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1 Einleitung

1.1 Das Creatinkinase-System

Das Creatinkinase-System ist ein flr die Energiegewinnung bedeutender Me-
chanismus in Skelett- und Herzmuskel. Die Creatinkinase (CK) katalysiert den
reversiblen Transport von energiereichen Phosphatgruppen zwischen Adeno-
sindiphosphat (ADP) und Creatinin:

Phosphocreatin + MgADP + H* <> Creatinin + MgATP

Saugetiere und Vdgel besitzen fiinf verschiedene CK Isoenzyme. Diese Isofor-
men werden gewebespezifisch exprimiert und unterscheiden sich zusétzlich in

ihrer intrazellularen Lokalisation [24].

Drei der finf CK Isoenzyme sind zytosolische Enzyme, die aus je zwei Unte-
reinheiten gebildet werden. Es gibt zwei Homodimere, die sich aus je zwei Un-
tereinheiten M (muscle) oder B (brain) zusammensetzen und das heterodimere
Isoenzym CK MB [48]. Das CK MM lIsoenzym findet sich vor allem im reifen
Skelettmuskel und im Herzmuskel, wahrend die Aktivitat der CK BB in Gehirn,
neuronalem Gewebe und in embryonalem Herz- und Skelettmuskelgewebe am
héchsten ist. Zusatzlich zeigt sich die CK BB in hochspezialisiertem Gewebe
und Zellen wie den Photorezeptoren der Retina, den Spermatozoen, der Pla-
zenta und dem Uterusepithel. Ein Teil der CK MM ist strukturell mit kardialen
und skelettalen Myofilamenten an der M-Bande assoziiert oder locker an sar-
komere Aktinfilamente gebunden [40][24], wodurch eine funktionelle Kopplung
an die Myosin-ATPase entsteht [47]. Eine &hnliche funktionelle Bindung besteht
zur Ca**-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums und der Na*-K*-ATPase
des Sarkolemms [22][31][33].

Die heterodimere Isoform CK MB findet man wahrend der Embryonalentwick-

lung quergestreifter Muskulatur und im adulten Herzmuskel.



Die verbleibenden zwei Isoformen sind getrennte Subtypen, die sich im intra-
membrandsen Raum der Mitochondrien befinden [49]. Typischerweise wird die
sarkomere Mito-CK (Sc mito CK) im quergestreiften Muskel meist in Verbindung
mit der M-CK Untereinheit exprimiert, wohingegen die ubiquitare Mito-CK (Ub
mito CK) in den Geweben mit hoher B-CK-Aktivitat exprimiert wird. Generell gilt,
dass Gewebe mit einer hohen aeroben Kapazitat einen hdéheren Anteil mito-
chondrialer CK an der CK-Gesamtaktivitdt haben. Die mitochondrialen Isofor-
men sind in der Nahe der Adenosinnukleotidtranslokase an die AuBenseite der
inneren Mitochondrienmembran gebunden und unterstitzen so die mitochond-

riale Atmung und die reversible CK-Reaktion [24].

Das Creatinkinasesystem hat mehrere Funktionen bei der Aufrechterhaltung
der Energiehomdostase im Koérper. Zum einen stellt das Creatinkinasesystem
einen temporaren Energiespeicher und ein Energietransportsystem dar. Zum
anderen minimiert es einen intrazellularen ADP-Anstieg und verhindert so eine
Inaktivierung zellularer ATPasen und einen Nettoverlust an Adenosinnukleoti-
den. Des weiteren dient das Creatinkinasesystem als Protonenpuffer und wirkt
dadurch einer Ubersduerung der Zelle vor allem am Beginn der kérperlichen

Belastung, wenn die Glykogenolyse noch nicht angelaufen ist, entgegen [48].

1.2 Creatinkinase-defiziente Mause

Um die Bedeutung des CK-Systems ndher untersuchen zu kdnnen, wurden
Mause gezlchtet, denen entweder die sarkomere mitochondriale CK (Mito-CK),
die zytosolische CK (M-CK) oder beide Isoenzyme (Double-CK) fehlen.

Dazu wurden die jeweiligen CK-Null-Allele durch Gentransfer in von 129SvE
abgeleiteten embryonalen Stammzellen der Linie AB-1 erzeugt. Diese rekombi-
nanten Stammzellen wurden in C57BL/6 Blastozysten injiziert und einer pseu-
doschwangeren Leihmutter in den Uterus eingebracht. Die chimaren Tiere wur-
den an Hand der Fellfarbe identifiziert. Nun wurden die chimaren Mannchen mit
C57BL/6 Weibchen gekreuzt, wobei einige Chimare die Mutation an ihre Nach-
kommen weitergaben. Nach Kreuzung heterozygoter Tiere erhielt man nun die

homozygoten knockout-Tiere.



Zur Zlichtung von Double-CK'/-Mausen wurden homozygote Mito-CK/-Tiere
mit homozygoten M-CK'/-Tieren gekreuzt. Die Typisierung erfolgte durch Sou-
thern Blots aus Schwanzbiopsien [8][38].

Die Creatinkinase-defizienten Mause erscheinen normal und lebensfahig. Wo-
bei die Skelettmuskeln der M-CK'/-Tiere eine verminderte Schnellkraft und eine
reduzierte Kraftentwicklung aufweisen. Des Weiteren entspannen sich die Mus-
keln langsamer, zeigen eine veranderte Reaktion auf Ca®* und sind langsamer
ermudbar. In Skelettmuskeln wurde neben einem hyperproliferativen sarkop-
lasmatischen Retikulum ein héherer Gehalt an Mitochondrien, besonders in
schnellen Muskeln, und zusatzliche Veranderungen der Mitochondrien in deren
Morphologie und Zusammensetzung nachgewiesen [8][38]. Es konnten keine
grundlegenden Umbauvorgange in den Muskelfasern der M-CK/- und
Mito-CK'/-Tiere nachgewiesen werden. Die Anpassung betraf hauptsachlich die
Regulierung der Mitochondrien und die Glykolyse, was zeigt, dass der durch
das Fehlen des CK-Systems verminderte Energiepuffer durch eine Steigerung
der Energieproduktion kompensiert wird [3][43][45]. Zum Anderen legen die
VergréBerung des Mitochondrienvolumens und der Umbau der Zytoarchitektur
die Vermutung nahe, dass es so zu einer lokalen Kontrolle der Adenosinnukleo-
tidkonzentration kommt [39]. Die Veranderungen der Zytoarchitektur zeigen die
Bedeutung des Zusammenspiels der Organelle bei Energiegewinnung und Sig-
naltransduktion. So kann die kontraktile Funktion und die Ca?*-Homdostase bei
den CK-knockout-Tieren aufrechterhalten werden.

Das CK-System ist Bestandteil eines Netzwerks aus sich ergadnzenden enzyma-
tischen Wegen, die die Aufrechterhaltung der Energiehomdostase und der phy-
siologisch effizienten Energiegewinnung gewahrleisten. In CK-knockout-Tieren
wird ein groBer Teil des gesamten Umsatzes an Adenosintriphosphat durch
alternative Stoffwechselwege wie die Adenylatzyklase, die Glykolyse und den
Guanylatphosphat-Transfer Gbernommen, um den Energiemangel zu minimie-
ren [24].



1.3 Muskelfasertypen

Ein besonderes Merkmal der quergestreiften Skelettmuskulatur ist ihre Faser-
architektur. Die hochorganisierte Anordnung der Muskelfasern gewahrleistet
eine Vielzahl funktioneller Méglichkeiten. Die Existenz verschiedener Muskelfa-
sertypen fUhrt dazu, dass die Skelettmuskulatur ein sehr heterogenes Gewebe
darstellt. Die Muskelfasertypen kénnen im Bezug auf verschiedene strukturelle
und funktionelle Eigenschaften unterschieden werden. Aus einer Vielzahl in der
Literatur beschriebener Klassifikationsschemata hat sich heute die Klassifikati-
on der Muskelfasertypen nach den spezifischen Myosinprofilen, besonders der
Myosinschwerketten (MHC) durchgesetzt [28].

Myosin ist ein bedeutendes Strukturprotein des kontraktilen Apparates der
quergestreiften Skelettmuskulatur. Das stabférmige Myosinmolekdl ist aus zwei
Peptid-Helices gewunden und kann proteolytisch in eine leichte (MLC) und eine
schwere Kette (MHC) gespalten werden. Die leichte Kette bildet den gréBten
Teil des Stabes, wohingegen der globuldre Kopf mit der ATP-Bindungsstelle
und ein kleiner Teil des Stabes von der Myosinschwerkette gebildet werden.
Die stabférmigen Teile der Myosinmolekulle Uberlappen sich gegenseitig und
bilden so das Myosinfilament. Die Kopf- und Halsteile bilden die Querbriicken
zwischen Myosin- und Aktinfilamenten und sind direkt an der Umwandlung von
chemischer in mechanische Energie beteiligt [17].

Abbildung 1: Myosinstruktur, Quelle: [17]
A: Myosinmolekdil 1- Myosinleichtkette,
2- Myosinschwerkette,
3-,Scharnierstellen”
B: Myosinfilament



Heute sind insgesamt elf verschiedene Myosinschwerketten bekannt (s. Tabelle
1), von denen jede einzelne ein eigenstandiges Mitglied einer Multigenfamilie
ist. Einige dieser MHC-Isoformen werden muskelspezifisch exprimiert (MHClIIy,,
MHCeom, MHClyn, MHCla, MHCla, MHCcmp, MHC,s,), wohingegen andere
(MHCIB, MHClla, MHCIld/x, MHCIIb) in mehreren Skelettmuskeln verteilt sind.
Des Weiteren gibt es bei der Expression einiger Isoformen Unterschiede zwi-
schen verschiedenen Spezies. So zeigt sich, dass Menschen und andere groBe
Saugetiere unter normalen Bedingungen in ihren Muskeln MHCIIb nicht expri-

mieren.
Designation Nomenclature Muscel/fiber location
Fast-twitch MHClIlb Fiber types IIB, 1IBD, 11AB
Fast-twitch MHCIId/x Fiber types IID, 1IBD, IIDA
Fast-twitch MHClla Fiber types IIA, IIAB, IIDA, IIC, IC
Fast-twitch MHCcom Extraocular and laryngeal muscles
Fast-twitch MHCII, Masticarory muscles
Slow-twitch MHCIB Fiber types I, IC, IIC
Slow-twitch MHClo Extraocular, diaphragm, masseter muscles
Slow-twitch MHCla Plantaris, soleus
Slow-tonic MHCl;q Extraocular, laryngeal and tensor tympani muscle
Embryonic MHCcmp Extraocular muscle
Neonatal MHC,0 Extraocular, masseter muscle

Tabelle 1: Muskelfasertypen und ihre Lokalisation

Quelle: [29]

Methoden, wie die histochemische Untersuchung der myofibrillaren Adenosint-
riphosphatase, die Verwendung von MHC-isoformspezifischen Antikérpern und
die elektrophoretische Analyse der MHC-Isoformen flhrten zur zunehmenden
Aufklarung Uber die Vielfaltigkeit der Muskelfasertypen und ihrer Plastizitat. All
diese Methoden weisen darauf hin, dass es Muskelfasern gibt, die entweder nur
eine MHC-Isoform (pure fiber types) oder mehrere MHC-Isoformen (hybrid fiber

types) exprimieren.




Entsprechend der hauptsachlich in Skelettmuskeln von ausgewachsenen Sau-
getieren gefundenen MHC-Isoformen, werden folgende reine Muskelfasern (pu-
re fiber types) beschrieben: Langsame Muskelfasern vom Typ | mit der Myosin-
schwerkette I und drei verschiedene schnelle Muskelfasertypen, namlich
Typ lla mit der Myosinschwerkette lla, Typ lld/x mit der Myosinschwerkette lld/x
und Typ llb Muskelfasern mit der Myosinschwerkette Ilb. Die Koexpression von
zwei MHC-Molekulen fihrt zur Bildung von Hybridmuskelfasern, die durch die
vorherrschende MHC-Isoform wie folgt unterteilt werden kénnen: Typ I/lla auch
Typ Ic genannt (MHCIB>MHCIla), Typ lla/l auch Typ llc genannt (MHClla>
MHCIB), Typ llad (MHClla>MHCIId/x), Typ llda (MHCIld/x>MHClla), Typ lldb
(MHCIId/x>MHCIIb) und Typ llbd (MHCIlIb>MHCIId/x) [29]. Méglicherweise be-
finden sich Hybridmuskelfasern gerade in der Umwandlung von einem in einen

anderen Muskelfasertyp.

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen den auf der MHC-Klassifikation ba-
sierenden Muskelfasertypen und der maximalen Verklrzungsgeschwindigkeit.
Die maximale Verkirzungsgeschwindigkeit ist, im Vergleich zu allen Typ II-
Fasern, bei Typ |I-Fasern am geringsten. Typ lIb-Muskelfasern haben die héch-
ste Verkurzungsgeschwindigkeit, wohingegen sich Typ lla und Typ lld/x-Fasern
ungefahr gleich schnell verkirzen [4].

Auch bei dem Quotienten aus der ATPase-Aktivitdt und der isometrischen
Spannung zeigt sich der gleiche Zusammenhang wie schon bei der maximalen
Verkirzungsgeschwindigkeit: Typ llb Muskelfasern weisen den gréBten Quo-
tienten auf, Typ lla und lld/x mittlere Werte und die Muskelfasern des Typ | den
kleinsten Quotienten.

Muskelfasern sind dynamische Strukturen, die ihren Phanotyp unter verschie-
denen Bedingungen, wie zum Beispiel durch Zu- oder Abnahme der neuromus-
kularen Aktivitat, Veranderung der hormonellen Situation (vor allem im Bezug
auf die Schilddrisenhormone), mechanischer Be- und Entlastung oder durch
Alterungsprozesse, verandern kénnen. Die Wechsel zwischen den verschiede-

nen MHC-Isoformen folgen meist einem generellen Schema. Es kommt zu ei-



nem schrittweisen und reversiblen Ubergang von schnellen zu langsamen oder

von langsamen zu schnelleren Fasertypen [5].
MHCIB <> MHClla <> MHClId/x <> MHClIb

Die Muskelfasertypen unterscheiden sich in ihrer Energieversorgung. So ver-
brauchen schnelle Muskelfasern ihre Energiereserven aus Phosphocreatin und
ATP um schnelle Kontraktionen Uber einen kurzen Zeitraum ausiben zu kén-
nen. Da die Energiereserven nur begrenzt sind, ermiden sie schnell und muis-
sen ihre Energiereserven durch anaerobe Glykolyse und oxydative Phosphory-
lierung in den Mitochondrien wieder erneuern. Langsame Muskelfasern haben
dagegen - bei geringerer kontraktiler Kraft - eine ausgepragte oxydative Funkti-
on, die basierend auf oxydativer Phosphorylierung, eine ausdauernde kontrakti-
le Leistung gewahrleistet. Langsame Muskelfasern passen somit ihre Energie-
produktion dem Energiebedarf an. Eng damit verbunden ist das Creatinkinase-
system, das die lokalen ADP- und ATP-Konzentrationen kontrolliert und so eine
wichtige Verbindung zwischen der Energieproduktion und der Energieverwer-
tung darstellt [44].

1.4 Trainingsbedingte Adaptation von Skelett- und Herzmuskel

Vermehrte Muskelaktivitat, wie sie zum Beispiel bei Ausdauertraining auftritt,
fihrt bei Mausen zu schneller und bedeutender Adaptation des kardiovaskula-
ren und muskularen Systems. Diese physiologische Anpassung bewirkt eine
verbesserte Freisetzung, Aufnahme und Nutzung energiereicher Substrate, um
nachhaltig physikalische Arbeit zu leisten.

Im freiwilligen Laufradtraining, das in etwa einer Ausdauertrainingsleistung ent-
spricht, zeigt sich ein Anstieg sowohl der gelaufenen Strecke pro Tag als auch
der Durchschnittsgeschwindigkeit. Eine signifikante Verédnderung des Korper-
gewichts ergab sich nach vierwéchigem Laufradtraining nicht, so dass der Ans-
tieg des absoluten Herzgewichts als eine physiologische Hypertrophie des
Herzmuskels zu werten ist. Diese These wird durch die im Vergleich zu nicht



trainierten Tieren gesteigerte Expression kardialer Hypertrophiemarker, wie
ANF und BNP, untermauert [1].

Auch die Skelettmuskeln adaptieren sich an die gesteigerte Beanspruchung
durch eine veranderte Expression der Muskelfasertypen und einer Veranderung
der Fasergr6Be. So kommt es zu einer gesteigerten Expression von Typ lla-
Fasern und einer Abnahme von Typ llb-Fasern. Sowohl Typ |- als auch Typ lla-
Muskelfasern des M. gastrocnemius sind nach vierwéchigem Laufradtraining
signifikant gréBer als die Fasern der Kontrollgruppe. Im M. tibialis anterior zeigt
sich dagegen keine bedeutende Veranderung der Typ lla-FasergréBe [1].

1.5 Differentielle Verminderung von Belastungs- und Ausdauertraining
bei verschiedenen Creatinkinase-defizienten Mausen

Um die in vivo-Konsequenz einiger oben beschriebener in vitro-Phanomene zu
finden, wurde das Verhalten von M-CK'/*-, Mito-CK'/"- und Double-CK’/-M&usen
im Vergleich zu Wildtypmausen bei Ausdauer- und Belastungstraining unter-
sucht. FUr das Ausdauertraining wurden mannliche Tiere der verschiedenen
Linien einem dreiwdchigen freiwilligen Laufradtraining unterzogen, wobei taglich
die Zeit und die gelaufene Strecke aufgezeichnet wurden. Als MaB fir den Trai-
ningseffekt diente die Durchschnittsgeschwindigkeit. Am Ende der Trainingspe-
riode wurden die Herzen entnommen und gewogen. Anzumerken ist, dass sich
nur zwei von insgesamt 22 Double-CK’/" Mausen dem freiwilligen Laufradtrai-
ning (definiert als >30 min/d) unterzogen. Somit kénnen diese Zahlen nur als
Trend gewertet werden. Eine andere Gruppe wurde nach einer Eingewoh-
nungsphase auf einem Laufband taglich tGber 60 Minuten oder bis zur Erschdp-
fung, mit kontrollierter Geschwindigkeit und Anstiegssteilheit trainiert. Das Be-
lastungstraining auf dem Laufband wurde durch elektrische Stimulation moti-
viert. Untrainierte Geschwistertiere wurden als Kontrollgruppe verwendet und

werden im Folgenden als Schlafer bezeichnet.

Im freiwilligen Laufradtraining zeigte sich, dass M-CK'/-Mause in etwa der glei-
chen Zeit kirzere Strecken laufen als Wildtypen. Mito-CK'/-Tiere unterscheiden
sich dagegen im Bezug auf die gelaufene Zeit beziehungsweise Strecke nicht

-8-



signifikant von der Kontrollgruppe. Der Trainingseffekt, gemessen anhand der
Durchschnittsgeschwindigkeit, ist bei M-CK/-Mausen signifikant geringer als
bei Wildtypmausen. Demgegenuber trainieren Mito-CK/-M&use effektiver als
Wildtypen (s. Abbildung 2).

—0—WT

—e— Mito-CK
—a— M-CK
—&— Double-CK

Durchschnittsgeschwindigkeit
[km/h]
|

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Tage auf dem Laufrad
Abbildung 2: Trainingseffekt wédhrend dreiwdchigem freiwilligem Laufradtrai-

ning [19]

Die Herzen der Mito-CK/- und Double-CK/-Tiere sind basal hypertrophiert.
Nach dreiwdchigem Laufradtraining wiesen Mito-CK/-Mause im Gegensatz zu
Wildtypen und M-CK'/-Mausen keine adaptive physiologische Hypertrophie auf
(s. Abbildung 4).

5
N
WA

Wt M-CK Mito-CK Double CK

I.'..

-

Abbildung 3:  Isolierte Mduseherzen,; Herzen von Mito-CK /- und Double-CK /-
Méusen weisen eine basale Hypertrophie auf
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@ Schlafer

4 ‘
WT

Mito-CK M-CK  Double-CK

HW/BW [mg/g]
»

Abbildung 4:  Zunahme von Herzgewicht (HW) zu Kérpergewicht (BW) wéhrend
dreiwéchigem freiwilligen Laufradtraining [19]

Bei forciertem Belastungstraining auf dem Laufband zeigte sich ein véllig ande-
res Bild als im Laufradtraining. Mito-CK’/"- und Double-CK'/-M&use wiesen eine
schlechtere Belastbarkeit im Kurzzeittraining auf als Wildtypen, wahrend
M-CK'/-Tiere effizienter trainierten (s. Abbildung 5) [19].

70 ~
60 -
50 -

0 33cm/s 0%
33cm/s 5%
B 33cm/s 7,5%

]

-

Laufzeit [min]

L\

20 -

10 A

B

K Double-CK

(@)

WT Mito-CK M-

Abbildung 5:  Forciertes Laufbandtraining der Méuse fiir 60min/Tag mit anstei-
gender Laufbandsteilheit [19]

Ob es sich eher um einen kardialen oder einen muskuldren Phanotyp handelt,
der als Ursache oben genannter Daten aus dem Ausdauer- und Belastungstrai-

ning in Frage kommt, soll mit dieser Arbeit geklart werden.
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2 Material

Dieses Kapitel beinhaltet die Beschreibung der verwendeten Versuchstiere ein-
schlieBlich deren Haltung und Versorgung sowie eine tabellarische Auflistung
der verwendeten Chemikalien, Geratschaften und der Software.

2.1 Versuchstiere

e  Wildtyp-Mause vom Stamm C57/BL6
e M-CK7/-Mause

e Sc Mito-CK/-Mause

e Double-CK/-Mause

Die Tiere wurden in Kafigen zu maximal finf Mausen gehalten. Sie hatten einen
festen 12 Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus und freien Zugang zu Wasser und Fut-
ter.

Zum Zeitpunkt der Versuche waren die Tiere zwischen zwei und drei Monaten
alt.

Es wurden nur mannliche Tiere verwendet.

Fir die Skelettmuskelquerschnitte wurde ein Teil der méannlichen Mause der
verschiedenen Linien Uber drei Wochen einem Laufradtraining unterzogen. Da
die Double-CK/-Mause im freiwilligen Laufradmodell nicht laufen, entféllt hier
die Laufer-Gruppe.

2.2 Isolierung adulter Kardiomyozyten

2.2.1 Chemikalien

Insulin Sigma [-1882

200 mM L-Glutamin Gibco 21051-024
100 x MEM Vitamine Gibco 11120-052
50 x Aminosauren Gibco 11130-051

D-Mannitol Sigma M-9546

-11 -



2.2.2

2.2.2.1

Taurin

Creatinin
Kollagenase Typ 2
Heparin

BDM

MEM

HEPES
D(+)-Glucose
Phenol Rot

MgCl, — H.0
NaHCOs

KH2PO4

NaOH

CaCl, — H0

KCI

HCI

NaCl

NAH.PO4 — H,O
Penicillin G
Streptomycin Sulfat

Fetal Calf Serum (FCS)

Gerate

GroBgerate

Langendorff-Apparatur
Geheiztes Wasserbad

Zentrifuge
Auflichtmikroskop
Mikroskop
Digitalkamera
Computer

Sigma T-8691
Sigma C-0780
Worthingthon LS004176
Sigma H-3393
Sigma B-0753
Sigma M-1018
Sigma H-3375
Merck 1.08342
Sigma P-5530
Roth 2189.2
Merck 1.06329
Merck 1.04873
Merck 1.06498
Merck 1.02382
Merck 1.04936
Merck 1.00317
Merck 1.06404
Merck 1.06346
Sigma PEN-K
Sigma S-9137
PAA A15-043

Eigenbau, siehe Abbildung
WTE var 3185, Assistent
Universal 32, Hettich
Olympus

Olympus, CK2

Nikon Coolpix 4500

DELL



2.2.2.2

2.2.2.3

223

Kleingerate und Zubehor

Praparationsbesteck
Praparationskammer
Petrischalen @ 5 cm

Tubes, verschiedene GréBen
Eppendorff Caps

Pipetten, verschiedene GroBen
Cell Strainer, 100 pm
Perma-HandR Seide
Rasierklinge

Objekttrager mit MaBstab

Software

Auswertung

Lésungen

Aesculap
Eigenbau
Cell Star

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Becton Dickinson #352360
Ethicon EH6761H

z.B. Gilette

Menzel-Glaser

Sigma Scan Pro5, SPSS Inc.

Die fur die Isolierung der Kardiomyozyten bendtigten Lésungen wurden flr

mehrere Versuche angesetzt und portioniert bei unten angegebenen Lage-

rungsbedingungen aufoewahrt. Am Tag der Préparation wurden aus unten ge-

nannten Losungen die Isolationsldsungen A bis E angesetzt.

SKGMEM

Insulin

1| MEM
350 mg NaHCO3

1ml Penicillin Stock (50000 U/ml H>O dest)
1ml Streptomycin Stock (50 mg/ml HoO dest)

2,5% FCS (Fetal Calf Serum)

1 mg/ml
Ansatz 10 ml in HCI

Einfrieren in 125 pl Aliquots bei -20° C
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Kardioplege Losung

HEPES 5,84 ¢
NaHCO3 0,323 g
Dextrose 309
Mannitol 6,259
Heparin 110,0 mg
KCI 1,59
H-O (steril) 820 ml

pH 7,4, 300-310 mOsm
Einfrieren in 10ml Aliquots bei —20°C

10 x EBSS — verandert, 1000ml

KCI 49
NaCl 68 g
NaH2P0O4 — H20 1,49
Glucose 10 ¢
Phenol Rot 0,19

Wittenberg Isolations Medium (WIM, Ca?* frei), ca 2000 ml

10 x EBSS (verandert) 200 ml
1 M MgCl, 3,44 ml
30 % Glucose 7,3 ml

1 M NaHCO3 8,8 ml
1 M HEPES 42,2 mi
1 M KH2PO4 2,94 ml
5 M NaOH 3,2ml
200 mM L-Glutamin 20 ml
100 x MEM Vitamine 20 ml
50 x MEM Aminosauren 40 ml
BDM 2,022 g
Taurin 1,251 ¢
H-O (steril) 1640 ml

pH 7.4; steril gefiltert bei 4°C aufbewahren

-14 -



Am Tag der Praparation wurden aus oben genannten Losungen die Isolations-
l6sungen A bis E angesetzt. Dazu wurden zunachst als Grundlage fiir die L6-
sungen 125 pl Insulin in 250 ml Ca®* freiem WIM gelést. Die Isolationsldsungen
wurden bis zu ihrer Verwendung in einem 37°C warmen Wasserbad aufbe-
wabhrt.
Lésung A

50 ml WIM/Insulin

250 pl 1 M MgCl,

Lésung B
50 ml WIM/Insulin
40 mg Collagenase Typ 2
50 pl 10 mM CaCl2
250 pl 1 M MgCl2
CAVE: Collagenase erst kurz vorher zufligen, da sie ihre Aktivitat

schnell verliert

Lésung C
50 ml WIM/Insulin
250 mg Albumin
750 pl 10 mM CacClz
250 pl 1 M MgCl,

Lésung D
15 ml Lésung C
150 pl 10 mM CacCl;

Lésung E
15 ml Lésung C
562 pl 10 mM CaCl,
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2.3 Ruhe- und Stress-EKG

2.3.1 Chemikalien

2,2,2 Tribromomethanol 97%
2-Methyl-2-butanol 99%
Dobutamin 250mg/50ml
NaCl

2.3.2 Gerate

2.3.2.1 GroBgerate

Power Lab 4/25

Bio Amplifier

Computer
Temperatur-Kontroll-Modul
Heizplatte, 24 V, 37 W

2.3.2.2 Kleingerate und Zubehor

Nervnadeln, Lange 021, Size
Insulinspritzen

Koaxialkabel

2.3.2.3 Software

Aufzeichnung

Auswertung

2.4 Skelettmuskelquerschnitte

2.4.1 Chemikalien

Isopentan
Tissue Tek

460
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Aldrich Cat T4,840-2
Aldrich Cat 15,246-3
Solvay

Merck 1.06404

ML 845; AD Instruments

ML 136; AD Instruments

DELL

TKM-0902; Féhr Medical Instruments
EHE-3501/140; F6hr Medical Instru-

ments

Antaeos

Omnifix F 1 ml, Braun

Chart 5 for Windows, AD Instruments
ECG Auto Version 1.5.12.33, EMKA-
Technologies

Sigma-Aldrich 270342
Sakura 4583



2.4.2

2.4.2.1

2.4.2.2

2.4.2.3

2.4.3

NaH,PO4 — HO

Na HPO,4 — H,O

Triton-X

BSA-Albumin, bovine
Normal Goat Serum (NGS)
Vectashield

Trockenmilch

Nagellack, farblos

Gerate

GroBgerate

Mikrotom
Fluoreszenzmikroskop

Kamera

Kleingerate und Zubehor

Praparationsbesteck
Mikrotomklingen
Objekttrager
Deckglaschen

DAKO Cytomation Pen

Pipetten, verschiedene GrdBen

Tubes, verschiedene GroBen

Feuchte Kammer

Software

Auswertung

Antikorper
MHC

SC-71
BF-35
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Sigma S-9638
Sigma S-9390
Sigma T-8787
Sigma A-4919
Sigma G-9023
Vector H-1000
Topfer

Nivea

CM 3000, Jung
Axiovert 135, Zeiss
Axio Cam MRm, Zeiss

Aesculap

C35, Feather

Super Frost, Menzel-Glaser
Menzel-Glaser

S-2002, Daco Cytomation
Eppendorff

Eppendorf

Eigenbau

Axio Vision 40LE V.4.4, Zeiss

Typ |
Typ lla
Typ lld/x



GAMP/GAMF IgG Molekular Probes Alexa Fluor,

A11001
2.44 Loésungen
PBS-L6sung; 0.4 M
NaH:PO4 — H2O 10,59
Na;HPO,4 — HO 86,6 g
H>O destilliert 960 ml
P/BS-Lésung
0,1 M PBS 50 ml
Triton-X 50 pl
BSA-Albumin 0,06 g
Trockenmilch 0,06 g
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3 Methoden

Die Isolierung von adulten Kardiomyozyten zur GréBenbestimmung, die Auf-
zeichnung von Ruhe- und Belastungs-Elektrokardiogrammen und die Anferti-
gung und Farbung von Muskelgquerschnitten zur Auswertung der Muskelfaser-

typen sind Gegenstand dieses Kapitels.

3.1 Isolierung adulter Kardiomyozyten zur GréBenbestimmung

3.1.1 Préaparation und Isolierung

Zur Isolierung der Kardiomyozyten kam eine modifizierte Langendorff-Apparatur
zur Anwendung, die wahrend der Perfusion eine in etwa konstante Temperatur
von 37°C und einen konstanten Perfusionsdruck gewéhrleistet. Der Versuchs-
aufbau geht auf O. Langendorff zuriick, der diesen 1895 erstmalig beschrieb
[41].

~
O,

™~ Fritte

Glaskolben

Warme- ___
tauscher

Abbildung 6:  Aufbau der Langendorff-Apparatur
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Den mit Diethylather narkotisierten Tieren wurde mit einigen Scherenschnitten
der Thorax erdffnet und 10 ml der eisgekUhlten kardioplegen Lésung in den
rechten Ventrikel des schlagenden Herzens injiziert. Das Herz wurde mit Hilfe
einer Schere vom GeféBstiel abgetrennt, in eine mit eisgekihltem WIM/Insulin
geflllte Petrischale tberfihrt und dort von Thymus und Fettgewebe befreit. Da-
nach erfolgte die Kanilierung der Aorta in der mit eiskaltem WIM/Insulin gefill-
ten Praparationskammer. Nach Fixierung mit Handseide wurde das kanulierte
Herz an die Langendorff-Apparatur angeschlossen und fir ca. finf bis zehn Mi-
nuten mit vorgewarmter und oxygenierter Lésung A perfundiert, bis es trocken
zu werden schien. Danach erfolgte der Wechsel auf die ebenfalls vorgewarmte
und oxygenierte Perfusionslésung B, bis sich die Tropfgeschwindigkeit ungefahr
verdoppelt hatte. In einer frischen Petrischale wurde das Herz nach Entfernung
der Vorhéfe mit Hilfe einer Rasierklinge in kleine Stiicke zerhackt. Diese wurden
in 10 ml der Lésung C fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert und wahrend der ers-
ten zehn Minuten mehrmals geschwenkt. In der zweiten Halfte lieB man das
Gewebe absetzen. Nachdem der Uberstand abpipettiert war, wurden 15 ml der
Lésung D hinzugefligt und wie oben inkubiert. Nach 20 Minuten wurde der
Uberstand wiederum abpipettiert und 15 ml der Lésung E hinzugefiigt. Nach
dem oben beschriebenen Inkubationsprozess von 20 Minuten wurde die Sus-
pension nun durch einen 100 um Zellfilter gefiltert. Das Filtrat wurde dann bei
500 rpm fiir maximal drei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und das Zell-Pellet mit 7 ml SKGMEM wieder in Lésung gebracht. Unter dem

Mikroskop erfolgte eine Kontrolle der Zellen [51].

3.1.2 Auswertung

Die Zellen wurden unter dem Mikroskop mit einer Digitalkamera fotografiert. Bei
den so gewonnenen Bildern wurden mittels SigmaScan durch Umfahren der

Kardiomyozyten mit dem Mauszeiger deren Lange, Breite und Flache ermittelt.

Die Berechnung von Mittelwert, Standardabweichung und Varianz erfolgte mit
Hilfe von Microsoft Excel. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Student-
schen t-Test flr ungepaarte Stichproben. Das Signifikanzniveau wird bei p-
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Werten kleiner als 0,05 erreicht. Bei p<0,01 wird von hoher Signifikanz ausge-

gangen.

3.2 Ruhe- und Stress-EKG

3.2.1 Aufzeichnung

Anhand des aktuellen Kérpergewichts erfolgte die Narkose mit 100 ul 2,5%
Avertin pro 10 g Kérpergewicht. Auf einer Heizplatte, die mittels einer Rektal-
sonde reguliert wird, wurden die Tiere mit Hilfe von Klebestreifen auf dem
Rucken liegend fixiert. Der AnschluBB an das Aufzeichnungsgerat erfolgte durch
subcutan eingefiihrte Nadeln. Die Ableitung erfolgte nach den Extremitatenab-
leitungen | und Il nach Einthoven.

re. Arm - | + _li. Arm

A\

li. FuB

Abbildung 7:  Extremitdtenableitung | und Il nach Einthoven

Zunachst wurde Uber finf Minuten ein Ruhe-EKG aufgezeichnet. Nach intrape-
ritonealer Injektion von 1,5 ug Dobutamin pro Gramm Koérpergewicht wurden
weitere funf Minuten aufgezeichnet [20].

3.2.2 Auswertung

Aus den so erfassten EKGs wurden je vier Teilstlicke a zehn Sekunden ausge-
wertet. Das erste wurde aus dem Ruhe-EKG ausgewahlt, die weiteren drei je-

weils ein, zwei beziehungsweise drei Minuten nach der Dobutamininjektion.

=21 -



Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms ECG Auto, Version 1.5.12.383.

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Sie sind als
Mittelwerte der einzelnen Tiere, beziehungsweise der jeweiligen Gruppe zu se-

hen.

Die QT-Zeiten wurden nach der Formel von Bazett frequenzkorrigiert. Die fre-
guenzkorrigierte QT-Zeit berechnet sich aus dem Quotienten der QT-Zeit und
der Wurzel des RR-Abstandes in ms. Eine weitere Frequenzkorrektur wurde mit
Hilfe der von Mitchell et al. speziell fir Mause entwickelten Formel Q-T; = Q-
To/(R-R¢/100)"? vorgenommen. Nach Auftragen des natlirlichen Logarithmus
der QT-Zeit gegen den natirlichen Logarithmus des RR-Abstandes durch 100
wird eine Regressionsgerade gebildet. Die korrigierte QTc berechnet sich nun
aus e*, wobei x den Schnittpunkt der Gerade mit der Y-Achse darstellt [23].

Nach Berechnung der statistischen KenngréBen mit Microsoft Excel erfolgte die
statistische Analyse mit dem Studentschen t-Test flir gepaarte, beziehungswei-
se ungepaarte Stichproben. Bei p<0,05 wird von einem signifikanten Unter-

schied ausgegangen.
3.3 Skelettmuskelquerschnitte

3.3.1 Gewinnung der Muskelquerschnitte

Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getbétet. Nach Darstellung des M.
tibialis anterior und des M. gastrocnemius wurden diese vorsichtig im Ganzen
entfernt und in vorgeklhltes Isopentan gegeben. Bei —80°C wurden sie bis zur

weiteren Verarbeitung aufoewabhrt.

Die in Isopentan gefrorenen Muskeln wurden mittels Tissue Tek senkrecht auf
dem Mikrotompilz befestigt. AnschlieBend wurden aus der Mitte der Muskeln
Gefrierschnitte von je 7 um angefertigt. Diese wurden nach dem Trocknen bei
-20°C bis zur immunhistochemischen Farbung aufbewahrt [1].
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3.3.2 Immunhistochemische Farbungen

Nachdem die Schnitte fir 30 Minuten an der Luft getrocknet waren, wurden sie
mit einem Dako Cytomation Pen umrandet. Zunachst wurden sie fir eine Stun-
de bei 4°C mit P/BS und 5%igem Normal Goat Serum inkubiert. Nach viermali-
gem Waschen mit PBS wurden die Schnitte Gber Nacht mit dem ersten Antikér-
per, der mit P/BS auf die gewlinschte Konzentration verdiinnt war, bei 4°C in

einer feuchten Kammer inkubiert.

Die Objekitrager wurden zweimal mit PBS gewaschen und fur zweimal finf Mi-
nuten mit PBS inkubiert.

4 ul des zweiten Antikdrpers wurde in 6000 ul PBS geldst. Bei Raumtemperatur
wurden nun die Schnitte mit diesem Antikérper flr 30 Minuten in einer feuchten
Kammer inkubiert und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen.

Bevor die Schnitte zum Schluss mit Vectashield eingedeckt, mit einem Deck-
glaschen versehen und dieses mit Nagellack versiegelt wurde, wurden sie

nochmals fur zweimal flinf Minuten mit PBS inkubiert [1].

MyHC Isoform

1. Antikorper

Konzentration

2. Antikérper

Konzentration

Typ | MHC 1:20 GAMP/GAMF IgG |1:200/1 :1500
Typ lla SC-71 unverdinnt GAMP/GAMF IgG |1:200/1 :1500
Typ Ild/x BF-35 unverdinnt GAMP/GAMF IgG |1:200/1 :1500

Tabelle 2:

Verwendete Antikérper zur Anfédrbung der verschiedenen Muskel-

fasertypen und deren Konzentration

3.3.3 Auswertung

Die Schnitte wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop mit der Axio Cam MRm

fotografiert.
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Die Querschnittsflachen der einzelnen Muskelfasern wurden durch das Prog-
ramm Axio Vision 40LE ermittelt, indem die immunhistochemisch positiv gefarb-
ten Zellen mit dem Mauszeiger umfahren wurden [1].

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
statistische Analyse erfolgte mittels des Studentschen t-Tests. Das Signifikanz-
niveau liegt bei p<0,05 und ist mit [*] in den Tabellen und Abbildungen gekenn-

zeichnet.

Die Anteile der einzelnen Muskelfasern am Gesamtmuskel wurden durch Aus-
zéhlen von ca. 650 Fasern in zwoélf randomisierten Feldern pro Muskel und
Maus ermittelt. Da eine Farbung mit dem fir Typ llb spezifischen Antikorper
BFF-3 aus technischen Griinden nicht méglich war, ergibt sich der prozentuale
Anteil der Typ llb Fasern aus der Differenz von 1 und der Summe der anderen
Muskelfasern.

Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben.
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4  Ergebnisse

4.1 Kardiomyozyten

Um die GréBen der Kardiomyozyten zu ermitteln, wurden Kardiomyozyten aus
je funf Tieren pro Gruppe wie oben beschrieben isoliert. Es wurden 794 Wild-
typ-, 675 M-CK/-, 351 Mito-CK'/- und 744 Double-CK’/-Kardiomyozyten ver-
messen (s. Tabelle 3).

Die durchschnittliche Flache der Wildtyp-Kardiomyozyten betragt 2482 um>.
Somit ist die Flache der Wildtyp-Kardiomyozyten signifikant kleiner als die der
Mito-CK'/-Kardiomyozyten (4646 um?2). M-CK/-Kardiomyozyten und Double-
CK'/-Kardiomyozyten unterscheiden sich, mit einer Flache von 2322 um? be-
ziehungsweise 2375 pum?, nicht signifikant von den Wildtypm&ausen
(s. Abbildung 8).

6.000 -
& — D
S £ A/
= 4.000 - =
[0] (0]
N (@]
) &
L 2000 | -
0 i
@ WT 8 M-CK @ Mito-CK @ Double-CK @ WT § M-CK @ Mito-CK @ Double-CK

Abbildung 8:  Fldche der isolierten Kar-  Abbildung 9:  Lénge der isolierten Kar-
diomyozyten; Werte in um? diomyozyten [um]
+ Standardabweichung + Standardabweichung

Die Kardiomyozyten aller vier untersuchten Gruppen sind in etwa gleich breit.

Die Kardiomyozyten der Wildtypmause sind im Durchschnitt 121,6 um lang und
somit signifikant langer als die der Double-CK/-Mé&use. Auch die M-CK7/-
Kardiomyozyten sind mit 114,6 um zwar deutlich kirzer als die Wildtypkardio-
myozyten, aber im zweiseitigen Studentschen-t-Test wird das Signifikanzniveau
nicht erreicht (p=0,075). Die langsten Kardiomyozyten in den untersuchten
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Gruppen haben, wie auf Grund der Daten fir die Flache schon zu vermuten
war, mit einer durchschnittlichen Lange von 181,2 um, die Mito-CK/-Mause.
Die Lange der Mito-CK'/-Kardiomyozyten unterscheidet sich hoch signifikant
von der der Wildtypmause (s. Abbildung 9).

Abbildung 10A:  WT Abbildung 10B: M-CK

Abbildung 10C: Mito-CK Abbildung 10D: Double-CK

Abbildung 10: Isolierte Kardiomyozyten

- 26 -



Flache [pm?] Lange [um] Breite [um]
Wildtyp 2482 +96 121,6 +50 21,3 +1,1
M-CK-/- 2322 +248 114,6 +5,8 20,6 +1,3
Mito-CK-/- “4646 + 1601 **181,2 + 28,1 25,9 +5.2
Double-CK-/- 2375 +184 *111,2 +51 21,6 +1,5
Tabelle 3: GréBenbestimmung der isolierten Kardiomyozyten

* p<0,05 vs WT; **p<0,01 vs WT

4.2 Ruhe- und Stress-EKG

FOr die Aufzeichnung der Ruhe- und Stress-EKGs wurden Wildtypmause
(n=10), Mito-CK’/-Mause (n=8), M-CK/-Mause (n=9) und Double-CK/-Mause

(n=10), wie oben beschrieben, mit Avertin narkotisiert und anschlieBend konti-

nuierlich Gber zehn Minuten ein EKG aufgezeichnet. Nach finf Minuten wurde

den Tieren intraperitoneal Dobutamin injiziert. FUr das Stress-EKG wurde eine

Sequenz drei Minuten nach der Dobutamingabe ausgewertet.

Abbildung 11:
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Abbildung 12: StreB-EKG Wildtyp, 3 min. nach Dobutamingabe

4.2.1 Ruhe-EKG

Die Ruheherzfrequenz der untersuchten Wildtypmause liegt bei 455 bpm.
M-CK'/-Mause und Double-CK/-Mause unterscheiden sich mit 468 bpm bezie-
hungsweise 436 bpm nicht nennenswert von den Wildtypen. Dagegen haben
Mito-CK'/-Méause (404 bpm) eine signifikant niedrigere Ruheherzfrequenz
(s. Tabelle 4).

In Analogie dazu ist auch die RR-Dauer der Mito-CK'/-M&use signifikant langer
als bei Wildtypmausen und es besteht kein Unterschied zwischen Wildtypen
und M-CK'/-Mausen beziehungsweise Double-CK'/-Mausen (s. Tabelle 4).

Die P-Welle ist bei Wildtypen und Mito-CK’/-Mausen anndhernd gleich lang. Bei
Double-CK'/-Mausen und M-CK'/-Mausen hingegen kirzer. Ein signifikanter
Unterschied ergibt sich mit einem p-Wert von 0,023 allerdings nur fir M-CK'/-
Mause (s. Tabelle 4).

Bei M-CK'/-Mausen ist die QT-Zeit mit 28,94 ms signifikant kirrzer als die der
Kontrollgruppe (34,49 ms). Auch die, nach der Formel von Bazett frequenzkor-
rigierte QT-Zeit der M-CK/-Mause erreicht das Signifikanzniveau. Die fre-
quenzkorrigierte QT-Zeit berechnet sich aus dem Quotienten der QT-Zeit und
der Wurzel des RR-Abstandes in ms. Mito-CK/-M&use und Double-CK'/-
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Mause unterscheiden sich dagegen weder in der unkorrigierten, noch in der
nach Bazett korrigierten QT-Zeit von Wildtypmausen (s. Tabelle 4).

Bei der QT-Zeit Korrektur nach Mitchell, die wie oben beschrieben durchgefihrt
wurde, ergab sich flr Wildtypen eine QTc-Dauer von 29,13 ms. M-CK'/-Méause
haben mit 24,19 ms eine kirzere QTc-Dauer, wohingegen Mito-CK'/-Mause mit
39,04 ms und Double-CK/-Mause mit 32,90 ms ein langeres QTc-Intervall auf-
weisen (s. Abbildung 13).

4-00
4;00

3,90 h [

Mito-CK: y = -0,3059% + 3,6645 380 1 Double-CK: y = 0,6069x + 3,4936

3,70 -

8,601 O WT Kontrolle

A M-CK Kontrolle
# Mito CK Kontrolle
m Double CK Kontrolle

3,50 2

In(QT)

3,40
A
M-CK:y = 0,4781x + 3,186
3,30 - *
|
4 a
3,20 4 A
T:y =0,651x + 3,3717
3,10
. 3;00 . . .
40 -0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80
In(RR/100)

-0,

Abbildung 13: QT-Zeit-Korrektur nach Mitchell [23]

Die QRS-Dauer bei Wildtypméausen betragt 8,81 ms. Bei Mito-CK/-, M-CK'/*-
und Double-CK'/-Méausen ist die QRS-Dauer signifikant l1anger als bei Wildty-
pen (s. Tabelle 4). Nur bei Double-CK'/-Mausen unterscheidet sich die GréBe

der R-Amplitude von der der Wildtyp-Kontrollgruppe (s. Tabelle 4).
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Abbildung 14: QRS-Dauer im Ruhe-EKG Abbildung 15: R-Amplitude im Ruhe-EKG
[i-mSSz{andardabweichung Tg{andardabweichung
Das Produkt aus QRS-Dauer und R-Amplitude ist bei Mito-CK/-Mausen
(9,67 mV*ms) und bei Double-CK/-Mausen (10,20 mV*ms) signifikant gréBer
als das der Wildtypen (6,65 mV*ms). Da ein vergréBertes QRS-Produkt als Hy-
pertrophiemarker gilt, kann eine Hypertropie der Mito-CK’/- und Double-CK'/*-

Herzen angenommen werden.

16 -
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Abbildung 16: QRS-Produkt (QRS-Dauer x R-Amplitude) des Ruhe-EKG [mV ms]
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Wildtyp M-CK/ Mito-CK/ Double-CK

Herzfrequenz 455 +20 468 +29 *404 +65 436 *+33
[bpm]

P-Welle [ms] 1328 +154 | *11,46 +1,83 13,16  +2,51 11,94 +176
QT-Zeit [ms] 34,49 +422 | *28,94 +528 35,19 =777 38,77 +9,44
QTcMitchell [ms] | 29,13 24,19 39,04 32,90

QTcBZ [ms] 95,92 +13,44 | *79,23 +11,16 91,37 +23,08 | 105,03 23,51

RR-Dauer [ms] 132,01 +5,85 | 128,63 +8,05 |*152,52 +27,83 | 138,64 +10,88

R-Amplitude [uV] | 757,97 +£101,64 | 678,06 +192,96 | 893,53 +232,54 |*960,44 +277,12

QRS-Dauer [ms] 8,81 +0,66 |*™10,04 0,92 *11,02  +2,60 |[**10,64 0,94

QRS-Produkt 6,65 *0,80 6,85 *+1,86 **9,67 +2,79 |[*10,20 + 3,01
[mV*ms]
Tabelle 4: EKG-Parameter im Ruhe-EKG

* p<0,05 vs. WT; *p<0,01 vs. WT

4.2.2 Dobutamin-Stress-EKG

Durch die intraperitoneale Gabe von Dobutamin steigt die Herzfrequenz in allen
untersuchten Gruppen und unterscheidet sich hoch signifikant von den Herzfre-
quenzwerten der Ruhe-EKG-Aufzeichnung. Auch drei Minuten nach der Dobu-
tamingabe schlagen die Herzen der Mito-CK/-Mause (574 bpm) signifikant
langsamer als die der Wildtypméause (655 bpm). Ein weiterer Unterschied zeigt
sich darin, dass es bei Wildtypmausen zu einer Herzfrequenzsteigerung um
44% kommt, bei M-CK/-M&usen dagegen nur zu einer Steigerung um 31%
(p=0,0119) (s. Abbildung 17).

In Analogie zu den Herzfrequenzdaten verkirzt sich auch die RR-Dauer aller
Gruppen signifikant (s. Tabelle 5). Anders als noch im Ruhe-EKG ist die RR-
Dauer im Stress-EKG bei allen CK-Mausen deutlich langer als bei der Ver-
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gleichsgruppe (s. Tabelle 5). Der RR-Abstand verkdrzt sich bei Wildtypmausen
mit 30% am starksten von allen untersuchten Gruppen. Ein signifikanter
(p=0,0329) Unterschied besteht aber nur zu M-CK’/-Mausen, deren RR-Dauer

sich nur um 24% verringert.

700

600 -

500 -

HR (bpm)

400 -

300

Kontrolle 1min 2min 3min

—0— WT —&— M-CK —e— Mito-CK —— Double-CK

Abbildung 17: Herzfrequenzvariation im Dobutamin-Stress-EKG [bpm]

War die P-Welle vor der Dobutamingabe bei M-CK’/-Mausen noch signifikant
kirzer, so sind drei Minuten nach der Dobutamingabe die P-Wellen von Wild-
typméusen, M-CK/-Mausen und Mito-CK/-Mausen ungeféhr gleich lang. Die
P-Wellen der Double-CK'/-Mause sind signifikant kirzer als die der Wildtypen
(s. Tabelle 5).

Die QT-Zeiten aller untersuchten Gruppen unterscheiden sich nach der Dobu-
tamingabe nicht. Nur die QT-Zeit der Double-CK/-Mause verkirzt sich signifi-
kant von 40,95 ms auf 29,67 ms.

Die QRS-Dauer ist, wie auch schon vor der Dobutamingabe, bei allen CK-
Mausen hoch signifikant langer als bei Wildtypmausen (s. Tabelle 5). Zu er-
wahnen ist, dass sich die QRS-Dauer der Wildtypmause, der Mito-CK'/-Méause

und der Double-CK'/-Mause zwar verringert, aber es nur bei Wildtypen zu einer
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signifikanten Veranderung kommt. Die QRS-Dauer der M-CK/-Mause bleibt

konstant (s. Tabelle 5).

Die Amplitude der R-Zacke wird in allen vier Gruppen signifikant kleiner. Doch

auch nach der Gabe von Dobutamin ist die R-Amplitude der Double-CK'/-

Mause weiterhin signifikant gréBer als die von Wildtypmausen (s. Tabelle 5).

3min Wildtyp M-CK'/ Mito-CK'/ Double-CK'/
Herzfrequenz °650 t45 °625 t22 585 +78 615 44
[bpm]

P-Welle [ms] 13,32 +2,59 13,49 +2,92 13,78 +235 | *10,50 +2,96
QT-Zeit [ms] 30,70 +7,09 | 30,62 +6,62 32,25 +3,70 |°29,676 86,76
QTcBZ [ms] 104,94 +25.28 97,14 21,24 100,02 14,72 96,13 *20,92
RR-Dauer [ms] °91,65 +5,41 |*96,49 +3,46 |>98,94 +10,11 |°98,93 +6,98

R-Amplitude [uV]

°586,42 + 173,65

611,33 £ 239,75

652,11 + 110,71

©809,87+ 191,08

QRS-Dauer [ms]

8,13 +0,74

*10,05 *0,95

*10,64 +0,95

*10,15 *0,55

Tabelle 5:

EKG-Parameter nach intraperitonealer Gabe von 1,5 ug/gKkG Do-

butamin

*0<0,05 vs. WT; <0,05 vs. Kontrolle

4.3 Skelettmuskelquerschnitte

Die Muskelquerschnitte wurden von je zwei Mausen pro Gruppe, wie im Metho-

denteil beschrieben, angefertigt. Nach der Farbung mit flr die einzelnen Myo-

sinschwerketten spezifischen Antikérpern wurden die Schnitte unter dem Mik-

roskop fotografiert. Da Double-CK'/-Mause im freiwilligen Laufradtraining nicht

laufen, entféllt die jeweilige Laufergruppe.
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4.3.1 GroBe der Muskelfasern

Zur Ermittlung der Fasergr6Be wurden einzelne Muskelfasern mit einer Compu-
termaus umfahren. Mittels der AxioVision Software wurde daraus die Fasergro-
Be der einzelnen Muskelfasern im Querschnitt berechnet. Aus genannten
Grinden war die Ermittlung der FasergrdBe fir Typ llb-Muskelfasern nicht még-
lich.

4.3.1.1 Musculus Gastrochemius

Im M. gastrocnemius von Wildtypm&usen ergab sich eine durchschnittliche
GréBe von 1240 pum?2 fir Typ I-, 1300 um?2 fir Typ lla- und von 1300 um? far
Typ lld/x-Muskelfasern (s. Abbildung 18). Nach dreiwdchigem freiwilligen Lauf-
radtraining kommt es zu einer signifikanten Hypertrophie der Typ I-
Muskelfasern auf 1460 um?2 und gleichzeitig zu einer signifikanten Hypotrophie
der Muskelfasern vom Typ lla und Typ Ild/x (s. Abbildung 19, Tabelle 6).

Die Typ I-Muskelfasern der M-CK'/-Mause sind zwar gréBer als die der Wildty-
pen, erreichen aber mit einem p-Wert von 0,061 das Signifikanzniveau nicht.
Das dreiwdchige Training verandert die MuskelfasergréBe nicht, und auch nach
dem Training zeigt sich verglichen mit Typ I-Fasern der Wildtypmause kein sig-
nifikanter Effekt (s. Tabelle 6). Sowohl Typ lla- als auch Typ lld/x-Muskelfasern
der M-CK'/-Mause sind signifikant kleiner als die Muskelfasern der untrainierten
Kontrollgruppe. Wahrend sich der Faserquerschnitt der Typ lld/x-Fasern durch
das Laufradtraining nicht andert, verkleinert sich der Querschnitt der Typ lla-
Fasern noch weiter auf durchschnittlich 980 um2. Somit sind die Typ lla-Fasern
nicht nur im Vergleich zu den untrainierten M-CK'/-Mausen, sondern auch im
Vergleich zu trainierten Wildtypmausen hoch signifikant kleiner (s. Abbildung
18, Abbildung 19, Tabelle 6).

Mito-CK'/-Méause haben im Vergleich zu Wildtypmausen eine basale Hypertro-
phie der Typl- und Typ lld/x-Muskelfasern, die bei trainierten Mito-CK/-
Mausen rucklaufig ist. Die Typ lla-Muskelfasern der Mito-CK'/-M&use sind sig-
nifikant kleiner als die der Wildtypen (s. Abbildung 18). Die GréBe der Typ lla-
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Muskelfasern bleibt auch bei trainierten Tieren konstant. Vergleicht man trai-
nierte Wildtypmause mit trainierten Mito-CK'/-M&usen, unterscheidet sich nur
die GréBe der Typ I-Muskelfasern signifikant (s. Tabelle 6, Abbildung 19).

Double-CK'/-Mause haben mit 1190 um?2 eine den Wildtypmausen vergleichba-
re Typ I-Fasergr6Be. Dagegen sind die Typ lla- und Typ lld/x-Muskelfasern der
Double-CK'/-Méause stark hypertrophiert. Sie unterscheiden sich signifikant von
der Kontrollgruppe (s. Abbildung 18, Tabelle 6).

Abbildung 18A: Typ | Abbildung 18B: Typ lla
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Abbildung 18C: Typ lid/x
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Abbildung 18: Querschnittsflache der Muskelfasern im M. gastrocnemius [um?
vor Laufradtraining

-35-



FasergroBe [um?] Typl Typ lla Typ lid/x

Wildtyp 1243 +116 1303 + 241 1299 +216
Wildtyp Laufer °1458 +298 °1165 +174 °1150 +219
M-CK'/ 1392 + 271 *1200 + 252 “1156 + 206
M-CK'/" Laufer 1351 + 281 *°983 +143 1179 +280
Mito-CK'/ *1448 +284 *1163 + 229 *1447 +232
Mito-CK'/" Laufer *°1225 +196 1151 + 246 °1132 + 166
Double-CK'/ 1191 + 281 *1406 +340 “1678 +245

Tabelle 6: Querschnittsflache der Muskelfasern im M. gastrocnemius vor bzw.

nach dreiwdchigem Laufradtraining [um?]

*p<0,05 vs. WT, 9<0,05 vs. Schléfer
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Abbildung 19A: Typ | Abbildung 19B: Typ lla
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Abbildung 19C: Typ lld/x
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Abbildung 19: Verdnderung der Muskelfaserquerschnittsfldche im M. gastrocne-
mius nach dreiwéchigem Laufradtraining im Vergleich Schléfer vs.
L&ufer [um?

4.3.1.2 Musculus Tibialis anterior

Bei untrainierten Wildtypm&usen sind die Typ I-Muskelfasern des M. tibialis an-
terior 730 um?2 groBB und damit kleiner als Typ lla- und Typ lld/x-Muskelfasern
des gleichen Muskels. Durch dreiwéchiges Training kommt es zu einer starken
Hypertrophie der Typ I-Fasern um fast das Doppelte. Die Muskelfasern der Ty-
pen lla und Ild/x werden dagegen signifikant kleiner (s. Tabelle 7, Abbildung 20,
Abbildung 21).

Eine isolierte Hypertrophie der Typ I-Muskelfasern zeigt sich im Musculus tibia-
lis anterior der M-CK'/-Mause. Die Gr6Be der anderen Muskelfasertypen unter-
scheidet sich nicht von der bei Wildtypmausen (s. Abbildung 20). Durch den
Trainingsreiz ist die Hypertrophie der Typ I-Fasern ricklaufig, im Gegenzug
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kommt es aber zu einer ausgepragten VergréBerung der Faserquerschnittsfla-
che der Typ lla- und lld/x-Fasern. Alle drei Fasertypen unterscheiden sich bei
trainierten M-CK'/-Mausen signifikant von trainierten Wildtypm&usen. Die Typ I-
Fasern sind kleiner, wohingegen die Typ lla- und Typ lld/x-Fasern deutlich gré-
Ber sind (s. Tabelle 7, Abbildung 21).

Mito-CK'/-Mause zeigen schon vor dem Laufradtraining eine Hypertrophie aller
drei untersuchten Fasertypen. Es unterscheiden sich aber nur die Fasern der
Typen | und lla signifikant von denen der untersuchten Wildtypmause (s. Tabel-
le 7, Abbildung 20). Die Hypertrophie der Typ I- und Typ lla-Muskelfasern ver-
mindert sich durch das Training im Laufrad signifikant. Auf die GréBe der Mus-
kelfasern des Typs lld/x hat das Training keinen nennenswerten Effekt. Im Ver-
gleich mit trainierten Wildtypm&usen sind die Muskelfasern der Typen Ila und
[ld/x signifikant gréBer. Typ I-Muskelfasern der trainierten Mito-CK’/-Mause sind
in etwa so groB wie die der untrainierten Wildtypen und somit viel kleiner als die
der trainierten Wildtypen (s. Tabelle 7, Abbildung 21).

Wie schon bei den Mito-CK/-Mausen zeigt sich auch fur die Muskelfasern der
Double-CK'/-Mause eine Hypertrophie aller drei untersuchten Fasertypen. Der
p-Wert im Studentschen t-Test erreicht jedoch nur fir die Typen | und lla das
Signifikanzniveau (s. Tabelle 7, Abbildung 20).
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Abbildung 20: Querschnittsfldche der Muskelfasern im M. tibialis anterior [um?]
vor Laufradtraining



FasergroBe [um?] Typl Typ lla Typ lid/x

Wildtyp 731 +170 1199 +225 1286 + 306
Wildtyp Laufer °1319 + 383 °1119 +229 °1140 + 240
M-CK'/ *1466 +679 1164 +343 1266 +284
M-CK'/" Laufer 1006 +182 1969 + 353 2053 +408
Mito-CK'/’ *1596 + 307 1717 +193 1348 +309
Mito-CK'/" Laufer =740 +155 1271 + 286 *1389 +325
Double-CK'/ *1084 +494 *1514 + 376 1396 +289

Tabelle 7: Querschnittsflache der Muskelfasern im M. tibialis anterior vor bzw.

nach dreiwdchigem Laufradtraining [um?]

*p<0,05 vs. WT, 9<0,05 vs. Schléfer
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Abbildung 21A: Typ | Abbildung 21B: Typ lla
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Abbildung 21C: Typ lld/x
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Abbildung 21: Verdnderung der Muskelfaserquerschnittsfldche im M. tibialis ante-
rior nach dreiwéchigem Laufradtraining im Vergleich Schléfer vs.
L&ufer [um?

4.3.2 Verteilung der Muskelfasertypen

Auf den mit fur die einzelnen Myosinschwerketten spezifischen Antikdrpern ge-
farbten und dann fotografierten Bildern wurden je sechs randomisierte Felder
festgelegt. In diesen wurde die prozentuale Verteilung der Muskelfasertypen
ermittelt. Die Prozentangabe fur llb-Fasern errechnet sich aus den Faserantei-
len der anderen Muskelfasertypen.
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| Schiéfer Abbildung

WT Typ lld/x Laufer
-~ L S -

Abbildung 22: Muskelquerschnitte aus dem M. gastrocnemius von Wildtypmau-
sen - vor (Schlédfer) bzw. nach (L4ufer) dreiwdchigem Laufradtrai-
ning
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Abbildung 23B: M-CK Typ | Laufer

Abbildung 23A: M-CK Typ | Schléfer

Abbildung 23: Muskelquerschnitte aus dem M. gastrocnemius von M-CK/ -
Maéusen - vor (Schiéfer) bzw. nach (Laufer) dreiwéchigem Laufrad-
training
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Abbildung 24A: Mito-CK Typ | Schléfer

Abbildung

Abbildung 24C: Mito-CK Typ lla Schléfer

Abbildung 24E: Mitol-CK Ty,q /I/X Scléfer
g 3 -F\ . w3 Ml

A

Abbildung 24: Muskelquerschnitte aus dem M. gastrocnemius von Mito-CK/ -
Méusen - vor (Schléfer) bzw. nach (Laufer) dreiwéchigem Laufrad-
training
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Abbildung 25A: Double-CK Typ | Schiéfer

Abbildung 25: Muskelquerschnitte aus dem M. gastrocnemius von Double-CK/ -
Méusen (Schléfer)

4.3.2.1 Musculus Gastrochemius

Untrainierte Wildtypméause haben im M. gastrocnemius <1% Typl-, 22%
Typ lla-, 27% Typ lld/x- und 50% Typ lIb-Fasern. Nach einem dreiwéchigen
freiwilligen Laufradtraining steigt der Fasergehalt der Typen | und llb, und es
sinkt der Fasergehalt der Typen lla und lld/x (s. Tabelle 8, Abbildung 26A).

M-CK'/-M&ause weisen im untrainierten Stadium mit 1% Typ I-, 22% Typ lla-,
24% Typ lld/x- und 53% Typ lIb-Fasern eine den Wildtypm&usen vergleichbare
Faserverteilung auf. Durch das Laufradtraining steigt bei M-CK/-Mausen, wie
auch bei Wildtypmausen, der Gehalt der Typ I-Muskelfasern an und es sinkt der
Gehalt der Typ lla-Fasern. Anders als bei Wildtypméausen sinkt der Typ Ild/x-
Faseranteil auf 17% und der Typ lIb-Faseranteil bleibt mit 53% fast gleich
(s. Abbildung 26B, Tabelle 8).
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Untrainierte Mito-CK'/-Mause haben einen geringeren Anteil Typ lla- und
Typ lld/x-Fasern und prozentual mehr Typ llb-Fasern als Wildtypmause. Der
Gehalt an Typ I-Fasern ist mit 0,5% dem bei Wildtypen vergleichbar. Durch
Training steigt der Anteil von Typ lla- und Typ lld/x-Muskelfasern jeweils auf
26% an, und der Anteil der Typ llb-Fasern sinkt auf 48%. Keine nennenswerte

Veranderung zeigt sich bei den Typ |-Muskelfasern (s. Tabelle 8,
Abbildung 26C).

Double-CK'/-M&use weisen mit <1% Typ |-, 13% Typ lla-, 5% Typ lld/x- und

81% Typ llb-Fasern eine ganz andere Muskelfaserverteilung als Wildtypméause
auf (s. Tabelle 8, Abbildung 26D).

Abbildung 26A:  Wildtyp Abbildung 26B: M-CK
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Abbildung 26C: Mito-CK Abbildung 26D: Double-CK
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Abbildung 26: Muskelfaseranteile im M. gastrocnemius vor bzw. nach dreiwéchi-
gem Laufradtraining [%]
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Faseranteil [%] Typ | Typ lla Typ lIb Typ lld/x
Wildtyp 0,5 22,5 50,5 26,6
Wildtyp Laufer 2,4 20,4 56,9 20,3
M-CK'/ 1,2 21,7 52,9 242
M-CK'/ Laufer 2,5 17,1 53,3 27,1
Mito-CK'/ 0,5 11,3 65,8 22,4
Mito-CK'/" Laufer 0,6 25,6 48,0 25,8
Double-CK'/ 0,4 13,1 81,1 5,4
Tabelle 8: Muskelfaseranteile im M. gastrocnemius [%]

4.3.2.2 Musculus Tibialis anterior

Bei untrainierten Wildtypmausen finden sich im M. tibialis anterior 1% Muskelfa-
sern vom Typ I, 18% vom Typ lla, 38% vom Typ lld/x und 43% vom Typ llb (s.
Abbildung 27A). Durch dreiwdchiges Laufradtraining steigt der Fasergehalt der
Typ |- und Typ lla-Fasern an. Im Gegenzug verringert sich der Anteil der
Typ lld/x- und der Typ lIb-Fasern um 8% bzw. 7%.

M-CK'/-Mause haben mit 3% Typ |-, 24% Typ lla-, 28% Typ lld/x- und 45%
Typ lIb-Muskelfasern unter allen CK-Mausen die Muskelfaserverteilung, die der
Verteilung in Wildtypmausen am nachsten kommt (s. Abbildung 27B). Wie bei
Wildtypen steigt durch die Trainingsbelastung der Gehalt der Typ lla-Fasern
und der Gehalt an Typ lld/x-Muskelfasern sinkt. Der Anteil der Typ I-Fasern
bleibt dagegen konstant und der Anteil der Typ llb-Muskelfasern steigt im Ge-
gensatz zu den Wildtypen um 7% an (s. Tabelle 9).

Mit einem Fasergehalt von 0,1% Typ I-, 3% Typ lla- und 20% Typ lld/x-Fasern
haben Mito-CK/-Mause einen deutlich geringeren Anteil genannter Fasern im
M. tibialis anterior als Wildtypmause. Demzufolge liegt der Anteil der Typ Illb-
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Muskelfasern mit 77% deutlich Uber dem der Wildtypen. Abbildung 27C zeigt
den Anstieg des Fasergehalts der Typ I-, Typ lla- und Typ lld/x-Fasern und den

Abfall des Typ llb-Fasergehalts durch das Laufradtraining bei Mito-CK'/-
Méausen (s. Tabelle 9).

Auch im M. tibialis anterior unterscheidet sich die Faserverteilung der Double-
CK/-Mause mit 1% Typ |-, 34% Typ lla-, 9% Typ lld/x- und 56% Typ llb-
Muskelfasern erheblich von der Faserverteilung bei Wildtypmausen
(s. Tabelle 9, Abbildung 27D).
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Abbildung 27: Muskelfaseranteile im M. tibialis anterior vor bzw. nach dreiwdchi-
gem Laufradtraining [%]
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Faseranteil [%] Typ | Typ lla Typ lIb Typ lld/x
Wildtyp 1,0 17,6 43,3 38,0
Wildtyp Laufer 5,2 28,4 36,3 30,1
M-CK'/ 2,9 24,5 445 28,2
M-CK'/ Laufer 2,9 32,1 51,7 13,4
Mito-CK'/ 0,1 3,4 76,8 19,7
Mito-CK'/" Laufer 1,5 19,6 56,2 22,7
Double-CK'/ 1,0 33,9 56,1 9,0
Tabelle 9: Muskelfaseranteile im M. tibialis anterior [%)]
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5 Diskussion

Creatinkinase-defiziente Mause zeigen in Ausdauer- und Belastungstraining ein
im Vergleich zu Wildtypen unterschiedliches Verhalten. W&hrend M-CK7/-
Mause im Ausdauertraining auf dem Laufrad schlechter als Wildtypm&use trai-
nieren, zeigen sie im Belastungstraining eine bessere Trainingsleistung. Bei
Mito-CK'/-Méausen zeigt sich dagegen ein umgekehrtes Bild. Sie weisen im
freiwilligen Laufradtraining einen deutlich besseren Trainingseffekt als Wildtyp-
mause auf, wogegen dieser im forcierten Belastungstraining auf dem Laufband
deutlich schlechter ist als der der Kontrollgruppe. Diese unterschiedlichen Er-
gebnisse kdnnten sowohl eine kardiale als auch eine muskulare Ursache ha-
ben, da das Creatinkinasesystem flir die Energiebereitstellung in beiden Berei-
chen eine entscheidende Rolle spielt.

5.1 ZeligroBen adulter Kardiomyozyten

Bei der Untersuchung der GréBe von adulten Herzmuskelzellen von M-CK'/ -,
Mito-CK'/-, Double-CK’/- und Wildtypmausen zeigte sich, dass die Kardiomyo-
zyten von M-CK'/-, Double-CK/-Mausen und Wildtypm&usen in etwa gleich
grof3 sind. Die Kardiomyozyten von Mito-CK'/-Mausen sind dagegen eineinhalb
Mal so lang wie die der Wildtypen.

Die myokardiale Hypertrophie ist eine Anpassungsreaktion auf Grund einer
vermehrten kardialen Arbeitsbelastung. Makroskopisch zeigt sich eine Hypert-
rophie des Herzens als Zunahme der ventrikuldren und septalen Wandstarke.
Auf zellularer Ebene entspricht dies einer GréBenzunahme der einzelnen Kar-
diomyozyten mit gesteigerter Proteinsynthese und einem Umbau der sarco-
lemmnalen Struktur [7]. Es werden zwei grundlegende Typen der Hypertrophie
unterschieden: zum einen die physiologische Hypertrophie, die durch das
Wachstum wéahrend der Entwicklung oder durch kdrperliches Training induziert
wird. Zum anderen die pathologische Hypertrophie, welche sich bei Druck- oder
Volumenbelastung des Herzens entwickelt. Die physiologische Hypertrophie ist
durch eine harmonische Erweiterung der Herzhéhlen sowie der zu- und abflh-
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renden GefaBe, eine GréBenzunahme der myokardialen Wandstarke und nor-
male Kontraktilitat gekennzeichnet. Bei der pathologischen Hypertrophie ist der
Stimulus dafir verantwortlich, ob sich eine konzentrische oder eine exzentri-
sche Hypertrophie ausbildet. Eine konzentrische Hypertrophie entsteht unter
vermehrter Druckbelastung durch eine Zunahme der parallelen Sarkomere. Da-
durch ergibt sich eine myokardiale Wandverdickung ohne Erweiterung der Vent-
rikel. Unter Volumenbelastung bildet sich durch einen Zuwachs der in Serie ge-
schalteten Sarkomere eine exzentrische Hypertrophie mit einer VergréBerung
der Ventrikelhdhlen sowie einer ausgewogenen Zunahme der ventrikularen und
septalen Wandstarke [2] [32] [33].

Wie in Abbildung 2 (s. Seite 9) zu sehen, weisen Mito-CK/-Mause und Double-
CK'/-Mause eine basale Hypertrophie ihrer Herzen auf, wohingegen M-CK'/-
Mause normal groBe Herzen haben. Die Untersuchung von histologischen
Schnitten der Herzen zeigt, dass es im histologischen Aufbau keinen Unter-
schied zwischen CK-Mausen und Wildtypen gibt [19]. Erwdhnenswert ist, dass
die Kardiomyozyten verschiedener Spezies, wie zum Beispiel von Pferd, Kanin-
chen und Maus bei sehr unterschiedlichen absoluten Herzgewichten in etwa
gleich groB sind. Es scheint also ein energetisches Optimum zu geben und so-
mit kbnnte eine davon abweichende KardiomyozytengréBe einen Hinweis auf
eine veranderte energetische Situation geben [18]. Die Hypertrophie der Mito-
CK'/-Herzen kann somit allein durch die gréBeren und langeren Zellen erklart
werden, vergleichbar der myokardialen Hypertrophie des transgenen Mausmo-
dells mit aktiviertem aig-Adrenorezeptor [21]. Aber auch eine kombinierte Hy-
pertrophie und Hyperplasie, vergleichbar dem Calmodulin transgenen Maus-
modell, bei dem durch eine erh6hte Calmodulinkonzentration ein proliferatives
und hypertrophes Wachstum der Kardiomyozyten induziert wird, ist denkbar
[11]. Mit oben verwendeten Methoden kann eine genaue Festlegung aber nicht
erfolgen.

M-CK'/-Mause weisen den Wildtypmausen vergleichbare Herzgewichte und
KardiomyozytengréBen auf. Das Fehlen der muskuléren Creatinkinase scheint
daher kein Stimulus fir die Ausbildung einer Hypertrophie zu sein. Dies paft zu
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den Ergebnissen von Saupe et al, die keine Verédnderungen im Energiestoff-
wechsel und der kontraktilen Funktion von M-CK’/-M&ausen feststellen konnten
[34].

Da die Kardiomyozyten der Double-CK/-M&use in etwa so groB3 sind wie Wild-
typkardiomyozyten und eine Fibrose der Herzen durch die histologische Unter-
suchung ausgeschlossen wurde, kann man die Hypertrophie der Double-CK'/ -
Herzen nur durch eine gréBere Anzahl an Kardiomyozyten erklaren. Es liegt
somit eine echte Hyperplasie vor. Diese Hyperplasie der Kardiomyozyten ist
denen des IGF-1 transgenen Mausmodells vergleichbar. Dort kommt es durch
eine Stimulation des IGF-1 Rezeptors zu gesteigerter DNA-Synthese und der
Ausbildung einer Kardiomyozytenhyperplasie. [15]. Der Stimulus fir die Ausbil-
dung der Hyperplasie bei Double-CK/-Mausen ist unklar. Auffallend ist, dass
sich nicht wie bei Mito-CK/-Mausen eine Kardiomyozytenhypertrophie entwi-
ckelt, obwohl ja auch Double-CK/-Mausen das Gen fiir die mitochondriale
Creatinkinase fehlt. Eine mégliche Erklarung kdnnte sein, dass es bei fehlender
muskularer und mitochondrialer Creatinkinase ein energetisches Optimum bei
kleineren Kardiomyozyten gibt, das eine Hypertrophie verhindert. Fehlen beide
Isoformen der Creatinkinase, was einer Abnahme der totalen CK-Aktivitat um
96% entspricht, kann die normale Konzentration an ADP und die durch die Hyd-
rolyse von ATP freigesetzte Energie bei steigender Belastung nicht aufrecht
erhalten werden [34]. Dadurch wird die kardiale Belastung zu einem energie-
aufwandigeren Prozess, was wiederum ein méglicher Stimulus fur die Hyperp-

lasie sein kdnnte, um dadurch die kontraktile Kraft zu gewéhrleisten.

Die Herzen der Mito-CK/-Mause sind dem Modell eines Sportlerherzens bei
Ausdauersport vergleichbar [2][30], was die guten Leistungen im freiwilligen
Laufradtraining erklaren kann. Eine pathologische Hypertrophie konnte bei feh-
lenden Markern flr die selbige ausgeschlossen werden [19]. Warum eine weite-
re hypertrophische Anpassung der Herzen bei steigendem Trainingseffekt nicht
nachzuweisen ist, liegt moglicherweise daran, dass ein flr die Maus kritisches
Herzgewicht erreicht ist und bei weitergehender Hypertrophie die koronare

Sauerstoffversorgung nicht mehr gewahrleistet ware.
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Mito-CK/- und Double-CK/-Mause sind bei forciertem Laufbandtraining
schlechter belastbar als Wildtypmause. Eine Erklarung hierfir kénnte die ver-
minderte Energiebereitstellung bei starker kdrperlicher Belastung sein, da auch
keine Anpassungen bei anderen ATP-bildenden Prozessen gefunden wurden,
die den Mangel an Creatinkinase ausgleichen kénnten. Der fUr die kardiale
Funktion entscheidende Faktor scheint der Mangel an mitochondrialer Creatin-

kinase zu sein [34].

Bei M-CK'/-Mausen kbénnen die unterschiedlichen Ergebnisse im freiwilligen
Laufrad- sowie im forcierten Laufbandtraining nicht durch kardiale Ursachen
erklart werden. Die M-CK'/-Mé&use weisen keine basale Hypertrophie auf, die
GrdBe der Kardiomyozten ist der von Wildtypen vergleichbar und es bildet sich
durch Laufradtraining eine angemessene physiologische Hypertrophie der Her-
zen aus. Auch zeigen sich keine Unterschiede in der kontraktilen oder energeti-
schen Reaktion bei steigender kardialer Belastung im Vergleich zu Wildtypen
[34].

Eine mdgliche Limitation der Aussagen Uber trainierte Mause stellt die Tatsache
dar, dass fir die Untersuchung der KardiomyozytengréBe nur untrainierte Tiere
verwendet wurden. Eine weitere Untersuchung von Herzen nach dreiwdchigem

Training auf dem Laufrad kénnte zusatzliche Aussagen liefern.

5.2 Ruhe- und Stress-EKG

Die Elektrokardiographie ist das wohl am weitesten verbreitete diagnostische
Verfahren zur Untersuchung des Herzrhythmus, der Erregungsleitung sowie
einer moglichen Ischamie. Des weiteren kdnnen Aussagen Uber eine Rechts-
oder Linksherzhypertrophie getroffen werden. EKG-Untersuchungen mit medi-
kamentds ausgel6stem Stress dienen der Beurteilung einer Anpassung an ver-
mehrte Belastung. Multipliziert man die Herzfrequenz mit dem Schlagvolumen,
erhalt man das Herzzeitvolumen. Das Herzzeitvolumen gilt als ein aussagekraf-
tiger Parameter fiir die kardiale Funktion. Verédnderungen des Herzzeitvolumens
kénnten als Erklarung fir das unterschiedliche Abschneiden der CK-Mause bei
Belastungs- und Ausdauertraining dienen. Eine ausreichende Energiebereitstel-
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lung in den Herzmuskelzellen ist fir eine gute kardiale Funktion unerlasslich.
Die bendtigte Energie, in Form von ATP, wird in der Herzmuskelzelle laufend
durch oxydative Phosphorylierung in den Mitochondrien gebildet. Die anaerobe,
glykolytische ATP-Synthese sowie das in Form von Phosphokreatin gespeicher-
te ATP - der ATP-Vorrat in den Kardiomyozyten reicht nur fir wenige Schlage
aus - spielen nur eine untergeordnete Rolle [16]. Das Fehlen der muskularen
Creatinkinase scheint dabei keine schwerwiegenden Konsequenzen auf den
Energiestoffwechsel zu haben, da der Herzmuskel durch die im Vergleich zum
Skelettmuskel héhere Anzahl an Mitochondrien eine gréBere oxydative ATP-
Synthesekapazitat und kirzere Diffusionsstrecken zwischen Mitochondrien und
den cytoplasmatischen ATPasen aufweist. Ganz im Gegensatz dazu ist die mi-
tochondriale Creatinkinase flir den myokardialen Energiestoffwechsel von au-
Berordentlicher Bedeutung. Die mitochondriale Creatinkinase ist auf der auBe-
ren Seite der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und bildet dort eine
funktionelle Einheit mit Porinen und der Adenosinnukleotid-Translokase. Der
,CK-Shuttle” verbindet so die Seite der Energieproduktion mit der des Energie-
verbrauchs. Phosphokreatin dient dabei als Energietransportmolekil
[25][34][36].

Mito-CK'/-M&ause weisen im Ruhe-EKG und im Stress-EKG, anders als M-CK'/-
und Double-CK'/-Mause, eine signifikant niedrigere Herzfrequenz als Wildtyp-
mause auf. In allen Mauslinien kommt es nach der Injektion von Dobutamin zu
einem signifikanten Anstieg der Herzfrequenz. Auch nach Dobutamingabe

schlagen die Herzen der Mito-CK/-Mause langsamer.

M-CK'/-Mause weisen den Wildtypmausen vergleichbare Daten im Ruhe- und
Stress-EKG auf. Ein vermindertes Herzzeitvolumen, welches das im Vergleich
zu Wildtypmausen schlechtere Abschneiden der M-CK'/-Mause im Ausdauer-
training erklaren kénnte, kann somit nur durch ein vermindertes Schlagvolumen
bedingt sein. Doch Nahrendorf et al. konnten mittels EKG-gesteuerter Magnet-
resonanztomographie keinen Unterschied des Herzzeitvolumens, der Ejek-
tionsfraktion und des enddiastolischen Volumens zwischen M-CK/-M&ausen
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und Wildtypen nachweisen. Der Mangel an M-CK hat somit keinen bedeuten-
den funktionellen Einfluss im Herzen [25][36].

In der Echokardiographie von Mito-CK/-Mausen zeigt sich ein leicht vergréBer-
tes Cavum und eine dickere Wand [19]. Bei niedrigerer Frequenz haben Mito-
CK'/-Mause somit eine den Wildtypen vergleichbare Auswurfleistung. Die Her-
zen der Mito-CK'/-Mause sind dem Bild eines Sportlerherzens vergleichbar, bei
dem es durch den Trainingsreiz zu einer Zunahme der enddiastolischen Aus-
dehnung des linken Ventrikels, einer partiellen Zunahme der Wandstéarke, einer
Verbesserung der diastolischen Fullung sowie zu einer Abnahme der Herzfre-
quenz kommt [10]. Hierdurch wird ein erhdéhtes Schlagvolumen gewahrleistet,
was unter Belastung ein deutlich erhéhtes maximales Herzzeitvolumen ermég-
licht [2]. Dies kénnte die gute Leistung der Mito-CK'/-Mause im Ausdauertrai-
ning erklaren, liefert aber keine Erklarung fir das schlechte Abschneiden beim
forcierten Laufbandtraining.

Auch Double-CK'/-Mause weisen sowohl in Ruhe als auch nach Dobutaminin-
jektion eine im Vergleich zu Wildtypmausen langsamere Herzfrequenz auf, je-
doch erreicht der Unterschied das Signifikanzniveau nicht. Vergleichbar den
Mito-CK'/-Mausen, wurde ein vergréBertes Herzzeitvolumen sowie eine basale
Hypertrophie beschrieben. All dies kann als Anpassung an die veranderte
Energiehomdostase gewertet werden [25][36].

Im 12-Kanal-EKG bei Menschen gibt es einige Marker, die Hinweise auf eine
Herzhypertrophie liefern kénnen, so zum Beispiel die 12-Kanal-Summe der Po-
tentiale (Summe der Q-, R-, S-Amplituden in allen zwélIf Ableitungen), der Soko-
low-Lyon Index (Summe der S-Amplitude in Ableitung V1 und der R-Amplitude
in Ableitung Vs oder Vg), der Cornell Index (Summe der R-Amplitude in Ablei-
tung aVL und der S-Amplitude in Ableitung Vs), die QRS-Dauer oder das Pro-
dukt aus QRS-Dauer und der R-Amplitude in Ableitung Vs [6][26][27]. Da bei
Mé&usen die Ableitung eines 12-Kanal-EKGs auf Grund der GréBe nicht mdglich
ist, kbnnen nur das Produkt aus QRS-Dauer und R-Amplitude oder die QRS-
Dauer allein als mdgliche Hypertrophiemarker dienen.
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Das QRS-Produkt ist bei Mito-CK/-Mausen und Double-CK/-Mausen grdBer
als bei Wildtypen. Bei M-CK'/-Mausen entspricht es in etwa dem der Wildtyp-
mause. Diese Ergebnisse korrelieren mit den gemessenen Herzgewichten. Die-
se zeigen eine basale Hypertrophie von Mito-CK’/- und Double-CK'/-Herzen
und ein den Wildtypen vergleichbares Herzgewicht der M-CK/-Mause
(s. Abbildung 4, Seite 10). Die QRS-Dauer ist bei allen CK-Mausen signifikant
langer als bei Wildtypen und korreliert somit nicht mit der Herzhypertrophie, von
der, wie aus Abbildung 4 ersichtlich, nur Mito-CK/-Mause und Double-CK'/-
Méause betroffen sind. Somit ist es mdglich, das QRS-Produkt, einen im EKG
beim Menschen verwendeten Hypertrophiemarker, auch bei Mausen zu nutzen.
Ausgehend von diesen Daten erfolgte eine weitergehende systematische Un-
tersuchung von EKG-Markern fur kardiale Hypertrophie bei Mausen, welche

oben genannte Ergebnisse bestétigte [19].

Das unterschiedliche Verhalten der CK-Mause im Ausdauer- und Belastungs-
training kann durch eine kardiale Ursache nur zum Teil erklart werden. Im EKG
zeigt sich eine normale Anpassung der Herzfunktion an die Belastung mit ada-
guatem Frequenzanstieg in allen untersuchten Gruppen. Eine Aussage Uber die
kardiale Funktion und das Herzzeitvolumen kann mit der Elektrokardiographie
allerdings nicht getroffen werden. Die Echokardiographie oder die EKG-
gesteuerte Magnetresonanztomographie in Ruhe und unter medikamentdésem
Stress mit Dobutamin kénnten Hinweise Uber die kardiale Pumpfunktion liefern.
Méglicherweise kdnnte auch eine Untersuchung der CK-Mause mit eingebauten
Telemetriesendern noch einen Hinweis auf eine kardiale Ursache geben. Unter
Narkose weisen die Tiere eine verminderte Herzfrequenz auf und erreichen
auch mittels Dobutamininjektion nicht ihre tatsachliche Belastungsherzfrequenz.
Mit Telemetriesendern ist eine EKG-Aufzeichnung ohne Narkose wahrend der

Trainings- und Ruhephasen maéglich.
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5.3 Skelettmuskel

Das dreiwdchige Laufradtraining der Mause flhrte zu einer Veranderung der
Verteilung der einzelnen Muskelfasertypen, wie auch zu GrdéBenanderungen
der Muskelfaserquerschnitte.

5.3.1 GroBe der Muskelfasern

In der Literatur laBt sich keine einheitliche Aussage Uber trainingsinduzierte
Veréanderungen des Muskelfaserquerschnittes finden. Bei Menschen scheint die
Art des Trainingsreizes eine entscheidende Rolle zu spielen. So zeigten Trappe
et al. eine Abnahme der Querschnittsflache von Typ I- und Typ lla-Fasern bei
Marathontraining [42]. Wohingegen Hostler et al. eine Zunahme der Muskelfa-
serquerschnittsflache durch dynamisches Krafttraining feststellen konnten [13].
Bei Nagetieren stellen sich die Ergebnisse uneinheitlich dar. In Ratten wiesen
Fitts et al. keine Veranderungen der FasergréBe bei Ausdauer- und Belastungs-
training nach [9]. Wohingegen Allen et al. bei Mausen eine durch Ausdauertrai-
ning induzierte Zunahme der Muskelfaserquerschnittsflache publizierten [1].
Betrachtet man die Energieversorgung der unterschiedlichen Muskelfasertypen,
kann man vereinfacht sagen: Schnelle Muskelfasern sind auf ihre Energiereser-
ven aus Phosphocreatin und ATP angewiesen und kdnnen schnelle Kontraktio-
nen unter Aufwendung der selben Uber einen kurzen Zeitraum auslben. Sie
ermuden schnell und erneuern ihre Energiereserven durch anaerobe Glykolyse
und oxydative Phosphorylierung in den Mitochondrien. Langsame Muskelfasern
haben dagegen bei geringerer kontraktiler Kraft eine ausgepragte oxydative
Funktion, die, basierend auf oxydativer Phosphorylierung, eine ausdauernde
kontraktile Leistung gewahrleistet. So passen langsame Muskelfasern ihre
Energieproduktion dem Energiebedarf an. Das Creatinkinasesystem ist an der
Kontrolle der lokalen ADP- und ATP-Konzentrationen beteiligt und stellt so eine
wichtige Verbindung zwischen der Energieproduktion und der Energieverwer-
tung dar [44]. Fehlen Isoenzyme der Creatinkinase, wie bei oben verwendeten
Creatinkinase-defizienten Mausen ist eine Anpassung der Muskelfasern denk-
bar.
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Im M. tibialis anterior und im M. gastrocnemius der Wildtypen kommt es durch
den Trainingsreiz zu einer signifikanten VergréBerung des Faserquerschnittes
der Typ I-Fasern, wohingegen sich die Querschnittsflache der Typ lla- und
Typ lld/x-Fasern verringert. Die GréBenzunahme der Muskelfasern vom Typ |
entspricht den Daten von Allen et al., wohingegen sie sich bei Typ lla-Fasern
widersprechen [1]. Ein Grund fir die Abnahme der Querschnittsflaiche der
schnellen Muskelfasern (Typ lla; Typ lld/x) kénnte die bei Ausdauerleistung
bessere Energieversorgung der Muskelfasern sein, die durch eine verkirzte
Diffusionsstrecke flr Sauerstoff und andere Substrate gewahrleistet wird [42].

Die Typ I-Fasern der M-CK'/-Mé&use sind im untrainierten Zustand gréBer als
die der Wildtypmause, wohingegen Typ lla- und Typ lld/x-Fasern kleiner sind.
Durch das Laufradtraining kommt es im M. tibialis anterior zu einer den Wildty-
pen entgegengesetzten Reaktion. Die Typ I-Fasern werden kleiner und die
Querschnittsflache der Typ lla- und Typ lld/x-Fasern nimmt zu. Eine mdgliche
Ursache fir die Abnahme des Faserquerschnittes der Typ I-Fasern kénnte die
bei Ausdauerleistung verbesserte Energiebereitstellung sein. Bei Fehlen der
muskuléren Creatinkinase kénnen die Muskelfasern nicht auf lhre Enegiereser-
ven zurtickgreifen, sondern missen ATP standig neu produzieren, was bei ver-
kirzter Diffusionsstrecke erleichtert wird [43][44]. Bei der Bewertung der
Typ lla- und Typ lld/x-Fasern kann kein einheitlicher Trend festgestellt werden,
da sich diese Fasern — bei sehr hohen Standardabweichungen - im M. tibialis

anterior und M. gastrocnemius unterschiedlich verhalten.

Ganz anders verhalten sich hingegen die Typ I-Fasern im M. Tibialis anterior
der Mito-CK'/-M&use. Im untrainierten Zustand weisen Mito-CK/-M&use nur
sehr wenige Typ I-Fasern mit einer sehr groBen Querschnittsflache auf. Durch
das dreiwbchige Laufradtraining kommt es zu einem Anstieg des Typ |-
Faseranteils. Des Weiteren ist zu erwahnen, dass die neu gebildeten Typ I-
Muskelfasern eine nur etwa halb so groBe Querschnittsflache haben wie die
Typ I-Fasern der untrainierten Mause. Eine Erklarung hierfar kénnte die besse-
re Versorgung der Muskelfasern mit Sauerstoff sein, da sie durch das Fehlen

der mitochondrialen Creatinkinase auf aerobe Energiegewinnung angewiesen
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sind und bei kleinerem Querschnitt die Diffusionsstrecke kirzer ist [42]. Diese
Veranderungen sind bei schnellen Muskelfasern weniger ausgepragt, da der
Gehalt an mitochondrialer Creatinkinase in diesen Fasern nur sehr gering ist
und die Energiebereitstellung hauptséachlich Gber die muskulare Creatinkinase
gewabhrleistet wird [44].

Double-CK'/-Mause weisen sowohl im M. tibialis anterior als auch im M. gast-
rocnemius eher gr6Bere Muskelfasern auf als Wildtypmause. Im strukturellen
Aufbau von Muskelfasern der Double-CK'/-Mause konnten tiefgreifende Veran-
derungen festgestellt werden. Besonders hervorzuheben sind die komplett ver-
anderten Interaktionen zwischen Mitochondrien und anderen subzellularen Or-
ganellen. Es kommt zu einer Zunahme der Anzahl und des Volumens der Mito-
chondrien sowie zu einer 6rtlichen Umverteilung hin zu den M-Banden der Myo-
filamente, was auf eine vermehrte Interaktion mit anderen Organellen schlieBen
lasst. Somit weisen die schnellen Muskelfasern der Double-CK'/-Mause eine
tiefgreifende Veranderung der Energiebereitstellung von der Nutzung gespei-
cherter Energie hin zu einer an den Bedarf ausgerichteten Neubildung energie-
reicher Substrate in den Mitochondrien auf [14][44]. Diese strukturellen Veran-
derungen koénnten eine Erklarung fir die Vergr6Berung der Muskelfaserquer-

schnitte sein.

AbschlieBend ist zu erwahnen, dass sich die Bewertung der MuskelfasergréBen
auf Grund der hohen Standardabweichungen, die sich durch die mit n=2 recht
kleine GruppengrdBe ergaben, schwierig darstellte (s. Tabelle 6, Tabelle 7).

5.3.2 Verteilung der Muskelfasertypen

Bei den Wildtypmausen kommt es zu einer prozentualen Verschiebung der
Muskelfasertypen hin zu mehr langsamen Muskelfasern (s. Tabelle 8,
Tabelle 9, Abbildung 26, Abbildung 27). Auch Momken et al. [24] und Allen et
al. [1] publizierten eine, durch Ausdauertraining initiierte Verschiebung der Mus-

kelfasertypen von schnelleren hin zu langsameren Fasern.
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Momken et al. [24] weisen im M. gastrocnemius allerdings nur Typ llb- und
Typ lld/x- Fasern nach. Dies widerspricht sowohl den Daten von Allen et al. als

auch den oben aufgefihrten Daten.

Vergleicht man die absoluten Zahlen der Muskelfaserverteilung im M. gastroc-
nemius als auch im M. tibialis anterior, so zeigt sich, dass die Wildtypmause bei
Allen et al. sowohl vor als auch nach dem Training einen groBeren Anteil an
langsamen Fasern aufweisen. Ein Grund fir diesen Umstand kann das unter-
schiedliche Alter der Versuchstiere sein. Wahrend Allen et al. Tiere mit einem
Alter von sechs Wochen verwendeten, wurden bei oben genannten Versuchen
nur vollstandig ausgewachsene Tiere im Alter von zwei bis vier Monaten unter-
sucht. Eine altersbezogene Veranderung der Muskelfaserverteilung wurde in
Quer- und Langsschnittuntersuchungen an Rattenmuskeln nachgewiesen und
kann auch bei Mausen angenommen werden [29]. Eine weitere Erklarung far
die abweichenden Zahlen kénnen die unterschiedlichen AuBenbedingungen
liefern, insbesondere der unterschiedliche Sauerstoffpartialdruck, bei dem das
Training der Tiere durchgefthrt wurde. Die Tiere in Wirzburg trainierten auf 208
m Uber Normalnull, wohingegen die Mause in Boulder, Colorado auf 1655 m

Uber dem Meeresspiegel trainierten.

M-CK'/-Mause weisen vor dem Training im Laufrad eine den Wildtypen ver-
gleichbare Muskelfaserverteilung auf. Durch das Training kommt es bei M-CK'/*-
Méausen zu keiner Verschiebung hin zu langsameren Muskelfasertypen
(s. Tabelle 8, Tabelle 9). Des Weiteren kommt es auch in Bezug auf die Muskel-
faserquerschnitte nicht zu bedeutenden Veréanderungen (s. Tabelle 6, Tabelle
7). Die im Vergleich zu Wildtypen schlechteren Ergebnisse im Laufradtraining
kénnten dadurch gut erklart werden. Eine andere Ursache der fehlenden Ver-
schiebung hin zu langsameren Muskelfasertypen sowie der unverdnderten
Muskelfaserquerschnitte kbnnte aber auch der unzureichende Trainingsreiz bei
M-CK'/-Mausen sein, wenn man annimmt, dass ein nicht-muskularer Defekt far

die schlechte Trainingsleistung verantwortlich ist.

Mito-CK'/-M&ause trainieren im Laufrad besser, wohingegen sie im Belastungs-
training auf dem Laufband schlechter trainieren als Wildtypmause. Eine Erkla-
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rung flr diese Ergebnisse liefert die Untersuchung der Muskelfasern. Wie auch
bei Wildtypmausen zeigt sich eine Verschiebung der Muskelfaserverteilung hin
zu mehr langsamen Muskelfasern. Doch auch nach dem Training weisen Mito-
CK'/-Mause noch mehr schnelle Muskelfasern auf als Wildtypmause. Den Mito-
CK'/-Mausen fehlt, wie im Kapitel 1 beschrieben, die mitochondriale Creatinki-
nase. Dieses Enzym ist im Muskel fir die Regeneration des Creatinphosphats
zustandig, welches essentiell flr die schnelle Energiebereitstellung ist [12].
Fehlt dieses Enzym, muss der Organismus auf andere Wege, wie zum Beispiel
die aerobe Oxidation, zur Energiebereitstellung zurtickgreifen. Ein an das Feh-
len der mitochondrialen Creatinkinase adaptierter Organismus hat so mégli-
cherweise schon bessere Voraussetzungen flr das Ausdauertraining. Auf dem
Laufband ist dagegen eine schnelle Energiebereitstellung notwendig. Die Aktivi-
tat der mitochondrialen Creatinkinase korreliert mit dem aerob-oxidativen Po-
tential der Muskeln [50]. Das schlechte Abschneiden der Mito-CK'/-M&use lasst
sich also dadurch erklaren, dass der Organismus unter der Belastung mit der
Energiebereitstellung nicht nachkommt.

Die bei Double-CK/-Mausen gefundene Muskelfaserverteilung im M. gastroc-
nemius (s. Tabelle 8) entspricht in etwa der bei Momken et al. [24], wobei sie,
wie oben schon erwahnt, nur Muskelfasern der Typen llb und lld/x nachweisen
konnten. Im Vergleich zu Wildtypen lieBen sich deutlich mehr Typ llb-Fasern
nachweisen. Des Weiteren féallt sowohl im M. gastrocnemius als auch im M. ti-
bialis anterior die stark verminderte Anzahl an Typ lld/x-Fasern auf. Eine Be-
wertung von trainierten Double-CK'/-Mausen war unter oben genannten Ver-
suchsbedingungen nicht méglich, da sich die Tiere dem freiwilligen Laufradtrai-
ning nicht unterzogen hatten. Eine Erklarung hierfir kénnte eine Veranderung
im Gehirn der Double-CK/-Mause sein, die die Mause daran hindert, freiwillig
das Laufrad zu benutzen. Eine Bestatigung dieser Theorie liefert der Umstand,
dass Double-CK'/-Mause durchaus kérperlich in der Lage sind zu trainieren,
wie das Laufbandtraining zeigt. Zu erwdhnen ist, dass Momken et al. Daten von
Double-CK'/-M&usen publizierten, die im freiwilligen Laufradmodell liefen. Die-
se Double-CK'/-Mause nutzten das Laufrad nur ein Viertel so oft wie Wildtyp-
mause und legten dabei nur ein Zehntel der Strecke zurlick [24]. Somit ist es
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durchaus moglich, dass diese Double-CK'/-M&use taglich weniger als 30 Minu-
ten im Laufrad verbrachten, was das Ausschlusskriterium bei oben beschriebe-
nen Versuchen darstellte.
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6 Zusammenfassung

Das Creatinkinase-System ist ein flir die Energiegewinnung bedeutender Me-
chanismus im Herz- und Skelettmuskel. Um die Bedeutung dieses Systems
naher untersuchen zu kénnen, wurden CK-knock-out Tiere (M-CK'/*-, Mito-CK'/*-
bzw. Double-CK’/-Mause) und als Kontrollgruppe C 57 Wildtyp Black Six Mau-
se verwendet. In der Arbeit vorgeschalteten Versuchen zeigten sich im Aus-
dauertraining unterschiedliche Trainingseffekte zwischen den Gruppen. Wah-
rend M-CK'/-Mause schlechter als Wildtypen trainierten, wiesen Mito-CK'/*-
Mause einen besseren Trainingseffekt auf. Im Gegensatz dazu zeigte sich im
Belastungstraining auf dem Laufband ein umgekehrtes Bild. Durch das Laufrad-
training kam es zu einer adaptiven Hypertrophie der Herzen von Wildtyp- und
M-CK'/-M&usen, nicht dagegen bei Mito-CK'/-M&ausen, welche, wie auch Doub-

le-CK'/-M&use, eine basale Herzhypertrophie aufwiesen.

Um die Hypertrophie naher untersuchen zu kénnen, wurden Kardiomyozyten
isoliert und deren GrdBe bestimmt. Es zeigte sich, dass die Kardiomyozyten der
Mito-CK'/-Méause bei vergleichbarer Breite etwa doppelt so groB wie Wildtyp-
Kardiomyozyten waren. So ist die Hypertrophie der Mito-CK'/-Herzen durch die
gréBeren Zellen bedingt. Die basale VergréBerung der Double-CK/-Herzen
kann auf Grund der KardiomyozytengréBe nicht erklart werden. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass sich die Herzhypertrophie auf eine erhéhte Anzahl von

Herzmuskelzellen zurlickfiihren lasst.

Die Bedeutung eines mdglichen kardialen Phanotyps wurde durch Ruhe-EKGs
und Dobutamin-Stress-EKGs untersucht. Es zeigte sich, dass Mito-CK/-Mause
eine um 10% niedrigere Ruheherzfrequenz aufwiesen. Durch die Dobutamin-
gabe stiegen die Herzfrequenzen in allen Gruppen signifikant an, wobei die
Herzfrequenz der Mito-CK’/-Mause auch nach der Dobutamingabe 10% niedri-
ger war. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das QRS-Produkt, ein beim
Menschen verwendeter Hypertrophiemarker im EKG, auch bei Mausen einen
Hinweis auf die Hypertrophie der Herzen geben kann.
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Zuletzt wurde die Muskelfaserverteilung sowie die GréBe der Muskelfaserquer-
schnittsflache vor beziehungsweise nach dreiwdchigem freiwilligen Laufradtrai-
ning in Querschnitten des M. tibialis anterior und M. gastrocnemius bestimmt. In
den Muskeln der Wildtypmause kam es durch den Trainingsreiz zu einer Ver-
schiebung hin zu mehr langsamen Fasertypen. Der gleiche Effekt zeigte sich
auch bei Mito-CK'/-Mausen, wobei diese sowohl vor als auch nach dem Trai-
ning mehr schnelle Muskelfasern aufwiesen als Wildtypen. Bei M-CK'/-Mausen
konnte keine Anpassung der Muskeln an das Training nachgewiesen werden.
Ein Bewertung der Double-CK'/-Mause ist im Bezug auf die Muskeln nicht még-
lich, da sie sich dem freiwilligen Laufradtraining nicht unterzogen.

Ein kardialer Phanotyp kann die Unterschiede im Laufband- und Laufradtraining
der CK-knock-out Tiere nur zum Teil erklaren, da sich in allen Gruppen eine
normale Anpassung der Herzfunktion an die Belastung mit adaquatem Fre-
quenzanstieg. Da mit der Elektrokardiographie keine Aussage Uber die kardiale
Funktion und das Herzzeitvolumen getroffen werden kann, kénnte die Echokar-
diographie oder die EKG-gesteuerte Magnetresonanztomographie in Ruhe und
unter medikamentésem Stress mit Dobutamin weitere Hinweise liefern. Auch
eine Untersuchung ohne Narkose, in Ruhe und wahrend der Trainingsphasen

mittels Maus-Telemetrie kdnnte zusatzliche Aussagen liefern.

Bei den Double-CK'/-Mausen ist méglicherweise eine Veranderung im Gehirn
dafiir verantwortlich, dass sie sich dem freiwilligen Laufradtraining nicht unter-
ziehen. Koérperlich waren Double-CK'/-Mause durchaus fahig im Laufrad zu

trainieren, da sie ja auch auf dem Laufband laufen.

Die Unterschiede im Laufband- und Laufradtraining sind wahrscheinlich durch
einen muskuldren Phanotyp zu erklaren. Erste Hinweise darauf liefern oben
aufgefiihrte Ergebnisse, die eine unterschiedliche Anpassung der Muskelfaser-
typen an das Training zeigen. Weitergehende Untersuchungen mit gréBeren
Gruppen und die Untersuchung der Muskeln von auf dem Laufrad trainierten
Mausen kdénnten dazu weitere Anhaltspunkte liefern.
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