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1 Einleitung

Eine der wichtigsten Aufgaben jeder Zelle ist die Energiehomdostase. Dies trifft
besonders auf Zellen mit hohem Energieverbrauch, wie Herzmuskelzellen, zu.
Die jederzeit zuverlassige Funktion des Herzens als absolut lebenswichtigem
Organ ist daher entscheidend abhangig von einem leistungsfahigen System zur
dauernden Bereitstellung ausreichender Mengen von Energie. Dem Adenosin-
5-triphosphat (ATP) als wichtigstem Energielieferanten  zahlreicher
Stoffwechselprozesse kommt dabei die entscheidende Bedeutung auch bei der
Muskelkontraktion zu. Da die ATP-Vorrate der Myozyten ohne stéandige
Neubildung innerhalb weniger Sekunden erschdpft waren, sind zahlreiche
Enzyme in den unterschiedlichen Kompartimenten der Herzmuskelzelle daran
beteiligt, einer Erschépfung der ATP-Vorrate entgegenzuwirken und dem
Myozyten nach jedem Herzschlag innerhalb kirzester Zeit wieder die
Kontraktion zu ermdglichen, ohne jemals zu ermlden. Eine Familie von in
diesem Zusammenhang bedeutsamen Isoenzymen sind die Kreatinkinasen
(engl. creatine kinase, CK). Diese kommen als intrazellulare Enzyme in
verschiedenen Zusammensetzungen in unterschiedlichen Kompartimenten
zahlreicher  Koérperzellen mit hohem und/oder stark wechselndem
Energieumsatz  vor und haben eine Schllisselstellung in  der
Energiehomdbostase inne [76].

Derzeit sind fanf verschiedene Isoenzyme der Kreatinkinase bekannt, drei
davon kommen im Zytoplasma, zwei in den Mitochondrien vor. In den Myozyten
existiert die Kreatinkinase zum einen in Form der sarkomerischen
mitochondrialen CK (engl.: sarcomeric mitochondrial CK) im intermembrandsen
Raum der Mitochondrien, zum anderen in Form von drei verschiedenen
Isoenzymen im Zytosol. Das flinfte Isoenzym der CK (engl.: ubiquitous
mitochondrial CK) kommt in Herzmuskelzellen nicht in nennenswertem Umfang
vor. Im Gegensatz zur mitochondrialen CK kénnen die zytosolischen Formen

als Dimere aus den Untereinheiten B (engl.: brain, Gehirn), M (engl.: muscle,
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Muskel) oder B und M zusammengesetzt sein. Im Herzen werden ganz
Uberwiegend die Isoenzyme CK-MM und CK-MB exprimiert, in Spuren
zusatzlich auch CK-BB. Die primare Bedeutung der Kreatinkinasen liegt in der
reversiblen Katalyse der ATP-abhangigen Phosphorylierung von Kreatin (engl.:
creatine, Cr) nach dem folgenden Schema [70]:

CrPhosphat®™ + MgADP™ + H* < Cr + MgATP*" .

Nach dem heutigen Wissensstand liegt die Bedeutung dieser Reaktion
einerseits in der Aufrechterhaltung eines konstant hohen Levels von
zytosolischem ATP, wobei das Kreatinphosphat als rasch verflgbarer
Energiezwischenspeicher dient, der bei plétzlichem oder intermittierendem
hohem Energiebedarf schnell und einfach verhaltnismaBig groBe Mengen ATP
bereitstellen kann. AuBerdem wird Kreatinphosphat als Energie-Shuttle
zwischen Energieproduzenten (Mitochondrien) und -verbrauchern gesehen, so
dass beispielsweise ATP-undurchlassige Membranen innerhalb der Zelle
Uberwunden werden kénnen [70][76].

Es ist bekannt, dass in seiner Funktion gestdrtes Myokard durch deutliche
Veranderungen des Energiehaushalts gekennzeichnet ist. So nimmt der
intrazellulare Transport energiereicher Phosphate ab [43] und das ATP zeigt
leicht verringerte Werte [59]. Auch kommt es zu einer Minderung der Aktivitat
der Kreatinkinase [21] und der intrazellulare Gehalt an Kreatin und
Phosphokreatin sinkt [21][22]. Trotz intensiver Forschung sind allerdings bis
heute die genauen Ursachen-Wirkungs-Beziehungen in diesem komplexen
pathologischen Geschehen nicht abschlieBend geklart und bisher blieb unklar,
ob beispielsweise die Veranderungen der Aktivitat der Kreatinkinase lediglich
ein durch die myokardialen Veranderungen hervorgerufenes Phanomen ohne
eigenen Krankheitswert oder eher einen adaptiven Prozess im Sinne einer
eigendynamischen Reaktion darstellen. Es stellt sich vor allem die Frage,
inwieweit diese energetischen Belange zum Fortbestehen oder gar zur
Verschlimmerung der Pathologie beitragen. Verschiedene Studien legten
zuletzt eine entscheidende Bedeutung verschiedener Veradnderungen des



Einleitung

Energiestoffwechsels in der Genese von Stérungen der kontraktilen Funktion
von Muskelzellen nahe [20][34][42][64]. Bei der Vielzahl von Veranderungen im
Energiestoffwechsel des in seiner Funktion gestérten Myokards kann davon
ausgegangen werden, dass einige Teilaspekte dieser Veranderungen rein
negativ flr die Funktion des Herzens zu beurteilen sind (beispielsweise der
Abfall von ATP wund der intrazellularen Transportirate energiereicher
Verbindungen). Andererseits lassen sich auch Teilaspekte mit méglicherweise
positiven Auswirkungen auf den Erhalt der Herzfunktion finden, potentielle
Adaptationen. Ein Beispiel dafir ware der Abfall des intrazellularen Gesamt-
Kreatins [22], welcher als Adaptation zur Aufrechterhaltung eines hohen ATP-
und niedrigen ADP-Level bei gestértem Energieumsatz angesehen werden
kénnte. Dennoch bleibt der genaue Zusammenhang zwischen nachlassender
Leistungsféahigkeit des Herzens und einer verdnderten Energiehomdostase

weiterhin unklar.

In der medizinischen Grundlagenforschung spielen Tiermodelle trotz
zunehmender Maoglichkeiten der Forschung an isolierten Organen oder
Zellkulturen weiterhin eine wichtige Rolle. Nach wie vor unverzichtbar ist die
Forschung an solchen Modellen zur Untersuchung komplexer Vorgange, vor
allem mit Beteiligung mehrerer Organe. Zunehmende Bedeutung erlangt dabei
das Tiermodell der Maus, der derzeit neben dem Menschen einzigen
Saugetierspezies, deren Genom vollstandig charakterisiert ist. Dabei konnte die
nahe Verwandtschaft beider Spezies durch den Nachweis der hohen
Ubereinstimmung des genetischen Materials von circa 97 % aufgezeigt werden
[38]. Zusatzlich wurde flr jedes menschliche Gen ein entsprechendes Pendant
in der Maus gefunden, daher lassen an der Maus gefundene
Forschungsergebnisse weit reichende Rickschlisse auch auf den Menschen
zu. FOr die medizinische Forschung von besonderer Bedeutung ist nun die
Méglichkeit, mittels in den letzten Jahren entwickelter Techniken gezielte
Veranderungen einzelner Gene wie Gendeletion, Genlberexpression oder

Genmutation vorzunehmen, wodurch ein Beitrag zum Verstandnis zahlreicher
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komplexer physiologischer und pathophysiologischer Vorgange auch beim

Menschen geleistet werden kann.

Mit der Verfligbarkeit von Mausen mit einer Gendeletion (engl.: knock out, KO)
der M-Untereinheit der zytosolischen Isoenzyme der Kreatinkinase (M-CK™)
[12], des sarkomerischen mitochondrialen lsoenzyms (Mito-CK™) [61] und
einem kombinierten Knockout beider Gene (M/Mito-CK™) [62] erwuchs damit
die Mdoglichkeit weiterfihrender Untersuchungen zur eingangs erlauterten
Fragestellung des Zusammenhangs verschiedener pathologischer Vorgange
und energetischer Veranderungen im Herzen. Die spezifische Bedeutung des
Kreatinkinase-Systems im Herzen konnte nun in einem Tiermodell gezielt
untersucht werden. So war im Myokard von Mito-CK”- und M/Mito-CK”-
Mausen der Phosphokreatin-Gehalt deutlich verringert [53][58], dagegen
zeigten sich bei M-CK”-Méausen keine Verdnderungen. Auch Veranderungen
der zellularen Ultrastruktur und biochemische Modifikationen wurden
beobachtet [24][54][68][69]. Eher Uberraschend waren die Ergebnisse
verschiedener Studien am isolierten Herzen, die keine signifikanten
Unterschiede der kardialen Funktion zwischen CK-Knockout und Wildtyp-
Mausen feststellen konnten [53][54][58]. Dabei missen allerdings die
Schwierigkeiten einer umfassenden Simulation komplexer pathophysiologischer
Prozesse wie etwa der Kardiomyopathie oder auch das Verhalten des Herzens
nach Myokardinfarkt in vitro im Vergleich zur Situation in vivo bertcksichtigt
werden. Fir zahlreiche Stérungen des kardialen Energiehaushalts konnten in
der Vergangenheit morphologische Veranderungen des Herzens nachgewiesen
werden [20][66][67][73], so dass andererseits vom Ablauf verschiedener
Adaptationsprozesse bei solchen Stdérungen ausgegangen werden kann. Es
erscheint damit mdglich, dass ein Fehlen der Kreatinkinase im Myokard ebenso
durch Adaptationsprozesse, welche mdéglicherweise bereits pranatal einsetzen
kénnten, ausgeglichen werden kann.

In dieser Arbeit sollte somit der Phanotyp des Herzens der verschiedenen CK-

Knockout Maé&use in vivo unter normalen Bedingungen sowie das
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linksventrikulare Remodeling bei Vorliegen eines chronischen Myokardinfarktes
und etwaige Auswirkungen desselben auf die Herzfunktion untersucht werden.
So sollien weitere Aufschlisse Uber Funktion und Bedeutung des
Kreatinkinase-Systems erlangt, und dabei methodische Fehler verschiedener
anderer Modelle méglichst ausgeschlossen, beziehungsweise in diesen bisher
nicht bertcksichtigte Faktoren mit einbezogen werden. AuBerdem sollten dabei
neue Erkenntnisse Uber Ursachen und Auswirkungen der Veranderungen des
Kreatinkinase-Systems bei Stérungen der normalen Morphologie und Funktion
des menschlichen Herzens gewonnen werden. Vor dem Hintergrund der
enormen Bedeutung der Herz-Kreislauferkrankungen, die seit Jahren die
Todesursachenstatistiken der Industrielander anfihren, und im Wissen um das
zu beobachtende gemeinsame Auftreten von Herzerkrankungen wie
Herzinsuffizienz oder Herzversagen und Anderungen im Kreatinkinase-System
beim Menschen [21] kann nicht zuletzt auch eine hohe klinische Relevanz der
genauen Erforschung dieser Prozesse fir den Menschen angenommen
werden. Dieses Vorhaben sollte durch die Verwendung der derzeit besten
Bildgebungsmethode zur Erfassung der genauen Morphologie und Funktion in

vivo, der Magnetresonanztomographie, sichergestellt werden.



2 Grundlagen der MR-Tomographie

2.1 Geschichte und Prinzip der MR-Bildgebung

Die Geschichte der nuklearmagnetischen Bildgebung beginnt mit der
Entdeckung der Kernspin- oder magnetischen Resonanz durch Purcell et. al.
[46] und Bloch et. al. [5] im Jahre 1946. Dies flhrte in den folgenden Jahren zur
Entwicklung verschiedener nuklearmagnetischer Spektroskopiemethoden, die
bald ein fester Bestandteil der naturwissenschaftlichen Forschung wurden. Mit
der Entwicklung komplexer Verfahren zur rdumlichen Kodierung von Signalen
Anfang der siebziger Jahre wurde es erstmals mdglich, auch komplexe Objekte
wie den menschlichen Kérper mittels der Magnetresonanz-Tomographie (MRT)
zu untersuchen [32][36] Durch die fortschreitende technische Entwicklung mit
héherer Auflésung und kirzeren Messzeiten wurde die MRT in den folgenden
Jahren ein wichtiger Bestandteil der medizinischen Forschung und Diagnostik.

In der klinischen MR-Tomographie bedient man sich heute zur Bildgebung
Uberwiegend der kernmagnetischen Resonanz von Protonen beziehungsweise
leichten Wasserstoffatomen ('H). Diese besitzen wie alle Kerne ungerader
Massenzahl einen Eigendrehimpuls, den Kernspin. Als Effekt dieses Kernspins
verhalten sie sich wie ein magnetischer Dipol. Das Anlegen eines externen
Magnetfeldes flihrt daher zur Ausrichtung der Spins mit der Ausbildung eines
thermodynamischen Gleichgewichtes, mit einer Nettomagnetisierung in
Richtung der magnetischen Feldlinien. Wahrend des Vorgangs der Annaherung
an diesen Gleichgewichtszustand fllhren die Spins eine kreiseldhnliche
Prazessionsbewegung aus. Die Kreisfrequenz dieser Bewegung wird als
Lamorfrequenz bezeichnet, sie verhalt sich direkt proportional zur Starke des
externen Magnetfeldes sowie einer kerntypischen Proportionalitatskonstanten
und liegt far gewdhnlich im Hochfrequenzbereich. Die Lamorprazession der
Spins endet nach einer gewissen Zeit mit der sich ausrichtenden
Nettomagnetisierung in Richtung des externen Magnetfeldes, beginnt jedoch
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stets von neuem, wenn die Kerne durch &uBere Einwirkungen aus dem
Gleichgewicht der Ausgangslage im Magnetfeld abgelenkt werden. Dieses
Phanomen wird als Grundlage aller MR-Techniken zur Bildgebung genutzt.

Im MR-Tomographen werden regellos orientierte Spins zunachst durch ein
starkes Magnetfeld in einen Gleichgewichtszustand mit Nettomagnetisierung in
Magnetfeldrichtung gebracht. Der Resonanzeffekt bewirkt beim Anlegen eines
weiteren, senkrecht zum statischen Magnetfeld stehenden, rotierenden
Magnetfeldes mittels einer Hochfrequenzspule beziehungsweise eines HF-
Resonators die Auslenkung der Spins derselben Frequenz aus der
longitudinalen Ausgangsebene in die Transversalebene. Die dadurch
ausgeldste Lamorprazession in Phase bei der Rickkehr des Systems in die
thermodynamische Ausgangsgleichgewichtslage (Relaxation) ist dann in einer
ortsfesten Hochfrequenzspule wieder quantitativn messbar, da die zuvor
aufgenommene elekiromagnetische Energie der Kerne mit der gleichen
Frequenz der Energieaufnahme nun wieder abgegeben wird. Diese in der
Empfangsspule induzierte Wechselspannung stellt das MR-Signal dar, welches
nachfolgend mit Hilfe des Computers zur Bilderzeugung weiterverarbeitet wird
[60].

2.2 Ortsauflésung und Bildkontrast im MRT

Die Ortsauflésung zur Darstellung inhomogener  Objekte im
Kernspintomographen erfolgt nach dem Prinzip der Fourier-Bildgebung, die
1975 von Kumar eingefihrt wurde [29]. Dabei werden im statischen
Hauptmagnetfeld zuséatzlich magnetische Gradientenfelder angelegt, die das
Magnetfeld ortsabhéangig verandern. Fir eine vollstandige Ortskodierung
werden drei Gradientenfelder kombiniert, so dass Uber alle drei
Raumrichtungen ein  Koordinatensystem mit spezifischen Feldstarken
aufgespannt wird. Da die Frequenz der Prazession der Spins wie bereits
erlautert abhangig von der Starke des externen Magnetfeldes ist, ist es nun
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moglich, die Spinensembles der einzelnen Voxel anhand ihrer
Winkelgeschwindigkeiten ortsabhdngig zu unterscheiden und damit auch
ortspezifisch anzuregen und zu messen. Zur Bildgebung wird jedes einzelne
Voxel Uber den entsprechenden Hochfrequenzpuls gezielt angeregt und danach
das Signal aufgezeichnet. Das endgiltige MR-Bild des Tomographen entsteht
dann in der Rekonstruktion durch Zusammenfligen aller einzelnen
Bildbestandteile.

Die grundlegenden Parameter des Bildkontrasts bei der Erstellung von MR-
Bildern sind die Spindichte in der Probe sowie die Relaxationseigenschaften der
Kerne, auBerdem spielen Flussgeschwindigkeiten und chemische
Verschiebungen eine wichtige Rolle. Die Spindichte ist direkt proportional der
Anzahl der anregbaren Kerne pro Volumeneinheit und damit MaBzahl der
maximalen Signalstarke. Der Begriff der Relaxation beschreibt den Prozess der
Ruckkehr des Spinensembles ins Gleichgewicht nach Anregung. Unterschieden
werden zwei charakteristische Zeitkonstanten, die Spin-Gitter-Relaxationszeit
T+ und die Spin-Spin-Relaxationszeit T.. T, ist ein MaB fir die Geschwindigkeit
der Rlckkehr der Magnetisierung ins thermodynamische Gleichgewicht nach
Anregung und beschreibt die Wechselwirkungen des Spinsystems mit der
Umgebung. T, ist ein MaB far den Zerfall der transversalen Magnetisierung
beziehungsweise der festen Phasenbeziehung der Spins nach Anregung. Sie
beschreibt den Verlauf des Energieaustausches der Spins untereinander, ohne
Energieverlust nach auBen. T1 und T, zeigen einen exponentiellen Verlauf und
liegen flr biologisches Gewebe im Bereich von Millisekunden bis wenigen
Sekunden, dabei ist T; gewdhnlich gréBer als T.. Den Umstand des in der
Praxis aufgrund lokaler Magnetfeld-Inhomogenitaten beschleunigten Zerfalls
der Transversalmagnetisierung bertcksichtigt die effektive Zeitkonstante T,*,
die zugehoérige MessgrdBe ist der freie Induktionszerfall (engl.: free induction
decay, FID) [60].

Da T4, T2 und T2* je nach Kdrpergewebe unterschiedliche Werte besitzen,
bestimmen sie in erheblichem MaBe den Kontrast im MR-Bild. Je nach
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Messsequenz lassen sie sich durch Wahl unterschiedlicher Repetitionszeiten
(engl.: time of repetition, TR; zeitlicher Abstand zweier Messungen) und
Echozeiten (engl.: echo time, TE; zeitlicher Abstand zwischen Anregungspuls
und Signalecho) unterschiedlich gewichten. Somit kdénnen durch Einsatz
spezieller Sequenzen die MR-Bilder je nach Fragestellung nicht nur
verschiedene Gewebe differenzieren, sondern beispielsweise auch
pathologische Vorgange oder Bewegungen sichtbar machen.

Voraussetzung eines guten Bildkontrastes ist auBerdem ein mdglichst hohes
Signal-zu-Rausch Verhaltnis (engl.: signal to noise ratio, SNR). Das Rauschen
entstent durch vielfaltige Faktoren in Probe, Spule und sonstigen
Elektronikbauteilen und fihrt zur Stérung des eigentlich zu messenden Signals.
Bei niedrigem SNR, etwa bei sehr kleinen VoxelgréBen und entsprechend
niedrigem Signal, kann Uber verlangerte Aufnahmezeiten oder mehrfache
Mittelung wiederholter Messungen eine gewisse Bildverbesserung hergestellt
werden. Allerdings steigt das SNR nur linear mit der Wurzel der Aufnahmezeit,
daher kommt dem Quotient dieser beiden GrdBen als Effizienz einer Sequenz

eine groBe Bedeutung in der praktischen MR-Anwendung zu.

2.3 Kardiale MR-Tomographie und Cine-Technik

Die Erstellung kardialer MR-Bilder ist im Vergleich zur Darstellung anderer
Korperregionen aufgrund anatomischer und funktioneller Besonderheiten mit
einigen Schwierigkeiten verbunden, die bertcksichtigt werden muissen, um
brauchbare Ergebnisse zu erzielen. Bedingt durch die rhythmischen
Herzkontraktionen scheiden einfache Sequenzen, wie sie zur Darstellung
unbewegter Korperteile verwendet werden, bereits gréBtenteils aus. Als
zusatzliche Schwierigkeit kommt noch der relativ groBe Bewegungsumfang des
gesamten Herzens wahrend der Atmung hinzu. Auch die Bewegungen des
Blutes flhren zu raschen Verlagerungen der Spinensembles wéahrend der
Messungen. Als Folge dieser Bewegungen kann es zu Effekten wie



Grundlagen der MR-Tomographie

Doppelbildern (,Ghosting®), Verschmierungen (»Blurring®) oder
Signalausléschung und damit zu unterschiedlichen Bildartefakten kommen [72].
Somit sind je nach Zielsetzung spezielle Aufnahmetechniken vonnéten, die

teilweise einen hohen untersuchungstechnischen Aufwand bedingen.

Die Voraussetzungen aussagekraftiger MR-Bilder, hohe Auflésung und guter
Kontrast, werden in der kardialen MRT nur durch den Einsatz sehr genauer und
schnell zu schaltender Gradientensysteme und Spulen erreicht. Da die
Uberwiegende Anzahl der derzeit verwendeten MR-Tomographen trotz groBer
Fortschritte auf diesem Gebiet flr die Erstellung eines qualitativ hochwertigen
Bildes immer noch deutlich langere Messzeiten benétigt als die Dauer eines
Herzschlages, ist die Synchronisation der Bildgebungssequenzen mit der
Herzfrequenz (ber eine elektrokardiographisch gesteuerte Triggerung
gebrauchlich. Dabei wird stets in der gleichen Phase vieler aufeinander
folgender Herzschlage nur ein Teil eines Bildes akquiriert, somit lassen sich
Bilder eines bestimmten Zeitpunktes der Herzaktion ohne
Bewegungsunschéarfen darstellen. Die Zusammenstellung mehrerer solcher
Bilder verschiedener Herzphasen einer Schicht in einer Filmschleife ermdglicht
dann dem Betrachter eine visuelle Anndherung an die dynamische Herzaktion
(Cine-Mode-Technik, [16]). Zur Elimination der Atmungsbewegungen gibt es
neben der Mdoglichkeit der Beeinflussung der Atmung (z.B.
Atemanhaltetechniken des Patienten, kinstliche Beatmung von Versuchstieren
und Einsatz von Atemtriggern) auch verschiedene technische Ansatze [14][18],
die Bildqualitdt kann aber auch einfach durch vielfaches Mitteln verbessert
werden. Bewegungsartefakie des Blutes kdnnen technisch durch den Einsatz

einer Flusskompensation minimiert werden.

2.4 FLASH-Bildgebung

FOr die Darstellung der kardialen Anatomie und Morphologie werden heute
unter anderem erfolgreich Turbo-Spin-Echo-Sequenzen angewandt, die neben

10
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gutem Gewebekontrast und hoher Auflésung auch den Vorteil bieten,
inzwischen bereits verhaltnismaBig gut ausgereift und praxiserprobt zu sein.
Sollen auBerdem Aussagen zur Funktion des Herzens gemacht werden, so
ermdglicht die Anwendung der bereits erwahnten Cine-Technik die Gewinnung
einiger zusatzlicher Informationen. Neben einer qualitativen Beurteilung der
Anatomie und Kontraktilitat besteht die Madglichkeit einer quantitativen
Auswertung der gewonnenen Bilder zur Bestimmung von Myokardmassen,
Volumina und Wanddickenveranderungen [45][56]. Gut geeignet sind dazu
Gradientenecho-Sequenzen wie die (Turbo-) FLASH- (engl.: fast low angle
shot) Bildgebung [19], die eine hohe zeitliche Aufl6sung und durch Nutzung des
Inflow-Effektes eine verbesserte Abgrenzbarkeit von Myokard und Blut
ermdglicht. Durch Verwendung verhéltnismaBig hoher Flip-Winkel (Auslenkung
der Transversalmagnetisierung) in Kombination mit kurzen Repetitionszeiten
und Hochfrequenz-Spoiling werden stationdre Spinensembles gesattigt und
deren Signal damit unterdriickt. Spins, die die Bildebene rasch durchlaufen,
erfahren dagegen nur wenige Anregungspulse und senden daher in
Abhéangigkeit von der Geschwindigkeit, beziehungsweise der Verweildauer in
der Bildebene, ungesattigtes hohes Signal. Als Folge davon erscheint das Blut
im FLASH-BIld hell, sonstige Organe dunkel [15].
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Knockout-Mause

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an ausgewachsenen, etwa
9 bis 10 Monate alten Mausen beiderlei Geschlechts durchgeflhrt.
Verschiedene Genotypen von Kreatinkinase- (CK) Knockout- (KO) Méausen
sollten mittels Cine-MRT in vivo kardial phanotypisiert und Unterschiede zu
Wildtyp-Méausen aufgedeckt werden. AuBerdem sollten die Auswirkungen eines
chronischen Myokardinfarkts auf Herzmorphologie und -funktion von CK-KO-
Méausen erforscht werden. Dazu erfolgten entsprechende MR-Untersuchungen
an infarzierten CK-KO-Méausen mit anschlieBendem Vergleich der Ergebnisse,
einerseits mit Wildtypen mit ebensolchen Myokardinfarkten, andererseits mit
den nicht infarzierten CK-Knockout-Mausen.

Flr diese Arbeit standen drei verschiedene Stdmme von genetisch veranderten
Mausen zur Verfliigung, die in Bezug auf die jeweils ausgeknockten Gene
samtlich ein homozygotes Genom aufwiesen. Dies waren zum einen Tiere mit
Knockout der Gene der ,M*“Untereinheit der zytosolischen lIsoenzyme der
Kreatinkinase, wodurch sowohl CK-MM als auch CK-MB nicht synthetisiert
werden kdnnen, nachfolgend wie in der Literatur Gblich als M-CK”™ bezeichnet.
AuBerdem Méause mit Knockout des sarkomerischen mitochondrialen
Isoenzyms (Mito-CK™) und schlieBlich Tiere mit einem kombinierten Knockout
von M-CK und Mito-CK, M/Mito-CK”. Bezogen wurden die Mé&use der
Knockout-Stamme von Dr. Bé Wieringa, Universitat Nijmegen, Niederlande, in
dessen Arbeitsgruppe die drei Genotypen auch zuerst beschrieben wurden
[12][61][62]. Die verschiedenen CK-Knockout-Mause wurden aus den gleichen
Mauszuchtstammen (Blastozysten von C57BL/6- und embryonale Stammzellen
von 129/Sv-Mausen) herangezogen, so dass mit Ausnahme der fir die Bildung
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der verschiedenen Formen der Kreatinkinase verantwortlichen Gene von einer
hohen Ubereinstimmung der Erbmassen aller drei Genotypen ausgegangen
werden kann. Die verbliebene CK-Gesamtaktivitat im Myokard wurde bereits in
friheren  Untersuchungen  eruiert. Sie  betrdgt bei den  Mito-
CK”-Mausen etwa 70 % des Vergleichswertes von Wildtyp-Mausen [13][61],
bei Mausen des M-CK”-Stammes liegt der Wert bei circa 28 % [13][53] und bei
den M/Mito-CK” je nach Quelle bei ungefahr 1-4 % [24][53], bedingt durch in
Spuren im Myokard vorhandene CK-BB.

Als Kontrollgruppe dienten Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6 (Charles
River GmbH, Sulzfeld, Deutschland). Alle Versuchstiere wurden unter
Beachtung der européischen Richtlinien fir die Versorgung und Verwendung
von Labortieren wahrend der gesamten Studie in Kunststoffkafigen in einem
klimatisierten Tierstall bei 12-stindigem Tag-/Nachtrhythmus sowie Futter und
Wasser ad libidum gehalten.

3.1.2 Infarzierung

Zur Untersuchung der Auswirkungen eines Myokardinfarktes bei CK-Knockout
wurden zwei Infarkt-Versuchsgruppen mit Mausen der Genotypen Wildtyp und
M/Mito-CK™ gebildet. Bei diesen wurde durch permanente Ligatur des distalen
Teils des Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie (engl.: left
anterior descendens, LAD) ein chronischer anterolateraler Myokardinfarkt der
linken Herzkammer erzeugt. Der Myokardinfarkt liegt bei dieser Art der
Infarzierung aufgrund der anatomischen Gegebenheiten am M&useherzen dem
Ventrikelseptum gegeniber, dieses ist ebenso wie der rechte Ventrikel

normalerweise nicht vom Infarkt betroffen.

Vor Beginn wurden die Mause zunéachst in einer Glasglocke mit einem 5%igen
Isofluran-Sauerstoffgemisch narkotisiert, dann erfolgten die Intubation mit Hilfe
einer Braunlle und der Anschluss an ein Beatmungsgerat fiir Kleintiere (Typ
7025 Rodent Ventilator, Hugo Sachs Elektronik, Deutschland). Beatmet wurde
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mit reinem Sauerstoff bei einem Atemhubvolumen von 250ul und einer
Frequenz von 90/min. Uber einen an den Respirator angeschlossenen Vapor
wurde wahrend der gesamten Operation die Narkose mit etwa 2,5
Volumenprozent Isofluran aufrechterhalten (lsofluran ,Forene”, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland, tGber Vaporisator ,Isoflurane Vapor®, Dragerwerk AG,
Libeck, Deutschland).

Als nachstes wurde die Haut sowie die darunter liegende pectorale Muskulatur
im ventralen linken Thoraxbereich mit einer Schere durchtrennt und mit
lockeren Tabaksbeutelndhten versehen. Mit Hilfe eines Hitzekauters flr
Kleintiere wurde daraufhin im Bereich der 6./7. Rippe durch intercostalen
Schnitt die Thoraxhdhle eréffnet. Die Rippen wurden durch Anlage einer kleinen
Klemme gespreizt, das Perikard er6ffnet und anschlieBend das Herz durch
leichten Druck auf den Thorax aus dem Perikardsack luxiert. Nun konnte der
Zugang zum Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie
erfolgen. Dieser wurde durch Durchstechen des Myokards unterhalb der Arterie
im entsprechenden Bereich und anschlieBender Ligatur mit einem 6/0 Prolene-
Faden (nicht resorbierbar) verschlossen. Je nach individueller Koronar-
Anatomie des Versuchstieres und genauer Lage des Fadens bildete sich so im
Folgenden ein unterschiedlich groBer Anterolateralinfarkt aus, was direkt
wahrend der Operation an der WeiBfarbung des betroffenen Myokards

erkennbar war.

Nach Anlage der Ligatur wurde das Herz in die urspringliche Lage im Thorax
repositioniert, dieser mit Hilfe der anfangs angelegten Tabaksbeutelnahte
wieder verschlossen und zuletzt die Haut verndht. Nach Abstellen der
Isofluranzufuhr wurden die Tiere bis zum Wiedereintritt der Spontanatmung
weiter mit Sauerstoff beatmet, anschlieBend extubiert und zurtick in die Kéfige
gesetzt. Dort verblieben sie bis zum Beginn der MRT-Untersuchungen vier

Wochen spater ohne weitere besondere Behandlung.
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3.1.3 Versuchsgruppen

Insgesamt umfasste die Studie 63 Mause, gebildet wurden sechs verschiedene
Untersuchungsgruppen mit jeweils ausgeglichenem Geschlechterverhaltnis.

Zunachst sollte die Fragestellung nach dem nativen kardialen Phanotyp der
Méause der verschiedenen Genotypen in vivo untersucht werden. Daflir wurden
vier Versuchsgruppen gebildet. Dies waren nicht operierte Mause der vier
Genotypen M-CK™ (n=10), Mito-CK”" (n=6), M/Mito-CK"~ (n=10) sowie Wildtyp
(n=10). Die Auswirkungen eines chronischen Myokardinfarktes bei CK-
defizienten Mausen wurden anhand der infarzierten Mause in zwei weiteren
Gruppen untersucht, Ml Wildtyp (n=12) und MI M/Mito-CK” (n=15). Der
Messzeitpunkt im MRT lag jeweils genau vier Wochen nach Durchflihrung der

Infarzierung.

3.2 MR-Tomographie

3.2.1 Biospec-System

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an einem Biospec 70/20 NMR-
Tomographen der Firma Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten, Deutschland)
durchgefihrt. Kernstiick dieses Gerates ist eine supraleitende Spule mit einer
magnetischen Feldstarke von 7,05 Tesla, fur Protonen ergibt sich somit eine
Lamorfrequenz von 300,3 MHz. Die horizontal orientierte Bohrung besitzt einen
Durchmesser von 21 cm, der nutzbare Messbereich entlang dieser Achse
betragt 7,2 cm. Ein Shim-System mit insgesamt 15 Spulen dient der Korrektur
auftretender Magnetfeldverzerrungen. Angesteuert wird der Tomograph Uber
einen Aspect 3001 / X32 Rechner. Das Steuerprogramm UXNMR 9610 erlaubte

die Datenakquisition und nachfolgende Rekonstruktion der Bilder.

In das fest im Tomographen installierte Gradientensystem S116 wurde mit Hilfe
einer Positionierhilfe [27] zuséatzlich das Bruker Mikroskopiegradientensystem
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G060 eingebaut, welches mit einem Innendurchmesser von 6 cm, einer
maximalen Gradientenstarke von 870 mT/m und einer Schaltzeit von 280 us
(-100% bis +100%) die technischen Voraussetzungen zur kardialen MR-
Tomographie an Mausen erfillte. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-
Abstandes wurde als Hochfrequenz-Spule zusétzlich ein eigens fir Mause
optimierter  achtbeiniger  Birdcage-Resonator  [30][31] mit  einem
Innendurchmesser von 3,5 cm eingebaut. Fir die Messungen wurden kuirzlich
in unserer Arbeitsgruppe etablierte Bildgebungssequenzen und Automations-
Routinen verwendet, die im Rahmen einer abgeschlossenen Dissertation
speziell fir die Bildgebung an Mausen entwickelt beziehungsweise optimiert

wurden [51].

3.2.2 Versuchsvorbereitungen

Zur Durchfihrung der Messungen wurden die Mause zunachst narkotisiert und
auf dem Warmekissen einer Kunststoff-Tragerschiene fixiert. Nach Anbringen
der EKG-Elektroden wurden sie dann auf der Schiene in den Tomographen

eingebracht.

Die Narkose erfolgte mit dem Inhalationsanasthetikum Isofluran ,Forene®
(Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland). Nach Narkoseeinleitung in einer
Glasglocke mit 4 Vol.% Isofluran in reinem Sauerstoff erfolgte die
Aufrechterhaltung wahrend der gesamten Messungen Uber eine Atemmaske
mit 1,5 Vol.% lIsofluran in 1,51 O, pro Minute. Das Mischungsverhéltnis erzeugte
ein Vaporisator ,Isoflurane Vapor“ (Dragerwerk AG, Lubeck, Deutschland), Gber
den das Mischungsverhélinis jederzeit stufenlos geregelt werden konnte.
Isofluran  bewirkt in den verwendeten Konzentrationen eine leichte
Atemdepression, die Versuchstiere fallen von Beginn der Narkose an in eine
Schnappatmung mit verhaltnismaBig langen Atempausen zwischen sehr tiefen
Atemzligen, die Herzfrequenz wird dagegen so gut wie nicht beeinflusst [50].
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Damit waren gute Voraussetzungen flir die Erstellung artefaktarmer,

aussagekraftiger MR-Bilder des Herzen gegeben.

Als Unterlage auf der Arbeitsschiene wurde eine elektrisch betriebene
Warmematte verwendet, die auf etwa 40°C erwarmt wurde und wahrend der
gesamten Versuchsdauer in Betrieb war, um ein zu starkes Auskihlen der
narkotisierten Versuchstiere wahrend der Messungen im gekihlten MRT zu
verhindern. Um Cine-Bildaufnahmen der Herzaktion ohne Bewegungsartefakte
erstellen zu kdnnen, wurden die Pulssequenzen Uber ein Elektrokardiographie-
Gerat getriggert. Die Akquisition der einzelnen Bilder konnte so Uber mehrere
Herzzyklen verteilt zu definierten Zeitpunkten des Herzzyklus erfolgen. Einem
guten EKG-Signal kam dabei eine entscheidende Bedeutung bei der Erstellung
kontrastreicher und artefaktfreier MR-Bilder zu. Die Ableitung des EKG-Signals
erfolgte Uber beide Vorderpfoten der Mause mit Hilfe selbstklebender
Kupferfolie und Elektrodengel, womit ein groBflachiger, verletzungsfreier
Kontakt erreicht werden konnte. Die Folie wurde mittels eines kurzen
Silberdrahtes mit einem abgeschirmten BNC-Kabel verbunden, Uber welches
das Signal an eine speziell fir Mause optimierte EKG-Einheit geleitet wurde
[49].

Neben der Triggerung der MR-Sequenz diente das EKG-Gerét der Ermittelung
der Herzfrequenz, die wahrend der Messungen wiederholt abgelesen und flr
die spatere Bestimmung der Herzfunktion notiert wurde. AuBerdem konnte Uber
die Darstellung im EKG die Atemfrequenz Uberwacht und nétigenfalls die
Narkosetiefe angepasst werden.

3.2.3 FLASH-Cine-Gradientenecho

Die MR-Bildgebung am Herzen der Maus begann mit der Messung des
arteriellen  Blutflusses im Jahr 1991 [8]. Seitdem wurden die
Untersuchungsmdéglichkeiten des Mauseherzens im MRT stetig verbessert, im

Rahmen einer Dissertation konnte einige Jahre spater an unserem Institut die
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Cine-Bildgebung am Mauseherzen mit Hilfe schneller FLASH- (engl.: fast low
angle shot) Sequenzen etabliert werden, welche unter anderem eine prazise
Funktionsanalyse des Mauseherzens erlaubt [51][52].

Die MR-Bildgebung erfolgte nach Einbringen der wie beschrieben vorbereiteten
Maus mitsamt der Arbeitsschiene in den Birdcage-Resonator im Tomographen.
Grundlage der Cine-Aufnahmen bildete eine EKG-getriggerte FLASH-
Gradientenechosequenz, um ventrikulare Kurzachsschichten des Herzens zu
erstellen, welche die Basis der spateren Auswertungen bildeten. Dazu wurde
eine daflr entwickelte Automationsroutine verwendet, die fur die hier
vorgenommenen Versuche weiter angepasst und bei Bedarf leicht abgeandert

werden konnte.

Eine Cine-Bildserie besteht aus mehreren Einzelbildern der gleichen Schicht,
die in gleichmé&Bigem Abstand zeitversetzt Uber die Dauer eines vielfach
gemittelten Herzschlages aufgenommen werden. Bei bewegten Objekten wie
dem Herz entsteht dann durch Zusammenfassen der zu unterschiedlichen
Herzaktionsphasen aufgenommenen MRT-Bilder in einer raschen
Endlosbildfolge der ,Kino-Effekt*, die Bildfolge kann als Film betrachtet werden.
Auf diese Weise kann die Herzaktion gut beurteilt werden, in der vorliegenden
Arbeit wichtig speziell fir das Erkennen dyskinetischer Areale etwa im
Infarktrandgebiet, die anhand einzelner Bilder nur schwer als Teil des Infarktes
zu identifizieren sind. AuBerdem ist die Cine-Technik bei korrekter Wahl von
Beginn und Dauer der Bildfolge relativ zum Herzschlag eine sichere Methode
zur Aufnahme endsystolischer MR-Bilder. Wahrend es sonst mit groBen
Schwierigkeiten verbunden ist, genau diese relativ kurze Herzphase gezielt
abzubilden, kann bei einer Cine-Bildserie nachtraglich das entsprechende Bild
ausgewahlt werden. Voraussetzung fir die Qualitdt dieser Bilder ist eine
ausreichend kurze Akquisitionszeit der einzelnen Bildteile, um trotz schneller
Bewegungen Bewegungsunscharfe zu vermeiden. AuBerdem muss eine rasche
Bildfolge sicherstellen, dass die kurze Phase der Endsystole abgebildet ist.
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Das Mauseherz schlagt in Ruhe etwa 500-mal pro Minute, ein Herzzyklus
dauert damit circa 120 ms. Um auch wahrend der schnellen Bewegung der
Systole ausreichend scharfe Bilder zu erhalten, erwies sich ein Zeitfenster von
10 ms fUr die Akquisition der Bilddaten noch als ausreichend. Somit sollten also
mindesten 12 Bilder hintereinander pro Cine-Bildserie erstellt werden, um jede
Herzphase scharf abzubilden. Da mit der verfigbaren Technik in der kurzen
Zeitspanne von 10 ms kein vollstandiges Bild der gewlinschten Qualitat erstellt
werden konnte, wurde die Akquisition mit Hilfe des EKG-Triggers Uber 128
Herzzyklen segmentiert. Mit der verwendeten segmentierten FLASH-Cine-
Gradientenecho-Sequenz wird wahrend jedes Herzschlages nur eine k-Raum-
Zeile aller Bilder einer Bildserie hintereinander aufgenommen, dann folgt mit
dem néachsten Phasenkodierschritt im nachsten Herzschlag die nachste Zeile.
Wahrend der Rekonstruktion ergibt das Zusammenfligen aller Zeilen getrennt
nach Herzphasen die rekonstruierten Cine-Bilder. Bei einer Echozeit (TE) von
1,5 ms und einer Repetitionszeit (TR) von 4,3 ms konnte in dieser Arbeit jedes
Bildexperiment zweimal direkt nacheinander ausgefihrt und dann gemittelt
werden, so dass die Gesamtakquisitionszeit (engl.: total acquisition time, TAT)
um die Halfte verklrzt werden konnte. Um achtfach gemittelte Bilder zu
erhalten, wurde auBerdem jede Messung viermal hintereinander durchgeflhrt.
TAT jeder Bildserie einer Schicht betrug also bei 128 Phasenkodierschritten
etwa 60 - 90 Sekunden (Herzzykluslange - 4 - 128) flr achtfach gemittelte
Bilder.

Bei einem Sichtfeld von 30x30 mm und einer Bildmatrix von 128x128 lag die
Bildaufldsung bei 234x234 um. Der Kontrast wurde bei den verwendeten
Sequenzen durch den Inflow-Effekt entscheidend verbessert, da rasch
bewegtes Blut bei kleinen Anregungsschichtdicken hohes Signal (,wei3)
sendet, wahrend bei stationaren Spins im Myokard durch Sattigungseffekte eine
Signalunterdriickung eintritt. Zusatzlich bedingte die Aufnahmetechnik (kurze
TE) noch eine gewisse Fettunterdriickung.
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Die Bilder wurden als ventrikulare Kurzachsschichten aufgenommen. In einer
ersten Scout-Aufnahme wurde zunachst der Bildausschnitt kontrolliert und
gegebenenfalls durch Neupositionierung der Maus optimiert. Dann wurde mit
Hilfe von weiteren Scout-Schichten der Aufnahme- und Abbildungswinkel so
eingestellt, dass die letztlich zur Auswertung herangezogenen Bildschichten alle
parallel zu einer Schicht lagen, die den linken Ventrikel im 90° Winkel zur
langen Achse des linken Ventrikels schneidet (Abbildung 1). Auf diese Weise
konnte die Wanddicke des Myokards in der mittig durch die linke Kammer
verlaufenden Schicht genau beurteilt werden. Bei einer Schichtdicke von 1 mm
wurden auf diese Weise 10 bis 14 kontinuierlich aufeinander folgende, parallel
verlaufende ventrikuldre Kurzachsschicht-Bildserien von einem Herzzyklus
erstellt. Die auf diese Weise gewonnenen MRT-Bilder dienten als Grundlage fiir
die Berechnung der kardialen Parameter [28].

Die Versuchstiere erwachten aus der Maskennarkose kurz nach Ende der
Isofluranzufuhr und konnten schon nach etwa 5 Minuten zurlick in die Kéfige

gesetzt werden.
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1a) 1b)

1c) 1d)

Abbildungen 1a bis d: NMR-Tomographie am Herzens der Maus. 1a) zeigt ein
Scoutschicht-Bild, wie es zum Festlegen der endglltigen Schichtfihrung angefertigt
wurde. Zu sehen ist ein koronarer Schnitt des Herzens (lange Herzachse), trotz
reduzierter Qualitat (Scoutaufnahme) sind Myokard und Ventrikel beider Herzkammern
deutlich zu erkennen. Der spatere Verlauf der Cine-Bildschichten ist skizziert. Der Pfeil
markiert die ungefahre Schnittebene der unter 1b) gezeigten Cine-FLASH-Bildserie,
die 12 Phasen eines gemittelten Herzschlages derselben Bildebene abbildet. Die
Abbildungen 1c) und 1d) zeigen zwei solche Bilder vergréBert, und zwar aus
Enddiastole (c) und Endsystole (d). Zu sehen ist hier ein Schnitt durch den gesamten
Kérper der Maus, das Myokard des linken Ventrikels zeichnet sich in diesen
Kurzachsschichten als kreisrunder Ring ab, dem der rechte Ventrikel anliegt. Das Blut
in den Ventrikeln erscheint aufgrund des Inflow-Effektes weif3, in der linken Kammer
sind deutlich zwei Papillarmuskeln zu erkennen.
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3.3 Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe eines speziell entwickelten Benutzer-
interaktiven Auswertungsprogramms auf Basis der Programmiersprache
Interactive Data Language (IDL, Research Systems Inc., Boulder, USA). Die
entwickelten Routinen erlaubten eine halbautomatische Weiterverarbeitung und
Auswertung der Daten.

Zunéachst wurden flir jede Schicht die beiden Bilder der Enddiastole als Phase
der gréBten und der Endsystole als Phase der geringsten Ventrikelfillung
definiert. In beiden Schnitten wurde dann das Herz segmentiert indem die
Ausdehnung der verschiedenen Kompartimente teils per Hand, teils
programmunterstiitzt festgelegt wurde (Abbildungen 2a-d). Anhand dieser
Kompartimente  erfolgte = die  Bestimmung von  Myokardvolumen,
enddiastolischem und endsystolischem Volumen des linken und rechten
Ventrikels sowie der Wanddicken. Aus diesen MessgréBen konnten dann
funktionelle Parameter wie Schlagvolumen oder prozentuale systolische

Wanddickenzunahme errechnet werden.

Zunachst wurde die Myokardmasse des linken Ventrikels bestimmt, daflr
dienten die enddiastolischen Bilder. Die Flache des Myokards des linken
Ventrikels jeder einzelnen Schicht wurde mit der Schichtdicke (1 mm)
multipliziert und die so errechneten Volumina samtlicher Schichten addiert. Die
linksventrikulare Masse wurde dann als Produkt von linksventrikularem
Myokardvolumen und der spezifischen Myokarddichte (1,05 g/ml) definiert.
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2b)

2c) 2d)

Abbildungen 2a bis d: Die Bildfolge zeigt beispielhaft vier Arbeitsschritte zur
Bestimmung der Myokardmasse. Nach Bestimmung des enddiastolischen MRT-Bildes
jeder einzelnen Schicht (2a) konnten die Kompartimente der beiden Ventrikel mit Hilfe
des Auswertungsprogramms zundchst halbautomatisch grob festgelegt werden (2b).
Zur exakten Bestimmung der einzelnen Parameter wie in 2c) wurden die
Kompartimente von linksventrikularem Myokard (dunkelgrau) sowie linkem (hellgrau)
und rechtem Ventrikel (wei3) dann manuell prazisiert. 2d) zeigt das resultierende
Kompartiment des linksventrikularen Myokards dieser Schicht, welches schlieBlich in
die Myokardmassen-Berechnung einflie3t.
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Enddiastolisches und endsystolisches linksventrikulares Volumen (LV EDV und
LV ESV) wurden berechnet, indem analog zur Myokardvolumen-Errechnung die
jeweiligen Kammervolumina aller Schichten aus Enddiastole beziehungsweise
Endsystole aufaddiert wurden. Sie entsprechen dem Blutvolumen im Ventrikel,
die Papillarmuskeln wurden zum Myokard und nicht zum Blutvolumen gezahlt.
Das Schlagvolumen wurde dann aus der Differenz von enddiastolischem und
endsystolischem Volumen bestimmt:

SV =EDV - ESV .

Die Ejektionsfraktion bezeichnet das Verhéltnis des Schlagvolumens zum
enddiastolischen Volumen in Prozent:

_EDV-ESV
EDV

EF 100.
Um das Herzzeitvolumen (HZV) zu erhalten wurde das Schlagvolumen mit der

Anzahl der Herzschlage pro Minute wahrend der Messung multipliziert.

Far die Bestimmung der linksventrikuldren Wanddicke wurde die
mittventrikulare Schicht herangezogen. Hier wurde die durchschnittliche
Myokarddicke der Wand in der Enddiastole (LV EDWD) sowie in der Endsystole
(LV ESWD) bestimmt. Das Septum wurde dabei komplett zum linken Ventrikel
gezahlt, einzelne  erkennbare Papillarmuskeln ~ wurden in  der
Wanddickenbestimmung nicht berlcksichtigt. Die absolute systolische
Wanddickenzunahme wurde als Differenz dieser beiden Werte errechnet:

SWDZ = ESWD — EDWD .

Die Differenz von systolischem und diastolischem Wert geteilt durch den
diastolischen Wert und multipliziert mit 100 ergab die prozentuale systolische
Wanddickenzunahme:

ESWD — EDWD )
EDWD

% SWDZ = 100.
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Bei Mausen mit Myokardinfarkt (MI) beziehen sich alle vorgenannten
gemessenen Wanddickenparameter ausschlieBlich auf das gesunde Myokard.
Die minimale Narbendicke im Infarktbereich (MIWD) wurde bei diesen Tieren

gesondert bestimmt.

Die Bestimmung der Funktionsparameter des rechten Ventrikels (RV) erfolgte
analog zu denen der linken Herzkammer. Auf die Erfassung der
rechtsventrikularen Masse wurde verzichtet, da die Bildauflésung (234 um) hier

Grenzen setzte.

Die MI-GréBenbestimmung bei infarzierten Tieren erfolgte ebenfalls durch
Auswertung der Cine-MRT-Bilder. Die verwendete Methode wurde in
Anlehnung an die histologische MI-GréBenbestimmung nach Pfeffer et al. [44]
fir das Cine-MRT angepasst. Die Infarktareale wurden zunachst qualitativ
anhand von deutlicher Myokardverschmaélerung sowie Dys- beziehungsweise
Akinesie in der Cine-Sequenz festgelegt. Dann wurde fir jede Schicht endo-
sowie ,epikardialer” (auBerer) Umfang dieser Areale in der Enddiastole addiert.
Diese Werte wurden von allen Schichten addiert und das Ergebnis durch die
Summe des endo- und epikardialen enddiastolischen Gesamtumfangs des
linken Ventrikels aller Schichten geteilt. Nach der gleichen Methode wurde auch
in der Endsystole das Infarktgebiet ermittelt und schlieBlich der Mittelwert von
Enddiastole und Endsystole gebildet. Die Ubertragbarkeit dieser urspriinglich
histologischen GrdBenbestimmungsmethode auf das Cine-MRT wurde an

Ratten gezeigt [39].

Die Datensatze wurden geblindet ausgewertet und danach den
Versuchsgruppen zugeordnet. Da die kardialen Parameter Myokardmasse,
Ventrikelvolumen und Herzzeitvolumen unter anderem vom Kérpergewicht
abhéngen [57], wurden bei diesen Parametern zuséatzlich zu den absoluten
Werten Indices dieser Ergebnisse bezogen auf das Koérpergewicht der
jeweiligen Versuchstiere gebildet, sofern Kérpergewichtsunterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen bestanden.
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3.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der
Computerprogramme Excel XP (Microsoft, USA) und WIinSTAT 3.1 (Kalmia Co.
Inc., Cambridge, USA). Die gemessenen Daten werden im Ergebnisteil sofern
nicht anders angegeben als arithmetische Mittelwerte mit dem dazugehérigen
Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Zur Beurteilung der Signifikanz
von Unterschieden zwischen den Mittelwerten der einzelnen Gruppen wurde
eine Analyse der Varianz zwischen mehreren Gruppen (engl.: analysis of
variances between groups, ANOVA) mit anschlieBendem post-hoc-Test nach
Duncan durchgefuhrt. Wurden lediglich zwei Gruppen miteinander oder zwei
Parameter innerhalb einer Gruppe verglichen, so geschah dies mit Hilfe eines
Student-t-Tests. Um Wechselbeziehungen zwischen einzelnen Parametern
statistisch zu belegen, wurde im Bedarfsfall der Korrelationskoeffizient
(Rangkorrelation von Spearman, bei kleinen Fallzahlen mit AusreiBern
zusatzlich Kendalls Tau) bestimmt. Sofern nicht anders angegeben werden im
Ergebnisteil die Korrelationskoeffizienten nach Spearman aufgefihrt. Fir alle
statistischen Tests wurde als statistisch relevantes Signifikanzniveau ein p-Wert
von < 0,05 festgelegt, das heiBt Unterschiede wurden bei einem
Wahrscheinlichkeitswert unterhalb von 0,05 als signifikant erachtet und sind

dann entsprechend gekennzeichnet.
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4  Ergebnisse

4.1 Tiere ohne Myokardinfarkt

In diesem Abschnitt werden zunachst die Ergebnisse der Untersuchungen der
nicht infarzierten Mause dargestellt. Mause ohne Myokardinfarkt wurden wie
folgt untersucht: 10 Tiere des Genotyps Wildtyp (WT), 10 mit Knockout (KO) der
muskularen zytosolischen Kreatinkinase (M-CK™), 6 mit KO der mitochondrialen
Kreatinkinase (Mito-CK™) sowie 10 mit kombiniertem Knockout der muskuléren
zytosolischen und der mitochondrialen Kreatinkinase (M/Mito-CK™), insgesamt
also 36 Tiere. Alle Gruppen wiesen ein ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis
auf. Das durchschnittliche Lebensalter zum Versuchszeitpunkt lag in allen
Versuchsgruppen bei 41+2 Wochen. Alle Tiere Uberlebten Narkose und NMR-

Untersuchungen.

Das Kérpergewicht der Mause, gemessen direkt im Anschluss an die MR-
Tomographie, war in allen vier Versuchsgruppen vergleichbar (Tabelle 1), bei
einem gemessenen Mittelwert samtlicher Tiere von 26,9+2,9 g (Mittelwert +
Standardabweichung). Die gemittelte Herzfrequenz wahrend der NMR-
Aufnahmen zeigte mit Mittelwerten zwischen 40158 und 471x35 Schlagen pro

Minute ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier

Versuchsgruppen.
Wildtyp M-CK™" Mito-CK™" M/Mito-CK™"
n=10 n=10 n=6 n=10
Kérpe(rg)e"""’ht 26,2+0,8 26,241, 1 28,2+1.4 27.4+0,7
Herz}cﬁﬂ“enz 435430 407419 401458 471435

Tabelle 1: Gemessene Koérpergewichte und Herzfrequenzen der

Versuchstiere (Mittelwerte + Standardfehler).
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Ergebnisse

4.1.1 Linksventrikuldare Parameter

Die Bestimmung der kardialen Morphologie und Funktion mittels Cine-
Bildgebung zeigte deutliche Unterschiede der linksventrikularen Parameter der

verschiedenen Kreatinkinase-Knockout- sowie der Wildtyp-Mause auf.

LV-Parameter Wriljtgp Mn'gl(()'/' Mitg;gK"' M/ Mriltj-oCK-/.
Masse (mg) 99,6+4,2 132,3+6,4 * 172,8+12,0 *t 163,1+8,6 *t
EDV () 70,0+3,1 65,8+3,5 92,945,3 *t 88,9+5,1 *t
ESV (ul) 25,512 2 22,4129 32,31£3,0 34,5445 t
EF (%) 6413 67+3 6513 6213

SV (ul) 44 5+2 8 43,3+1,9 60,6+4,6 *t 54,442 9 *t
HZV (ml/min) 19,2+1,6 17,7¢1,2 23,3+2,5 25,6+2,3 *t
EDWD (mm) 0,85+0,02 1,00+0,04 * 1,15+0,03 *t 1,11+0,04 *t
ESWD (mm) 1,36+0,05 1,57+0,04 * 1,65+0,10 * 1,56+0,04 *
SWDZ (mm) 0,51+0,05 0,58+0,04 0,50+0,09 0,45+0,03
%SWDZ (%) 6146 59+4 4448 4144 *+

Tabelle 2: Linksventrikulare (LV) Massen-, Volumen- und Funktionsparameter der
nicht infarzierten Versuchstiere. Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwerte +
Standardfehler.

*p < 0,05 gegeniiber Wildtyp; T p < 0,05 gegeniiber M-CK™".

Masse = Myokardmasse;

EDV = enddiastolisches Volumen; ESV = endsystolisches Volumen;

EF = Ejektionsfraktion; SV = Schlagvolumen; HZV = Herzzeitvolumen;
EDWD = enddiastolische Wanddicke; ESWD = endsystolische Wanddicke;
SWDZ = absolute systolische Wanddickenzunahme;

%SWDZ = prozentuale systolische Wanddickenzunahme
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Die linksventrikulare Myokardmasse der Tiere aller drei Knockout-Gruppen war
gegenuber den Wildtyp-Mausen (LV Masse 99,6+4,2 mg) signifikant erhdht
(Tabelle 2; Abbildung 3), doch in unterschiedlicher Auspragung. Eine sehr
deutliche Erhéhung der LV Masse zeigten die Mito-CK™- (172,8+12,0 mg,
+73% gegeniber WT) und M/Mito-CK”-Mause (163,148,6 mg, +64%
gegenliber WT). Bei den M-CK”-Tieren war diese Massenerhdhung
(132,316,4 mg, +33% gegenltber WT) wesentlich geringer ausgepragt. Beide
erstgenannten Gruppen zeigten damit gleichzeitig auch signifikant héhere
Herzgewichte gegeniiber den M-CK”™ (Mito-CK™" +31%, M/Mito-CK”™ +23%).

LV Masse (mg)
200 -
160 -
120 ~

80 -

40

O T T T
WT M-CK -/~ Mito-CK M/Mito-
-/- CK -/-

Abbildung 3: Linksventrikulare (LV) Myokardmasse von Wildtyp- und CK-Knockout-
Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte jeder Gruppe sowie deren Standardfehler.
* p<0,05 gegeniiber WT; 1 p<0,05 gegeniiber M-CK"".

Das linksventrikulare enddiastolische Volumen (LV EDV) war bei den M-CK"-
Mausen gegenlber den Wildtypen nicht verandert (Tabelle 2; Abbildung 4a).
Bei den Mito-CK” war LV EDV mit +33% gegeniiber Wildtyp und +41%
gegenilber M-CK” signifikant gréBer. Ahnliche Werte zeigten auch die M/Mito-
CK”-Méause, LV EDV zeigte sich hier im Vergleich zu den Wildtypen um 27%
erhdht, gegeniiber M-CK” um 35% (p jeweils <0,05).
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LV EDV (ul) LV EF (%)
>|< *
120 - 80 -
100 | T —
60 -
80
60 - 40 -
40 |
20
20
0 0 :
|v| CK /- Mno CK M/M|to CK WT  M-CK-/~ Mito-CK -/~ M/Mito-CK

-/-

Abbildungen 4a und b: Linksventrikulares enddiastolisches Volumen (LV EDV) und
Ejektionsfraktion (EF) von Wildtyp- und CK-Knockout-Mausen. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Gruppen sowie deren Standardfehler.

* p<0,05 gegen WT; T p<0,05 gegen M-CK™".

Auch beim Vergleich der endsystolischen linksventrikuldren Volumina (LV ESV)
waren die Mittelwerte der Mito-CK”- und M/Mito-CK"-Mause tendenziell
gegeniiber WT und M-CK™ erhéht, signifikante Unterschiede zeigten sich nur
im Vergleich des LV ESV der M/Mito-CK”- mit den M-CK"-Mausen (mit um
+54% erhdhtem endsystolischem Volumen bei M/Mito-CK™).

Die Errechnung der linksventrikuldren Auswurffraktionen (LV EF) zeigte keine
Unterschiede zwischen den vier Genotypen, die durchschnittliche LV EF lag in
den vier Gruppen zwischen 62 und 67 Prozent (Abbildung 4b). Dagegen war
das linksventrikuldre Schlagvolumen (LV SV) der Mito-CK”-M&use gegeniiber
WT mit +36% signifikant erhoht, ebenso gegentiber M-CK”™ mit +40%. LV SV
der M/Mito-CK”-Mause war gegeniiber diesen beiden Gruppen ebenfalls erhdht
(+22% gegenliber WT, +26% gegeniiber M-CK”"; Tabelle 2 und Abbildung 5a),
ohne signifikante Unterschiede gegeniiber Mito-CK™".
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LV HZV
LV SV () (ml/min)
kS
80 * 1 30 t
60 -
204 _T_
40 -
10 -
20 -
0 0
' MCK -~ Mito-GK - M/M|to CK WT  M-CK-- Mito-CK -/- M/Mito-CK

-

Abbildungen 5a wund b: Linksventrikulare Schlagvolumina (LV SV) und
Herzzeitvolumina (LV HZV) von Wildtyp- und CK-Knockout-Mausen. Dargestellt sind
die Mittelwerte sowie deren Standardfehler.

* p<0,05 gegen WT; 1 p<0,05 gegen M-CK™".

Die Bestimmung der linksventrikularen Herzzeitvolumina (LV HZV) ergab wie
bei allen bestimmten Volumina vergleichbare Werte fir M-CK™”- und Wildtyp-
Méause. Das LV HZV der Mito-CK”-Mause war nicht signifikant hoher als das
beider vorgenannter Gruppen. Die héchsten Werte erreichte das LV HZV der
M/Mito-CK"-Mause. Gegeniiber WT waren die Werte dieser Versuchsgruppe
um 33% und signifikant erhdht, im Vergleich mit M-CK” betrug die Steigerung
+45%; gegeniiber Mito-CK”™ gab es keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 2
und Abbildung 5b).

Auch in den Ergebnissen der Wanddicke des linken Ventrikels zeigten sich
Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen, mit deutlichen
Parallelen zur gemessenen linksventrikularen Masse. Sowohl enddiastolisch als
auch endsystolisch hatten die Wildtypen mit 0,85+0,02 mm beziehungsweise
1,36+0,05 mm die niedrigsten linksventrikuldren Wandstarken. Enddiastolisch
stiegen die Werte (iber die M-CK”-Mé&use mit 1,00+0,04 mm (+18% gegeniiber
WT) auf 1,15+0,03 mm bei den Mito-CK”- (+35% gegeniiber WT, +15%
gegeniiber M-CK”, jeweils p<0,05) und 1,11+0,04 mm bei den M/Mito-CK™-
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Mausen (+31% gegeniber WT, +11% gegeniiber M-CK” jeweils p<0,05,
Abbildung 6a). Endsystolisch wiesen die Tiere aller Knockout-Gruppen im
Durchschnitt vergleichbare linksventrikulare Wanddicken auf. Gegendber WT
waren die Durchmesser bei M-CK” und M/Mito-CK” um jeweils 15% erhéht,
bei Mito-CK” um 21%. Fiir die absolute systolische Wanddickenzunahme des
linken Ventrikels ergaben sich mit Mittelwerten zwischen 0,45+0,03 und
0,58+0,04 mm keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen
(Tabelle 2).

Die linksventrikuldre prozentuale systolische Wanddickenzunahme zeigte
dagegen deutliche Differenzen zwischen den verschiedenen Genotypen. WT
mit 6146 % und M-CK” mit 59+4 % Zunahme gegentiber der Diastole lagen
hier bei &hnlichen Werten, Mito-CK” bei 44+8 % und M/Mito-CK” bei
gegeniiber WT und M-CK” signifikant erniedrigten 41+4 % systolischer
Wanddickenzunahme (Abbildung 6b).

LV EDWD (mm) LV %SWDZ (%)
1,6 - * * * 80 * 4
1,2 4 60 - L T
0,8 1 40 A
0,4 20 |
0,0 0 ‘
M CK -/- Mno CK M/M|to CK WT M-CK -/- Mno CK -/- M/M|to CK

Abbildungen 6a und b: Linksventrikulare enddiastolische Wanddicke (LV EDWD) und
prozentuale systolische Wanddickenzunahme (%SWDZ) von Wildtyp- und CK-
Knockout-Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren Standardfehler.

* p<0,05 gegeniiber WT; 1 p<0,05 gegeniiber M-CK"".

32



Ergebnisse

Abbildungen 7a bis c: Reprasentative enddiastolische Kurzachsschichten durch das
Herz einer Wildtyp- (links), einer Mito-CK”- (Mitte) sowie einer M/Mito-CK"-Maus
(rechts) im Vergleich. Die linksventrikulare Hypertrophie der Knockout-Mause ist
bereits visuell erkennbar.

4.1.2 Rechtsventrikuldre Parameter

Die Erhebung der rechtsventrikularen (RV) Parameter ergab die niedrigsten
enddiastolischen Volumina bei den Wildtyp- und M-CK”-Méausen, gefolgt von
den Mito-CK™ mit signifikant héherem enddiastolischem Volumen als M-CK”
(+35%) und den héchsten Werten bei M/Mito-CK™, mit +30% gegeniiber WT
und +44% gegeniiber M-CK™ (Tabelle 3; Abbildung 8a).

Das rechtsventrikulare endsystolische Volumen zeigte bei den Wildtyp-,
M-CK"- und Mito-CK”-Mausen keine signifikanten Unterschiede, bei M/Mito-
CK” war dieser Wert gegeniiber M-CK” (+92%, p<0,05) und WT (+37%,
p<0,05) deutlich erhdht, gegentiber Mito-CK™ nicht signifikant (Tabelle 3). Die
Ejektionsfraktionen des rechten Ventrikels zeigten mit Mittelwerten von 5913 bis
70+3 Prozent vergleichbar den entsprechenden Ejektionsfraktionen des linken
Ventrikels keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstieren der

vier Gruppen.
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RV-Parameter Wri]ljt(\)lp Mn'glgl' Mitg;gK"' M/ Mritj'OCK'/'
EDV (ul) 67,1441 60,4427 81,463 87,0454 *t
ESV (ul) 26,4+3,0 18,9+2,5 26,2+3,8 36,2+4,4 *t
EF (%) 6015 70+3 6814 5943

SV (ul) 40,7+4,4 41,6%1,7 55,245,8 *t 50,7+2,6
HZV (ml/min) 17,1£1,6 16,941,0 21,0+2,3 23,6+1,6 *t
EDWD (mm) 0,42+0,03 0,46+0,01 0,51+0,07 0,45+0,04
ESWD (mm) 0,70+0,03 0,80+0,04 0,82+0,05 0,75+0,03
SWDZ (mm) 0,28+0,03 0,34+0,04 0,31+0,05 0,30+0,03
%SWDZ (%) 75+16 74+9 78127 78+16

Tabelle 3: Rechtsventrikulare (RV) Volumen- und Funktionsparameter der nicht
infarzierten Versuchstiere. Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwerte =+
Standardfehler.

* p<0,05 gegeniiber Wildtyp; T p<0,05 gegeniiber M-CK™",

EDV = enddiastolisches Volumen; ESV = endsystolisches Volumen;

EF = Ejektionsfraktion; SV = Schlagvolumen; HZV = Herzzeitvolumen;
EDWD = enddiastolische Wanddicke; ESWD = endsystolische Wanddicke;
SWDZ = absolute systolische Wanddickenzunahme;

%SWDZ = prozentuale systolische Wanddickenzunahme

Das rechtsventrikulare Schlagvolumen war erneut bei Mito-CK” (+36% im
Vergleich mit WT, +33% gegeniiber M-CK™, jeweils p<0,05) und M/Mito-CK™
tendenziell héher als in den beiden anderen Gruppen. Auch im
Herzzeitvolumen des rechten Ventrikels kamen WT und M-CK” auf beinahe
identische Werte, die Werte der M/Mito-CK”-Gruppe lagen signifikant hoher
(+38% gegeniiber WT, +40% gegeniiber M-CK™), die der Mito-CK"-Gruppe
zwischen WT beziehungsweise M-CK™ einerseits und M/Mito-CK”™ andererseits
(Tabelle 3; Abbildung 8b).
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RV HZV
RV EDV (ul) (ml/min)
* *
100 - f t 30
80 -
T 20 -
60 -
40 -
10
20 1
0 T T T 0

WT M-CK -/~ Mito-CK  M/Mito-CK M CK-/- Mlto CK-/- M/Mlto CK
/- /- /-

Abbildungen 8a und b: Rechtsventrikulare enddiastolische Volumina (LV EDV) und
Herzzeitvolumina (RV HZV) von Wildtyp- und CK-Knockout-Mausen. Dargestellt sind
die Mittelwerte sowie deren Standardfehler.

* p<0,05 gegenliber WT; 1 p<0,05 gegeniiber M-CK™"".

Die Wanddickenmessungen des rechten Ventrikels ergaben vergleichbare
Werte flir die unterschiedlichen Genotypen. Die enddiastolische Wanddicke lag
im Mittelwert zwischen 0,42+0,03 und 0,51+0,07 mm, endsystolisch zwischen
0,70+0,03 und 0,82+0,05 mm. Auch in der rechtsventrikuldren systolischen
Wanddickenzunahme zeigten sich keine Unterschiede zwischen den vier
Versuchsgruppen (Tabelle 3).
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4.2 Myokardinfarkt

Insgesamt wurde bei 27 Mausen operativ ein Myokardinfarkt induziert. 12
davon waren Wildtyp-Mause, von diesen starben finf Tiere bereits wahrend
oder kurz nach der OP. Die restlichen sieben Tiere konnten nach vier Wochen
im MRT untersucht werden. Die Mortalitdt der Wildtypen nach Infarzierung
betrug damit 42%. AuBerdem wurden 15 M/Mito-CK”-Mause operiert, von
denen sechs Tiere friih verstarben. Die intra- bzw. postoperative Mortalitat war
somit bei den M/Mito-CK”- mit 40% nicht hdher als bei den WT-Mausen
(Tabelle 4). Am hdchsten war die Mortalitdt unmitteloar nach Infarzierung,
beziehungsweise innerhalb der ersten drei Tage. Alle Tiere beider Gruppen, die
nach vier Wochen noch am Leben waren, konnten in die Untersuchungen
eingeschlossen werden. Die nachfolgenden Ergebnisse und Mittelwerte
beziehen sich auf die Gberlebenden Tiere ab der 5. postoperativen Woche. Die
MR-Untersuchungen in Narkose Uberstanden alle Tiere unbeschadet.

Das Koérpergewicht der Wildtyp-Mause mit Myokardinfarkt (Ml WT) lag bei
28,1+0,3 g, das der Ml M/Mito-CK”-M&use bei 25,6+1,1 g. Damit bewegten sich
die Koérpergewichte der Ml WT im oberen Bereich aller gemessenen Gruppen,
die der Ml M/Mito-CK”™ waren am niedrigsten, allerdings ohne dass signifikante
Unterschiede vorlagen. Um sich eventuell dennoch aus diesen Umstanden
ergebende systematische Fehler vollstdndig zu eliminieren, wurden die Indices
der gemessenen Werte bezogen auf das jeweilige Koérpergewicht der
Versuchstiere bestimmt. Im Vergleich dieser Indices mit den aufgeflhrten
nativen Daten ergaben sich keine relevanten Unterschiede, weshalb auf eine

gesonderte Darstellung verzichtet wurde.

Waéhrend der MR-Messungen lag die Herzfrequenz pro Minute in beiden
Infarktgruppen im Bereich der Frequenzen der Tiere ohne Myokardinfarkt
(Tabelle 4). Die im MRT bestimmte linksventrikulare mittlere MI-GréBe betrug
bei Ml WT 3246 % und bei MI M/Mito-CK™ 29+2 %. Damit waren aufgrund
gleicher Infarktgr6Be die Voraussetzungen fir einen sinnvollen Vergleich der
ventrikularen Funktionsparameter beider MI-Gruppen gegeben.
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MI MI
Wildtyp M/Mito-CK™ Wildtyp M/Mito-CK™
n=10 n=10 n=7 n=9
Infarzierte Tiere X X 12 15
Verstorben vor X X 5 6
MRT-Messung
Mortalitat (%) X X 42 40
Korpe(rg)e"""’ht 26,210,8 27,40,7 28,120,3 25,6£1,1
Ferzaguenz 435430 471435 479444 42123
MI-GroBe
(% LV) X X 3216 2942

Tabelle 4: Mortalitat, Infarktgr6Ben und Basisdaten der Mause mit linksventrikuldrem
Myokardinfarkt (Ml) im Vergleich mit den nicht infarzierten Versuchstieren gleichen
Genotyps. InfarktgréBe, Kérpergewicht und Herzfrequenz angegeben als Mittelwert +
Standardfehler, bei Infarkttieren ohne vorzeitig verstorbene Mause.

4.2.1 Linksventrikuldare Parameter

Die linksventrikulare Masse der infarzierten Wildtypen war mit 159,1£14,3 mg
gegeniiber Kontroll-Wildtyp (99,6+4,2 mg) deutlich erhéht. Bei den M/Mito-CK™-
Mausen konnte bei der Gewichtsbestimmung des Myokards keine weitere
Massenzunahme nach Infarkt nachgewiesen werden. Der Mittelwert der
linksventrikularen Masse in der Ml M/Mito-CK"-Gruppe lag auf einem Niveau
mit den M/Mito-CK”" ohne Infarkt und Ml WT-Mausen (Tabelle 5; Abbildung 9a).

Das linksventrikulare enddiastolische Volumen (LV EDV) der MI WT betrug mit
186,2+39,9 ul 266% des Volumens der WT ohne Infarkt. LV EDV der MI
M/Mito-CK”™ wies mit 143,5+14,5 ul ebenfalls eine deutliche Erhdhung
gegeniiber KontrollWT und M/Mito-CK”™ ohne Infarkt auf, ohne signifikante
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Abweichungen gegenlber den infarzierten Wildtyp-Mausen (Tabelle 5;
Abbildung 9b).

LV Masse (mg) LV EDV (ul) x4 *
* * *
200 - 250 -
160 - T 200 - l

120 - 150 -

80 1 100

N ‘ \ '
0

WT  MMito-CK MIWT MI M/Mito- M/Mlto CK MIWT MI M/Mito-
-/- CK-/- -I- CK -/-

40 A

0

Abbildungen 9a und b: Linksventrikulare Myokardmassen (LV Masse) und
enddiastolische Volumina (LV EDV) von Infarkt- (MI) und Kontrolltieren im Vergleich.
Dargestellt sind die Mittelwerte jeder Gruppe sowie deren Standardfehler.

* p<0,05 gegeniiber WT; + p<0,05 gegeniiber M/Mito-CK™".

Das endsystolische linksventrikulare Volumen (LV ESV) war bei Ml WT mit
129,9436,7 pl und Ml M/Mito-CK” mit 89,4+13,4 pl gegeniiber LV ESV der
Kontrolltiere um etwa den gleichen Betrag erhéht wie die entsprechenden
enddiastolischen Volumina. Erneut zeigten sich zwischen den infarzierten
Versuchstieren mit und ohne CK-KO keine signifikanten Unterschiede (Tabelle
5).
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LV-Parameter Wildtyp M/Mito-CK™ Wimltw M/Miml-CK"'
n=10 n=10 n=7 n=9
Masse (mgQ) 99,614,2 163,148,6 * 159,1+14,3 * 163,1£13,5*
EDV (ul) 70,0x3,1 88,915,1 186,2+39,9 *t 143,5+14,5 *t
ESV (ul) 25,512 2 34,5145 129,9+36,7 *t 89,4+134 *t
EF (%) 6413 6213 3716 "t 4015 *t
SV (ul) 44 512 8 54,4129 56,3x7,2 54,1£5,3
HZV (ml/min) 19,2+1,6 25,612,3 * 26,0+3,2 22,3+1,8
EDWD (mm) 0,85x0,02 1,111£0,04 * 1,01£0,06 * 1,0940,06 *
ESWD (mm) 1,36%0,05 1,56+0,04 * 1,411£0,07 1,4410,10
SWDZ (mm) 0,51+0,05 0,45+0,03 0,40%0,05 0,36+0,04
%SWDZ (%) 6116 414 * 417 * 3213 *
MIWD (mm) X X 0,56+0,04 0,51+0,03

Tabelle 5: Linksventrikulare (LV) Massen-, Volumen- und Funktionsparameter der
Mause mit Myokardinfarkt (MI) im Vergleich mit den Kontrolltieren. Alle Ergebnisse als
Mittelwerte + Standardfehler.

* p<0,05 gegeniiber Wildtyp; $ p<0,05 gegeniiber M/Mito-CK™".

Masse = Myokardmasse; EDV = enddiastolisches Volumen; ESV = endsystolisches
Volumen; EF = Ejektionsfraktion; SV = Schlagvolumen; HZV = Herzzeitvolumen;
EDWD = enddiastolische Wanddicke; ESWD = endsystolische Wanddicke;

SWDZ = absolute systolische Wanddickenzunahme; %SWDZ = prozentuale
systolische Wanddickenzunahme; MIWD = minimale Wanddicke im Infarktbereich

Gegenlber den entsprechenden Genotypen ohne Infarkt konnte in beiden MI-
Gruppen ein deutliches Absinken der linksventrikularen Ejektionsfraktion
(LV EF) von Ober 60% auf etwa 40% beobachtet werden. Dabei unterschieden
sich die EF von MI WT und MI M/Mito-CK™" nicht voneinander (Abbildung 10a).
Die linksventrikularen Schlagvolumina der infarzierten Tiere beider Genotypen
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waren identisch und auch gegenlber den Versuchstieren ohne Infarkt nicht
signifikant verandert (Tabelle 5; Abbildung 10b).

Wie bei den dbrigen gemessenen linksventrikularen Volumina waren im

Vergleich der errechneten Herzzeitvolumina zwischen beiden MI-Gruppen keine

signifikanten Unterschiede festzustellen, von den Kontrolltieren zeigten die WT

hier tendenziell niedrigere, M/Mito-CK” so gut wie identische Werte im
Vergleich mit den Infarkttieren (Tabelle 5; Abbildung 10c).

LV EF (%)
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Abbildungen 10a bis
Myokardinfarkt- (Ml) und Kontrolltieren im Vergleich. Oben Ejektionsfraktion (EF) und
Schlagvolumen (SV), unten Herzzeitvolumen pro Gramm Kérpergewicht (HZV Index).
Dargestellt sind die Mittelwerte jeder Gruppe sowie deren Standardfehler.

* p<0,05 gegenltber WT.
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Ergebnisse

Die gemessene enddiastolische linksventrikulare Wanddicke (LV EDWD) des
nicht infarzierten Myokards der Ml WT zeigte sich mit 1,01+0,06 mm gegenuber
den Kontrol-WT (0,85+0,02 mm) signifikant erhdht. In der MI M/Mito-CK™-
Gruppe war LV EDWD mit 1,09+£0,06 mm sowohl im Vergleich mit den Ml WT
als auch mit den M/Mito-CK”-Mausen (1,11+0,04 mm) nicht erhdht (Abbildung
11a). Endsystolisch lag die linksventrikulare Wanddicke der MI WT mit
1,4140,07 mm und MI M/Mito-CK”™ mit 1,440,170 mm im gleichen Bereich wie
bei WT (1,3620,05 mm) und M/Mito-CK” (1,56+0,04 mm). Damit betrug die
absolute Wanddickenzunahme in der Systole bei Ml WT 0,40+0,05 mm (WT-
Kontrolle 0,51+0,05 mm) und bei Ml M/Mito-CK”" 0,36+0,04 mm (M/Mito-CK""-
Kontrolle 0,45+0,03 mm), also vergleichbar mit den M/Mito-CK”-Mé&usen ohne
Infarkt aber in beiden Gruppen weniger als in der WT-Kontroll-Gruppe. Bezogen
auf die entsprechende diastolische Wanddicke ereichte Ml WT mit 41+7% nur
zwei Drittel der prozentualen systolischen Wanddickenzunahme (%SWDZ) der
Wildtyp-Kontrolltiere (p<0,05), MI M/Mito-CK” mit 32+3% nur die Halfte
(p<0,05), allerdings nicht signifikant weniger als M/Mito-CK” ohne Infarkt
(Tabelle 5; Abbildung 11b).

LV EDWD (mm) LV %SWDZ (%)
16 - * * * 80 - % % %
12- 60 o
0,8 4 40 -
0,4 1 20 -
0,0 \ 0
WT  M/Mito-CK MIWT Ml M/Mito- WT M/Mito-CK  MIWT Ml M/Mito-
/- CK -/ /- CK -/

Abbildungen 11a und b: Linksventrikulare enddiastolische Wanddicke (LV EDWD)
und prozentuale systolische Wanddickenzunahme (%SWDZ) von Myokardinfarkt- (Ml)
und Kontrolltieren im Vergleich. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie deren
Standardfehler.

* p<0,05 gegenltber WT.
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Die Bestimmung der geringsten Wanddicke im Infarktbereich (MIWD) ergab mit
einer Narbendicke von 0,56+0,04 mm bei Ml WT und 0,51+0,03 mm bei MI
M/Mito-CK™ identische Werte fiir beide Infarktgruppen.

Abbildungen 12a bis c: Kurzachsschichten aus der Diastole von drei verschiedenen
Wildtyp-Mausen 3-4 mm cranial der Herzspitze. Links gesundes Herz, Mitte Maus mit
mittelgroBem, rechts mit groBem chronischem Anterolateralinfarkt, 4 Wochen nach
Ligatur des Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie.

4.2.2 Rechtsventrikuldre Parameter

Die rechtsventrikularen Volumenparameter der infarzierten Mause beider
Genotypen zeigten samtlich ahnliche Mittelwerte flir beide Gruppen.
Signifikante Unterschiede waren hier nicht festzustellen (Tabelle 6). Bis auf eine
Ausnahme lagen alle Mittelwerte im selben Bereich derjenigen der WT- und
M/Mito-CK"-Gruppen ohne Infarkt. Lediglich das Herzzeitvolumen der MI
M/Mito-CK”-Mause war im Absolutwert gegeniber M/Mito-CK”-Kontrolle
erniedrigt, im Index pro Gramm Ko&rpergewicht waren allerdings auch bei
diesem Parameter keine signifikanten Unterschiede festzustellen.

Auch die rechtsventrikularen Wanddickenparameter zeigten eine hohe

Ubereinstimmung bei MI- und Kontrolltieren. Signifikante Unterschiede zeigten
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sich nur in der systolischen Wanddickenzunahme bei MI M/Mito-CK™”", diese war
im Absolutwert erniedrigt gegentber Ml WT, prozentual auf die enddiastolische
Wanddicke bezogen dagegen ohne signifikante Unterschiede (Tabelle 6).

RV-Parameter Wildtyp M/Mito-CK™ Wi:\tnjltyp M/Miml-CK"‘
n=10 n=10 n=7 n=9
EDV (ul) 67,14 1 87,0£5,4 * 74,8+10,1 70,6+3,8
ESV (ul) 26,4+3,0 36,2144 36,4161 29,0122
EF (%) 6015 5943 49+7 5813
SV (ul) 40,7+4,4 50,7+2,6 38,4484 41,6+4,0
HZV (ml/min) 17,1£1,6 23,6£1,6 * 17,0+3,3 17,6822
EDWD (mm) 0,42+0,03 0,4510,04 0,47+0,07 0,47+0,06
ESWD (mm) 0,70+0,03 0,75+0,03 0,82+0,11 0,70%0,06
SWDZ (mm) 0,28+0,03 0,30+0,03 0,35%0,05 0,2310,02 #
%SWDZ (%) 75116 78116 7719 5419

Tabelle 6: Rechtsventrikulare (RV) Massen-, Volumen- und Funktionsparameter der
Wildtyp- und M/Mito-CK”-Mause mit Myokardinfarkt (MI) im Vergleich mit den nicht
infarzierten Tieren. Alle Ergebnisse sind angegeben als Mittelwerte + Standardfehler.

* p<0,05 gegenliber Wildtyp; £ p<0,05 gegeniiber M/Mito-CK™; # p<0,05 gegeniiber
MI WT.

EDV = enddiastolisches Volumen; ESV = endsystolisches Volumen;

EF = Ejektionsfraktion; SV = Schlagvolumen; HZV = Herzzeitvolumen;
EDWD = enddiastolische Wanddicke; ESWD = endsystolische Wanddicke;
SWDZ = absolute systolische Wanddickenzunahme;

%SWDZ = prozentuale systolische Wanddickenzunahme
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4.3 Korrelationen

Im Vergleich der linksventrikularen und rechtsventrikularen Funktion zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen rechts- und linkventrikularem
Herzzeitvolumen bei Mausen ohne Myokardinfarkt. Es ergab sich jedoch in
allen sechs Gruppen ein Trend zu héheren linksventrikularen Herzzeitvolumina
(LV HzV, Abbildung 13). In den beiden Infarktgruppen war diese Differenz
signifikant. Im Mittel aller Versuchstiere ohne Infarkt war das RV HZV 1,7+0,7
ml/min oder 6,4+2,7 % niedriger als das LV HZV, ohne signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen. Bei den infarzierten
Tieren war das RV HZV im Mittel 6,5+1,6 ml/min oder 26,9+6,0 % geringer als
das LV HZV, mit tendenziell gr6Beren RV-LV-Differenzen bei den Ml WT.

Der Korrelationskoeffizient flr links- und rechtsventrikulare Herzzeitvolumina
betrug in den Versuchsgruppen ohne Infarkt nach Spearman 0,82 (p<0,001), in
den beiden Gruppen mit Infarkt 0,71 (p<0,05).

HZV (ml/min)
40 - ¥ *

30 -
20 -

10

WT M-CK-/- Mito-CK -/- M/Mito-CK  MIWT Ml M/Mito-

-/- CK-/-

\ W HZV Linker Ventrikel HZV Rechter Ventrikel \

Abbildung 13: Rechtsventrikulares und linksventrikuldres Herzzeitvolumen der
Versuchstiere im Vergleich. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler aller
sechs Versuchsgruppen.

* p<0,05 (RV HZV gegenlber LV HZV der gleichen Gruppe)
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Die linksventrikulare Myokardmasse zeigte innerhalb der vier Versuchsgruppen
ohne Infarkt erwartungsgeman eine deutliche Abhangigkeit vom Kdérpergewicht
(WT: r= 0,76; p<0,05). In den beiden Infarktgruppen war dies nicht der Fall. In
der MI Wildtyp-Gruppe konnte eine deutliche Abhangigkeit verschiedener
linksventrikularer Herzparameter von der InfarktgroBe festgestellt werden. Bei
relativ einheitlichen Kérpergewichten aller Tiere in dieser Gruppe (27 bis 299)
zeigte die LV Masse eine enge Korrelation zur prozentualen InfarkigréBe
(r=0,96; p<0,001, siehe auch Abbildung 14a), ebenso LV EDV und LV ESV
(jeweils r=0,93; p<0,05, Abbildung 14b). Demgegenlber konnte in der Ml
M/Mito-CK"-Gruppe keine solche Abhéngigkeit der Herzparameter von der
InfarktgroBe nachgewiesen werden (Korrelation InfarkigréBe / LV Masse:
r=-0,2; p=0,3).

LV Masse MI Wildtyp LV EDV MI Wildtyp
(mg) (uD)
250 .
300 + .
200 - . ¢
¢ 200 ’
150 - ** R
¢ 100 *
| < N
100 . .
InfarktgroBe (%) Infarktgrofie (%)
50 T T 1 0 I I 1
0 20 40 60 0 20 40 60

Abbildungen 14a und b: Korrelationen von linksventrikularer Myokardmasse (LV
Masse) und linksventrikularem enddiastolischem Volumen (LV EDV) mit der
InfarktgréBe (in Prozent des linken Ventrikels) der Versuchstiere der MI Wildtyp-
Gruppe.
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5 Diskussion

Seit der erstmaligen erfolgreichen Durchflihrung einer gezielten Manipulation
des Genoms eines Saugetieres im Jahre 1980 [17] erdffnet die Verfligbarkeit
transgener Tiermodelle ganz neue Mdglichkeiten, die physiologische oder
pathophysiologische Funktion einzelner Proteine zu klaren. So konnte auch die
Entwicklung der verschiedenen Kreatinkinase-Knockout-Mauslinien in den
letzten Jahren bereits neue Erkenntnisse liefern, verschiedene Studien
beschéftigten sich unter anderem auch mit den Auswirkungen eines CK-
Knockouts auf Muskulatur und speziell das Myokard. Dennoch blieben weiterhin
wichtige Kernfragen zu Funktion und Relevanz der Kreatinkinase im Herzen

unbeantwortet.

Wie bereits gezeigt werden konnte, flhrt selbst der véllige Ausfall der CK bei
M/Mito-CK”-Mausen im isolierten, perfundierten Herz nicht zu einer
nennenswerten Beeintrachtigung der Herzfunktion unter Normalbedingungen
[53][54][58]. Dennoch erschien es unwahrscheinlich, dass das Fehlen eines
stark exprimierten Enzyms wie der Kreatinkinase tatsachlich ohne wesentliche
Auswirkungen auf Morphologie und/oder Funktion des Herzens bleiben sollte.
In dieser Arbeit sollten daher weitere Erkenntnisse zur Bedeutung der
Kreatinkinase im Myokard gewonnen werden, indem erstmalig eine kardiale in
vivo-Charakterisierung von Mausen mit CK-Mangel durchgefihrt wurde. Dazu
wurden drei unterschiedliche Linien von transgenen Knockout-Mausen mit einer
Deletion der Gene einer oder mehrerer Isoformen der Kreatinkinase untersucht.
Des Weiteren wurde die Auswirkung eines chronischen Myokardinfarktes auf
CK-Knockout-Tiere untersucht. Die Verwendung der Magnetresonanz-
Tomographie, dem derzeitigen Goldstandard zur prazisen Erfassung der
kardialen Morphologie und Funktion in vivo [40][52], sollte eine hohe Prazision
der Ergebnisse sichern.
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5.1 Morphologie und Funktion des Herzens bei CK-KO

Als wesentliches Ergebnis des Vergleichs des kardialen Phanotyps der
verschiedenen CK-Knockout- (CK-KO) und Wildtyp-Mause konnte eine
linksventrikulare Hypertrophie in allen drei Knockout-Gruppen nachgewiesen
werden. Das Fehlen der mitochondrialen Isoform der Kreatinkinase der
Myozyten (Mito-CK™) induzierte dabei eine deutlich ausgepragtere Hypertrophie
(linksventrikulare Masse +73% gegendber Wildtyp) als das Fehlen der
zytosolischen Isoenzyme (M-CK”, linksventrikulare Masse +33% gegeniiber
Wildtyp). Die kombinierte Deletion der Gene sowohl der M-Untereinheit der
zytosolischen CK als auch der mitochondrialen CK  (M/Mito-
CK™) flihrte ebenfalls zu einer massiven Hypertrophie, ohne signifikanten
Unterschied zu den Mito-CK”. In Kombination mit dieser Zunahme der
linksventrikularen Muskelmasse konnte bei den Mito-CK”- und M/Mito-CK”-
Méausen eine leichte Erhéhung der enddiastolischen linksventrikularen Volumina
festgestellt werden (+33% bzw. +27% gegenitber WT), nicht dagegen bei den
M-CK™”-Mausen. Diese Ergebnisse sind teilweise kontrédr zu friiheren Studien,
die bei Untersuchungen am Herzen von CK-Knockout-Mausen keine derartig
ausgepragte Hypertrophie beschreiben [53][58]. Lediglich in zwei Féallen wurden
bei einem Vergleich der Herzgewichte von M/Mito-CK"-Mausen mit denen von
Wildtypen signifikante Unterschiede festgestellt. Im ersten Fall wurde im Alter
von 34 Wochen eine linksventrikulare Masse von durchschnittlich 138 mg bei
Wildtypen und 171 mg bei M/Mito-CK™ gefunden, was einer Zunahme um 24%
entspricht [6]. Im zweiten Fall wurde eine Zunahme des Verhaltnisses
Herzgewicht/Kérpergewicht von durchschnittlich 5,0 bei Wildtypen auf 6,0 bei
M/Mito-CK”™ (+20%) im Alter von 13 Wochen festgestellt [24]. Die im Vergleich
dazu doch deutlicher ausgepragte Hypertrophie der CK-Knockout-Mause in
dieser Arbeit ist zum Teil méglicherweise auf das héhere Lebensalter der jetzt
untersuchten Mause von durchschnittich 41 Wochen zurlckzufihren.
Zumindest ist eine Progressivitat der Hypertrophie bei Kreatinkinase-Mangel mit
zunehmendem Lebensalter zu diskutieren. Auch kann grundsatzlich eine

Abweichung der Ergebnisse der Untersuchungen am extrahierten Herzen von
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in vivo Untersuchungen wie in dieser Arbeit erwartet werden. Speziell nach
Experimenten am isolierten, perfundierten Herzen verursachen Odeme
Herzgewichtsveranderungen [53][58], die eine Hypertrophie eventuell
verschleiern beziehungsweise die Herzgewichtrelationen zwischen den
verschiedenen Genotypen verschieben. Zusétzlich sind methodisch bedingte
quantitative Abweichungen bei unterschiedlicher Datenerhebungsmethode nicht
auszuschlieBen. Hierzu ist zu bemerken, dass die Uberlegenheit der in vivo
Charakterisierung des Herzens mittels MRT zur exakten Quantifizierung der
Myokardmasse gegenlber alternativen Methoden zum derzeitigen Zeitpunkt
sowohl beim Menschen [3] als auch im Mausmodell [74] akzeptiert ist.

Interessant im Zusammenhang mit der nachgewiesenen Hypertrophie sind
Publikationen zur zellularen Morphologie, die einige zytoarchitektonische
Veranderungen in den Myozyten von M/Mito-CK”-Mausen beschreiben.
Hervorstechendes Merkmal einer ultrastrukturellen Reorganisation bei CK-
Knockout ist demnach die Auftrennung der Myofibrillen mit der Bildung
verdinnter Myofilamente in abweichender Anordnung mit verschmalerten A-
Banden. In den neu gebildeten Zwischenrdumen wurden zahlreiche zuséatzliche
Mitochondrien, teils in Haufen vorliegend, gefunden [24]. M&glicherweise liefern
diese mikroskopisch nachweisbaren Verdnderungen auf zellularer Ebene eine
Erklarung fir die beobachtete Hypertrophie des Herzens bei CK-Knockout.

Die deutliche Zunahme der linksventrikularen Masse zeigte sich bei Knockout
der mitochondrialen CK nicht nur konzentrisch hypertrophisch bedingt,
erstmalig konnte auch eine signifikante Dilatation des linken Ventrikels bei
diesen Genotypen nachgewiesen werden (Mito-CK” +33%, M/Mito-CK™™ +27%
gegenlber Wildtyp enddiastolisch). Zwar wurde eine Ventrikeldilatation zuvor
nicht beschrieben, doch ist festzustellen, dass in Untersuchungen am isolierten
perfundierten Herzen dieser Parameter typischerweise nicht exakt zu
bestimmen ist, da dabei die Herzflllung extern Uber eine ventrikulare
Druckmessung gesteuert wird. Die physiologische Kammerflllung in vivo kann
somit Uber die gemessenen Druck-Volumen-Kurven zwar abgeschétzt, jedoch
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nicht genau gemessen werden. In der bisher einzigen veréffentlichten Studie
der Herzfunktion von M/Mito-CK”-Mausen in vivo wurden verschiedene
Parameter echokardiographisch bestimmt [10]. Dabei fand sich unter anderem
ein enddiastolisch und endsystolisch erhdhter linksventrikularer Durchmesser
(enddiastolisch WT 3,39 gegeniiber M/Mito-CK”™ 3,70; endsystolisch WT 1,88
gegeniliber M/Mito-CK” 2,22). Obwoh| die Autoren diese Ergebnisse nicht
weiter kommentieren und die Volumina nicht explizit bestimmt wurden, lieBe
sich Uber eine geschatzte Ruckrechnung nach der Teichholz-Formel [63] vom
Durchmesser des Ventrikels auf sein Volumen schlieBen. Nach dieser
Rechnung kann in genannter Studie von einem enddiastolisch um circa 38%
erhdhten LV-Volumen ausgegangen werden, was den Ergebnissen der
vorliegenden Studie sehr nahe kommt. Abweichend von diesen
Ubereinstimmungen konnte echokardiographisch dagegen keine Verdnderung
der linksventrikularen Wanddicke bei M/Mito-CK"-Mausen festgestellt werden.
Diese Diskrepanz ist vermutlich auf die Schwierigkeit der exakten Erfassung der
anatomischen  Strukturen bei so kleinen Lebewesen wie Mausen
zurlckzufihren,  hier stoBen nahezu alle derzeit eingesetzten
Bildgebungsverfahren an gewisse Grenzen, wobei die Verwendung der

Kernspintomographie gegenwartig die genauesten Ergebnisse sichert [74].

Im Kontrast zur Kombination von Dilatation und Hypertrophie der Mito-CK”"- und
M/Mito-CK"-Mause steht die gering ausgepriagte rein konzentrische
Hypertrophie bei den M-CK”-Mausen (enddiastolische Wanddicke +18%
gegeniiber Wildtyp), einhergehend mit einer vélligen Ubereinstimmung
samtlicher weiteren im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Parameter mit denen
der Wildtyp-Mause. Bis auf die grenzwertige konzentrische Hypertrophie konnte
somit bei den M-CK”-Mausen keinerlei Pathologie gefunden werden, ein
Befund, der sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen deckt, die bei
diesem Genotyp ebenfalls keine wesentlichen morphologischen oder
funktionellen Defizite aufdecken konnten [13][53].
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Die Ergebnisse der rechtsventrikularen Volumenbestimmung zeigten parallel zu
den linksventrikularen Daten bei Mito-CK”"- und M/Mito-CK”-Mausen zumindest
grenzwertig erhdhte Volumina gegeniiber Wildtypen und M-CK”. Bei der
Interpretation dieser Ergebnisse muss allerdings die erhéhte Schwierigkeit einer
exakten Erhebung der rechtsventrikularen Parameter mit einbezogen werden.
Nicht nur die wesentlich geringere Wanddicke und die Form der rechten
Herzkammer mit hohem Grenzflachenanteil erschweren die Berechnung der
Volumina. Vor allem seine komplexe Geometrie sowie die anatomischen
Gegebenheiten der benachbarten Strukturen fihren bei der Datenanalyse zu
wesentlich gréBeren Zuordnungs- beziehungsweise Abgrenzungsproblemen zu
den Vorhdéfen und groBen GeféaBen [48], vor allem da die extrem dinnen
Herzklappen der Maus nicht immer sichtbar sind. Die Kombination dieser
Faktoren flhrt zwar zu einer geringeren Genauigkeit der rechtsventrikularen
Ergebnisse im Vergleich zu den einfacheren Verhéltnissen bei der MR-
Tomographie des linken Ventrikels, dennoch ist die Genauigkeit zumindest flir
qualitative Aussagen sicherlich ausreichend. Die gute Nutzbarkeit der
Kernspintomographie zur Erhebung rechtsventrikularer Funktionsparameter bei

Mausen in vivo wurde kirzlich nachgewiesen [75].

Die Volumen- und Funktionsparameter des Herzens der Mito-CK”- und M/Mito-
CK™-Méause wichen links- und rechtsventrikular in vergleichbarem AusmaB von
denen der Wildtypen ab. Dagegen blieb die konzentrische Hypertrophie rein auf
den linken Ventrikel beschrankt. Dies kdnnte als Folge der physikalischen
Gegebenheiten am Herzen interpretiert werden. Sofern davon ausgegangen
werden kann, dass bei CK-Knockout initial eine intrazellulare enzymatische
Stérung mit  Auswirkungen auf den Energiehaushalt vorliegt, so kann
angenommen werden, dass der im Vergleich zum rechten Ventrikel aufgrund
der deutlich hdheren Druckbelastung energetisch stark geforderte linke
Ventrikel hier deutlich eher Symptome etwa eines Energiemangels zeigen
darfte. Demzufolge kdnnen hier auch die gréBeren Auswirkungen bei Stérung
des Energiestoffwechsels erwartet werden. Die beschriebenen Veranderungen

des rechten Ventrikels bei CK-Knockout im Vergleich zu den Wildtypen sind
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aber nicht notwendigerweise isoliert und analog den Verhéltnissen am linken
Ventrikel zu sehen. Es ist ebenfalls denkbar, dass die rechtsventrikulare
Dilatation  einen  sekundaren  Anpassungsprozess bei  bestehender
Beeintrachtigung vor allem des energetisch hochbeanspruchten linken
Ventrikels darstellt. Der enge Zusammenhang links- und rechtsventrikularer
Morphologie und Funktion und pathologischer Prozesse beider Ventrikel wurde
in verschiedenen Veréffentlichungen bereits ausfihrlich beschrieben [7][47][75].

Trotz deutlicher Hypertrophie des linken Ventrikels und Dilatation beider
Ventrikel zeigte sich die links- ebenso wie die rechtsventrikulare Herzfunktion
der Mito-CK”- und M/Mito-CK™-Mause in keiner Weise eingeschrénkt, was sich
mit den Ergebnissen anderer Studien, etwa am isolierten Herzen [53][54][58],
deckt. Bei nahezu identischen Ejektionsfraktionen aller vier Genotypen von
etwa 65% waren sowohl das Schlagvolumen als auch das Herzzeitvolumen bei
M/Mito-CK™ (und mit Einschrénkungen auch Mito-CK™) gegentiber Wildtyp und
M-CK” sogar erhdht. Die Tatsache, dass Schlagvolumen und
Herzminutenvolumen bei Knockout der mitochondrialen Kreatinkinase nicht nur
nicht ab-, sondern im Gegenteil sogar zunehmen (M/Mito-CK”™ LV HZV +33%,
RV HZV +38% gegenitber Wildtyp), erscheint auf den ersten Blick nicht
unbedingt schlissig. Eine potentielle Erklarung fir das gestiegene
Herzzeitvolumen ist im in der Summe erhdéhten Durchblutungsbedarf des
hypertrophierten Myokards zu vermuten. Wenn auch sicherlich nicht in diesem
Umfang von ~35%, ist infolgedessen mdglicherweise eine HZV-Steigerung im

messbaren Bereich zu begrinden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse der gemessenen Herzzeitvolumina sind
neben den Unterschieden im Herzzeitvolumen der Mause der verschiedenen
Versuchsgruppen auBerdem die Unterschiede zwischen gemessenem links-
und rechtsventrikularem HZV bei den einzelnen Versuchstieren zu
bertcksichtigen. Dabei ergaben sich in allen Versuchsgruppen tendenziell
niedrigere rechtsventrikulare Herzzeitvolumina als linksventrikulare. Wahrend

bei den linksventrikularen Messungen eine hohe Genauigkeit unterstellt werden
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darf [40], liegen bei der Phanotypisierung des rechten Ventrikels wie bereits
erlautert wesentlich schwierigere Verhaltnisse vor. Vermutlich hatte angesichts
der zarten, komplex geformten rechtsventrikularen Strukturen eine Erhdéhung
der raumlichen Auflésung im vorliegenden Fall fir auch quantitativ &hnlich
genaue Ergebnisse wie in einer vorhergehenden Studie [75] gesorgt. Allerdings
ware dies nur unter der Voraussetzung einer deutlichen Messzeitverlangerung
mit erhdhter Belastung der Versuchstiere (Narkose) und unter Umstanden
wiederum damit verbundenen Herzfunktionsverdnderungen maoglich gewesen,
was angesichts der Zielsetzungen dieser Arbeit nicht unbedingt sinnvoll
erschien. Es kann festgehalten werden, dass sich trotz der im Vergleich zu den
linksventrikularen tendenziell niedrigeren rechtsventrikularen Herzzeitvolumina
beide gemessenen Werte in den Versuchsgruppen ohne Infarkt nicht signifikant
unterschieden. Im Unterschied dazu war bei den infarzierten Versuchstieren
lediglich das links- nicht aber das rechtsventrikulare HZV erhéht und zwischen
beiden Messwerten wurden signifikante Unterschiede nachgewiesen. Diese
Tatsache ist vermutlich als Korrelat einer relativen Mitralklappeninsuffizienz bei
LV Dilatation anzusehen, worauf im Folgenden noch genauer eingegangen
werden wird. Die genauen Mechanismen und Hintergriinde der gefundenen
Steigerung des HZV im Umfang von etwa 35% bei M/Mito-CK”™ ohne Infarkt
gegentber Wildtyp sind zwar im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlieBend zu
klaren, jedoch ist auch hier mdglicherweise eine durch Hypertrophie und
Dilatation hervorgerufene relative Mitral- und Trikuspidalinsuffizienz der

entscheidende Faktor.

Geht man davon aus, dass die myokardiale Hypertrophie Teil eines
Adaptationsprozesses bei gestdrtem intrazelluldrem Energietransport darstellt,
so scheinen in der Bilanz bei Kreatinkinase-Defizit durch CK-Knockout mégliche
primar vorhandene Funktionsstérungen gut kompensiert zu sein. Dies ist vor
allem auch vor dem Hintergrund der nachgewiesenen Dilatation des linken
Ventrikels bemerkenswert, infolge derer die nach dem Gesetz von Laplace
erhéhte Wandspannung eher zu einer zusatzlichen Verschlechterung der

Okonomie der Herzarbeit filhrt. Eine gut erhaltene Herzfunktion der Knockout-
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Tiere war zwar aufgrund der friiheren Studien zu erwarten, die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen aber, dass ein Kreatinkinase-Mangel keineswegs ohne
Auswirkungen auf das Myokard bleibt. Wobei zu hinterfragen ist, inwieweit das
derartig veranderte Herz auch bei erhdhter Belastung eine ausreichende
Leistungsfahigkeit aufweist. Neuen Studien zufolge konnten Einschréankungen
der Herzfunktion von CK-Knockout-Mausen bei erhéhtem Energiebedarf
festgestellt werden [10].

Herauszustellen ist auBerdem die Beobachtung, dass sich bei M-CK” ebenso
wie bei Mito-CK” eine Hypertrophie ausbildete, jedoch in deutlich
unterschiedlichem AusmaB, was die Annahme eines geringfligig abweichenden
Pathomechanismus in beiden Fallen nahe legt. Allerdings zeigt der Vergleich
mit den M/Mito-CK”-Mausen, dass eine Kombination beider Knockouts zu
keiner Kumulation der Auswirkungen zweier unterschiedlicher Prozesse flhrt,
da gegeniber Mito-CK” keine verstarkte Hypertrophie (oder Dilatation)

nachgewiesen werden konnte.

Der Vergleich der verschiedenen Knockout-Stamme lasst den Schluss zu, dass
das mitochondriale CK-lsoenzym gegentber den anderen Isoformen von
besonderer Bedeutung ist. Die Schlisselstellung der mitochondrialen
Kreatinkinase im Energietransfer der Myozyten wurde bereits diskutiert. Mit
Hilfe von ®'P MR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass ein Knockout der
zytosolischen Isoform der Kreatinkinase in der Bilanz keine wesentlichen
Auswirkungen auf den enzymatischen Umsatz energiereicher Phosphate hatte.
Dagegen bedingte ein Ausfall der mitochondrialen Isoform eine deutliche
Verringerung des Umsatzes solcher Verbindungen [13][54][58]. Messungen der
Respirationsrate in den Zellen von M-CK”- und Mito-CK”-Mausen lassen den
Schluss zu, dass das von der mitochondrialen CK generierte ADP ein wichtiger
Regulator der oxidativen Phosphorylierung in der Zelle ist [25]. M-CK”-M&use
zeigten dagegen keine bedeutenden Veranderungen gegeniber Wildtyp-
Mausen. Die jetzt erhobenen Daten stiitzen diese Ergebnisse und belegen,
dass die verschiedenen Isoformen der Kreatinkinase im Myokard
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unterschiedliche Funktionen wahrnehmen und besonders bei Fehlen der
mitochondrialen Isoform erhebliche Adaptationen am Herzen gegentber dem
normalen Genotyp resultieren. Letzteres ist besonders angesichts der Tatsache
bemerkenswert, dass die mitochondriale Kreatinkinase im gesunden Myokard
im Vergleich zu den zytosolischen Isoformen in wesentlich geringeren
Konzentrationen in den Muskelzellen vorliegt [69] und in vitro nur etwa 26 % der
absoluten enzymatischen Aktivitat auf die mitochondriale Isoform entfallen, auf
die zytosolischen Isoformen dagegen mindestens 70 % [13][61].

5.2 CK-Knockout und Myokardinfarkt

Nachdem ein Knockout der mitochondrialen Kreatinkinase bereits ohne weitere
Manipulationen eine deutliche Hypertrophie des Herzens bei gut erhaltener
Funktion verursachte, eréffnete sich die Frage, wie sich ein Myokardinfarkt in
dieser Situation auswirkt. Die in Folge eines Infarktes auftretende typische,
bildgebungstechnisch erfassbare kardiale Reorganisation, auch als Remodeling
bezeichnet, ist beim Menschen bereits seit geraumer Zeit Gegenstand
intensiver Forschung. Die Verhdltnisse im hier gewahlten Mausmodell
entsprechen weitestgehend denen des Menschen, unter anderem treten bei
chronischem Myokardinfarkt auch bei Mausen langfristig in Abhangigkeit von
der InfarkigréBe regelmaBig eine linksventrikulare Dilatation und eine
Hypertrophie des Myokards auBerhalb des eigentlichen Infarktgebietes auf [40].

Wie in vorhergehenden Studien fihrte die Infarzierung der Wildtyp-Mause vier
Wochen nach der Operation zu einem deutlichen Remodeling. Diese Mause
entwickelten in Abhéangigkeit von der InfarkigréBe eine Hypertrophie und
Dilatation des linken Ventrikels, gleichzeitig veranderten sich auch dessen
Funktions-Parameter. Der rechte Ventrikel zeigte keine sicheren Anzeichen
eines Remodelings. Doch obwohl sowoh! ein M/Mito-CK”-Knockout als auch
ein chronischer Myokardinfarkt bei Wildtypen separat jeweils ein deutliches

linksventrikulares Remodeling im Sinne einer Hypertrophie hervorriefen,
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entwickelte sich nach einer Kombination beider Pathologien, bei den
infarzierten M/Mito-CK”-Mausen, keine zusatzliche Symptomatik gegentiber
den MI WT im Sinne eines verstarkten Remodelings. Samtliche bestimmten
Parameter von Wildtyp- und Knockout-Mausen zeigten nach Myokardinfarkt ein
hohes MaB an Ubereinstimmung. Entsprechend diesen Ergebnissen fanden
sich auBerdem keinerlei klinische Zeichen eines Herzversagens, wie
beispielsweise ein Pleuraerguss oder Aszites. Auch die Mortalitdt war nicht
erhéht. Somit darf gefolgert werden, dass die hier untersuchten Knockout-
Mause das Fehlen der Kreatinkinase kompensieren konnten.

Die Herzfunktion war vor wie nach Infarzierung im Vergleich zu den Wildtyp-
Mausen gut erhalten, was sich auch in der identischen Infarktmortalitat beider
Genotypen ausdriickt. Interessanterweise waren bei den M/Mito-CK”-Mé&usen
infolge der Infarzierung keine weiteren Adaptationsprozesse, wie beispielsweise
eine zusatzliche Wanddickenzunahme, festzustellen. Es wurde zumindest in
Ruhe eine Wildtyp-aquivalente Herzfunktion erreicht. Auch wenn diese
Ergebnisse auf den ersten Blick mdglicherweise Uberraschend erscheinen,
ergeben sich hier Parallelen mit Daten aus der Literatur. So konnte gezeigt
werden, dass bei Ratten die Induktion einer kardialen Hypertrophie durch
Stérung des Fettsadurestoffwechsels nicht nur die linksventrikulare Dilatation
nach chronischer Koronarligatur begrenzte, sondern die linksventrikulare
Funktion sogar verbesserte [35]. Vergleichbar dazu wurden in einer Studie
spontan  hypertensive  Ratten mit infolge dessen vorbestehender
linksventrikularer Hypertrophie infarziert. Diese Tiere entwickelten trotz der
hypertensiv bedingt erhéhten Nachlast und damit erhéhter Belastung des linken
Ventrikels nur eine geringe linksventrikulare Dilatation bei gut erhaltener
Ventrikelfunktion [78]. Betrachtet man zusétzlich die Ergebnisse der jetzt
durchgefuhrten Untersuchungen, so finden sich Indizien flr positive
Auswirkungen einer vorbestehenden linksventrikularen Hypertrophie auf das
kardiale Remodeling nach Myokardinfarkt. Eine Erklarung hierfir wéaren die
positiven physikalischen Effekte einer vorbestehenden Wandverdickung,

welche nach dem Laplace’schen Gesetz bereits im frihen Stadium eines
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Myokardinfarktes den Wandstress und damit wohl auch den Energiebedarf des
Myokards verringern. Andererseits konnte in der vorliegenden Arbeit auch keine
eindeutig protektive Wirkung einer vorbestehenden Hypertrophie bei
Myokardinfarkt der M/Mito-CK”-Mause nachgewiesen werden. Sowohl die
Mortalitat im akuten, als auch die Morphologie des Herzens im chronischen
Stadium waren bei infarzierten Wildtypen und infarzierten Knockout-Mausen
vergleichbar. Es zeigte sich allerdings ein Trend zu geringeren
linksventrikularen Volumina nach Infarzierung der M/Mito-CK”-Mause.

Zwar kann in dieser Arbeit zu dieser Frage keine abschlieBende Beurteilung
gegeben werden, doch st mdglicherweise durch vorbestehende
Wandhypertrophie ein gewisser Schutz des Herzens der CK-Knockout-Mause
vor exzessiver Dilatation nicht auszuschlieBen. Dies kdnnte eine Erklarung
dafir sein, dass die CK-Knockout-Mause nach Infarkt in keinem der
gemessenen Parameter entscheidende Unterschiede gegenuber den
infarzierten Wildtypen zeigten. Dies ist insofern bemerkenswert, als eine
linksventrikulare  Hypertrophie infolge  anderer  zugrunde liegender
pathologischer Prozesse als prognostisch unginstig angesehen wird [77]. In
dieser Arbeit konnten dagegen solche negativen Folgen etwa im Sinne einer
erhdéhten Mortalitdt nicht nachgewiesen werden, wozu einschrankend zu
bemerken ist, dass eindeutige Nachteile flr die Knockout-Mause in einem
spateren Lebensabschnitt nicht auszuschlieBen sind. Die frihe Mortalitat wird
neben den akuten Infarktkomplikationen wie Ventrikelruptur, kardialer
Dekompensation oder Rhythmusstérungen wie etwa Kammerflimmern [9] auch
von operativen Komplikationen, wie Narkose- und Beatmungsfolgen, Blutungen,
hypoxischen Schaden, Schock etc., bestimmt. Die langfristige Uberlebensrate
ist dagegen wie beim Patienten Uberwiegend gepragt vom komplexen
Zusammenwirken humoraler und kardialer Faktoren des Remodelings [26][77].

Im Gegensatz zu den vier Gruppen ohne Infarkt zeigte sich bei den beiden
Infarktgruppen das linksventrikulare Herzzeitvolumen im Verhéltnis zum
rechtsventrikularen HZV deutlich erhéht, bei MI Wildtyp um durchschnittlich
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53% und bei Ml M/Mito-CK™ um 27%. Im Schnitt aller vier Gruppen ohne Infarkt
war das linksventrikuldare HZV dagegen nur 9% hdéher als das rechtsventrikulare
HZV. Primar sind ahnliche Herzzeitvolumina des rechten und linken Ventrikels
zu erwarten, und die in den Infarktgruppen gefundenen Ergebnisse lassen sich
nicht allein durch Messungenauigkeiten erklaren. Das Schlagvolumen wurde als
Differenz aus EDV und ESV errechnet, womit dieser Messmethode der
effektiven Herzleistung in vivo eine gewisse Vereinfachung der tatséchlichen
Vorgange zugrunde liegt. Im vorliegenden Fall sind die Differenzen zwischen
ermitteltem und dem korrekten HZV im Sinne des effektiv im Kdperkreislauf
beférderten Blutzeitvolumens vermutlich auf Blutregurgitationen infolge von
Klappenvitien zurlckzuflhren. Eine beim Menschen haufig zu beobachtende
Komplikation des groBen  chronischen  Myokardinfarktes ist die
Mitralinsuffizienz, die nicht allein durch Papillarmuskelabriss verursacht wird,
sondern vor allem in Form einer funktionellen Insuffizienz als Folge einer
Geflgedilatation des linken Ventrikels auftritt [23]. Da bei M&ausen ein
entsprechendes Phanomen auftritt, ist das wie oben berechnete HZV (Differenz
zwischen enddiastolischem und endsystolischem Volumen) die Summe aus
dem in den Vorhof regurgitierten und dem in die Aorta ausgeworfenen Blut. Die
Differenz des HZV beider Ventrikel kann als ungefahres MafB der relativen
Mitralinsuffizienz angesehen werden, wenn man davon ausgeht, dass die

Trikuspidalklappe suffizient ist.

Die hier dargelegten Ergebnisse zeigen vier Wochen nach Infarkt ein deutliches
Remodeling am Herzen der Wildtyp-Mause, das in seiner Auspragung von der
InfarktgroBe abhangig ist. Bei den M/Mito-CK”-Mausen konnte nach Infarkt
lediglich eine Zunahme der Dilatation und Abnahme der Ejektionsfraktion des
linken Ventrikels nachgewiesen werden. Die (brigen kardialen Parameter
einschlieBlich Myokardmasse und Herzzeitvolumen waren gegentber den nicht
infarzierten Knockout-Mausen im Mittel nicht verandert und zeigten auch keine
Korrelation zur InfarktgréBe. Zumindest bis zum Zeitpunkt von vier Wochen
nach Infarkt bewirkten also weder der Kreatinkinasemangel noch die infolge

dessen bestehende Hypertrophie des Herzens einen deutlich ersichtlichen
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Nachteil flr diese Versuchstiere, was sich auch in der Mortalitat niederschlug.
Selbst ein verhéltnismaBig groBer Infarkt konnte bei CK-Knockout ebenso gut

wie bei Wildtypen kompensiert werden.

5.3 Energiemetabolismus und kardiales Remodeling

Infolge der bereits dargelegten Ergebnisse dieser Arbeit ist nun sowohl die
Frage nach der genauen Atiologie der myokardialen Hypertrophie bei Knockout
der Kreatinkinase zu diskutieren, als auch ihr histologisches Korrelat zu
hinterfragen. Als direkter Effekt eines CK-Knockout und damit Ursache der
Hypertrophie sind verschiedene Mechanismen denkbar. Neben der Mdglichkeit
einer Zunahme der reinen Muskelmasse durch Hypertrophie der einzelnen
Myozyten, ahnlich der physiologischen Adaptation bei erhéhter Belastung, wére
ebenfalls ein pathologischer Umbau des Myokards im Sinne einer Verfettung
oder Fibrosierung denkbar. Auch eine Kombination verschiedener Prozesse

kommt in Frage.

In den bisherigen histologischen Untersuchungen von CK-Knockout-Mausen
wurden keine Hinweise flr einen bindegewebigen Umbau des Myokards mit
vermehrtem Auftreten von Fibrozyten oder Fettzellen oder einer Vermehrung
der extrazelluldren Matrix gefunden. Es fanden sich jedoch Anhalte fir
Veranderungen der Zellarchitektur in den Myozyten von M/Mito-CK”-Mausen,
etwa verschmalerte Myofibrillen und eine Einwanderung von Mitochondrien in
die Zwischenrdume zwischen den kontraktilen Elementen [24]. Obwohl die
Autoren in dieser Studie zusétzlich auch ein erhdhtes relatives Herzgewicht
feststellten, wurden jedoch keine Angaben zur GréBe der einzelnen Myozyten
bei M/Mito-CK”-Mausen gemacht. Die Ergebnisse einer histologischen
Untersuchung der MyozytengroBe weisen auf eine signifikante VergréBerung
der Myozytenquerschnitte bei CK-Knockout-Mausen hin [41].
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Eine haufige Ursache der linksventrikularen Hypertrophie ist eine erhéhte
Nachlast als Folge arterieller Hypertonie. Dass dieser Mechanismus als
auslésender Faktor der Hypertrophie bei Mito-CK”- und M/Mito-CK”-M&usen
(unter Umstanden hervorgerufen von bisher unbekannten Effekten eines CK-
Knockouts an anderen Organen) jedoch nicht zum Tragen kommt, wurde
kiirzlich gezeigt. Der Blutdruck der wachen Mito-CK”- und M/Mito-CK”-Mause
ist gegenlber dem von Wildtyp-Mausen nicht erhéht und ist somit als Ursache
der ventrikularen Hypertrophie auszuschlieBen [41].

In dieser Arbeit konnten keinerlei funktionelle Defizite des Herzens bei Fehlen
der Kreatinkinase aufgedeckt werden, dennoch zeigt der Nachweis einer
deutlichen Hypertrophie und Dilatation am Herzen der CK-Knockout-Mause,
dass bei CK-Mangel primar eine Stérung der normalen Funktionsfahigkeit des
Herzens oder zumindest eine Beeintrachtigung intrazellularer Signalprozesse
und Regelkreise vorliegt. In friiheren Studien wurden bei Mito-CK™- und M/Mito-
CK”-Mausen intrazellulare  Verdnderungen der  Energiechomdostase
beschrieben. Neben einem Abfall des Verhaltnisses Kreatinphosphat zu ATP
wurden ein Anstieg der Konzentration des freien ADP sowie ein Abfall der aus
ATP-Hydrolyse verfigbaren freien Energie beobachtet [53][54][58]. Es kénnte
gefolgert werden, dass die beobachtete Hypertrophie durch diese
Verschiebungen im Energiegleichgewicht verursacht wird. Nach dem
derzeitigen Stand der Wissenschaft wird davon ausgegangen, dass dem
Kreatinphosphat - einem Produkt der Kreatinkinase-katalysierten Reaktion - in
der Zelle als ,Energie-Shuttle” eine wichtige Bedeutung zukommt. Demzufolge
dient das Kreatinphosphat vor allem als Energielbertrager zwischen den
Mitochondrien als Ort der =zelluldaren Atmung und dem Ort des
Energieverbrauchs, in den Myozyten also vor allem den kontraktilen Filamenten
[70][76]. Moglicherweise sind die beschriebenen  Anhdufungen der
Mitochondrien in der Nahe der Fibrillen [24] als Adaptation zu betrachten, um
die Strecke zwischen Energieproduzenten und -verbrauchern bei Ausfall dieses
Transportsystems moglichst kurz zu halten. Eine solche zellulare
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Reorganisation kénnte dann als ein entscheidender Schritt in der Ausbildung

einer Hypertrophie aufgefasst werden.

Tatsachlich lassen sich verschiedene Belege dafir finden, dass die ungestorte
Funktion des zellularen Energiemetabolismus entscheidenden Einfluss auf die
Morphologie des Herzens hat und auf dieser Ebene auftretende Stérungen eine
kardiale Hypertrophie verursachen kénnen [71]. Passend zu den Ergebnissen
dieser Arbeit wurden auch in anderen Studien aufféllige kardiale Umbau-
beziehungsweise Reorganisationsprozesse im Sinne einer vor allem
linksventrikularen Hypertrophie beschrieben, nachdem wichtige Substrate oder
Enzyme der zellularen Energieversorgung entfernt wurden. So konnte bei
Ratten durch Fltterung des Kreatinanalogons Beta-Guanidinoproprionat mit der
Folge einer Stérung der Bildung von Kreatinphosphat, einem Substrat der von
der Kreatinkinase katalysierten Reaktion, eine signifikante rechts- und
linksventrikulare Hypertrophie induziert werden [37]. Ebenso wurde in einem
kirzlich entwickelten Mausmodell mit Knockout des fir die Kreatinsynthese
unverzichtbaren Enzymes  Guanidinoazetat-N-methyltransferase  neben
zahlreichen anderen Effekten eine Erhdhung der Relation Herzgewicht zu
Kdrpergewicht um etwa 15% festgestellt [55]. Daneben zeigten auch Mause mit
Knockout des Glukosetransporters GLUT4 eine kardiale Hypertrophie, obwonhl
in diesem Fall die Kreatinphosphat/ATP-Relation nicht erniedrigt, sondern im
Gegenteil erhéht war [73]. Auch beim Menschen wurde anhand des Beispiels
von Patienten mit genetisch bedingter hypertrophischer Kardiomyopathie bei
ineffizienter ATP-Verwertung die zentrale Rolle von Veradnderungen des
Energiemetabolismus bei der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
diskutiert [2].

Wenn auch die Bedeutung der Kreatinkinase fir die Ausbildung einer normalen
Herzmorphologie und die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie infolge
eines CK-Knockouts in dieser Arbeit in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen klar dargelegt wurden, so muss die Frage nach dem
genauen Verlauf der Adaptationsprozesse bei CK-Knockout und den zugrunde
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liegenden zellularen Signalprozessen offen bleiben. Nachdem eine enge
Verbindung des intrazelluldren Kalzium- und Energiehaushalts im Muskel
beschrieben wurde [65], lieBe sich Uber eine intrazellulare Signalwirkung des
Kalziums in diesem Zusammenhang spekulieren, schlieBlich beschreiben einige
Publikationen bedeutende Anderungen des intrazellularen Kalziumhaushalts als
Folge eines CK-Knockouts [6][10][62].

In einer Studie zur Bedeutung intrazellularer Enzyme und Membrankanale in
der Aufrechterhaltung der Energiehomdostase der Zelle wurde flr die
zytosolischen Isoenzyme der CK eine wichtige Rolle in der intrazellularen
Signalgebung postuliert. Unter anderem wurde die Bedeutung der
Kreatinkinase fir die ungestérte Funktion von Membran-Kanélen herausgestellt,
bei M-CK-Knockout zeigten die einzelnen Zellen phanotypisch Verdnderungen
im Sinne einer Stdérung des elektrischen Membranpotentials bei gestorter
Kaliumkanal-Funktion [1]. In dieser Entdeckung kénnte mdglicherweise auch
die entscheidende Ursache der Stérungen des Kalziumhaushalts der Zelle
liegen, denn der enge Zusammenhang von Kalziumhaushalt und zellularen
Membranpotentialen ist bekannt. Vor diesem Hintergrund ist bei der engen
Verzahnung des Energiestoffwechsels mit vielen Funktionen der Muskelzelle
nicht auszuschlieBen, dass ein Knockout der Kreatinkinase weit reichende
Veranderungen innerhalb der Zelle nach sich zieht, die unter anderem auch die
Genexpression betreffen kénnten. Beispiele fir direkt rezeptorvermittelte
Mechanismen in der Genese von kardialer Hypertrophie sind der Guanylyl
Cyclase-A Rezeptor, der Wachstum von Myozyten und Fibroblasten hemmt,
und der Angiotensin Il 1A Rezeptor, Uber dessen Stimulation eine ausgepragte
kardiale Hypertrophie und Fibrose hervorgerufen werden kann [33]. Im
Endeffekt bestehen vielfaltige Verknipfungen zwischen Energiehaushalt,
kardialer Funktion, Remodeling und der Transkription von Genen fir die
Enkodierung von Proteinen mit Schliisselstellungen betreffend Metabolismus
und Transport verschiedenster Substrate, Uber deren exaktes Zusammenwirken

zum jetzigen Zeitpunkt Gberwiegend gemutmaft werden muss [4].
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Auch wenn die Frage nach den Zusammenhangen zwischen Schadigungen des
Myokards, Hypertrophie des Herzens und Anderungen im Kreatinkinase-
System nicht abschlieBend geklart ist, fanden sich klare Belege flir einen engen
Zusammenhang von kardialer Hypertrophie und Anderungen im Kreatinkinase-
System. Es kann geschlossen werden, dass ein extremer Abfall der
Kreatinkinase wohl nur unter den Bedingungen eines umfassenden
Adaptationsprozesses des Herzens, einschlieBlich einer ausgepragten
linksventrikularen Hypertrophie, toleriert werden kann.

5.4 Limitationen

Bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit ist festzustellen, dass hier
ein Mausmodell untersucht wurde, dass nicht in allen Punkten der Situation
eines Myokardinfarktes beim Patienten entspricht. So unterscheidet sich etwa
das hier verwendete Modell eines operativ induzierten Myokardinfarktes in
wesentlichen Punkten von den Verhaltnissen beim Patienten mit Infarkt, bei
dem verschiedene pathologische Prozesse wie eine Hypertonie, Hyperlipidamie
und Arteriosklerose eine entscheidende Rolle spielen. Dieser Umstand
erschwert die direkte Vergleichbarkeit der Untersuchungen bei experimentell
verursachten Infarkten und der klinischen Realitat. Der Vorteil eines solchen
Modells ist auf der anderen Seite, dass so Ursache und Wirkung der einzelnen
Prozesse isoliert untersucht und viele andere Faktoren ausgeschlossen werden
kénnen, womit prazise Ruckschlisse auf die genaue Atiologie eines
pathologischen Prozesses haufig erst mdglich werden.

Als methodische Schwache der hier durchgefiihrten Arbeit lasst sich anflhren,
dass zur Erhebung der kardialen Parameter bei CK-Knockout Mause untersucht
wurden, die laut Erstbeschreibung aus den Blastozysten von Mausen des
Stammes C57BL/6 und embryonalen Stammzellen von Mausen des Stammes
129/Sv gezlchtet wurden und somit einen nicht exakt bestimmten Genotyp
aufweisen [12][62]. Mangels Verfligbarkeit eines bis auf die Gene zur
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Transkription der Kreatinkinase identischen Genotyps wurden zum Vergleich in
dieser Studie Wildtyp-Mause des Stammes C57BL/6 verwendet. Daher ist nicht
vollig auszuschlieBen, dass geringfligige genetische Unterschiede zwischen
Wildtyp- und Knockout-M&usen zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhrten.

Obwohl der Genotyp unzweifelhaft von hoher Bedeutung ist, lassen sich die
Ergebnisse der Mito-CK"- und M/Mito-CK”-Mause - unter anderem etwa 70%
Zunahme der linksventrikularen Masse gegenuber Wildtyp - aufgrund der
Deutlichkeit ihrer Auspragung wohl kaum auf diese Weise erklaren. Im
Vergleich mit den Ergebnissen der M-CK”-Mause, deren Genotyp einen
identischen genetischen Background wie die Genotypen der Mito-CK”- und
M/Mito-CK”-Mause aufweist, zeigt sich dann definitiv, dass der Faktor der
unterschiedlichen Zuchtstdmme beim Vergleich mit den Wildtypen zu
vernachlassigen ist. Bis auf die linksventrikulare Masse und Wanddicke, die bei
M-CK™ leicht erhdht waren, zeigten alle (ibrigen Parameter einerseits ein hohes
MaB an Ubereinstimmung mit den Parametern der Wildtypen und andererseits
signifikante Unterschiede zu denen der Mito-CK”- und M/Mito-CK”-Méause,
womit die Hypertrophie und Dilatation des Herzens definitiv durch den
entsprechenden Gen-Knockout verursacht sein miissen. Im Ubrigen wurden,
zumindest soweit im Rahmen der Literaturangaben feststelloar, auch in
samtlichen anderen Studien, in denen diese Knockout-Stdmme untersucht
wurden, als Kontrolltiere Mause des Stammes C57BL/6 verwendet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen mdglichst genau die Morphologie und
Funktion des Herzens in vivo wiedergeben. Dabei missen speziell bei der
Interpretation der Funktions-Parameter mdégliche Auswirkungen der Narkose
wahrend der Messungen in Betracht gezogen werden. Ein ideales
Anasthetikum sollte eine ausreichende Narkosetiefe gewahrleisten, gut
vertraglich sein und die Physiologie des Versuchstieres nicht verandern. Wie in
anderen Cine-MR-Studien wurde daher Isofluran als Narkosegas verwendet,
welches vor allem den Vorteil einer dem Wachzustand sehr nahe kommenden,
sehr stabilen Herzfunktion wahrend der Narkose bei guter Steuerbarkeit und
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Vertraglichkeit hat [50]. Zusatzlich wirken sich speziell in der MR-Tomographie
der Maus die leicht atemdepressiven Einfliisse des Isoflurans positiv auf die
Qualitat der Bilder aus, da somit die Bewegungsunschéarfe durch seltenere
Atemzlge vermindert wird [51]. Allerdings darf nicht Ubersehen werden, dass
auch fir die Isoflurannarkose gewisse Einschrankungen bezlglich der
Ubertragbarkeit auf den Wachzustand gelten. So ist etwa eine bedeutende
Steigerung der Myokardperfusion beschrieben [11], wobei davon ausgegangen
werden darf, dass auch dieser Faktor auf die Ergebnisse dieser Arbeit keine
entscheidenden Auswirkungen haben dirfte, da in der Vergleichsgruppe die
identische Narkose verwendet wurde. Die beschriebenen Ergebnisse beziehen
sich ausschlieBlich auf die Verhaltnisse im Ruhezustand. Es ware
wunschenswert, die Herzfunktion der CK-Knockout-Mause auch unter
Stressbedingungen, zum Beispiel pharmakologisch induziert, im MRT zu
untersuchen. In echokardiographischen Untersuchungen wurde bei M/Mito-
CK”-Mausen in vivo eine normale Herzfunktion in Ruhe, aber eine

abgeschwachte Reaktion des Herzens auf Isoprenalin-Gabe festgestellt [10].

Bei der Interpretation der Ergebnisse der infarzierten Tiere gilt es auBerdem zu
bedenken, dass die in dieser Arbeit verwendete Methode zur
InfarktgroBenbestimmung zwar flr diesen Zweck ausreichend genaue
Ergebnisse liefert und demnach beide Infarkigruppen zum Zeitpunkt der
Untersuchung identische InfarktgréBen aufwiesen. Unter Berlcksichtigung der
doch betrachtlichen Abweichungen der GefaBverlaufe sowie der
unvermeidlichen Unterschiede in der Lage der Koronarligaturen ist jedoch nicht
auszuschlieBen, dass die urspriingliche GroBe des ischamischen Gebietes in
beiden Gruppen gewisse Unterschiede aufwies. Es ist denkbar, dass in einer
Gruppe bei zuvor kleinerem Infarktgebiet die gleiche InfarktgréBe der anderen
Gruppe erst durch nachtragliche Uberproportionale Infarktexpansion erreicht
wurde. Filr endgiltige Aussagen nicht nur Gber einen Zustand nach
Myokardinfarkt, sondern auch Uber den Verlauf der Heilung der Infarktnarbe bei
CK-Knockout-Mausen wéren sequentielle MR-Messungen und eine initiale

Quantifizierung des minderperfundierten Areals von Noten gewesen.
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Andererseits hatte eine zusétzliche MR-Untersuchung bei frischem Infarkt

moglicherweise auch negative Effekte, wie eine erhéhte Mortalitat, verursacht.

5.5 AbschlieBende Betrachtung

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse belegen, dass das Fehlen des
mitochondrialen Isoenzyms der Kreatinkinase deutliche kardiale Adaptationen
verursacht. Im durchschnittlichen Alter von 41 Wochen fanden sich bei Mito-
CK”- ebenso wie bei M/Mito-CK”-Mausen eine massive linksventrikulare
Hypertrophie sowie eine leichte links- und rechtsventrikuldre Dilatation. Trotz
dieses eindrucksvollen morphologischen Phanotyps zeigte sich die Funktion
beider Ventrikel voll erhalten. Nach operativer Induzierung eines
Myokardinfarktes wurden bei CK-Knockout weder Zeichen einer Progressivitat
der vorbestehenden kardialen Hypertrophie beobachtet, noch wurden Anhalte
fir eine Dekompensation des Herzens oder eine gegentber infarzierten
Wildtyp-Mausen verschlechterte Herzfunktion gefunden. Die linksventrikulare
Dilatation war hier sogar tendenziell weniger ausgepragt. M-CK”-Mause
entwickelten lediglich eine grenzwertige linksventrikulare Hypertrophie und
zeigten ansonsten weder morphologische noch funktionelle Auffalligkeiten im
Vergleich mit Wildtyp-Mausen. Der zytosolischen Isoform der Kreatinkinase
kommt somit eine vermutlich geringere Bedeutung bei der Aufrechterhaltung

des normalen Metabolismus zu als der mitochondrialen Isoform.

Es darf gefolgert werden, dass durch Kreatinkinasemangel bedingte funktionelle
Defizite des Herzens durch kardiale Hypertrophie kompensiert werden kénnen.
Diese Adaptation bietet unter Umstanden auch einen gewissen Schutz vor den
negativen Folgen eines chronischen Myokardinfarktes, indem trotz bestehender
Stérungen der Energiehomdostase die positive Wirkung des verminderten
Wandstresses und damit auch niedrigeren Energiebedarfes die negativen
Effekte nicht nur unter Normalbedingungen, sondern auch bei zusatzlichem
Vorliegen weiterer pathologischer Prozesse kompensieren kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Transgene Tiermodelle ermdglichen seit einigen Jahren eine gezielte
Untersuchung des Einflusses einzelner Gene, und damit auch ihrer
entsprechenden Produkte und deren Substrate, auf die Integritat des
Organismus. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der
verschiedenen Isoenzyme der Kreatinkinase im Herzen untersucht, indem die
kardiale Morphologie und Funktion dreier verschiedener Stamme von
Kreatinkinase-Knockout-Mausen mit der von Wildtyp-Mausen verglichen wurde.
Der Kreatinkinase wird eine wichtige Rolle im intrazellularen System zur
Aufrechterhaltung der Energiehomdostase zugeschrieben, beim Menschen
gehen verschiedene kardiale Erkrankungen mit Veranderungen des
Kreatinkinase-Systems einher. Neben der Bestimmung verschiedener kardialer
Parameter von Mausen mit Knockout der kardialen Isoenzyme der
Kreatinkinase wurde gepruft, inwieweit sich ein durch permanente
Koronarligatur induzierter chronischer Myokardinfarkt auf die Morphologie und
Funktion des Herzens bei Kreatinkinase-Knockout auswirkt. Als Methode kam
hierzu die Cine-Fast Low Angle Shot (FLASH)-Magnetresonanzbildgebung zur
Anwendung, die eine nicht invasive, prazise Erfassung verschiedener kardialer

Parameter in vivo erméglicht.

Myokardmasse, links- und rechtsventrikuldare Volumina, Ejektionsfraktion,
Herzzeitvolumina, Wanddicken sowie die InfarkigréBe bei den infarzierten
Kreatinkinase-Knockout-Mausen konnten erstmalig in vivo bestimmt und mit
Wildtyp-Mausen verglichen werden. Es konnte gezeigt werden, dass im Alter
von durchschnittlich 41 Wochen ein Knockout des mitochondrialen Isoenzyms
der Kreatinkinase eine deutliche linksventrikulare Hypertrophie sowie
leichtgradige biventrikulare Dilatation verursacht. Bei Knockout der M-
Untereinheit der zytosolischen Isoenzyme und dadurch bedingtem Fehlen von
CK-MM und CK-MB resultiert lediglich eine geringgradige konzentrische

linksventrikulare Hypertrophie. Der rechte Ventrikel zeigte bei allen Knockout-
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Mausen lediglich geringe Veranderungen im Vergleich mit den Wildtypen. Die
Herzfunktion war bei allen Tieren unter Normalbedingungen voll erhalten,
Zeichen einer Herzinsuffizienz fanden sich nicht. Vier Wochen nach
Infarzierung zeigten sich bei Knockout- und Wildtyp-Mausen keine signifikanten
Unterschiede in Herzmorphologie und Funktion. Die Mortalitat nach Infarkt war

in beiden Gruppen identisch.

Die aus einem Fehlen der mitochondrialen Kreatinkinase resultierenden Defizite
des Herzens kénnen somit durch Ausbildung einer Hypertrophie kompensiert
werden. Im Vergleich mit der mitochondrialen Form kommt den zytosolischen
Isoenzymen der Kreatinkinase eine geringere Bedeutung bei der
Aufrechterhaltung des Metabolismus und damit auch der Funktion des Herzens
zu. Ein kombinierter Knockout sowohl der M-Untereinheit der zytosolischen CK
als auch der mitochondrialen CK fihrt beziglich der Morphologie und Funktion
des Herzens zu keiner starkeren Pathologie als bei selektiv mitochondrialem

Knockout.
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