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1 Einleitung

In den Industrienationen, zu denen auch die Bundesrepublik Deutschland zéhlt, sind Herz-
Kreislauf-Erkrankungen die h&ufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter. Nach Angaben
des Statistischen Bundesamtes konnten im Jahr 2010 etwa 41% aller Todesfalle darauf
zuriickgefuhrt werden (1). Dabei bilden die chronische ischdmische Herzkrankheit, der akute
Myokardinfarkt und die Herzinsuffizienz zusammen die drei hdufigsten Todesursachen (siehe
Abbildung 1).

Chronisch ischamische Herzkrankheit

Akuter Myokardinfarkt

Herzinsuffizienz

Bosartige Neubildung der Bronchien und der Lunge
Sonsitge chronische obstruktive Lungenkrankheit
Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt bezeichnet
Hypertensive Herzkrankheit

Pneumonie, Erreger nicht naher bezeichnet

Bosartige Neubildung der Brustdriise {(Mamma)
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Abbildung 1: Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2010. Die
Abbildung zeigt die Sterbefalle insgesamt im Jahr 2010 gegliedert nach den zehn haufigsten
Todesursachen der International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems (ICD-10) (2)

Der Tod tritt bei den genannten kardialen Erkrankungen zumeist durch ein rhythmogenes
Ereignis plotzlich ein.

Die International Classification of Diseases (ICD-10) definiert den pl6tzlichen Herztod
(sudden cardiac death = SCD) als nattrlichen Tod aufgrund von Erkrankungen des Herzens,
wenn der Tod eine Stunde nach Symptombeginn eintritt. Ursachlich fir den SCD sind
zumeist ventrikulare Tachykardien (VT) oder Kammerflimmern (VF), die Asystolie oder
nicht-rhythmogene Ursachen spielen eine untergeordnete Rolle (3, 4).

Sowohl die Inzidenz als auch die Ursachen des plotzlichen Herztodes sind altersabhéngig (5).
Wahrend diesem im Erwachsenenalter zumeist die Koronare Herzerkrankung oder eine
andere Form der Kardiomyopathie zugrunde liegt (6), sind in der Adoleszenz bzw. im jungen
Erwachsenenalter zumeist angeborene genetische Verdnderungen von Kardialen

Strukturproteinen oder Kanalproteinen urséachlich fir das Erleiden eines plétzlichen Herztods
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(7, 8). Die Inzidenz des pl6tzlichen Herztodes steigt ab dem 30. Lebensjahr an und betragt in
der Altersgruppe der 35-75jahrigen etwa 1-2 pro 1000 Einwohner/Jahr (9).

Der demographische Wandel I&sst eine weitere Zunahme von kardiovaskuléren Erkrankungen
in den ndchsten Jahren erwarten. Dies macht es notwendig, Menschen mit erhéhtem
kardiovaskularem Risikoprofil zu identifizieren, die pathophysiologischen Hintergriinde zu
erforschen und neue Praventions- und Behandlungsmdglichkeiten zu finden um diesem
Wandel des Krankheitsspektrums gerecht zu werden (10). Deswegen ist es essentiell,
prophylaktische Behandlungen fir den plétzlichen Herztod zu finden, insbesondere in der
Therapie der Herzinsuffizienz, die nachweislich mit einem erhdhten Risiko fir maligne
Herzrhythmusstérungen einhergeht (11). Es ist ebenso wichtig, unter den Patienten mit
bekannter struktureller Herzerkrankung oder Herzinsuffizienz diejenigen herauszufiltern, die

tatséchlich ein erhohtes Risiko fir einen kardial bedingten Tod haben (12).

1.1 Elektrophysiologie des Herzens

Man unterscheidet im Herzen Zellen des Reizbildungs- und -leitungssystems vom
sogenannten Arbeitsmyokard. Die Kardiomyozyten des Arbeitsmyokards stellen den weitaus
grofiten Anteil der Zellen im Herzen dar.

Die normale Herzerregung findet ihren Ursprung im Sinusknoten (Nodus sinuatrialis), der an
der Innenseite der hinteren Wand des rechten Vorhofs lokalisiert ist, und wird von dort Uber
die Zellen der Vorhofmuskulatur zum AV-Knoten (Nodus atrioventricularis), der sich auf der
rechten Seite des Vorhofseptums an der Grenze von Vorhof und Kammer befindet,
weitergeleitet. Von dort aus lauft die Erregung Uber das His-Bindel (Truncus fasciculi
atrioventricularis) und die Tawara-Schenkel, bis sie schlieBlich Uber die Purkinje-Fastern auf
die Ventrikelmuskulatur 0bertragen wird. Dort kommt es zu einer Depolarisation der
Kardiomyozyten, konsekutiv zu einem Calciumeinstrom in die Zellen, welcher nachfolgend
uber das Ineinandergreifen von Aktin- und Myosinfilamenten zu einer Kontraktion des
Herzmuskels fuhrt (13).

Der Sinusknoten fungiert als Taktgeber des Herzens und ist das priméare
Schrittmacherzentrum. Er besitzt eine komplexe Struktur mit verschiedenen Zelltypen (14,
15), die die Automatie des Herzschlags gewahrleisten. Das VVorhandensein des Sinusknotens
und die Kopplung der Zellen des Erregungsleitungssystems und des Arbeitsmyokards durch
gap junctions fuhren zu erfolgreicher elektrophysiologischer Stimulation und Kontraktion des
Herzens (16).



Die Schrittmacherzellen des Sinusknotens besitzen kein stabiles Ruhemembranpotential wie
die Zellen des Arbeitsmyokards. Das maximal negative Potential von Schrittmacherzellen
liegt bei -70 mV (Maximal diastolisches Potential = MDP), verglichen dazu liegt das
Ruhemembranpotential des Arbeitsmyokards bei -90 mV. Nach jeder Repolarisation steigt
das Membranpotential so lange an (Prapotential), bis der Schwellenwert erreicht ist und ein
Aktionspotential ausgelost wird. Ein unselektiver Kationeneinstrom I; fihrt zur spontanen
diastolischen Depolarisation, bei einem Schwellenpotential von ca. -40 mV werden
ladungsabhéngige Calciumkanale aktiviert (siehe Abbildung 2), die Repolarisation erfolgt

durch einen Kaliumauswartsstrom.

Schwelle

\

Spontandepolarisation

Abbildung 2: Spontandepolarisation des Sinusknotens, modifiziert nach Schmidt/Thews (13)

Im Gegensatz dazu sorgen im Arbeitsmyokard spannungsgesteuerte Natriumkanéle flr einen
Natriumeinstrom und damit fur einen relativ raschen Aufstrich des Aktionspotentials. Es
schliel3t sich eine kurze Repolarisationsphase an, die durch einen Kaliumausstrom und einen
Chlorideinstrom vermittelt wird. Das Aktionspotential 6ffnet Dihydropyridin-assoziierte
Calciumkandle (L-Typ Calciumkandle), die durch die Erhéhung der intrazellul&ren
Calciumkonzentration (Ca?*-Funke) ligandengesteuerte, sogenannte Ryanodin-sensitive
Calciumkanale des sarkoplasmatischen Retikulums o6ffnen, das als intrazellulérer
Calciumspeicher fungiert, wodurch es zur Erhéhung der zytosolischen Calciumkonzentration
kommt. Die Repolarisation wird dann vor allen Dingen durch Kaliumstréme verursacht (siehe
Abbildung 3).
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Abbildung 3: Aktionspotential des Kammermyokards, modifiziert nach Schmidt/Thews (13)

Die Bindung von Ca** an das Regulatorprotein Troponin C fihrt zur Kontraktion des
Herzmuskels. In der Relaxationsphase wird Ca** iiber die SERCA (Sarko-Endoplasmatische-
Retikulum-ATPase) wieder in das sarkoplasmatische Retikulum gepumpt. Das Absinken der
zytosolischen Calciumkonzentration bewirkt die Abnahme der Bindung von Ca** an Troponin
C, wodurch der kontraktile Apparat deaktiviert wird (13, 17).

Die verschiedenen Potentialdifferenzen wahrend der De- und Repolarisationsvorgange im
Herzen konnen mit dem Elektrokardiogramm (EKG) aufgezeichnet werden. Dabei spiegelt
die P-Welle die Erregung der Herzvorhofe wieder, der QRS-Komplex die Erregung der
Kammern. Die Erregungsriickbildung des Herzens wird in der T-Welle abgebildet (siehe
Abbildung 4).
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Abbildung 4. EKG mit Darstellung einer physiologischen Erregungsausbildung und
Rickbildung im Herzen, modifiziert nach Schmidt/Thews (13)

1.2 Herzrhythmusstérungen

Das klinische Worterbuch Pschyrembel definiert Herzrhythmusstérungen als ,alle
Veranderungen der elektrischen Herztatigkeit, die durch eine unregelméBige Abfolge der
Erregungen (Arrhythmie), eine Abweichung von der normalen Herzfrequenz (ca. 60-80/min)
oder eine Storung des zeitlichen Ablaufs der einzelnen Herzaktionen gekennzeichnet sind‘
(18). Dabei kann man Herzrhythmusstérungen nach ihrer Frequenz, ihrem Entstehungsort und
ihrem Entstehungsmechanismus einteilten. Eine mdogliche klinische Einteilung ist die
Unterscheidung in persistierend oder paroxysmal oder nach der hamodynamischer
Wirksamkeit. Weiterhin kann zwischen angeborenen, also genetischen Ursachen von
Herzrhythmusstorungen, sowie nach erworbenen Ursachen, z.B. nach einem Myokardinfarkt,
unterschieden werden.

Die De- und Repolarisationsvorgédnge im Herzen sind an verschiedenen Stellen stéranfallig
und kénnen in unterschiedlichen Stérungen des Herzrhythmus resultieren.

Zwei Beispiele sollen dies verdeutlichen.

1.2.1 Sick-Sinus-Syndrom (SSS)

Der Begriff des Sick-Sinus-Syndroms beschreibt eine Storung der Impulsgeneration und der

Impulsweiterleitung vom Sinusknoten zum Vorhof (19).



Dem Sick-Sinus-Syndrom liegt nicht eine einzelne Atiologie oder Pathogenese zugrunde. Die
Fehlfunktion der kardialen Impulsgeneration kann durch eine Dysfunktion des Sinusknoten
selbst oder durch extrinsische Ursachen zustande kommen (20). Intrinsische Ursache fiir eine
Sinusknoten-Dysfunktion nach Wahls et al. (21) kénnen zum Beispiel Infarzierungen des
Sinusknoten-Areals, rheumatische Erkrankungen, Speicherkrankheiten wie die Amyloidose,
Peri- oder Myokarditiden sein. Am hdaufigsten ist hierbei jedoch die idiopathische
Degeneration des Leitungssystems (M. Lenégre, M. Lev). Extrinsische Ursachen beinhalten
Elektrolytstorungen wie die Hyperkalidamie, Hypoxie, Pharmakotherapie (Betablocker,
Digitalis) oder andere Toxine (21). Weitere Ursachen sind zum Beispiel angeborene
Mutationen des Natrium- (SCN5A)- und funny-(HCN4)-lonenkanals.

Das Sick-Sinus-Syndrom kann sich im Elektrokardiogramm als atriale Brady- oder
Tachykardie, als Sinus-Arrest, als sinuatrialer Block, als alternierende Phasen von Brady-
oder Tachykardien (Brady-Tachy-Syndrom) oder als mangelnden Herzfrequenzanstieg unter
Belastung (chronotrope Inkompetenz) manifestieren (22).

Die Inzidenz des Sick-Sinus-Syndroms ist am hdufigsten bei dlteren Menschen, kann aber
prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten (21). Das mittlere Alter bei dieser Erkrankung
betragt 68 Jahre und Manner und Frauen sind ungefahr gleich haufig betroffen (23).

Hé&ufige Symptome sind Schwindel und/oder (Pra-/)Synkopen. Zur Diagnosefuhrung fuhrt oft
ein Uber 24-72h aufgezeichnetes Langzeit-EKG, in dem sich verschiedene Manifestationen
des Sick-Sinus-Syndroms dokumentieren lassen kdnnen. Symptomatische
Herzrhythmusstérungen im Rahmen eines Sick Sinus Syndroms sind eine Indikation fir eine

Herzschrittmacher-Therapie (24).

1.2.2 Kongenitales Long QT-Syndrom

Das kongenitale Long QT-Syndrom ist eine genetische Erkrankung, die durch die
Verldngerung der QT-Zeit im Oberflichen-EKG gekennzeichnet ist und die mit einem
erhdhten Risiko fur den plotzlichen Herztod aufgrund von ventrikuldren Tachyarrhythmien
einhergeht. Bis heute sind 13 verschiedene Gene identifiziert, deren Mutation zu einer
Verlangerung der QT-Zeit fiihrt (25, 26). Das kongenitale Long QT-Syndrom ist eine
monogenetische Erkrankung mit vorzugsweiser autosomal-dominanter Vererbung und
variabler Penetranz (27). In 95% der Félle sind die Mutationen LQT1, LQT2 und LQT3
verantwortlich fur Veranderungen an Kanalproteinen, welche konsekutiv zu einer Stérung der
Repolarisation fiihren. Am haufigsten ist hierbei die Form des LQT1, welche durch eine Loss-

of-Function-Mutation des KCNQ1-Gens verursacht wird. Dieses codiert fir die alpha-
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Untereinheit des langsamen aktivierenden Kaliumkanals und ist damit fur den I-Strom
verantwortlich. Verminderte Kaliumstrome resultieren in einer Verzogerung der
Repolarisation und Verldangerung der vulnerablen Phase, sodass friih einfallende
Nachdepolarisationen zu einer Triggerung von Arrhythmien, insbesondere flir Torsade de
Pointes, fihren konnen. Elektrokardiographisch findet sich eine prolongierte QT-Zeit sowie
haufig eine abgeflachte oder negative T-Welle (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: EKG-Beispiel eines Long QT-Syndroms. Dargestellt ist die Abmessung vom
Beginn der Q-Zacke bis zum Ende der T-Welle (432 ms). Nach Frequenzkorrektur bei der

vorliegenden Herzfrequenz von 75/min ergibt sich eine QTc von 482 ms.

Somit ist das Long QT-Syndrom ein Bespiel fur eine Storanfalligkeit der elektrischen
Herzerregung in der Erregungsruckbildungsphase.



1.3 Die Popdc-Genfamilie
1.3.1 Vorkommen und Struktur

Die Popeye domain containing gene Familie codiert fir Transmembranproteine, die
vorzugsweise in quer-gestreifter Muskulatur von Vertebraten vorhanden sind (28, 29). Das
erste Gen dieser Familie konnte 1999 identifiziert werden und erhielt den Namen Bves (blood
vessel/epicardial substance). Synonyme sind das Popeyel oder das Popdcl (Popeye-domain-
containing). Es konnte zunachst gezeigt werden, dass sich Popdcl-positive Zellen im Epikard
und in den sich in der Entwicklung befindenden Koronararterien fanden (30). Popdcl ist
weiterhin im Proepikard, Epikard und in der glatten Muskulatur der Koronararterien
lokalisiert (31). Wahrscheinlich besitzt Popdcl eine Funktion als Zell-Adhé&sions-Molekiil
(31). Bis jetzt fand sich ein Popdc-interagierendes Protein, das ZO1 (Zonula occludens 1),
durch welches Bves/Popdcl die Integritat von tight junctios modulieren kdnnte (32).

Weitere Vertreter dieser Gen-Familie sind das Popdc2 und das Popdc3. Die Expression dieser
Proteine beginnt bereits wahrend der Embryonalentwicklung (28, 29).

Popdc-Proteine finden sich in quergestreifter und glatter Muskulatur im Zebrafisch (33),
Frosch, Hiuhnchen (34), Mause-Embryonen, was den Schluss nahelegte, dass wéhrend der
Evolution eine Konservierung dieser Genfamilie stattfand (35-37).

AuRerhalb der quer-gestreiften Muskulatur finden sich diese Proteine in anderen Organen wie
dem Gehirn, den Nieren, dem Magen, der Milz und dem Uterus schwangerer Mause (35).
Popdc-Proteine sind an der Plasmamembran lokalisiert (38) und besitzen drei
Transmembrandoméanen mit einem extrazellul&ren Amino-Terminus und einer konservierten
cytoplasmatischen Popeye-Doméne (30, 35, 39). Es sind mehrere Isoformen bekannt, die
durch alternatives Splicing entstehen. Die entstandenen Proteine bestehen aus 300 bis 360
Aminosauren (30, 35).

Popdcl-defiziente Mause zeigen eine verzogerte Skelett-Regeneration nach Injektion von
Cardiotoxin (36). Nach induzierter Ischdmie und nachfolgender Reperfusion erfolgt die
Erholung des Myokards langsamer als in der Kontrollgruppe (40).

In unserer Arbeit wurde der Fokus auf das Popdc2 gelegt, da es neben der Expression im
Skelettmuskel und in der glatten Muskulatur von Blase, Kolon und Rektum sowie den
Nabelgefélien eine starke Expression im Herzen und hier insbesondere in Strukturen des Reiz-

bildungs- und -leitungssystems aufweist (28).



1.3.2 Expressionsmuster von Podc2 wahrend der Embryonalentwicklung und im

Erwachsenenalter von Mausen

Um die Expression von Popdc2 in Mausen wéhrend der Embryonalentwicklung und postnatal
sichtbar zu machen, wurde in der Arbeit von Froese et al. das NLS-LacZ-Reporter Gen in das
erste codierende Exon des Popdc2 mithilfe homologer Rekombination eingeschleust. Mit
Hilfe eines gegen das LacZ gerichteten markierten Antikorpers, wurde die Expression in
verschiedenen Entwicklungsstadien dargestellt (41). Es wurden homo- und heterozygote Tiere
verwendet, und es zeigte sich kein Unterschied im Expressionsmuster.

Eine schwache Popdc2/LacZ-Expression konnte zuerst am Tag 6,0 der
Embryonalentwicklung im extraembryonischen Mesoderm beobachtet werden. Am Tag 7,0
verstdrkte sich diese Expression und zusétzlich fand sich eine Anfirbung im Hensen’schen
Knoten, der Chorda-Gewebe enthdlt. Am Tag 7,5 war eine starke Expression in der
Herzsichel und im amniotischen Mesoderm nachweisbar. Auch am Tag 8,5 blieb die Popdc2-
Expression begrenzt auf das kardiales Mesoderm, den Herzschlauch, das Perikard und das
Amnion. Im Herzschlauch selber zeigte sich die Expression im Endokard, Myokard und
dorsalem Mesokard.

Am Tag 12,5 konnte dann eine Anfarbung in der Skelettmuskulatur der Extremitéten
beobachtet werden. Im Herzen zeigte sich weiterhin eine Expression im Myo- und Perikard,
nicht aber im Epi- und Endokard. Im sagittalen Schnitt fand sich eine starke Expression im
Herzen, im Skelettmuskel und in der glatten Muskulatur von Darm und Blase (siehe
Abbildungen 6-7). Am Tag 17,5 fand sich zusatzlich eine Expression in den Pulmonalvenen.
Die postnatale Expression wurde an Mauseembryonen im Alter von 6-7 Tagen und an
Méusen im Alter von drei Monaten untersucht. Hier fand sich ebenfalls eine starke Anférbung
des Myokards (siehe Abbildung 8). Es bestand kein offensichtlicher Unterschied in der
Expression des Popdc2-Gens zwischen Vorhdfen und Kammer mit Ausnahme des
Reizleitungssystems, in dem eine hohere Expression als im Arbeitsmyokard nachgewiesen
werden konnte. Im Endokard, dem Klappengewebe, den Koronararterien und dem Epikard

wurde das Gen nicht exprimiert.



Abbildung 6: Expression des Podpc2-Gens am Entwicklungstag 12,5 in Zunge (B), Herz (C)
und Blase (D), modifiziert nach Froese et al. (41)

Abbildung 7: Schnitt durch einen 12,5 Tage alten Mauseembryo: prominente Expression im
Myokard, im AV-Areal (AVC) und Perikard (P); der vergrolierte Ausschnitt zeigt die

Abwesenheit von Popdc2 im Endokard (EC) und Epikard (Pfeil), modifiziert nach Froese et
al. (41)
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Abbildung 8: Schnitt durch das Herz einer sieben Tage alten Maus: Popdc2-Expression im
Myokard, modifiziert nach Froese et al. (41); RA = rechtes Atrium, RV = rechter Ventrikel,
LA = linkes Atrium, LV = linker Ventrikel

1.3.3 EKG-Auswertungen und strukturelle Untersuchungen des Sinusknotens von Popdc2-

Mausen

Von den drei bisher bekannten Popdc-Genen zeigt das Popdc2 die hochste und selektivste
Expression im Myokard. Die Popdc2-Knockout Mause sind lebensfahig und zeigten auBer
einem im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziertem Korpergewicht keine phé&notypischen
Auffélligkeiten. Das Herz bei Popdc2-Nullmutanten scheint weder morphologisch noch
funktionell veréndert zu sein, auch wird beim Fehlen von Popdc2 die Expression von Popdl
und Popd3 nicht hochreguliert (42).

Telemetrische EKG-Aufzeichnungen von Wildtyp und Popdc2-Knockout Mé&usen erbrachten
keinen signifikanten Unterschied in der durchschnittlichen Herzfrequenz und der
Herzfrequenzvariabilitat. Die &dlteren Popdc2-Knockout Mause wiesen eine Dysfunktion des
Sinusknotens auf, wobei es zu schweren Bradykardien und langeren Pausen mit allerdings
einsetzendem sowohl schmal- als auch breitkomplexigen Ersatzrhythmus kam. Ferner konnte
nachgewiesen werden, dass 5,5 bzw. 8 Monate alte Tiere eine chronotrope Inkompetenz, das
heilt einen mangelnden Herzfrequenzanstieg unter Belastung, bei physischem und
psychischem Stress zeigten. Gleiches konnte fur die Popdcl-Nullmutanten nachgewiesen
werden. (42)

Weiterhin waren von Froese et al. strukturelle Untersuchungen des Sinusknotens bei Popdc2-
defizienten Mausen durchgefuhrt worden (42), welche bei den 8-Monate alten Knockout
Méusen einen Verlust der Schrittmacherzellen im unteren Teil des Sinusknotens sowie eine

generelle Verdichtung des Gewebes im oberen Abschnitt des Sinusknotens erbrachten. Es
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wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese strukturellen Verénderungen fur die
Sinusknotendysfunktion verantwortlich sein kénnten.

Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass die drei Popdc-Gene 1, 2 und 3 cAMP binden
kénnen und somit an intrazellularen Signalwegen beteiligt sind. Auferdem wird die
Expression des zweiporigen Kaliumkanals TREK-1 durch die Coexpression mit Popdcl, 2
oder 3 verstarkt. Ferner wird der Ausstrom von Kalium aus der Zelle erhoht
(Hyperpolarisation) und dadurch die elektrische Aktivitat vermindert. (42)

Boukens et al. gelangten zu der Schlussfolgerung, dass die Ursache fir die Dysfunktion des
Sinusknotens nicht ein Problem der Weiterleitung des elektrischen Impulses ist (Exit Block),
sondern vielmehr eine Stérung der Impulsgeneration von vorneherein. (43)

Die Expression des Popdc-Gens verdndert sich bei terminaler Herzinsuffizienz bei Menschen.
Bisher konnte fur das Popdcl-Gen eine reduzierte Expression von mRNA und Protein im

linken Ventrikel gezeigt werden. (40)

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Proteine der Popdc-Genfamilie finden sich vorzugsweise im Myokard, aber auch in der
Skelettmuskulatur und der glatten Muskulatur verschiedenster Organe. Die verstérkte
Expression des Popdc2-Gens im Reizleitungs- und -bildungssystems des Herzen l&sst einen
Einfluss von Popdc auf die kardiale Impulsbildung und -weiterleitung vermuten. Bei Popdcl-
und -2-defizienten Méusen wurde aufgrund von nachgewiesenen Bradykardien, einer
chronotropen Imkompetenz und eines intermittierenden Sinusarrests der Verdacht auf eine
Sinusknotendysfunktion gedufert.

Fir diese Arbeit wurden mannliche und weibliche M&use des Stammes Popdc2/BI6 sowie
eine  entsprechende  Kontrollgruppe beziglich  eventueller  Reizbildungs-  und
Reizleitungsstérungen sowie ihrer Neigung fir tachykarde Herzrhythmusstérungen
untersucht. Es wurden nicht-invasive EKG-Aufzeichnungen in Ruhe und unter Katecholamin-
Stimulation sowie invasive elektrophysiologische Untersuchungen mit programmierten
Stimulationen durchgefuihrt. Weiterhin wurde der Herzrhythmus am isolierten Herzen, somit
unter Ausschaltung des autonomen Nervensystems, aufgezeichnet.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Expression vom Popdc2 auf die Vulnerabilitat von

Herzrhythmusstérungen zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur diese Arbeit wurden Popdc2-Knockout(KO)-Mause verwendet, die von Brand et al.
generiert wurden. Das erste Exon des Popdc2-Gens wurde durch das LacZ in TBV2 ES Zellen
ersetzt. Die chiméaren ménnlichen Mause wurden mit C57BL/6 weiblichen M&usen gekreuzt.
Die F1-Generation wurde wiederum mit CD1-Mausen gekreuzt und dann dreimalig
untereinander gekreuzt. Anschlieend wurden sie mit ZP3-Cre Mausen gekreuzt, um die
Neomycin-Sequenz zu entfernen (41, 44).

Popdc2-KO-Mause durchlaufen eine normale embryonale Entwicklung, sind fertil und zeigen
keine phanotypischen Auffélligkeiten. Die Lebensdauer ist nicht verkirzt (45). Allerdings
zeigten die erwachsenen Tiere eine verzogerte Regeneration der Skelettmuskulatur nach
Injektion von Kardiotoxin (29). Zum Zeitpunkt der Experimente waren die Popdc2-KO-
Méuse vier bis achtzehn Monate alt und wogen 17 bis 28g. Die Wildtyp-Mé&use in der
Kontrollgruppe waren ebenfalls fiinf bis achtzehn Monate alt und wogen im Durchschnitt das
Doppelte der KO-Mause, etwa 25 bis 59g. Dieses entspricht den Ergebnissen der
Untersuchungen aus der German Mouse Clinic (44). Mannliche und weibliche Mause des
Stammes Pop2/B16 wurden in K&figen mit bis zu 10 Tieren bei einer Raumtemperatur von
24°C und einer Luftfeuchtigkeit von 55% gehalten. Mit Kunstlicht wurde ein zwdlfstiindiger
Tag-Nacht-Rhythmus aufrechterhalten. Wasser und Futter waren den Tieren frei zugénglich.
Bei allen Untersuchungen wurden die Vorgaben des Tierschutzgesetzes (TierSchG) der
Bundesrepublik Deutschland in der jeweils gultigen Fassung eingehalten. Die Genehmigung
der Regierung von Unterfranken fur die Experimente lag vor.

2.2 Oberflachen-EKG in Ruhe und unter pharmakologischem Stress

Es wurden insgesamt funf Messreihen mit mannlichen und weiblichen Wildtyp-Ma&usen sowie

Tieren des Stammes pop2/BlI6 unterschiedlichen Alters durchgefiihrt. Die Messreihen

bestanden jeweils aus der Durchfiihrung eines Ruhe- und Stress-EKGs mit Isoproterenol unter

Avertinnarkose  sowie  einer  elektrophysiologischen  Untersuchung (EPU) in

Inhalationsnarkose mit Isoflouran. Die Messreihen wurden in den Jahren 2007 und 2008

durchgefuhrt.

Das Oberflachen-EKG mit Ruhe- und Stress-Komponente wurde insgesamt bei 95 Tieren,

davon 43 Wildtyp-Mausen und 52 M&usen des Stammes Popdc2/BI6 durchgefihrt.

Fur die erste Serie, bestehend aus jeweils neun mannlichen Knockout-Mdusen und neun

Wildtyp-Mé&usen, wurden im Oberflachen-EKG unter Ruhe und unter Stress-Bedingungen
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folgende EKG-Parameter erhoben und mittels Student-T-Test miteinander verglichen: Alle 15
Sekunden wurde flr die Parameter Herzfrequenz, Dauer der P-Welle, PR-Abstand, RR-
Abstand, QRS-Dauer, QT-Dauer und Frequenz-korrigierte QT-Zeit (QTc) ein Mittelwert
errechnet. Die Aufzeichnung des Oberflachen-EKGs erfolgte tber sechs Minuten. Es wurden
acht Mittelwerte unter Ruhe-Bedingungen miteinander verglichen und acht Mittelwerte nach
Isoproterenol-Gabe. Die Gabe von Isoproterenol erfolgte nach zwei Minuten Aufzeichnung,
die Auswertung allerdings erst nach insgesamt vier Minuten Aufzeichnung, um die
Einwaschzeit des Isoproterenols zu beriicksichtigen.

Eine elektrophysiologische Untersuchung wurde bei insgesamt 48 Tieren durchgefiihrt. Die
nachfolgenden Tabellen zeigen die Verteilung der M&use getrennt nach Alter, Genotyp und
Geschlecht (siehe Tabellen 1-2).

Mauslinien Geschlecht EKG EPU
Mannlich Weiblich Ruhe-EKG Stress-EKG
Pop2/BI6 8 7 15 15 15
Wildtyp 9 9 18 18 18
Gesamt 17 16 33 33 33

Tabelle 1: Einteilung der Mause tber neun Monate nach ihrer Genmutation Pop2/BI6 und in

die Kontrollgruppe Wildtyp ohne Mutation.

Mauslinien Geschlecht EKG EPU
Mannlich Weiblich Ruhe-EKG Stress-EKG
Pop2/BI6 10 5 15 15 15
Wildtyp 8 2 10 10 10
Gesamt 18 7 25 25 25

Tabelle 2: Einteilung der Mduse unter neun Monate nach ihrer Genmutation Pop2/BI6 und in
die Kontrollgruppe Wildtyp ohne Mutation.

2.2.1 Ruhe-EKG

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Applikation von 100 pg 2,5% Avertin pro 10g
Kdorpergewicht narkotisiert (Herstellung von Avertin — siehe unten). Anschliefend wurden sie
mit Klebestreifen auf dem Ricken liegend auf einer Warmeplatte fixiert, um eine
Korpertemperatur von 37°C aufrechtzuerhalten und Hypothermie zu vermeiden (siehe

Abbildungen 9-10). Die Korpertemperatur der Tiere wurde Kkontinuierlich mit einer
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Rektalsonde gemessen (Warmeplatte mit Rektalsensor TKM 0902, Féhr). Uber vier 24gauge-
Nadeln, eine in jeder Extremitét, erfolgte die Aufzeichnung des Oberflachen-EKGs nach den
Ableitungen | und Il nach Einthoven (PowerLab/ 4 SP, ADInstruments, Chart 5.5.4). Der
Papiervorschub betrug 100 mm/s. So konnte der Herzrhythmus kontinuierlich Gberwacht und
aufgezeichnet werden, die Dauer der P-Welle und des QRS-Komplexes gemessen und die
entsprechenden Intervalle (PQ, QRS, QT, QTc, RR) errechnet werden (siehe Abbildung 11).
Die Aufzeichnung des Oberflachen-EKGs unter Ruhebedingungen erfolgte fur jedes Tier

zwei Minuten.

Abbildung 9: Arbeitsplatz mit Warmeplatte, Operationsmikroskop, EKG-Aufzeichnung

Abbildung 10: Ableitung eines Ruhe-EKGs bei einer Maus
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Abbildung 11: Ruhe-EKG, in der oberen Zeile die Ableitung des EKGs, in der unteren Zeile

die Aufzeichnung der Herzfrequenz, hier ca. 500 bpm

Zur Narkose wahrend der Aufzeichnung der Oberflachen-EKGs wurde das Anésthetikum
Avertin verwendet, weil es eine relativ kurze Wirkdauer und nur geringe hamodynamische
Auswirkungen hat (46). Zur Herstellung von 2,5%igem Avertin wurde eine 97%ige 2,2,2-
Tribromethanol-Ldsung (TBE) mit 98%igen Isoamylalkohol im Verhéltnis 1g:1ml mit Hilfe
eines Vortex-Gerats gemischt. Danach erfolgte die Verdinnung mit 0,9%iger NaCl-Ldsung

im Verhdltnis 1:40. Die Stammldsung wurde bei +4°C und lichtgeschitzt gelagert.

2.2.2 Stress-EKG

Nach der Aufzeichnung des Oberflachen-EKGs unter Ruhebedingungen wurde jedem Tier
2mg/ kg KG Isoproterenol (Isoproteronol 16504, SIGMA) als hauptsdchlicher B1-Agonist
intraperitoneal appliziert, um Katecholamin-sensitive Tachykardien zu provozieren (47, 48).
Nach der Applikation wurde das EKG fur funf Minuten aufgezeichnet, sodass die Reaktion
auf Katecholamin-Stimulation im Verlauf beobachtet werden konnte.

Die Tiere wurden nach Aufzeichnung der Oberflachen-EKGs zuriick in ihre K&fige gesetzt.

2.3 Elektrophysiologische Untersuchung
Die invasive elektrophysiologische Untersuchung (EPU) diente dazu, grundlegende Parameter

wie die Sinusknotenerholungszeit (sinus node recovery time, SNRT) oder
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Uberleitungseigenschaften des AV-Knotens zu erheben, und gleichzeitig eine programmierte
elektrische Stimulation von Atrium und Ventrikel zur Induktion von Herzrhythmusstérungen
(HRST) durchzufihren.

Fur die elektrophysiologische Untersuchung wurden die Tiere mit einem 6%-Isofluran-
Sauerstoffgemisch betaubt. Wiederum wurden die Méuse auf dem Ricken liegend auf einer
Warmeplatte fixiert, um wahrend der Untersuchungszeit Auskihlung zu vermeiden und eine
Kdrpertemperatur von 37°C beizubehalten. Im zweiten Schritt wurde die Zunge zur besseren
Sicht mit einer Klemme zur Seite geschoben, die Maus mit einer Venenverweilkandile
(Vasofix® Safety 22G) intubiert und an ein Beatmungsgerat (UGO Basite 7025, Hugo Sachs
Elektronic) angeschlossen. Der Tubus wurde mit einem Klebestreifen fixiert. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mit bis 1,5% Isofluran (Isoflurane Vapor 2000,
Drager) bei einem Atemvolumen von 1ml und einer Atemfrequenz von 120 pro Minute. Es
wurden die Elektroden fiir die Ableitung des Oberflachen-EKGs wie oben beschrieben
platziert. Vor der eigentlichen Préparation wurde der Halsbereich der Tiere rasiert und mit
einem Hautantiseptikum desinfiziert. Unter dem Operationsmikroskop (Auflichtmikroskop
SZ 40, Olympus) wurde zuerst ein 10 bis 15mm Schnitt in Hohe des Larynx gesetzt und
anschlieBend die rechte Vena jugularis externa in stumpfer Prdparation freigelegt (siehe
Abbildung 12). Nach einer proximalen Ligatur erfolgte die Venotomie mit einer

Mikroschere.

Abbildung 12: Préaparation der Vena jugularis externa, transvendse Platzierung des EPU-
Katheters

Vorsichtig wurde dann ein 1.7F octopolarer Pace-/Sense-Katheter (Octopolar Catheter
FT1131, SciSense, siehe Abbildung 13) in das rechte Atrium vorgeschoben. Der Abstand
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zwischen den Elektroden betrdgt genau 0,5mm, wodurch (ber die proximale Elektrode im
rechten Atrium der Rhythmus aufgezeichnet und gleichzeitig stimuliert werden konnte,
wahrenddessen die distale Elektrode im rechten Ventrikel lag.

Abbildung 13: EPU-Katheter, octopolar; links: EPU-Katheter verwendet in der
Humanmedizin; unten: fir unsere Experimente verwendeter Katheter im Grolzenvergleich,
modifiziert nach Berul (49); rechts: VergrofRerung des fiir unsere Experimente verwendeten
Katheters

Einmal intrakardial platziert war es moglich, gleichzeitig den Herzrhythmus aufzuzeichnen
und das Herz elektrisch zu stimulieren. Die Stimulation erfolgte mit 1ms-Pulsen (STG1001,
Multi Channel Systems, MC Stimulus 2.1.2). Wéhrend der gesamten Untersuchung wurden

Herzfrequenz und -rhythmus kontinuierlich berwacht.

2.3.1 Vorhof-Stimulation

Wichtige Parameter zur Messung der elektrischen Erregung im Herzvorhof sind die
Sinusknotenerholungszeit, die effektiven Refraktarperioden von Vorhof und AV-Knoten
sowie der antegrade Wenckebachpunkt.

Zur Bestimmung der SNRT erfolgte eine Stimulation des Vorhofs mit einer Frequenz
oberhalb der Eigenfrequenz des Sinusknotens fur 30s (siehe Abbildung 14). Die SNRT
definiert sich als das Zeitintervall bis zum ersten Wiederauftreten einer Sinusknotenaktion
nach Beendigung der Stimulation. Die korrigierte Sinusknotenerholungszeit errechnet sich
hierbei als die SNRT minus der spontanen Zykluslédnge (47, 50). Zur Testung der effektiven
Refraktérperiode von Vorhof und AV-Knoten erfolgten zehn Schrittmacherimpulse mit einer
konstanten Zykluslange (S1-S1-Intervall) gefolgt von einem vorzeitig einfallenden Stimulus
S2. Das S1-S2-Intervall wurde schrittweise verkleinert bis der S2-Impuls nicht mehr
beantwortet wurde, also demensprechend keine Depolarisation mehr stattfand. Die effektive

Refraktérperiode definiert sich hierbei als das gerade noch beantwortete S1-S2-Intervall (47).
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Zur Bestimmung des antegraden Wenckebachpunkts erfolgte eine Stimulation des Vorhofs
mit zunehmend hoherer Frequenz bis zum Auftreten einer Wenckebach-Periodik der AV-
Knoten-Uberleitung. Dies bedeutet eine zunehmende Verlangerung der AV-Knoten-

Uberleitung bis zum kompletten Ausfall einer Uberleitung zum Ventrikel.
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Abbildung 14: Vorhofstimulation: Stimulation des Vorhofs mit einer Zyklusldnge von 100 ms
Pulsen und intrinsischer AV-Uberleitung; 1. Spalte: intrakardiales EKG1 (rot), 2. Spalte:
intrakardiales EKG2 (blau), 3. Spalte: Synchronisation/Stimulation (rosa), 4. Spalte:

Herzfrequenz/min (HF/bpm = beats per minute) (griin)

2.3.2 Kammer-Stimulation

Nach Beendigung der Stimulation im Vorhof wurde der EPU-Katheter vorsichtig in den
rechten Ventrikel vorgeschoben. Im Ventrikel platziert erfolgte die Stimulation mit 100, 85
und 75 ms Zykluslange, um Herzfrequenzen von 600, 700 und 800/min zu erreichen. Analog
zur Vorhof-Stimulation erfolgte auch in der Kammer die Stimulation mit Stimuli konstanter
Zykluslange (S1-S1-Intervall) und einem vorzeitig einfallenden Stimulus S2 (siehe
Abbildungen 16-17). Mit der Stimulation der Herzfrequenz Uber die Eigenfrequenz des
Sinusknotens sollten Arrhythmien provoziert werden. Ferner wurde eine Burst-Stimulation
mit flinfzehn aufeinanderfolgenden schnellen Pulsen durchgefiihrt, um eine erhohte
Bereitschaft zu Arrhythmien zu erkennen (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Kammerschnelltest: Stimulation des Ventrikels mit 15 schnell aufeinander
folgenden Schlégen; 1. Spalte: intrakardiales EKG1 (rot), 2. Spalte: intrakardiales EKG2
(blau), 3. Spalte: Oberflachen-EKG mit 1. Ableitung (grin), 4. Spalte:
Synchronisation/Stimulation (rosa), 5. und 6.. Spalte: Herzfrequenz/min (HF/bpm = beats per

minute) (blau und grin)
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Abbildung 16: Kammerstimulation: Die S2-Stimulation wird noch beantwortet
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Abbildung 17: Kammerstimulation: Das S2-Intervall wird nicht mehr beantwortet (siehe v.a.

griine Ableitung)

2.4 Langendorff-Herz

Nach den Aufzeichnungen der Ruhe-EKGs und den invasiven elektrophysiologischen
Untersuchungen, wurden den anasthesierten Mausen die Herzen entnommen und EKG-
Aufzeichnungen am isolierten Herzen nach einem modifizierten Modell, dessen Ursprung auf
dem Prinzip von Oskar Langendorff und Kollegen (1895) beruht, durchgefihrt (51). So war
es moglich, den Einfluss des autonomen Nervensystems auf die kardiale Funktion
auszuschalten. Grundprinzip des Langendorff-Herzens ist dabei die retrograde Perfusion des
Herzens (iber die Aorta mit einer oxygenierten Pufferldsung.

Die Maus wurde mit einer intraperitonealen Injektion von Avertin in Narkose versetzt und auf
dem Ricken liegend mit Klebestreifen an den Pfoten auf der Arbeitsplatte fixiert. Zuerst
erfolgte die Er6ffnung des Abdomens (ber einen Unterbauch Medianschnitt. Danach wurde
das Zwerchfell vorsichtig von links und rechts lateral inzidiert und von der unteren
Thoraxapertur abgeldst. Nachfolgend wurden von kaudal die Rippen links- und rechts-
thorakal durchtrennt und mit dem Sternum nach kranial geklappt. Dies ermdglichte den Blick
auf das vordere Mediastinum und das noch immer schlagende Herz. VVorsichtig wurde nun das
Herz aus dem Perikard herausgelost und an der Einmindung der Aorta sorgféltig vom
umgebenden Thymus-, Fett- und Bindegewebe abprépariert. Im Weiteren erfolgte das

Absetzen des Herzens an der Aorta. Das noch immer schlagende Herz wurde sofort in eine
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Petrischale mit kalter, oxygenierter Krebs-Henseleit-Losung verbracht. Unter dem
Operationsmikroskop erfolgte dann die Kantlierung der Aorta mit einer Knopfkandle (1,5 x
80mm). Mit einem vorgelegten Faden (Ethicon, Perma - Hand Seide, 6-0) wurde die Aorta
dann an der Kanile fixiert. Die Kanille wurde dann in die Langendorff-Aparatur eingebaut
und sofort begonnen, das Herz mit der oxygenierten und auf 37°C erhitzten Pufferlésung zu
durchspulen (51).

EKG-Elektroden wurden jeweils am linken und rechten Herzohr angebracht, sodass Frequenz

und Rhythmus bestimmt werden konnte. Die Aufzeichnung erfolgte ber flnf Minuten.

2.4.1 Zusammensetzung Krebs-Henseleit-Puffer

Substanz | Konzentration Menge
[mMol/1] [0]
NaCl 118,90 6,90
KH,;PO4 1,20 0,163
KCI 4,70 0,351
MgSO,4 1,20 0,145
CaCl, 1,75 0,257
EDTANa; 0,50 0,186
Glucose 11,00 1,981
NaHCO; 25,00 2,10

Tabelle 3: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers
Nach Abwiegen der einzelnen Substanzen wurden diese in Aqua dest. gelost und mit CO,

begast. Erst nach der Begasung bis zur CO,-Sattigung erfolgte die Zugabe von

Natriumhydrogencarbonat.
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2.4.2 Aufbau der Langendorff-Aparatur

— Perfusorspritzen

\ Rollpumpen

Wi asse1zu1auf

Glasrohr

Wasserbad

Aufhangevorrichtung
mit Dreiwegehahn zur
Substanzzugabe

Abbildung 18: Funktionsprinzip des isolierten Herzens nach Langendorff: Das entnommene
Herz wird mit der durch Rollpumpen ins System gespeiste Pufferlésung aus den
Perfusorspritzen perfundiert. Die Pufferlosung wird im Glasrohr durch das

Gegenstromprinzip auf 37°C erwérmt.

2.5 EKG-Auswertung

Die EKG-Auswertung erfolge mit Hilfe des Programms ECG-auto Version 2.5.0.3 (emka
Technologies, USA).

Aus den bereits aufgezeichneten EKGs wurden einzelne EKG-Aufnahmen, die sich in der
gleichen oder dhnlichen Morphologie haufig im aufgezeichneten Zeitraum wiederholten und
bei denen die einzelnen Punkte eindeutig festgelegt werden konnten, ausgewahlt und die
Punkte P, Q, R, Sund T festgelegt (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: EKG-Auswertung: <P definiert dabei den Beginn, P> das Ende der P-Welle,
<Q den Beginn, S> das Ende des QRS-Komplexes. T+ bzw. T- markiert den Hohepunkt bzw.
den Tiefpunkt und T> das Ende der T-Welle.

Mit mehreren dieser Muster-EKGs wurde dann eine sogenannte ,,Library* erstellt, also eine
Sammlung der Muster-EKGs, mit der die aufgezeichneten Maus-EKGs verglichen wurden.
So war es moglich, die EKG-Intervalle auszuwerten und fur jedes Tier fur jeden Parameter
einen Mittelwert fur das entsprechende Intervall zu errechnen.

Wichtige Parameter waren in diesem Fall: Heart Rate (HR), Dauer der P-Welle (Pdur =
duration of P), PR, QRS, QT+ und RR-Abstande. Die QT-Zeit wurde mit Hilfe der Formel
nach Bazett frequenzkorrigiert. Die frequenzkorrigierte QT-Zeit berechnet sich dabei aus der
dem Quotienten der QT-Zeit und der Wurzel aus dem RR-Abstand in ms. Eine weitere
Frequenzkorrektur erfolgte nach der von Mitchell et al. speziell fiir Mause entwickelten
Formel Q-T, = Q-To/(R-Ro/100)* (52).

2.6 Entwicklung eines Arrhythmie-Scores

Fur die Einteilung der aufgetretenen Arrhythmien im Ruhe- und Stress-EKG modifizierten
wir das von Wu et al. entwickelte Score-System (53) (siehe Tabelle 4). Damit lieRBen sich die
Arrhythmien einerseits klassifizieren und andererseits quantifizieren, d. h. in nieder- oder
hohergradige Rhythmusstorungen einteilen. So war es maoglich, Wildtyp- und KO-Méuse in
ihrem Arrhythmieverhalten zu vergleichen und gleichzeig zu beobachten, ob zum Beispiel mit
dem Alter h6hergradige Rhythmusstérungen auftraten.

Hohergradige Rhythmusstorungen wurden mit einem Score von > 3 Punkten klassifiziert,

niedriggradige dementsprechend mit einem Score von < 3 Punkten.
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Punkte | Bedeutung

0 Keine Arrhythmien, normaler Sinusrhythmus

Vorzeitige atriale oder ventrikulare Schlage

1
2 Supraventrikuldre Tachykardie oder vorzeitige ventrikuldre gepaarte Schldge
3 Ventrikuléarer Bigeminus oder Trigeminus oder

nicht anhaltende ventrikuldre Tachykardie (>3 Schlige)

4 Nicht anhaltende ventrikuldre Tachykardie (=10 Schlédge)

5 Kammerflimmern

Tabelle 4: Arrhythmie-Score

Aus den analysierten EKGs wurde folgende bildliche Darstellung der Kklassifizierten

Arrhythmien erstellt.
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Abbildung 20: Arrhythmie-Score
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2.7 Statistische Auswertung

Samtliche erhobene Daten werden als Mittelwert mit ihrer jeweiligen Standardabweichung
angegeben und auf dieser Basis interpretiert.

Die erhobenen Daten aus den Oberflachen-EKGs der ersten Serie wurden mittels Student’s-T-
Test verglichen.

Die absoluten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Gruppen beziglich der
Arrhythmieneigung wurden mittels Chi-Quadrat-Test untersucht. Die erhobenen Parameter in
der  elektrophysiogischen  Untersuchung,  sowohl  die = EKG-Parameter, die
elektrophysiologischen Parameter als auch die Stimulationsparameter wurden nicht-
parametrisch mithilfe des Man-Whitney-U-Tests ausgewertet um Mittelwertunterschiede
aufzudecken. Weiterhin wurden die biologischen Daten mit der univarianten Varianzanalyse
(engl.: analysis of variance, ANOVA) nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur untersucht.
Ziel hierbei war es, signifikante Kreuzeffekte zwischen den drei Haupt-Variablen ,,Alter*,
,,Genotyp* und ,,Geschlecht aufzudecken.

Von einer statistischen Signifikanz wurde ausgegangen, wenn p<0,05 war. Die statistische
Auswertung dieser Arbeit wurde mit Microsoft Excel 2007 sowie SPSS durchgefihrt.

2.8 Graphische Auswertung
Die graphische Auswertung erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2007 sowie Igor 6.
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3 Ergebnisse

3.1 Oberflachen-EKG in Ruhe und unter pharmakologischem Stress
Es wurden neun Popdc2-KO-Méuse und neun Wildtyp-Méuse mittels Ruhe-EKG und EKG

unter pharmakologischen Stress untersucht und die erhobenen Daten miteinander verglichen.

Die Ergebnisse der Oberflachen-EKG-Aufzeichnungen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Abbildung 21 (siehe unten) zeigt eine graphische Darstellung des Herzfrequenzanstiegs nach

Applikation von Isoproterenol.

Parameter Wildtyp Podc2-BIl6
Ruhe Nach Iso Ruhe Nach Iso
Herzfrequenz (bpm) 496,91 +1,45 | 623,17+1,78 566,12 + 1,19 600,82 £ 1,31
P Dauer (ms) 12,01 + 0,02 13,71 + 0,07 15,51 + 0,07 17,04 £ 0,22
PR (ms) 37,71 £ 0,02 37,36 £ 0,12 35,02 +0,18 35,26 £ 0,23
QRS (ms) 15,30 + 0,01 16,68 + 0,04 13,43 + 0,04 13,04 + 0,09
QT (ms) 52,08 = 0,08 44,40 £ 0,08 51,64 £ 0,10 51,2+ 0,44
QTc (ms) 35,23 £ 0,08 28,13+ 0,25 33,16 £ 0,05 22,76 £ 0,92

Tabelle 5: Ubersicht tiber erhobene Daten aus dem Oberflichen-EKG. Samtliche Werte

werden als Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung angegeben. Ruhe bedeutet
Aufzeichnung ohne pharmakologischen Stress; Nach Iso bedeutet Aufzeichnung nach Gabe

von Isoproterenol.
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Abbildung 21: Herzfrequenzanstieg nach Gabe von Isoproterenol: Der schwarze Balken
markiert die Applikation von Isoproterenol. Herzfrequenz vorher ca. 600 bpm, nach
Applikation von Isoproterenol max. ca. 700 bpm. Einwaschzeit von Isoproterenol bis zum

Erreichen der maximalen Herzfrequenz ca. 15 Sekunden.
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Die mittlere Herzfrequenz der Popdc2-Knockout-Mduse unter Ruhe-Bedingungen und nach
Katecholamin-Gabe unterschied sich von der mittleren Herzfrequenz der Wildtyp-Mé&use
(p<0,001). Wahrend die Herzfrequenz der Knockout-M&use unter Ruhe-Bedingungen
deutlich hoher war als die Frequenz der Wildtyp-Mause (566,12 + 1,19 bpm vs. 496,91 + 1,45
bpm), kam es nach Katecholamin-Stimulation zu einem deutlich h6herem Frequenzanstieg bei
den Wildtyp-Méusen (623,17 + 1,78 bpm) als bei den Popdc2-defizienten Mé&usen (600,82 +
1,31 bpm) (Abbildung 23 und 24).
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Abbildung 22: Aufzeichnung der Herzfrequenz unter Ruhe-Bedingungen
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Abbildung 23: Aufzeichnung der Herzfrequenz nach Gabe von Isoproterenol
Die mittlere Dauer der P-Welle unter Ruhe-Bedingungen und nach Katecholamin-Stimulation

unterschied sich ebenfalls (p<0,001) zwischen beiden Gruppen. Sowohl unter Ruhe-

Bedingungen als auch nach pharmakologischem Stress war die Dauer der P-Welle bei den
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Popdc2-Knockout-Mé&usen hoher als bei den Wildtyp-Mé&usen (15,51 £ 0,07 ms vs. 12,01 £
0,03 ms bzw. 17,04 £ 0,22 ms vs. 13,71 + 0,07 ms) (Abbildung 25 und 26).
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2 15—
= —&— WT control 12,01 £ 0,02
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1T T T T T
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Zeit (min)

Abbildung 24: Dauer der P-Welle unter Ruhe-Bedingungen
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Abbildung 25: Dauer der P-Welle nach Gabe von Isoproterenol

Fur den PR-Abstand zeigte sich ebenfalls ein Mittelwertunterschied in beiden Gruppen
(p<0,001). Sowohl unter Ruhe-Bedingungen als auch nach der Gabe von Isoproterenol war
der PR-Abstand in der Kontrollgruppe hoher als bei den Popdc2-defizienten Méusen (37,71 +
0,02 ms vs. 35,02 £ 0,18 ms bzw. 37,36 £ 0,12 ms vs. 35,26 £ 0,23 ms), letztendlich zeigte

sich kein aber signifikanter Unterschied in der Dauer der P-Welle vor und nach

Katecholaminstimulation (Abbildung 27 und 28).
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Abbildung 26: PR-Abstand unter Ruhe-Bedingungen
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Abbildung 27: PR-Abstand nach Gabe von Isoproterenol

Die Dauer des QRS-Komplexes der Popdc2-Knockout-Méause unter Ruhe-Bedingungen und
nach Katecholamin-Gabe unterschied sich von der QRS-Dauer der Wildtyp-Mause (p<0,001).
Unter Ruhe-Bedingungen war die QRS-Dauer der Wildtyp-Mduse hoher als die der

Knockout-Mause (15,30 £ 0,01 ms vs. 13,43 £ 0,04 ms). Nach Katecholamin-Stimulation
zeigte sich die gleiche Tendenz (16,68 = 0,04 ms bei den Wildtypen vs. 13,04 £ 0,09 ms bei
den Knockouts), in beiden Gruppen zeigte sich allerdings keine wesentliche Verénderung der

QRS-Dauer vor und nach pharmakologischer Stimulation (Abbildung 29 und 30).
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Abbildung 28: QRS-Dauer unter Ruhe-Bedingungen
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Abbildung 29: Dauer des QRS-Komplexes nach Gabe von Isoproterenol

Die mittlere QT-Dauer in beiden Gruppen in Ruhe und nach pharmakologischem Stress zeigte
ebenfalls einen Mittelwertunterschied (p<0,005 in Ruhe und p<0,001 nach Katecholamin-
Gabe). In Ruhe zeigte sich eine kirzere QT-Dauer bei den Popdc2-defizienten Mé&usen als bei
den Wildtyp-Méusen (51,64 + 0,10 ms vs. 52,08 + 0,08 ms), wahrend sich nach
Katecholamin-Stimulation eine deutliche Verkirzung der QT-Dauer in der Kontrollgruppe
(44,4 £ 0,08 ms) bei annahernd gleicher Dauer bei den Popdc2-Knockout-Mdausen (51,2 +
0,44 ms) zeigte (Abbildung 31 und 32).
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Abbildung 30: QT-Dauer unter Ruhe-Bedingungen
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Abbildung 31: QT-Dauer nach Gabe von Isoproterenol

In Ruhe wiesen die Wildtyp-Mause im Vergleich zu den Popdc2-Knockout-Méausen eine
hohere Dauer der Frequenz-korrigierten QT-Dauer QTc auf (35,23 £ 0,08 ms vs. 33,16 = 0,05
ms) (p<0,001), wahrend sich nach Katecholamin-Gabe eine deutliche Verkirzung in beiden
Gruppen zeigte (28,13 £ 0,25 ms bei den Wildtypen vs. 22,76 + 0,92 ms bei den Podc2-
defizienten Mausen) (p<0,001) (Abbildung 33 und 34).
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Abbildung 32: QTc unter Ruhe-Bedingungen
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Abbildung 33: QTc nach Gabe von Isoproterenol

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei allen im Oberflachen-EKG erhobenen

Parameter statistisch signifikante bis hoch signifikante Mittelwertsunterschiede zu finden

sind. Hervorzuheben ist hierbei die Herzfrequenz, die in Ruhe bei den Knockout-Mausen

deutlich hoher war als in der Kontrollgruppe, allerdings nach Katecholamin-Stimulation einen

signifikant geringeren Anstieg zeigte als die Herzfrequenz der Wildtyp-Mause. Dies

untermauert den von Brand et al. postulierten Verdacht der chronotropen Inkompetenz der

Popdc2-defizienten Mause.

3.2 Elektrophysiologische Untersuchung

3.2.1 Einfluss der Variablen . Alter*, ..Genotyp‘‘ und ..Geschlecht auf die EKG-Parameter

Ausgehend von der Fragestellung in Kapitel 1.4 sollten folgende Hypothesen gepruft werden:

33



- Haben die drei Variablen ,,Alter, ,,Genotyp“ und ,,Geschlecht jeweils einen

signifikanten Einfluss auf die untersuchten Parameter?

- Und wenn ja, werden diese Haupteffekte der einzelnen Variablen jeweils durch

Kreuzeffekte mit den anderen Variablen beeinflusst?

Die ANOVA lieferte zu den untersuchten Variablen folgende p-Werte:

Alter* Alter* Genotyp* Alter*

Parameter | Alter Genotyp Geschlecht Genotyp Geschlecht Geschlecht Genotyp*
Geschlecht

HR 0,018 0,749 0,591 0,092 0,679 0,869
RR 0,010 0,689 0,583 0,237 0,926 0,411 0,343
PR 0,482 0,803 0,376 0,365 0,517 0,563 0,607
Pdur 0,180 0,036 0,916 0,408 0,073 0,210 0,063
CL 0,482 0,628 0,560 0,217 0,978 0,382 0,359
SNRT 100 | 0,034 0,286 0,450 0,857 0,078 0,540
cSNRT 0,074 0,878 0,199 0,081 0,136 0,107 0,231
100
SNRT85 | 0,330 0,987 0,068 0,136 0,372 0,508 0,090
cSNRT 85 | 0,664 0,817 0,130 0,155 0,229 0,642
wBP 0,182 0,052 0,598 0,797 0,840 0,770 0,426
PKS100 | 0,785 0,105 0,423 0,962 0,713 0,546 0,161
PKS 85 0,829 0,033 0,752 0,806 0,626 0,407 0,207
PKST75 0,645 0,039 0,645 0,725 0,949 0,400 0,383

Tabelle 6: p-Werte der ANOVA fiir Haupt- und Kreuzeffekte
Blau hinterlegt sind signifikante p-Werte, entsprechend einem Signifikanzniveau p < 0,05.
Grun hinterlegt sind signifikante p-Werte fur die Kreuzeffekte zwischen zwei bzw. drei der

Variablen ,,Alter”, ,,Geschlecht* und ,,Genotyp*.

Mit obiger Tabelle wurde zunéchst untersucht, ob es signifikante Kreuzeffekte der Variablen
gibt. Sie sagt aus, dass es keine signifikanten Kreuzeffekte der drei Modellvariablen ,,Alter®,
,,Genotyp® und ,,Geschlecht” bis auf die Parameter SNRT 100 und ¢cSNRT 85 gibt. Das heift,
falls einer der Variablen einen signifikanten Effekt aufweist, so wird die ,,Richtung des
Effekts* durch die anderen beiden Variablen beeinflusst.

An den Beispielen der Herzfrequenz (HR), des RR-Abstandes und der Sinusknotenerholzeit

bei einer Stimulation mit 100 ms Pulsen lassen sich zeigen, dass es bezuglich dieser
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Parameter einen signifikanten Mittelwertunterschied zwischen den jingeren Méusen und den
alteren Mdusen gibt. In diesen Féllen gibt es keinen Einfluss des Geschlechts oder des
Genotyps auf die Mittelwertunterschiede, da die Kreuzeffekte nicht signifikant sind.

Auf die signifikanten p-Werte der Hauptvariablen in obiger Tabelle wird hier nicht naher
eingegangen. Die Mittelwertunterschiede werden im folgenden Kapitel mit einem geeigneten

nicht-parametrischen Testverfahren untersucht.

3.2.2 Einfluss des Genotyps auf die EKG-Parameter

Im Folgenden wurde der Einfluss des Genotyps auf die erhobenen Parameter nicht-
parametrisch mit dem Man-Whitney-U-Test untersucht. Dazu wurde fur die erhobenen
Parameter bei den Popdc2-defizienten M&usen und den Wildtyp-Mausen kumuliert tiber das

Alter und das Geschlecht der Mittelwert errechnet.

Parameter Wildtyp Popdc2/BI6
HR (bpm) 458,6 + 49,2 463,5 + 73,0
RR (ms) 132,2+ 14,5 132,8 £21,0
Pdur (ms) 49,6 + 16,2 48,1 + 14,1
Cyclusléange (ms) 132,2£14,2 133,0+£21,1
SNRT100 (ms) 179,2 £ 34,3 172,3 £ 38,7
cSNRT 100 (ms) 52,6 + 26,3 39,3+21,8
SNRT85 (ms) 166,8 + 37,0 174,9 + 34,9
cSNRT85 (ms) 45,5 + 30,7 50,0+ 249
Wenckebachpunkt 809 87+8
PKS 100 48 + 11 41 10
PKS 85 47+9 3910
PKS 75 46 £ 10 39+10

Tabelle 7: Ubersicht tiber erhobene Daten aus den elektrophysiologischen Untersuchungen
kumuliert Uber Alter und Geschlecht. S&mtliche Werte werden als Mittelwerte mit ihrer

jeweiligen Standardabweichung angegeben.

In der statistischen Auswertung mit dem Man-Whitney-U-Test zeigte sich nach Anwendung
der Bonferroni-Korrektur kein signifikanter Mittelwertunterschied zwischen der Popdc2/BI6-

Gruppe und der Kontrollgruppe kumuliert Gber das Alter und das Geschlecht.
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Da in der ANOVA signifikante Kreuzeffekte zwischen den Variablen ausgeschlossen werden
konnten, wurde auf die Durchfiihrung des Man-Whitney-U-Tests getrennt nach dem Alter und
dem Geschlecht verzichtet.

3.2.3 Einfluss des Genotyps und des Alters auf die Haufigkeit der aufgetretenen Arrhythmien

Samtliche aufgezeichnete Oberflachen-EKGs unter Ruhe- und Stressbedingungen wurden auf
das Auftreten von Arrhythmien untersucht. VVor der Gabe von Isoproterenol fanden sich keine
Rhythmusstérungen, weder bei den Knockout- noch bei den Wildtyp-Mausen (hier nicht
abgebildet). Die nach Katecholamin-Stimulation gefundenen Arrhythmien wurden nach oben
beschriebenem Score (siehe Kapitel 2.7) klassifiziert. So erhielt jedes Tier, bei dem
Arrhythmien auftraten, eine Punktzahl abh&ngig von der Haufigkeit und dem Schweregrad
der aufgetretenen Arrhythmien. Nach Katecholamin-Applikation fanden sich gehauft
ventrikuldare Arrhythmien inklusive Kammerflimmern bei den alteren, mannlichen Knockout-
Mausen, das allerdings stets selbstlimitierend war. Hervorzuheben ist, dass sich bei den
Wildtyp-Mé&usen auch nach Katecholamin-Stimulation keine Arrhythmien auslésen lielRen.

Dies soll nachfolgende Abbildung verdeutlichen:
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Abbildung 34: Verteilung der Arrhythmien klassifiziert nach dem Arrhythmie-Score. Jeder
Punkt reprasentiert eine Maus. Die Aufteilung erfolgte nach dem Genotyp (WT oder KO),

dem Alter (<9 Monate oder >9 Monate) und nach dem Geschlecht.
Um dies statistisch zu priifen, wurden folgende Hypothesen aufgestellt:
- Die Variablen ,,Alter* und ,,Arrhythmiegrad* sind voneinander abhingig.

- Ferner ist diese Abhéangigkeit wiederum beeinflusst durch den Genotyp.

Zuerst erfolgte die Einteilung in hoher- bzw. niedriggradige Arrhythmien.
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Arrhythmie- | Wildtyp Popdc2/BI6 Gesamt
grad

<3 43 40 83

>3 0 12 12

Gesamt 43 52 95

Tabelle 8: Einteilung der untersuchten Mause nach dem Genotyp und dem Grad ihrer
Arrhythmien

Die Ausfihrung des Chi-Quadrat-Testes ergab bezogen auf den Genotyp und den
Arrhythmiegrad eine hohe Signifikanz mit einem p-Wert von 0,001.
Das bedeutet also, dass die Tiere des Stammes Popdc2/BI6 signifikant haufiger

hohergradige Arrhythmien aufweisen, als die Tiere der Kontrollgruppe.

Als néchstes erfolgte die Ausfiihrung des Chi-Quadrat-Testes nach dem Alter, also
getrennt flr die jingeren und alteren Mause.

Das bedeutet fur die jingeren Mause:

Arrhythmie- | Wildtyp Popdc2/BI6 Gesamt
grad

<3 19 19 38

>3 0 3 3

Gesamt 19 22 41

Tabelle 9: Einteilung der Mé&use unter neun Monaten nach ihrem Genotyp und
Arrhythmiegrad

Die Ausfuhrung des Chi-Quadrat-Testes ergab fir die jungeren Méause einen p-Wert von
0,095.

Somit ergibt sich kein signifikanter Unterschied bei dem Auftreten hohergradiger
Arrhythmien bei dem Vergleich von jungen Mausen des Stammes Popdc/Bl6 und der
Kontrollgruppe.

Analog erfolgte die Durchfiihrung des Chi-Quadrat-Tests fiir die alteren Mause:
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Arrhythmie- | Wildtyp Popdc2/BI6 Gesamt
grad

<3 24 21 45

>3 0 9 9

Gesamt 24 30 54

Tabelle 10: Einteilung der Mause tber neun Monaten nach ihrem Genotyp und
Arrhythmiegrad

Hier ergab sich ein p-Wert von 0,003.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es einen statistisch signifikanten Unterschied in der
Arrhythmieneigung zwischen den Knock-out Mausen und der Kontrollgruppe gibt. Allerdings
wird diese Signifikanz durch die alten Mause hervorgerufen. Das heil3t wiederum, dass sich
vor allen Dingen bei den alteren Podc2-defizienten Mé&usen hohergradige Arrhythmien

auslosen liefen.

3.3 Bild-Beispiele ausgeldster Arrhythmien im Oberflachen-EKG

Nachfolgend sollen einige Abbildungen verdeutlichen, welche Rhythmusstérungen sich bei
den Popdc2-Knockout-Méausen nach Katecholamin-Stimulation beobachten lieRen.

Es folgt zun&chst die Darstellung eines normalen Sinusrhythmus mit regelhafter Abfolge von
P,OQRSundT.
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Abbildung 35: Normaler Sinusrhythmus
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3.3.1 Score-Punkt von 1: VVorzeitiger atrialer oder ventrikulédrer Schlag
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Abbildung 36: Vorzeitiger atrialer Schlag
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Abbildung 37: Vorzeitiger ventrikularer Schlag
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3.3.2 Score-Punkt von 2: paarweise ventrikulare Schldge oder selbstlimitierende atriale

Tachykardie
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Abbildung 38: Atriale Akzeleration
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Abbildung 39: Atriale Extrasystolie
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3.3.3 Score-Punkt von 3: Bigeminus oder Trigeminus oder selbstlimitierende ventrikulére

Tachykardie von > 3 Schlidgen
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Abbildung 40: Ventrikul&rer Bigeminus
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Abbildung 41: Trigeminus
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Abbildung 42: Kurze selbstlimitierende Tachykardie von vier Schlagen
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Abbildung 43: Selbstlimitierende ventrikuldre Tachykardie von neun Schlégen

3.3.4 Score-Punkt von 4: Selbstlimitierende ventrikuldre Tachykardie von > 10 Schldgen

2221

| 5,25:08.2008 13:00:54,144
1,0
0,5

0,0

Lead I (mV)

0,5

-1,0

-1,5

2:19,1 2:19,2 2:19,3 2:19,4 2:19,5 2:19,6 2:19,7 2:19,8 2:19,9 2:20 2:20,1 2:20,2 2:20,3 2:20,4 2:20,5

Abbildung 44: Selbstlimierende ventrikulare Tachykardie
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3.3.5 Score-Punkt von 5: Kammerflimmern
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Abbildung 45: Kammerflattern DD Kammerflimmern
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Abbildung 46: Kammerflimmern
3.4 Isoliertes EKG

Auf eine detaillierte Auswertung der isolierten EKGs wurde aufgrund mangelnder Daten

verzichtet.
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4 Diskussion

4.1 Die Maus als Modell

Genetisch veranderte Tiere sind wichtig, um die Mechanismen elektrophysiologischer
Erkrankungen beim Menschen zu erforschen. Auch wenn genetische Manipulation in
verschiedenen Tieren mdoglich ist, ist die Maus das wichtigste Sdugetier fur in vivo
Untersuchungen (49, 54) als auch fiir Untersuchungen auf molekularer Ebene (55). Es sollte
trotzdem bedacht werden, dass sich die Maus und ihr Herz aufgrund ihrer geringen
KorpergroRe sehr von den elektrophysiologischen Eigenschaften des menschlichen Herzens
unterscheiden kdnnen, obwohl das menschliche und murine Genom zu >80% identisch sind.
Gemeinsamkeiten des menschlichen und des Mduseherzens sind das Vorhandensein von vier
Kammern und eines spezialisierten Reizbildungs- und -leitungssystems mit einem Sinus- und
AV-Knoten. Auch die an der Reizbildung- und -weiterleitung beteiligten lonenkanéle mit
ihren Stromen sind &hnlich, wenn auch zum Teil verschieden (56).

Ein wichtiger Unterschied ist die deutlich hthere Ruheherzfrequenz der Mé&use, die mit 600
bis 700 Schlagen pro Minute etwa 10 Mal so schnell ist, als die des Menschen, und wodurch
es erschwert wird, die verschiedenen Zeitintervalle klar voneinander abzugrenzen (57). Dies
fangt bereits bei der Festlegung der einzelnen EKG-Punkte an, wie nachfolgendes Beispiel

verdeutlichen soll.

j\—/

Abbildung 47: Wo endet die P-Welle? Gestrichelter Pfeil: Beginn der P-Welle,
durchgezogene Pfeile: mogliches Ende der P-Welle; Rotes EKG: Wildtyp, grines EKG: Trop
T Mutante
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Abbildung 48: Wie lange ist die QT-Dauer? Die Pfeile markieren das mégliche Ende der T-
Welle. Rotes EKG: Wildtyp; grines EKG: Trop T Mutante

Weiterhin betragt die Dauer des Aktionspotentials unter 30 ms in Mdusen weniger als 10%
der Dauer des Aktionspotentials im Menschen (58), was auf unterschiedliche repolarisierende
Kaliumstrome zuriickzufiihren ist (56). Es ist also eine groRe technische Herausforderung, aus
den elektrophysiologischen Eigenschaften gentechnisch veradnderter Mduse Riickschlisse auf
den entsprechenden menschlichen Phénotypen zu ziehen.

Da die Oberfliche der Vorhofe des Mauseherzens unter 35 mm? betrdgt, ist zunéchst
bezweifelt worden, ob (berhaupt atriale Tachykardien mit programmierter elektrischer
Stimulation auslosbar sind. Wakimoto et al. konnten allerdings nachweisen, dass nach
cholinerger Stimulation sowohl selbstlimitierende atriale Tachykardien als auch
Vorhofflimmern ausgeldst werden konnten (59).

Weiterhin sollte beachtet werden, dass die verwendeten elektrophysiologischen Protokolle
ursprunglich fur das menschliche und nicht das murine Herz entwickelt worden sind (60) und
entsprechender Anpassung bedurfen.

Zusammenfassend muss gesagt werden, dass die gentechnisch veranderte Maus eine wichtige
Rolle bei der Erforschung von genetisch bedingten Herzrhythmusstérungen spielt, aber man
sich trotzdem vor Augen halten sollte, welche Unterschiede es in der Physiognomie als auch
den in den elektrischen Eigenschaften zwischen dem menschlichem und murinem Herzen
gibt.
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Erstmals wurde in dieser Arbeit eine systematische elektrophysiogische Charakterisierung

von Popdc2-Knockout-Mdausen durchgefihrt.

4.2 Diskussion der Ergebnisse aus Serie 1

Fur die erste Messreihe bestehend aus jeweils neun ménnlichen Wildtyp-Mé&usen und neun
méannlichen M&usen des Stammes Popdc2/Bl6 wurde eine detaillierte Auswertung der
einzelnen Parameter im Oberflachen-EKG unter Ruhe- und unter Stressbedingungen
durchgefuhrt.

Fur alle Parameter zeigten sich statistisch hoch signifikante Mittelwertunterschiede.
Hervorzuheben ist der Vergleich der Herzfrequenz vor und nach Katecholoamin-Gabe. In
Ruhe haben die Knockout-Mause eine signifikant hohere Herzfrequenz als die Kontrollgruppe
(566,12 £ 1,19 bpm vs. 496,91 + 1,45 bpm), steigen aber nach Katecholamin-Gabe deutlich
weniger mit der Herzfrequenz an (600,82 + 1,31 bpm vs. 623,17 + 1,78 bpm). Dies
untermauert den von Froese et al. postulierten Verdacht einer Sinusknotendysfunktion im
Sinne einer chronotropen Inkompetenz  (42), das heillit einem mangelnden
Herzfrequenzanstieg unter Belastung. Allerdings lie sich der schon in Ruhe bestehende
Herzfrequenzunterschied zwischen beiden Gruppen (s.0.) in den Elektrophysiologischen
Untersuchungen nicht reproduzieren (Wt vs. KO 458,55 + 9,13 bpm vs. 463,50 + 14,89 bpm).

4.3 Diskussion der EPU-Parameter

Die elektrophysiologischen Untersuchungen dienten dazu, die elektrischen Eigenschaften des
Sinusknotens und des AV-Knotens sowie die Induzierbarkeit von atrialen und ventrikuléren
Arrhythmien zu untersuchen. Die in der klinischen Elektrophysiologie verwendeten Mess-
und Stimulationsprotokolle wurden von uns derart modifiziert, dass sie auch bei den
verwendeten Mausen auswertbare Daten lieferten. Die erhobenen Parameter wurden mit der
ANOVA ausgewertet, um Kreuzeffekte zwischen den Hauptvariablen ,,Alter*, ,,Genotyp* und
»Geschlecht® aufzudecken und weiterhin die  Mittelwertunterschiede mit dem
nichtparametrischen Man-Whitney-U-Test ausgewertet. Die absoluten Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen beziglich ihrer Arrhythmieneigung wurden mit dem Chi-Quadrat-Test

ausgewertet.

4.3.1 Signifikante p-Werte der ANOVA

In der Auswertung der in der elektrophysiologischen Untersuchung erhobenen Parameter

hatten sich beziiglich der Hauptvariable ,,Alter signifikante p-Werte fur die Herzfrequenz,
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den RR-Abstand und die Sinusknotenerholungszeit bei einer Stimulation mit 100 ms Pulsen
gezeigt.

- HF >9mon vs. <9mon: 448,0 bpm vs. 485,24 bpm

- RR >9mon vs. <9mon: 136,5 ms vs. 125,1 ms

- SNRT 100 >9mon vs. <9mon: 182,7 ms vs. 161,7 ms
Dies bedeutet also, dass das Alter einen signifikanten Einfluss auf den Mittelwertunterschied
oben genannter Parameter unabh&ngig vom Genotyp und Geschlecht hat.
Ein signifikanter Kreuzeffekt zwischen Genotyp und Geschlecht fand sich ebenfalls bei der
Sinusknotenerholungszeit mit 100 ms Pulsen. Dies wirde also bedeuten, dass falls das
Geschlecht einen signifikanten Effekt auf den gemessenen Parameter hat, dieser wiederum
durch den Genotyp beeinflusst ist.
Ein signifikanter Kreuzeffekt zwischen allen drei Hauptvariablen, also ,,Alter®, ,,Genotyp*
und ,,Geschlecht®, fand sich bei der korrigierten Sinusknotenerholungszeit mit 85 ms Pulsen.
Allerdings muss berucksichtigt werden, dass in diesen Parameter nur sehr wenige Messwerte
mit eingegangen sind, da es technisch schwierig war, diese Stimulation durchzufiihren und sie
auch nur bei wenigen Mausen zum Erfolg gefihrt hat, sodass Uberhaupt ein Messwert
erhoben werden konnte.
Letzten Endes sehen wir Kkeinen verwendbaren signifikanten Kreuzeffekt der drei
Hauptvariablen.

4.3.2 Mittelwertunterschiede

Die absoluten Mittelwertunterschiede wurden nachfolgend mit dem Man-Whitney-U-Test
ausgewertet. Kumuliert (ber das Alter und das Geschlecht zeigte sich in sdmtlichen der
erhobenen Parameter kein signifikanter Mittelwertunterschied.

Dies bedeutet zum einen, dass der Mittelwertunterschied in der Herzfrequenz (KO vs. WT:
566,12 + 1,19 bpm vs. 496,91 + 1,45 bpm) und dem PR-Abstand (WT vs. KO:37,71 £ 0,02
ms vs. 35,02 + 0,18 ms) aus der Serie 1 nicht reproduziert werden konnten.

Zum anderen sollte im Hinblick auf die von Froese et al. postulierte Sinusknotendysfunktion
die Sinusknotenfunktion mittels der Sinusknotenerholungszeit weiter quantifiziert werden.
Da sich auch hier kein signifikanter Mittelwertunterschied zeigte (SNRT100 WT vs. KO:
179,2 + 34,3 vs. 172,3 £ 38,7), konnte die vorbeschriebene Sinusknotendysfunktion von uns
nicht verifiziert werden. Unseren Ergebnissen zufolge, gibt es keinen Unterschied in der
Sinusknotenfunktion oder in der Uberleitung des AV-Knotens zwischen der Kontrollgruppe

und den Mdusen des Stammes Pop2/BI6.
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4.3.3 Arrhythmieneigung

Betrachtet man den Unterschied in der Arrhythmieneigung zwischen der Kontrollgruppe und
den Popdc2-KO-Mdausen unabhdngig vom ihrem Alter ergibt sich ein signifikanter
Unterschied (p<0,001). Betrachtet man nur die jungen Mause, zeigt sich, dass es keinen
statistisch signifikanten Unterschied in der Haufigkeit von Arrhythmien gibt (p<0,095). Es
findet sich jedoch ein statistisch hoch signifikanter Unterschied in der Arrhythmieneigung
zwischen der Kontrollgruppe und den Popdc2-M4&usen uber neun Monaten (p<0,03).
Dies lasst zwei Schlussfolgerungen zu:

1. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe zeigen Podp2-Knockout-Méuse eine erhdhte

Vulnerabilitat fir tachykarde Herzrhythmusstérungen unter Katecholamin-Einfluss.
2. Dieser Prozess ist altersabhangig. Sowohl die Haufigkeit als auch der Schweregrad

von aufgetretenen Herzrhythmusstérungen nehmen mit dem Alter zu.

4.4 Molekularbiologische Aspekte

Froese et al. konnten zeigen, dass Popdcl und 2 sowohl cyclisches Adenosin-Monophosphat
(cCAMP) binden, als auch die Expression des Kalium-Kanals TREK-1 modifizieren (42).
Diese Ergebnisse wurden von Boukens et al. aufgegriffen, um die bei &lteren Mausen
aufgetretenen Bradyarrhythmien zu erkléren (43).

Die Aktivierung von [3-adrenergen Rezeptoren fiuhrt zu einer Erh6hung des intrazellularen
cAMP-Gehaltes, was nachfolgend zu einer Depolarisation der Zellmembran fihrt (13, 17).
Hier ergibt sich die erste Mdglichkeit fur eine Interaktion durch das Popdc-Protein, welches
CAMP binden kann.

Gleichzeitig kénnen Popdcl und 2 an den Kaliumkanal TREK-1 binden, wodurch der
Kaliumauswartsstrom verstarkt wird, was wiederum eine Hyperpolarisation der Zelle und eine
Verminderung oder Erschwerung der elektrischen Aktivitat nach sich zieht.

Ebenso konnten Froese et al. zeigen, dass eine CAMP-Erhéhung bewirkt, dass sich das Popdc
wieder vom TREK-1 16st, wodurch der Kaliumauswaértsstrom wieder inhibiert wird.

Dies lasst als Schlussfolgerung zu, dass sowohl eine R-adrenerge Stimulation als auch die
Abwesenheit von Popdcl und 2 den Kaliumauswartsstorm reduzieren und somit zu einer
Steigerung der elektrischen Aktivitat fihren.

Weiterhin  fihrt die Aktivierung von R-Rezeptoren zu einer PKA-induzierten
Phosphorylierung von TREK-1, wodurch ebenfalls der Kaliumauswartsstrom inhibiert wird.
Das wiederum wirde bedeuten, dass die Abwesenheit von Popdcl und 2 einen vergleichbaren
Effekt auf TREK-1 hat, wie die 3-adrenerge Stimulation.
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Dies konnte bezogen auf unsere Ergebnisse die Neigung zu tachykarden Rhythmusstérungen
unter Katecholamin-Einfluss erklaren. Die Popdc2-defizienten Mause wiesen im Alter eine
signifikant hohere Neigung zu tachykarden Arrhythmien auf als die Maé&use der

Kontrollgruppe, in denen das Podpc2-Gen nicht ausgeschaltet war.

4.5 Anatomische Effekte

Obwohl das Popdc2-Gen in héherem Male im Reizbildungs- und -leitungssystem des
Herzens zu finden st (28), erbrachte die von uns systematisch durchgefihrte
elektrophysiologische Charakterisierung keinen signifikanten Unterschied beziglich der
Sinusknotenerholungszeit und den AV-Uberleitungseigenschaften. Dies wirft die Frage auf,
welche Rolle die Anwesenheit von Popdc Uberhaupt bei Reizbildung und -leitung spielt.
Pathophysiologisch scheint das Fehlen des Popd2-Gens zu einer erhéhten Vulnerabilitat fir
Herzrhythmusstérungen zu fiihren, was im Umkehrschluss bedeuten kodnnte, dass das
Genprodukt des Podpc2-Gens in gewisser Weise zur Stabilisierung der Reizleitung und/oder
-bildung beitragt, sich jedoch das Fehlen nicht signifikant auf die elektrophysiologischen

Prozesse auswirkt.
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5 Zusammenfassung

Obwohl die molekularen und elektrophysiologischen Eigenschaften von Popdc2 immer noch
nicht vollstandig erforscht sind, ist es unbestreitbar, dass es Einfluss auf die kardiale Funktion
in vivo besitzt. Unsere Untersuchungen konnten den bisher aufgestellten Verdacht, dass das
Popdc2-Gen Einfluss auf bradykarde Herzrhythmusstérungen im Sinne eines Sick-Sinus-
Syndroms hat, nicht bestatigen.

Vielmehr scheint das Popdc2-Gen Einfluss auf die Vulnerabilitat fur Katecholamin-sensitive
tachykarde Herzrhythmusstérungen zu nehmen, ein Prozess, der altersabhangig ist. Besonders
bei den dlteren Popd2-KO-Mausen lieBen sich maligne ventrikuldare Rhythmusstérungen
auslosen.

Ziel weiterer Studien sollte die Aufdeckung der Relevanz des Popd2-Gens und seinen
potentiellen Einfluss auf die Entstehung von malignen Herzrhythmusstérungen im Menschen

sein.
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