuser extrazellularer Kollagen-
ansammlungen im rechten und linken Ventrikel sowie im Septum eine signifikante
Zunahme an myokardialer Fibrose im Vergleich zum WT. Heterozygote Tiere wiesen
einen Fibrose-Anteil von 14,7 + 6,5 % auf. Dieser war bei homozygoter Mutation sogar
signifikant starker ausgebildet (19,8 £ 8,3 %). Beim WT lag der Anteil bei lediglich
56+ 2% (p<0,001; s. Abb. 36, Abb. 37 und Tab. 7).
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Tab. 1: Physiologische Parameter

Hinsichtlich der physiologischen Parameter unterschieden sich die einzelnen Gruppen
nur im Korpergewicht in signifikantem Ausmal3. Fur das Herz- und Kdrpergewicht sowie
den Quotienten HG/KG bestanden lediglich Unterschiede zwischen den Altersgruppen
und den Geschlechtern.

Zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse (ANOVA): Jeder abhangigen Variablen
(z. B. KG) sind insgesamt 3 p-Werte zugeordnet (Genotyp, Alter, Geschlecht). Ersterer
vergleicht die Genotypen untereinander. Tukey zeigt die p-Werte der Post-hoc-Tests an.
Die p-Werte unter Alter und Geschlecht unterscheiden nicht zwischen Genotypen.

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; KG: Korpergewicht;, HG: Herzgewicht;
TL: Tibialange

Alter WT DesRP/+ DesRP/RP P DesRP/+ DesRP/RP DesRP/RP
(Monate) MW + SD MW + SD MW + SD (ANOVA) vs. WT vs. WT  vs. DesRP/+
Gesamt n n n Genotyp (Tukey) (Tukey) (Tukey)

KG (9) 39 26,2+38 40 278+54 36 27,6+4,6 0,032 0,062 0,122 0,966
HG (mg) 36 159,0 + 34,5 39 177,5+ 47,3 36 170,2 + 43,9 0,304 0,139 0,490 0,733
TL (cm) 9 19+0,1 10 19+0,12 12 1,9+0,0 0,739 0,932 0,625 0,833
HG/KG 36 62+15 38 65+1,8 36 6,2+1,6 0,802 0,686 0,997 0,734
HG/TL 9 749+136 10 72,8+ 12,5 12 835+27,1 0,501 0,974 0,621 0,464
jung jung mittel
2 bis 4 Alter vs. mittel vs. alt vs. alt
KG (9) 15 23,7+2,7 17 248+3,2 14 24,1+3,2 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,377
HG (mg) 15 161,0+ 28,5 17 174,5+ 40,4 14 167,0 + 34,4 0,267 0,722 0,455 0,208
TL (cm) 4 19+01 4 19+01 4 19+0,1 0,436 0,204 0,579 0,641
HG/KG 15 69+16 17 7,1+17 14 7,0+15 < 0,001 0,006 < 0,001 0,116
HG/TL 4 764+08 4 765+10,6 4 825+8,3 0,604 0,871 0,997 0,837
5 bis 7 Geschlecht

KG (9) 21 278+35 19 29,5+50 17 29,7+4,0 < 0,001
HG (mg) 18 160,9 +39,3 18 190,1 +£52,3 17 171,8 + 43,7 0,028

TL (cm) 2 2,0+£0,1 2 2,0+£0,1 3 1,9+0,1 0,529
HG/KG 18 58+x14 17 65+£18 17 5814 0,109
HG/TL 2 754274 2 72,7+23,7 3 72,7252 0,051
8 bis 9

Gewicht(g) 3 27,1+52 4 32,7+86 5 304%4,0

HG (mg) 3 138,0+356 4 133,5+24,3 5 174,2+ 72,6

TL (cm) 3 1,9+0,0 4 1,9+0,1 5 1,9+0,0

HG/KG 3 51+0,7 4 4,2+0,5 5 57+1,9

HG/TL 3 72,6+18,7 4 69,2+11,7 5 90,9 + 38,6
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Tab. 2: Langzeit-EKG

Homozygote Tiere (Des zeigten eine Steigerung der Herzfrequenz gegeniber der
heterozygoten Gruppe (Des™*) und den Wildtypen (WT). Zudem wiesen homozygote
Mause im Vergleich zu heterozygoten eine verkiirzte QT-Zeit auf. Des®F'RF hatten eine
erhohte Empfanglichkeit fiir AV-Blocke gegeniiber Des™* und WT-Allel-Tragern.
Univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit Messwiederholung: Jeder abhéangigen
Variablen (z. B. HF) sind insgesamt 2 p-Werte zugeordnet (Genotyp, Aktivitat). Ersterer
vergleicht die Genotypen untereinander. Tukey zeigt die p-Werte der Post-hoc-Tests an.
Die p-Werte unter Aktivitat unterscheiden nicht zwischen Genotypen.

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; HF: Herzfrequenz; P: P-Dauer; PQ: PQ-Zeit;
QRS: QRS-Dauer; QT: QT-Zeit; QTc: HF-korrigierte QT-Zeit; VES: ventrikulare
Extrasystole

RP/RP
)

WT DesRP/+ DesRP/RP p DesRP/+  DesRP/RP DesRP/RP
MW + SD MW + SD MW + SD (ANOVA) vs. WT vs. WT vs. DesRP/+
Ruhe n=2 n=3 n=2 Genotyp (Tukey) (Tukey) (Tukey)
HF (/min) 571,5+7,8 567,0+9,8 609,0+17,0 0,012 0,872 0,023 0,012
P (ms) 12,9 +0,2 11,1+1,4 10,8 £+ 0,4 0,953 0,979 0,949 0,989
PQ (ms) 40,2+0,4 37,0107 38,2+0,2 0,526 0,773 0,894 0,510
QRS (ms) 10,8+1,1 11,2+0,5 10,2+ 0,4 0,131 0,911 0,148 0,179
QT (ms) 489+44 51,4+272 49,7+ 4,4 0,029 0,302 0,145 0,025
QTc (ms) 459+ 7,2 51,4+2,2 49,7+ 4,4 0,173 0,364 0,801 0,173
VES (/h) 0 1,3+0,6 1,5+0,7 0,282 0,290 0,902 0,472
AV-Block (/h) 0 0,3+0,6 0,8+0,4 0,007 0,419 0,008 0,013
Belastung Aktivitat
HF (/min) 562,5+ 12,0 549,3+46,5 697,0+1,4 0,178
P (ms) 14,0+0,6 15,1+3,6 14,9+0,1 0,008
PQ (ms) 40,1+1,8 46,7+6,4 39,7 +3,3 0,103
QRS (ms) 13,0+0,7 12,1+1,3 10,6 £ 0,6 0,065
QT (ms) 59,0+x14 66,0 £ 5,3 43,5+ 3,5 0,029
QTc (ms) 55,0+2,8 59,0+4,6 46,8 + 4,0 0,087
VES (/h) 6,0 £8,5 65,3+51,4 21,0+12,7 0,102

AV-Block (/h) 0,5+0,7 3,3+0,6 15,0+ 4,2 0,001
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Abb. 17: Arrhythmien im Langzeit-EKG

A: Wildtyp-Tiere zeigten im gesamten Aufzeichnungszeitraum einen Sinusrhythmus.

B-D: Heterozygote Desmin-Mutanten wiesen supraventrikulare (B) sowie ventrikulare
Extrasystolen (C) und AV-Blockierungen (D) auf.

E: Homozygote Mutanten im Stresstest zeigten langere AV-Blockierungen bis

414 ms.




60

Tab. 3: Oberflachen-EKG

Die P-Dauer war bei homozygoten Desmin-Mutanten gegenuber dem Wildtyp signifikant
verlangert. Diese Verdnderung konnte auch im Vergleich zwischen den 2—4 und 5-7
Monate alten Tieren gemessen werden. Solche Altersunterschiede bestanden zudem
bei der Herzfrequenz und der PQ-Zeit.

Zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse (ANOVA): Jeder abhangigen Variablen
(z. B. HF) sind insgesamt 3 p-Werte zugeordnet (Genotyp, Alter, Geschlecht). Ersterer
vergleicht die Genotypen untereinander. Tukey zeigt die p-Werte der Post-hoc-Tests an.
Die p-Werte unter Alter und Geschlecht unterscheiden nicht zwischen Genotypen.

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; S-EKG: Oberflachen-EKG; HF: Herz-
frequenz; P: P-Dauer; PQ: PQ-Zeit; QRS: QRS-Dauer; QT: QT-Zeit; QTc: relative QT-
Zeit

Alter WT DesRP/+ DesRP/RP p DesRP/+ DesRP/RP DesRP/RP
(Monate) MW + SD MW + SD MW + SD (ANOVA) vs. WT vs. WT  vs. DesRP/+
Gesamt n n n Genotyp  (Tukey)  (Tukey) (Tukey)
HF (/min) 16 424,9+57,9 21 431,9+57,4 16 433,4+54,2 0,922 0,913 0,888 0,996
P (ms) 16 11,6+3,7 21 135%+52 16 150+4,2 0,029 0,280 0,030 0,418
PQ(ms) 16 49,3+52 21 495+9,2 16 47,9%+6,5 0,935 0,993 0,864 0,785
QRS (ms) 16 14,2+2,9 21 13,4+22 16 14,7+3,0 0,283 0,616 0,848 0,288
QT (ms) 16 346+35 21 339+42 16 359+4,1 0,459 0,835 0,631 0,277
QTc(ms) 16 29,0+28 21 28, 7+38 16 30431 0,444 0,960 0,440 0,262

2 bis 4 Alter
HF (/min) 6 474,7+34,2 7 463,6+27,0 7 434,6+56,8 0,006
P (ms) 6 9,2+15 7 8,6+0,8 7 12,4 £ 4,2 < 0,001
PQ (ms) 6 46,5 + 3,8 7 43,9+4,1 7 48,0 £ 6,2 0,047
QRS (ms) 6 12,3+0,8 7 12,6 £1,0 7 15,7+ 2,5 0,309
QT(ms) 6 32,7+33 7 349+38 7 34752 0,268
QTc(ms) 6 29,0+x27 7 306+31 7 293+35 0,766

5 bis 7 Geschlecht
HF (/min) 10 395,0+47,9 14 416,1+62,7 9 432,6+55,5 0,925
P (ms) 10 13,1+39 14 159+47 9 17,0+ 3,1 0,122
PQ(ms) 10 509+54 14 524+99 9 479+7.1 0,894
QRS (ms) 10 153+3,1 14 138+26 9 13,9+3,3 0,764
QT (ms) 10 358+33 14 334+43 9 36931 0,829
QTc(ms) 10 29,0+3,1 14 27,7438 9 31,3+27 0,839
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Tab. 4: Intrakardiales EKG und Funktionstests

Des®PR" hatten eine verlangerte HV-Zeit im Vergleich zum WT. Des®™* wiesen sogar
Verlangsamungen der AV-nodalen Refraktarzeit im Vergleich zum WT und Des™"'* auf.
Bei der atrialen Refraktarzeit gab es Unterschiede zwischen den Altersgruppen. Ebenso
konnten abhangig vom Geschlecht Unterschiede bei der ventrikularen Refraktarzeit ge-
messen werden.

Zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse (ANOVA): Jeder abhangigen Variablen
(z. B. AV) sind insgesamt 3 p-Werte zugeordnet (Genotyp, Alter, Geschlecht). Ersterer
vergleicht die Genotypen untereinander. Tukey zeigt die p-Werte der Post-hoc-Tests an.
Die p-Werte unter Alter und Geschlecht unterscheiden nicht zwischen Genotypen.

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; AV: AV-Zeit; AH: AH-Dauer; HV: HV-Zeit;
WBP: Wenckebach-Punkt; 2:1: 2:1-Uberleitung; SNRT: Sinusknotenerholungszeit;
AVNRT: AV-nodale Refraktarzeit; ARP: atriale Refraktarzeit; VRP: ventrikulare
Refraktarzeit

RP/+

ARP (ms)
VRP (ms)

244+88 11 209+74
328+9,7 9 30,6+13,1

25,0+10,8 0,719
32,0+ 15,7 0,050

Alter WT DesRP/+ DesRP/RP p DesRP/+ DesRP/RP DesRP/RP
(Monate) MW + SD MW + SD MW + SD (ANOVA) vs. WT vs. WT vs. DesRP/+

Gesamt n n n Genotyp (Tukey)  (Tukey) (Tukey)
AV (ms) 13 488+54 18 50,7+152 12 58,8+ 29,3 0,517 0,965 0,424 0,515
AH (ms) 10 39,9+4,6 18 399+140 11 38,0+7,3 0,938 1,000 0,919 0,897
HV (ms) 10 9,0+15 18 102+24 10 12,021 0,002 0,231 0,003 0,054
WBP (ms) 13 942+11,9 18 91,4+225 10 96,5+ 26,0 0,804 0,923 0,963 0,803
2:1 (ms) 13 64,6+6,3 17 63,8+10,8 10 63,5+38,8 0,956 0,971 0,956 0,996
SNRT (ms) 13 216,5+62,9 17 206,2 +650 10 187,0 = 52,6 0,607 0,900 0,522 0,733
AVNRT (ms) 13 60,4+ 6,6 17 48,2+112 9 60,685 0,036 0,003 0,999 0,007
ARP (ms) 13 21,5+9,2 17 203+6,5 9 19,4%9.2 0,993 0,902 0,810 0,962
VRP (ms) 13 30,8+9,55 15 29,0+10,6 10 30,0+ 11,3 0,953 0,892 0,983 0,969

2 bis 4 Alter
AV (ms) 4 490+18 6 485+23 5 558+473 0,888
AH (ms) 4 375+19 6 388+34 5 428+35 0,649
HV (ms) 4 85+06 6 80+09 5 128+23 0,131
WBP (ms) 4 863+48 6 883+41 5 111,0+30,7 0,459
2:1 (ms) 4 638+25 6 633+82 5 68045 0,394
SNRT (ms) 4 1858+26,6 6 210,7+37,9 5 203,0+67,9 0,950
AVNRT (ms) 4 588+25 6 525+121 5 64,096 0,210
ARP (ms) 4 150+7,1 6 192+49 5 15050 0,019
VRP (ms) 4 263+85 6 26, 7+52 5 28,0%57 0,370

5 bis 7 Geschlecht
AV (ms) 9 488+65 12 51,8+18,8 7 60,9393 0,467
AH (ms) 6 415+53 12 404+172 6 34,0x7,3 0,618
HV (ms) 6 9,3+£1,9 12 11,3+21 5 11,2+1,6 0,415
WBP (ms) 9 97,8+125 12 929+278 5 82076 0,627
2:1 (ms) 9 650+75 11 64,1+124 5 59,0+10,2 0,209
SNRT (ms) 9 230,2+70,6 11 203,8+776 5 171,0%+314 0,577
AVNRT(ms) 9 61,1+7,8 11 459+104 4 56,3+4,8 0,222

9 4
9 5
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P-Dauer
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Abb. 18: P-Dauer
Die P-Dauer war bei den homozygoten Desmin-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
verlangert (ausgewertet aus elektrophysiologischer Untersuchung).
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Abb. 19: Funktionelle Veranderungen bei Desmin-Mutation 1

Es konnte eine signifikante Zunahme der infrahisédren Leitungszeit (HV; s. B) in beiden
mutierten Gruppen nachgewiesen werden, obwohl die suprahisére Leitungszeit (AH;
s. A) unverandert war.

A und B ausgewertet aus elektrophysiologischer Untersuchung
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Abb. 20: Funktionelle Veranderungen bei Desmin-Mutation 2

A:
B:

Die Gesamt-Uberleitungszeit (PQ) war unverandert.

Nur bei Desmin-Mutationen kam es zum Nachweis einer héheren Inzidenz von
hochgradigen AV-Blockierungen (Mobitz Il. und Ill. Grades). Dies deckte sich mit
der Registrierung infrahisarer Leitungsverzdgerungen.

A ausgewertet aus elektrophysiologischer Untersuchung
B ausgewertet aus Langzeit-EKG-Untersuchung
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Abb. 21: Funktionelle Veranderungen bei Desmin-Mutation 3
EKG-Aufzeichnung bei Implantation des EP-Katheters: Wé&hrend WTs (oben) weiterhin einen Sinusrhythmus
zeigten, fuhrte das gleiche Prozedere bei DesRP/+ zu AV-Blockierungen.

G9



66

A Prozentualer Anteil der Vorhofflimmerepisoden
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Abb. 22: Induktion von Arrhythmien bei Desmin-Mutation 1

A:Homozygote Mause hatten einen signifikant héheren Anteil von Vorhofflimmern ge-
genuiber Wildtypen. Heterozygote Tiere zeigten signifikant mehr anhaltendes Vorhof-
flimmern (> 1 min) als WT (Fisher-Test). (a)VHF: (anhaltendes) Vorhofflimmern

B: Des™™* wiesen signifikant mehr ventrikulare Tachykardien auf als die WTs. Die
homozygote Mutation zeigte einen vergleichbaren Trend (Fisher-Test).
VT: ventrikulare Tachykardie

A und B ausgewertet aus elektrophysiologischer Untersuchung
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Abb. 23: Induktion von Arrhythmien bei Desmin-Mutation 2

A+B: Die Induktionswahrscheinlichkeit von Vorhoffimmern unterschied sich innerhalb
der Gruppen nicht signifikant, zeigte allerdings einen vergleichbaren Trend wie
beim Fisher-Test (ANOVA).

A und B ausgewertet aus elektrophysiologischer Untersuchung
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A Induktionswahrscheinlichkeit fur ventrikulare Tachykardie
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Abb. 24: Induktion von Arrhythmien bei Desmin-Mutation 3

A: Die Suszeptibilitat fur ventrikulare Tachykardien verhielt sich im Muster vergleichbar
mit dem Fisher-Test (ANOVA).

B: Elektrokardiogramm nach ventrikularer Burst-Stimulation tber 1 s mit einem S1-S1-
Abstand von 40 ms. Beim Wildtyp (oben) lieRen sich keine Arrhythmien induzieren.
Bei Des®™* (unten) kam es zu Kammerflimmern.

A und B ausgewertet aus elektrophysiologischer Untersuchung
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Des RP/+ Des RP/RP

N

Abb. 25: Epikardiales Mapping 1

Repréasentative epikardiale Aktivierungsaufzeichnungen von WT, Des und Des
aus jeweils linkem (LV) und rechtem Ventrikelmyokard (RV). Schwarze Linien in den
einzelnen Aufzeichnungen stellen isochrone Zeitlinien dar und entsprechen jeweils 1 ms
Zeitunterschied zueinander. Im oberen Teil jeder Aufzeichnung ist die Orientierung des
Elektrodennetzes zum myokardialen Faserverlauf abgebildet. Die Erregungsfront be-
wegte sich in jeder Aufzeichnung von apikal nach basal. Auffallig war hierbei, dass die
isochronen Zeitlinien sich bei Vorliegen der Desmin-Mutation zwischen zwei Elektroden
verdichteten. Dies konnte als Hinweis auf eine verlangsamte Erregungsleitung gewertet
werden. Die Anhaufung von > 4 Isochronen zwischen benachbarten Elektroden wurde
nur bei Des®F'RP nachgewiesen.

RP/+

RP/RP
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WT Des RP/+ Des RP/RP

RA

Abb. 26: Epikardiales Mapping 2

Repréasentative epikardiale Aktivierungsaufzeichnungen von WT, Des und Des
aus jeweils links- (LA) und rechts-atrialem Myokard (RA). Schwarze Linien in den ein-
zelnen Aufzeichnungen stellen isochrone Zeitlinien dar und entsprechen jeweils 1 ms
Zeitunterschied zueinander. Bei diesen Aufzeichnungen kam dasselbe Elektrodennetz
wie beim ventrikularen Mapping zur Anwendung. Aufgrund der kleineren Flache der
Atrien wurde nur der dem Vorhofmyokard aufliegende Anteil des Elektrodennetzes
wiedergegeben. Auch hier zeigte sich bei den mutierten Tieren eine signifikante Herab-
setzung der Erregungsausbreitungsgeschwindigkeit.

RP/+ RP/RP
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Tab. 5: Epikardiales Mapping 3

Bei den Tieren mit homozygoter Desmin-Mutation waren die Zykluslangen signifikant
verlangert. Ebenso waren deutliche Einschrdnkungen der Leitungsgeschwindigkeiten in
longitudinaler und transversaler Faserausrichtung bei beiden Mutanten messbar. Zudem
war bei Des®"'RP eine Zunahme relevanter Leitungsblockaden (> 4 ms) zu beobachten.
Zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse (ANOVA): Unter Tukey sind die p-Werte der-
Post-hoc-Tests aufgefuhrt.

MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; CL: Zykluslange; LVZ: Leitungsverzdgerung;
LGL: longitudinale Leitungsgeschwindigkeit; LGT: transversale Leitungsgeschwindigkeit;
IHG: Inhomogenitétsindex; LB > 4 ms: Leitungsblockade > 4 ms; LV: linker Ventrikel;
RV: rechter Ventrikel; LA: linkes Atrium; RA: rechtes Atrium

WT DesRP/+ DesRP/RP p DesRP/+ DesRP/RP  DesRPRP
MW = SD MW + SD MW = SD (ANOVA) vs. WT vs. WT vs. DesRP/+
CL (ms) n n n (Tukey)  (Tukey) (Tukey)

LV 9 239,3+149,5 10 182,5+46,4 6 320,0* 168,0

RV 8 1746+59,9 11 187,9+52,4 7 349,3+241,6

LA 7 229,7+117,4 9 179,7+451 6 419,2+385,2

RA 9 2356+1689 9 268,7+189,0 6 281,7 +278,6

Gesamt 33 220,6 +129,6 39 203,3 +102,5 25 342,8+264,8 0,006 0,904 0,023 0,006
LVZ (ms)

LV 9 19+1,1 9 4,7+1,8 7 6,3+4,7

RV 8 2,713 10 41+25 7 6,1+ 3,2

LA 7 2,4+172 9 29+1,2 6 2,9+0,6

RA 9 27+06 10 32%1.22 6 30+£1,1

Gesamt 33 24+11 38 3,7+18 26 4,7+33 < 0,001 0,023 < 0,001 0,139
LGL (cm/s)

Lv 9 1394+31,2 9 844+240 7 820zx255

RV 9 152,8+57,2 10 959176 7 746%=109

LA 7 1084514 9 833x179 6 56,6271

RA 9 876+289 10 773+23,1 6 86,7+14,6

Gesamt 34 122,8+49,1 38 853+21,2 26 752+224 <0001 <0,001 < 0,001 0,402
LGT(cm/s)

Lv 9 1142+436 9 629+224 7 556=28,6

RV 9 96,7+222 10 61,7+145 7 50,9%16,7

LA 7 670x242 9 49,0+£11,7 6 46,3+16,0

RA 9 648+326 10 49,1+191 6 49,0+115

Gesamt 34 86,8+37,3 38 556+180 26 50,7+188 <0001 <0,001 < 0,001 0,698

IHG

Lv 7 1,9+0,8 7 28+1,0 6 4,9+3,0

RV 7 1,8 +0,6 9 45+49 5 2,8+14

LA 4 15+04 5 2,0+0,6 3 2,2+2,0

RA 7 2,4+1,6 7 109+226 3 6,1 +57

Gesamt 25 19+10 28 52+11,5 17 4,0+32 0,347 0,272 0,666 0,866
LB >4 ms

LV 7 0,6 +1,0 7 6,3+54 6 6,7 +8,1

RV 7 0,3+0,5 9 2,4+43 5 52+53

LA 5 0,0+ 0,0 5 1,0+2,2 3 0,0+ 0,0

RA 7 0,0+ 0,0 7 0,1+0,4 3 0,3+0,6

Gesamt 26 0,2+06 28 2,6 +4,3 17 3,9+6,0 0,030 0,058 0,006 0,451
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Zykluslange in Atrium und Ventrikel
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Abb. 27: Epikardiales Mapping 4

Auswertung von Zykluslange getrennt nach Atrium, Ventrikel (oben) und gesamtem
Myokard (unten). Die Auswertungen zeigten keine Unterschiede zwischen jeweils
linkem und rechtem Atrium- oder Ventrikelmyokard.
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Leitungsverzogerung in Atrium und Ventrikel
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Abb. 28: Epikardiales Mapping 5

Auswertung der Leitungsverzogerung getrennt nach Atrium, Ventrikel (oben) und
gesamtem Myokard (unten). Die Auswertungen zeigten keine Unterschiede zwischen
jeweils linkem und rechtem Atrium- oder Ventrikelmyokard.
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Longitudinale Leitungsgeschwindigkeit in Atrium
und Ventrikel
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Abb. 29: Epikardiales Mapping 6

Auswertung der longitudinalen Leitungsgeschwindigkeit getrennt nach Atrium, Ventrikel
(oben) und gesamtem Myokard (unten). Die Auswertungen zeigten keine Unterschiede
zwischen jeweils linkem und rechtem Atrium- oder Ventrikelmyokard.
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Transversale Leitungsgeschwindigkeit in Atrium
und Ventrikel
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Abb. 30: Epikardiales Mapping 7
Auswertung der transversalen Leitungsgeschwindigkeit getrennt nach Atrium, Ventrikel

(oben) und gesamten Myokard (unten). Die Auswertungen zeigten keine Unterschiede
zwischen jeweils linkem und rechtem Atrium- oder Ventrikelmyokard.
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Inhomogenitatsindex in Atrium und Ventrikel
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Abb. 31: Epikardiales Mapping 8

Auswertung des Inhomogenitatsindexes getrennt nach Atrium, Ventrikel (oben) und ge-
samtem Myokard (unten). Die Auswertungen zeigten keine Unterschiede zwischen je-
weils linkem und rechtem Atrium- oder Ventrikelmyokard.
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Leitungsblockaden (> 4ms) in Atrium und Ventrikel
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Abb. 32: Epikardiales Mapping 9

Auswertung von Leitungsblockaden > 4 ms getrennt nach Atrium, Ventrikel (oben) und
gesamtem Myokard (unten). Die Auswertungen zeigten keine Unterschiede zwischen
jeweils linkem und rechtem Atrium- oder Ventrikelmyokard.
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Tab. 6: Polymerase-Kettenreaktion-Ergebnisse 1

Homozygote Tiere wiesen hohere mRNA-Level von Ny1.5 und Ky1.5 auf. Die Unter-
schiede waren sowohl im Atrium als auch im Ventrikel messbar.

Zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse (ANOVA). Unter p sind pro Untersuchung
(z. B. Cx40) je zwei Werte aufgefuhrt. Der obere misst Unterschiede zwischen Atrium
und Ventrikel, der untere Unterschiede zwischen den Genotypen. Unter Tukey sind die
p-Werte der Post-Hoc-Tests aufgefihrt.

PCR: Polymerase-Kettenreaktion; MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; A: Atrium;
V: Ventrikel

WT DesRP/+ DesRP/RP p DesRP/+ DesRP/RP DesRPRP
MW + SD MW + SD MW + SD (ANOVA) vs. WT  vs. WT vs. DesRP/+

Cx40 n n n Tukey Tukey Tukey

A 6 1,000 7 09+04 6 1,1+04 0,169

\% 6 1,0+00 6 1,1+03 4 1,4+0,5

A+V 12 1,0+00 13 1,0+0,3 10 12+0,4 0,156 0,997 0,288 0,249
Cx43

A 6 1,0+00 7 10x05 6 1,0+0,5 0,811

\% 6 1,000 6 0902 4 1,1+0,3

A+V 12 1,0+0,0 13 1,0+0,3 10 1,0+0/4 0,800 0,916 0,978 0,829
Kv4.2

A 6 1,0+00 7 09+05 6 1,1+0,6 0,129

\% 6 1,0+00 6 1,2+03 4 1,4+0,2

A+V 12 1,0+0,0 13 1,004 10 1,2+0,5 0,345 0,984 0,450 0,534
Nv1.5

A 6 1,0+00 7 10x04 6 1,4+0,6 0,967

\% 6 1,000 6 10%x0,1 4 1,4+04

A+V 12 1,0+00 13 1,0+£0,3 10 14+0,5 0,012 0,983 0,018 0,023
Kv1.5

A 6 1,0+00 7 08+03 6 1,2+04 0,003

\% 6 1,0+00 6 1,1+03 4 1,8+0,3

A+V 12 1,0+0,0 13 0,9+0,3 10 1,4+0,5 <0,001 0,821 0,002 <0,001
Kir2.1

A 6 1,0+00 7 10+06 6 1,0+04 0,375

\% 6 1,0+00 6 10+03 4 1,3+0,3

A+V 12 1,0+00 13 1,0+0,4 10 12+0,4 0,247 0,953 0,492 0,328
Cal.2

A 6 1,0+00 7 1,1+06 6 1,3+04 0,202

Y 6 1,0+00 6 09+03 4 1,0+0,1

A+V 12 1,0+0,0 13 1,0+0,4 10 1,2+0,4 0,562 1,000 0,487 0,461

Desmin

A 6 1,0+00 7 08+04 6 1,0+04 0,762

\% 6 1,0+00 6 08+04 4 1,0+0,3

A+V 12 1,0+00 13 08+0,4 10 1,0+0,3 0,226 0,285 0,999 0,303
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PCR: mRNA-Expression
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Abb. 33: Polymerase-Kettenreaktion-Ergebnisse 2
Semiquantitative RNA-Expressionsanalyse in Atrium und Ventrikel fur lonenkandle,
Connexine und Desmin
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relatives Mengenverhaltnis von Kv1.5
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Abb. 34: Polymerase-Kettenreaktion-Ergebnisse 3

Die Expressionslevel fur Kv1.5 (oben) und Nv1.5 (unten) waren bei homozygoter
Mutation signifikant gesteigert. Dies galt gleichermaRRen fir die Ausbildung im Atrium
und im Ventrikel (relative Mengenverhéltnisse; WT = 1).
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Septum Linker Ventrikel

Streifen = 10 ym

DesRP/+

DesRP/RP

Abb. 35: Immunhistologie fur Connexin 43

In den jeweiligen Gruppen war das Verteilungsmuster fir Connexin 43 (rot) sowohl im

Ventrikel (LV) als auch im Septum vergleichbar. Es waren weder Minderanreicherungen
noch pathologische Lateralisierungen feststellbar.
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Tab. 7: Myokardiale Fibrose 1
Hetero- und homozygote Tiere zeichneten sich durch eine signifikante Vermehrung
von myokardialer Fibrose aus.
Zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse (ANOVA): Unter p sind pro Gewebeprobe
(z. B. LV) je zwei Werte aufgefihrt. Der obere misst Unterschiede zwischen jungen
(10 Wochen) und alten (30 Wochen) Tieren. Der untere p-Wert misst Unterschiede
zwischen den Genotypen. Unter Tukey sind die p-Werte der Post-hoc-Tests aufge-

fahrt.

LV: linker Ventrikel; RV: rechter Ventrikel

WT DesRP/+ DesRP/RP p DesRP/+ DesRP/RP DesRPRP
MW + SD MW + SD MW + SD (ANOVA) vs. WT vs. WT vs. DesRP/+
LV+RV n % n % n % (Tukey) (Tukey) (Tukey)
jung 14 54+2,7 10 19,3+7,1 14 146+3,5 0,436
alt 20 58+1,3 24 12,8+5,4 20 23,4+8,8
Gesamt 34 56+2,0 34 14,7+6,5 34 198+8,3 <0,001 <0,001 <0,001 0,001
LV
jung 5 51+09 5 21,0+7,7 5 155+24 0,684
alt 10 56+1,0 10 12,9+5,4 10 25,3+8,4
Gesamt 15 55+1,0 15 15,6+7,1 15 22,1+8,4 <0,001 <0,001 <0,001 0,007
RV
jung 5 30+11 5 176+6,8 5 122+4,2 0,287
alt 10 59+1,5 10 11,5+6,0 10 21,4+9,2
Gesamt 15 50+2,0 15 13,5+6,7 15 18,4+8,9 < 0,001 0,001 < 0,001 0,077
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1000pm

Abb. 36: Myokardiale Fibrose 2

Homozygote und heterozygote Desmin-Mutationen fuhrten zu signifikant vermehrter
Zunahme extrazellularen Kollagens. Die Siriusrotfarbung der histologischen Schnitte

zeigt eine deutliche Rotfarbung des Kollagens und ein vermehrtes Auftreten bei
Desmin-Mutanten.

Opm
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Fibroseanteil im Ventrikelmyokard
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Abb. 37: Myokardiale Fibrose 3

Homozygote und heterozygote Desmin-Mutationen fihrten zu signifikant vermehrter
Zunahme extrazellularen Kollagens. Vergleich der prozentualen Rotfarbung unter den
Gruppen.
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4. Diskussion

Die aktuelle Studie ist die erste elektrophysiologische Charakterisierung eines R350P-
Knockin-Mausmodells. Ziel war es zu klaren, ob eine Implementierung der humanen
Mutation ins murine Tiermodell Arrhythmien analog zum menschlichen Krankheitsbild
generieren konnte. Dadurch sollten Einblicke in mogliche Ursachen dieser HRST

ermdaglicht werden.

Trug man die Ergebnisse zusammen, so fanden sich folgende Unterschiede zwischen
WTs und Mutationstragern:

EKG-Veranderungen

Arrhythmien und AVBs

Konduktionsstérungen

Myokardiale Fibrose

Veranderte Expression von lonenkandlen

4.1 EKG-Veranderungen, Arrhythmien und atrioventrikulare-Blockierungen

Mittels LZ-EKG-Telemetrie und EPU konnte verifiziert werden, dass sich bei murinen
Mutationstragern analog zum humanen Krankheitsbild sowohl spontan als auch unter
Stress erhohte Auftretenswahrscheinlichkeiten fur Arrhythmien und Reizleitungs-
storungen entwickelten: Die heterozygoten Tiere zeigten eine erhdhte Suszeptibilitat fur
VTs, die homozygoten Mutanten wiesen deutlich vermehrt eintretendes VHF und auch
AVBs auf. Neben verlangerter P-Dauer und prolongierter infrahisarer Leitungszeit war
auch eine erhohte HF mit einer homozygoten DES-Mutation vergesellschaftet. Dies
lieferte den ersten Hinweis darauf, dass bei diesem Tiermodell Verdnderungen des

Reizleitungssystems vorliegen kénnten.

4.2 Veranderte Leitungseigenschaften des Myokards

Um Hinweise auf die Atiologie finden zu kénnen, wurden zusétzlich die myokardialen
Leitungseigenschaften der Tiere mittels epikardialem Mapping untersucht und mit-
einander verglichen. Es konnte eine Verlangerung der longitudinalen und transversalen
Leitungsgeschwindigkeit bei Mutationstragern gemessen werden. Ebenso traten unter
Mutanten des Ofteren deutliche Leitungsblockaden (> 4 ms) in Erscheinung. Schrickel

et al. konnten mit Versuchen an KO vergleichbare Ergebnisse erzielen (Schrickel et al.,
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2010). Offenbar scheint sich die DES-Mutation negativ auf die Leitungseigenschaften
des Myokards auszuwirken. Da dies in einer Verdnderung der Reizweiterleitungs-

richtung resultieren kann, kdnnte sie ursachlich fur Arrhythmien sein.

4.2.1 Myokardiale Fibrose

Um der Ursache fir diese Erscheinungen auf den Grund zu gehen, wurden die Herz-
schnitte weiteren Analysen unterzogen. Wie die Farbungen von Herzgewebe in dieser
Studie zeigten, war die Ausbildung von Fibrose-Herden ein pradominantes Phanomen
bei Tragern der DES-Mutation R350P. In der Literatur wurden diverse Mechanismen
beschrieben, die ein vermehrtes Auftreten von Fibrose im Zusammenhang mit DES-
Mutationen erklaren kénnten: Janué et al. konnten feststellen, dass DES innerhalb der
Proteinansammlungen in den Zellen durch oxidative Prozesse chemisch modifiziert ist
(Janué et al., 2007). Man vermutete, dass dies vermutlich zytotoxische Effekte auf die
Zelle habe, da der regulare Abbau defekten Proteins via Ubiquitin-Proteasom-System
bei myofibrillarer Myopathie gestort sei. Schréder et al. haben 2003 beschrieben, dass
der mitochondriale Komplex | in seiner Aktivitat herabgesetzt ist und so zur Degradation
des Zytoskeletts fuhrt (Schréder et al., 2003). Beide Annahmen unterstitzen die Hypo-
these, dass die Fibrose-Bildung u. a. durch solche Prozesse geférdert wird. Zudem inte-
ressant ist die beschriebene Beobachtung, dass die intrazellulare Ca-Erhéhung zu einer
verstarkten Calmodulin-Sattigung und sukzessive zur Aktivierung von Calcineurin flhrt
(Crabtree und Olson, 2002). Dieses wiederum dephosphoryliert NF-AT (nuclear factor of
activated t-cells), welcher dadurch in den Zellkern transloziert. Die dort veranderte Pro-
teinbiosynthese fuhrt, wie in Abb. 38 gezeigt, zu Zellhypertrophie (Greiser et al., 2010).
Da in den DES-KI-Ventrikeln fibrotische Areale vorkommen, wéare es moglich, dass
elevierte intrazellulare Ca-Spiegel zu deren Entstehung beitragen. Alternativ ware denk-
bar, dass apoptotische Prozesse, die durch DES beeinflusst werden (Chen et al., 2003),
fur die fibrotischen Veradnderungen verantwortlich sein kdénnten. Weiterhin ungeklart
bleibt die Frage, ob DES primar bei der Arrhythmogenese beteiligt ist und die Fibrose
sekundar durch erhohtes Ca entsteht oder ob DES unmittelbar die Fibrose bedingt und

konsekutiv durch die Konduktionsveranderung zur Arrhythmie fuhrt.



L-type 9
Ca Channel ;

Abb. 38: Zellhypertrophie durch elevierte intrazellulare Kalziumspiegel

Intrazellular verstarkt auftretendes Kalzium aktiviert Calcineurin und dephosphoryliert
NF-AT, welches in den Zellkern transloziert und die Proteinbiosynthese beeinflusst.
Zellhypertrophie ist die Folge.

NF-AT: nuclear factor of activated t-cells; P: Phosphatgruppe; Cn: Calcineurin;
HDAC: Histon-Deacetylase; CaMKIl: Ca®‘/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase II;
Tnl: Troponin |

modifiziert nach Greiser et al., 2010

mit Genehmigung der Oxford University Press

Abb. 39: Glanzstreifenverteilung bei Desmin-Mutation D7-des
Konfokale Immunfluoreszenzbilder zeigen die Starke des immunoreaktiven Signals von
Cx43 in Gap-Junctions im linksventrikularen Myokard von nicht-transgenen Kontroll-
(Con), WT-des- und D7-des-Méausen.

modifiziert nach Gard et al., 2005

mit Genehmigung der Oxford University Press
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Als weitere mdgliche Entstehungsgrundlagen fir die veranderten myokardialen

Konduktionseigenschaften durch die DES-Mutation kamen ferner in Betracht:

4.2.2 Veranderungen von Gap Junctions

Als Bestandteil von GJs sind Cxs wesentlich an der Erregungsausbreitung innerhalb
des Myokards beteiligt. Um seine Integritat im Zytoskelett zu gewahrleisten, bendtigt es
eine Befestigung. DES ist nachweislich an der Verankerung von Cx in den Glanzstreifen
des Herzens beteiligt (Gard et al., 2005). Das Carvajal-Syndrom und das Naxos-
Syndrom sind Erkrankungen, bei denen es zu Mutationen von Proteinen kommt, welche
mit DES assoziiert sind: Desmoplakin — ein Linker-Protein zu DES in Desmosomen
(Kartenbeck et al., 1983) — bei ersterem; Plakoglobin (McKoy et al., 2000), welches
desmosomale Cadherine an DES knupft, bei letzterem (Gard et al., 2005). In beiden
Fallen kommt es zu morphologischen Verdnderungen des Herzens (Fibrose, Dilatation)
sowie zu einer Fehldistribution des DES-Netzwerkes und der Cxs. Zudem sind beide
Erkrankungen mit Kardiomyopathie und einem hohen Risiko fir plétzlichen Herztod
assoziiert (Gard et al., 2005; Kaplan et al., 2004; McKoy et al., 2000). Daher wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die korrekte mechanische und elektrische Kopplung inner-
halb des myokardialen Synzytiums miteinander zusammenhangen (Gard et al., 2005;
Saffitz, 2005). Darluber hinaus wurden noch verschiedene DES-Mutationen untersucht,
welche Kardiomyopathien zur Folge haben (Ariza et al., 1995; Goldfarb et al., 1998;
Liet al., 1999; Mufioz-Marmol et al., 1998; Sjtberg et al., 1999). Dazu gehéren die
D7-Deletions-Mutation (R173-E179, D7-des) sowie diverse Missense-Mutationen
(A337P, A360P/N393I, L345P, N342B und R406W). Immunhistochemische Unter-
suchungen der Deletions-Mutation konnten ein Remodeling von Cx43 in den Glanz-
streifen sowie von Strukturproteinen (z. B. Desmoplakin) an Desmosomen und
Fasziae adhaerentes aufzeigen (s. Abb. 39). Urséachlich schien hier nicht eine ver-
minderte Expression, sondern ebenfalls ein Problem in der Distribution der betroffenen
Proteine zu sein. Elektrophysiologisch prasentierte sich zwar eine verlangsamte
Erregungsausbreitung, allerdings keine spontane Arrhythmie. Morphologische Ver-
anderungen wie Fibrose konnten ebenso nicht festgemacht werden (Gard et al., 2005).
Bei den DES-KI-Tieren lieRBen sich jedoch weder fehlerhafte Verteilungsmuster von
Cx43 in den immunhistochemischen Farbungen noch verénderte Expressionslevel fur

DES mittels PCR feststellen. Die GJs sind demzufolge mikrostrukturell nicht verandert
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und fur die R350P-Mutation nicht als Ursache zu werten. Als weiterer denkbarer Patho-
mechanismus ware dennoch eine verénderte Leitungseigenschaft der GJs annehmbar.
Als interzellulare Signaltransduktionsstruktur homogenisieren sie ungleiche Ladungsver-
teilungen zwischen Zellen (Poelzing und Rosenbaum, 2004; Wilson und Rosenbaum,
2007). Eine alterierte Reizkonduktion kénnte, wie bereits von Poelzing et al. postuliert,
die Leitungsgeschwindigkeit herabsetzen und konsekutiv zu Arrhythmien fihren
(Poelzing und Rosenbaum, 2004). Eine Untersuchung der GJs auf ihre Leitungs-
eigenschaften und ob DES diesbeztglich Einflisse nimmt, ist ein Aspekt, der zuklnftig

untersucht werden muss.

4.2.3 Kalzifizierung von Leitungsstrukturen

Die Verlangerung der HV-Zeit, die in der aktuellen Studie nachgewiesen werden konnte,
konnte auch auf strukturelle Verdnderungen der Reizleitungsbahn zuriickzufiihren sein.
Leitungsverzdgerungen im Bereich des atrioventrikularen Ubergangs wirden das ver-
mehrte Auftreten von AVBs erklaren. In Autopsien von Herzen mit DP konnten Yuri und
Benvenuti Kalzifizierungen von Leitungsbahnen im Myokard nachweisen (Benvenuti
et al., 2012; Yuri et al., 2007). Ob derartige Strukturveranderungen tatséchlich in diesem

Mausmodell vorliegen, misste in zukinftigen Studien nédher untersucht werden.

4.2.4 lonenkanalveranderungen

Es bedarf jedoch noch weiterer Veranderungen, um die Entstehung von HRST wahr-
scheinlich zu machen. Da die Generierung von APs und somit die Erregungsentstehung
sowie —ausbreitung im Myokard im Wesentlichen durch lonenstréme entsteht, welche
durch selektive Kanale genau gesteuert sind, wurden myokardiale Zelllysate mittels
gPCR auf Veranderungen der mRNA-Synthese von lonenkanalen untersucht.

Da die homozygote Mutanten-Gruppe eine vermehrte RNA-Expression fur Natrium- und
Kaliumkanale aufwies, kénnte man eine erhdohte De- und Repolarisationsrate bei
gleicher Offnungswahrscheinlichkeit und somit eine Verkiirzung des APs annehmen. Im
Falle einer kreisenden Erregung wirde ein vorzeitig einfallendes AP mit héherer Wahr-
scheinlichkeit auf bereits nicht mehr refraktares Areal treffen. Dies konnte eine starkere
Suszeptibilitat fur Arrhythmien erklaren. Arbeiten, welche sich mit der Arrhythmogenese
bei Herzinsuffizienz und Ischamie befasst haben, konnten aufweisen, dass Alterationen

des APs HRST zur Folge haben kdnnen. Hauptsachlich wurde dies durch eine Verande-
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rung der APD und der Offnungswahrscheinlichkeit von Kalium- (Kv4.2) und Ca-Kanalen
(NCX) induziert (Mitsuyama et al., 2014; Tomaselli und Zipes, 2004). Mitsuyama zeigte
in seiner Arbeit von 2014, dass scheinbar auch posttranslationale Veranderungen wie
Phosphorylierung von Kanalen eine Rolle bei der AP-Generation zu spielen scheinen
(Mitsuyama et al., 2014). Es ware also denkbar, dass solche Alterationen der Kanal-
strukturen fur die Arrhythmogenese verantwortlich sind. Eine weitere Mdglichkeit fir die
Veranderung der Leitungseigenschaften ware eine insuffiziente Energiezufuhr der
lonenkanéle. Wie zuvor bereits erwdhnt, hat DES auch Einfluss auf mitochondriale
Komplexe (Schroder et al., 2003). Es ware denkbar, dass den aktiv-elektrogenen
Prozessen der lonenkanéle nicht gentgend Energie zur Verfigung gestellt wird und
somit Ruhe- und Aktionspotentiale aus dem Gleichgewicht geraten. Dies sind weitere

interessante Ansatze fir zuklnftige Untersuchungen.

4.2.5 Veranderungen der atrialen und ventrikuldren Refraktarzeit

In der Arbeit von Schrickel et al. zeigte sich, dass Mausmodelle mit einem Knock-Out im
DES-Gen im Vergleich zum WT-Modell signifikante Unterschiede in Hinblick auf die
Ausbildung von Arrhythmien aufweisen (Schrickel et al., 2010). KO wiesen verkurzte
ARPs und prolongierte VRPs auf bei gleichzeitig erhéhter Auslosbarkeit von VHF und
verminderter Empfanglichkeit fur ventrikulare Rhythmusstérungen. Im Atrium fuhrte also
eine Verkurzung des AP zu erhohter Neigung zu VHF. Im Ventrikel verhielt es sich um-
gekehrt, eine Verlangerung erwies sich als protektiv gegen VTs. Interessant wird es,

RP/+ und DeSRP/RP in

wenn man diese Beobachtung mit der bei den Mausmodellen Des
der aktuellen Studie vergleicht: Hier zeigte sich bei ersteren eine erhdéhte Wahrschein-
lichkeit fur die Auslésbarkeit von VTs, bei letzteren eine hohere Anfalligkeit fur VHF.
Beides trat jedoch ohne eine Veranderung der ARP oder VRP auf. Dies deutet darauf
hin, dass im vorliegenden Mausmodell noch weitere, Uber die Refraktaritdt hinaus-

gehende Mechanismen an der Arrhythmogenese beteiligt sind.
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4.3 Alternative Moglichkeiten
Durch Literaturrecherche konnten noch weitere mogliche Ursachen fur das

arrhythmogene Myokard bei DES-Mutation erarbeitet werden.

4.3.1.1 Steigerung der Wandspannung in Atrium und Ventrikel

Am Beispiel von Mutationen der Strukturproteine lasst sich ableiten, dass mechanische
Scherkrafte das Gefilige innerhalb der Kardiomyozyten stéren. Somit ware es denkbar,
dass dort, wo eine hohere Wandspannung herrscht, auch vermehrt HRST generiert
werden. Schrickel et al. erklarte das verminderte Auftreten von VTs damit, dass die
wande des Ventrikels dicker sind und somit die Scherkraft auf den einzelnen Myozyten
geringer ausfallt. Umgekehrt ist die Wand des Atriums deutlich dinner und somit
anfalliger fur VHF (Schrickel et al., 2010).

Bei DesRP/*-

und Des"™™R"_Modellen ware es durchaus denkbar, dass Scherkrafte
Einfluss auf die Arrhythmogenese haben. Daten aus den Arbeiten von Capetaniki et al.
und Costa et al. lieferten Beweise fur DES-Vorkommen in den Z-Scheiben (Capetanaki
et al., 2007; Costa et al., 2004). Da dort auch die Ca-Speicher des sarkoplasmatischen
Retikulums liegen, ware es moglich, dass es bedingt durch eine Zunahme der
Wandspannung bei Muskelkontraktion zu Ca-Entladungen kommt. Entsprechend den
Beschreibungen von Greiser und Wan (Greiser et al., 2010; Wan et al., 2005) kdnnten
so Arrhythmien entstehen.

Ein weiterer moglicher Pathomechanismus, insbesondere fir atriale Arrhythmien, ware
eine durch verminderte Zellstabilitat generierte Dilatation der Ventrikel mit konsekutiver
Atrioventrikularklappeninsuffizienz. Durch das so gesteigerte Regurgitationsvolumen
konnte die Wandspannung auch in der atrialen Diastole steigen und so durch Dehnung

der Herzwande zu Arrhythmien im Vorhof fuhren.

4.3.1.2 Renervierungsstorungen

Ebenfalls ein unbeleuchteter Aspekt ist die Frage, ob Renervierungsstérungen des
vegetativen Nervensystems das Auftreten von Rhythmusstérungen férdern kénnten.
Tatsache ist, dass es bei myokardialen Infarzierungen zu autonomen Denervierungen
der Herzmuskeln kommt (Tomaselli und Zipes, 2004) und somit die Arrhythmogenese
gefordert wird. Zusatzlich konnte Li nachweisen, dass (wenn auch in Skelettmuskeln)

bei der Regeneration von Myozyten ebenfalls vegetative Renervierungsstérungen auf-
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treten (Li etal., 1997). Ob dies auch im Kardiomyozyten urséachlich ist, oder andere

Prozesse daran beteiligt sind, kbnnte Gegenstand zuklnftiger Studien werden.

4.4 Hypothese

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zum einen das myokardiale Remodeling in
Form von fibrotischen Veranderungen, zum anderen die Alteration der lonenkanal-
expression als ursachlich fur die Arrhythmogenese im vorliegenden Mausmodell anzu-
sehen sind. Nimmt man die in dieser Studie zusammengetragenen Messwerte der
elektrophysiologischen Daten in Betrachtung, lasst sich folgende Hypothese fur die Ent-

stehung der beiden erfassten Arrhythmie-Formen aufstellen:

4.4.1 Vorhofflimmern

DES spielt, wie bereits erwahnt, aufgrund seiner vielfaltigen intrazellularen Distribution
u. a. eine Rolle in der mechanischen Stabilitdt der Zelle. Liegt eine Mutation im DES-
Gen vor, so ware aufgrund der herabgesetzten Zellintegritéat eine hohere atriale Wand-
spannung denkbar. Es kdnnte daher zu einer spontanen Freisetzung von Ca aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum im Atrium kommen. Dies wirde in Kombination mit den
vermehrt exprimierten lonenkanalen eine gehaufte Depolarisation der Zelle und eine
Verkirzung der APD ermdéglichen. Zusatzlich ware die Leitungsgeschwindigkeit im
Atrium durch die myokardiale Fibrose verlangsamt. Da die Stréme nun alternative Wege
durch das Myokard ndhmen, kame es zu Kurzschlussverbindungen mit dem Risiko
einer unregulierten Depolarisation von Zellen in der vulnerablen Phase ihres verkiirzten
APs. Dies wirde die Auslosung von Mikro-Reentries begunstigen. Die Folge wére ein
vermehrtes Auftreten von VHF. Dieses Modell des parallelen Auftretens von kreisenden
Kurzschlussstrombahnen und umgeleiteten Stromen mit Leitungsverzégerungen wirde
das Phanomen auftretender Rhythmusstorungen bei erhaltener atrialer Refraktarzeit er-
klaren: Denn die ARP resultiert aus der Summe der einzelnen APDs der Zellen inner-
halb des atrialen Myokards. Erst wenn diese wieder erregbar sind, erzielt ein weiterer
Impuls eine erneute Depolarisation des Vorhofs. Eine reine Frequenzerhéhung der
Vorhofdepolarisation hatte eine kirzere ARP zur Folge, da die einzelnen APDs eben-
falls verkurzt waren. Dadurch, dass die Erregungsbahn jedoch die nicht depolarisier-
baren Anteile des Myokards umfahren musste, wirde sich die Zeit, in der Zellen durch

eine atriale Stimulation wieder erregt werden kdnnten, verlangern. Die Folge wére eine
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erhaltene ARP trotz bestehender APD-Verkirzung, welche schlie3lich Arrhythmien be-
gunstigt (s. Abb. 40). Die in dieser Studie erfasste Verlangerung der P-Dauer bei
Des®™RP konnte zudem als Resultat der globalen Verlangsamung der Erregungsaus-
breitung im Atrium gewertet werden. Darlber hinaus wirde die infrahisare Leitungsver-
zbgerung zum einen das vermehrte Auftreten von AVBs erklaren und zum anderen eine
1:1-Uberleitung hoher Frequenzen in den Ventrikel verhindern, was die Auslosung von

VTs vermindern wirde.

4.4.2 Ventrikuldre Tachykardie

Heterozygote Mause zeigten verkirzte AVNRPs. Die Spontanentladungen der Vorhofe
kénnten gehauft auf den Ventrikel Ubergeleitet werden. Die héhere Depolarisationsrate
des Ventrikels kénnte wiederum die Entstehung von APD-Alternanz begulnstigen. Die
ventrikulare Fibrose wirde wie im Atrium die globale Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Erregungsfront im Ventrikel vermindern und auch hier zu Kurzschlussverbindungen fuih-
ren. Wie bereits beschrieben, wiirde so eine Depolarisation in der vulnerablen Phase
eines APs ermdglicht. Die Folge wéare ein vermehrtes Auftreten von VTs. Analog zu
atrialen Rhythmusstérungen wirde auch hier die Kombination aus Reentry und ver-
zogerter globaler Depolarisation des ventrikularen Myokards in einer erhaltenden VRP

resultieren.

4.5 Schlussfolgerung

Es konnte folglich gezeigt werden, dass sich im murinen Tiermodell analog zum
humanen Krankheitsbild elektrophysiologische Phanomene wie HRST und Konduktions-
blockaden einstellen. Somit konnte das in dieser Arbeit aufgezeigte Mausmodell als

humane Mimikry der beim Menschen vorkommenden DP etabliert werden.
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Abb. 40: ADP-Verklurzung und Refraktarzeit

A: Erregungsleitung in gesundem Myokard. Absolute (rot) und relative Refraktarzeit
(gelb) bestimmen die Herzfrequenz. Vorher einfallende APs werden nicht
fortgeleitet.

B: Erregungsleitung bei verkirzter APD und herabgesetzter Leitungsgeschwindigkeit.
Aufgrund schneller erregbarer Myozyten sind auch die Abstande zweier aufeinander
folgender APs deutlich verkirzt. Daraus resultiert auch eine herabgesetzte atriale
oder ventrikulare Refraktarzeit. Die Entstehung von Arrhythmien wird begunstigt.

C: Der Erregungsbahn stehen nicht erregbare, fibrotische Areale im Weg (blau). Da
diese umkreist werden missen und zusatzlich die Leitungsgeschwindigkeit herab-
gesetzt ist, wird die Entstehung von Reentry-Kreisen durch Kurzschlussbahnen
begunstigt. Da die Zeit bis zur vollstandigen Wiedererregbarkeit des myokardialen
Areals verlangert ist, bleibt die atriale oder ventrikulare Refraktarzeit erhalten: Vor-
her einfallende Impulse (verkirzte S1-S2-Abstédnde im Stimulationsprotokoll) treffen
auf bereits durch umgeleitete Erregungswellen erregte Areale und l6sen kein
Capture aus.
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5. Zusammenfassung

Die DES-assoziierte Kardiomyopathie gehort zur Gruppe der DPs, welche auf unter-
schiedliche genetische Alterationen des Strukturproteins DES zurtickzufuihren sind. Sie
haben diverse Erkrankungen verschiedenster Auspragung, hauptsachlich der
Muskulatur zur Folge (Clemen et al., 2013). Klinisch besonders bedeutend sind die
kardialen Phanotypen, da hieraus Kardiomyopathien, teils auch mit Todesfolge,
resultieren koénnen (Spaendonck-Zwarts et al., 2011). Die bisher am haufigsten
beschriebene Mutationsform des DES-Gens ist die Missense-Mutation R350P. Diese
Dissertationsarbeit befasst sich mit der elektrophysiologischen Charakterisierung des
zugehdrigen Phanotyps als humane Mimikry im Mausmodell. In dieser Versuchsreihe
wurden LZ-EKG-Aufnahmen und elektrophysiologische Untersuchungen an WT-
Mausen und heterozygoten sowie homozygoten Tragern der R350P-Mutation durch-
gefuhrt. Des Weiteren wurden deren Herzen mittels epikardialem Mapping auf Leitungs-
storungen des Myokards untersucht. Histologische Untersuchungen der Herzen sowie
gPCRs unterschiedlicher Zellkompartimente sollten Aufschluss tber die Folgen der ge-
netischen Veranderung in den unterschiedlichen Genotypen liefern. Zusammenfassend
lieBen sich Alterationen bei EKG-Parametern (P-Dauer, HV-Zeit, AVNRP, spontane
Arrhythmien, AVBs) und Leitungseigenschaften des Myokards (herabgesetzte Leitungs-
geschwindigkeit) finden. Des Weiteren wiesen die Myozyten der homozygoten Mause
veranderte Expressionsmuster von lonenkanalen (Nv1.5, Kv1.5) auf. Zudem zeichneten
sich hetero- und homozygote Mutationstrager durch deutlich elevierte Fibrose-Anteile
des ventrikularen Myokards aus. Klinisch prasentierten sich die heterozygoten Tiere mit
einer erhohten Auftretenswahrscheinlichkeit fur VTs, die homozygoten Mutanten mit
vermehrt eintretendem VHF. Zusammenfassend kénnen diese Daten die Hypothese
stitzen, dass durch ein Zusammenspiel von alterierten Leitungseigenschaften elemen-
tarer Komponenten des Reizleitungssystems im Herzen (AV-Knoten, His-Blndel) sowie
Leitungsblockaden des Myokards ein Korrelat entsteht, welches die Genese von
Arrhythmien wie VHF und VT sowie AVBs fordert.
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