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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG
1.1.  Stand der Forschung

Verkalkungen von Organen werden bei unterschiedlichen Krankheitsbildern beobachtet.
Atiologisch werden metastatische, genetisch-hereditire und dystrophe Verkalkungen
unterschieden (Seifert, 1997).

Bei metastatischen Verkalkungen fiihrt eine Hyperkalzdamie im Blutserum bei
Uberschreitung des Kalzium-Phosphat-Produkts zur Ablagerung des Kalziums in
zahlreichen Organen. Dieses geschieht meist in Folge eines malignen Tumors mit
osteolytischer Infiltration der Knochen, insbesondere bei Lungen-, Mamma-,
Prostatakarzinomen und neoplastischen hidmatologischen Erkrankungen. Die erhohte
osteoklastische Aktivitdt fithrt zusitzlich iiber humorale Faktoren zur verstirkten
Kalziumresorption der Nieren und des Intestinaltrakts. Als eine weitere Ursache ist der
primdre Hyperparathyreoidismus infolge eines Adenoms, einer Hyperplasie oder eines
Karzinomes der Nebenschilddriise beschrieben. Hierbei fiihrt die exzessive
Parathormonsekretion iiber eine vermehrte Bildung des Kalzitriols (Vitamin D3) zu
Hyperkalzédmien.

Eine weitere Gruppe der Verkalkungsformen stellen die familidr auftretenden genetisch-
hereditdren Verkalkungen dar, wie die hereditire Chondrokalzinose mit Kalzifikation der
Gelenke und des Bandapparates oder wie die familidre hyperphosphatische tumorale
Kalzinose, bei der ein Nierentubulusdefekt zur erhohten Phosphatriickresorption fiihrt.
Dagegen resultieren Kalziumablagerungen im kardiovaskuldren System aus entziindlich-
degenerativen Veridnderungen, die teilweise noch normalen Alterungsprozessen
zugerechnet werden konnen. Solche dystrophen Verkalkungen der GefiBBwand der
Herzklappen und des Myokards treten immer gemeinsam mit Zellnekrosen auf und sind in

Ausmal und Hiufigkeit vom Spiegel des Serumkalziums und -phosphats unabhiingig.

Myokardnekrosen mit intrazelluldren Kalziumablagerungen wurden bereits in den 70er
Jahren nach einer tempordren Ischimie am Herzen von Hunden beobachtet (Shen und
Jennings, 1972a; Shen und Jennings, 1972b). Ahnliche Kalziumablagerungen wurden auch
im menschlichen Myokard nach Infarkt festgestellt (Nirdlinger und Bramante, 1974;
Lockard und Bloom, 1991; Millane et al., 1994). Wrogemann und Pena (1976) postulierten
dafiir einen generellen Pathomechanismus fiir die Muskelzellnekrose und -verkalkung. Sie
gingen von einem Plasmamembrandefekt aus, der durch Diiteinfliisse, infektiose oder

toxische Agentien, immunologische Vorginge, genetische Defekte, aber auch durch
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Energiemangelzustidnde verursacht sein kann. Dieser Membrandefekt fiihrt zu einem
verstirkten Kalziumeinstrom in die Zelle, der die extrazelluldr gerichtete Pumpleistung
plasmamembranstindiger Kalzium-ATPasen {iibersteigt. Erhohte intrazelluldre Kalzium-
konzentrationen sind mit der normalen Zellfunktion nicht vereinbar. Kompensatorisch
versuchen die Mitochondrien die physiologische Kalziumkonzentration iiber
membranstindige Kalziumpumpen aufrecht zu erhalten. Eine deutliche Zunahme der
intramitochondrialen Kalziumkonzentration fiihrt allerdings zur Entkoppelung der
oxidativen Phosphorylierung. Somit kommt es schlieBlich zum volligen Zusammenbruch
der energieabhiingigen Kalziumhomdoostase und damit zum Zelltod mit einem weiteren
massiven Kalziumeinstrom. Diese Form des Zelltodes wurde auch als koagulative Nekrose
bezeichnet (Farber, 1982).

Als Tiermodell zur Erforschung der Vorginge nach einem Herzinfarkt und bei
degenerativen Kalziumablagerungen im kardiovaskulidren System stehen verschiedene
Mausinzuchtstimme wie BALB/c (DiPaolo et al., 1964; Frith et al., 1975), C3H/HeJ und
DBA/2 (Ball und Williams, 1965; Nabors und Ball, 1969; Rings und Wagner, 1972;
Everitt et al., 1988a und 1988b) zur Verfiigung. Verkalkungen des Myokards sind bei
C3H/HeJ héufiger zu finden als bei anderen Stimmen (Qiao et al., 1994). Dieser Phinotyp
wurde als dystrophe Herzverkalkung (dystrophic cardiac calcinosis, DCC) bezeichnet.
Dem gegeniiber wurden C57BL/6J-Miuse in Hinsicht auf dystrophe Herzverkalkungen als
resistent beschrieben.

Diverse Faktoren wie Virusinfektionen (Gang et al., 1986; Chow et al., 1991; Price et al.,
1991), eine Cortisontherapie (Lostroh und Li, 1955; Sparks et al., 1955), das Tieralter, das
Geschlecht, sowie fettreiche Erndhrungsweise (Eaton et al., 1978) aber auch direkte
Myokardschdadigung (Brunnert und Altman, 1990) bewirken und verstirken dystrophe
Herzverkalkungen. Da der Phinotyp unabhiingig von der Atiologie auftritt, muss eine
gemeinsame pathologische Endstrecke bei dieser ,response-to-injury” Reaktion
angenommen werden. Die genetischen Grundlagen der dystrophen Verkalkungen sind nur
ansatzweise bekannt und sollen in dieser Arbeit durch Untersuchungen von priadisponierten
C3H/He- und resistenten C57BL/6-Miusen, bzw. davon abgeleiteten rekombinanten
Inzuchtstimmen (BXH-RI) sowie eigens geziichteten kongenen Mausstammen erforscht

werden.
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1.2.  Grundlagen der molekularengenetischen Methoden

Seit vielen Jahren konnen in der experimentellen Genetik die Grundlagen komplexer
Erkrankungen mit Hilfe von Kopplungsanalysen entschliisselt werden.

Kreuzt man zwei genetisch divergente Mausinzuchtstimme mit unterschiedlichem
Phinotyp, so entstehen in der Fi-Generation heterozygote Tiere, bei denen an jedem Locus
Allele von beiden Elternteilen vorliegen. Verpaart man wiederum Fi-Tiere miteinander,
kommt es durch symmetrische Bruchereignisse (crossing-over) zum Austausch von
Chromosomensegmenten von homologen Chromosomenpaaren. Auf diese Weise entstehen
in der F2-Generation in jedem Tier unterschiedliche Rekombinationen der elterlichen
Allele. Entsprechend zeigen die F2-Tiere auch die gesamte Bandbreite der von den
beteiligten Allelen bestimmten Phéinotypausprigung.

Die Allelkombination (Genotyp) eines Tieres wird bestimmt, indem man stellvertretend
die Allele gekoppelter, das bedeutet auf dem gleichen Chromosom sich in der Nihe
befindender polymorpher Marker bestimmt (Genotypisierung). Da die Loci solcher
Mikrosatellitenmarker bekannt sind, lassen sich durch ihre Allele nachvollziehen, von
welchem Elternteil ein bestimmter chromosomaler Abschnitt vererbt wurde. Die
Mikrosatellitenmarker basieren auf Langenpolymorphismen repetitiver Basenfolgen, die in
der Regel ohne funktionelle Bedeutung sind. Die Zahl der bekannten
Mikrosatellitenmarker wichst stindig. Sie sind mittlerweile in sehr groBer Anzahl auf dem
gesamten Genom vertreten. Mit Hilfe dieser Marker kann eine individuelle,
genomumfassende ,,Karte* der Rekombinationen fiir einen Tierorganismus erstellt werden.
Durch Analyse von Markerallelen und Phédnotypen konnen dann in einem
Wahrscheinlichkeitsmodell unbekannte Genloci identifiziert werden, die den Phénotyp
beeinflussen (Koppelungsanalysen). Die Einfliisse der identifizierten Genloci konnen
einzeln und in ihrer Interaktion qualitativ und semiquantitativ bewertet werden. Die
Erkenntnisse iiber Zustandekommen und Regulation eines komplexen Phidnotyps wiegen
um so mehr, wenn man bedenkt, dass dieser molekulargenetische Ansatz weder genaues
pathogenetisches Wissen, noch die Klonierung beteiligter Gene voraussetzt.

In dieser Arbeit sollen rekombinant ingeziichtete Mausestimme (BXH-RI), die
kommerziell erhéltlich sind, untersucht werden. Diese RI-Stimme (Recombinant inbred)
entsprechen Inzucht-Nachkommen der F2-Generation einer Kreuzung von pridisponierten

C3H/He- und resistenten C57BL/6-Miusen (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Konstruktion des BXH-RI-Stammes: Die beiden Inzuchtstimme
C57BL/6J (schwarz) und C3H/HelJ (weif3) sind beziiglich aller Allele des Genoms
homozygot (durch schwarze bzw. weifse Balken veranschaulicht). Durch Verpaaren der
Inzuchtstdmme entstehen heterozygote Tiere in der Fi-Generation. Werden diese nun
miteinander verpaart, so werden in der F2-Generation homologe Chromosomenabschnitte
mit der genetischen Information der jeweiligen Elternteile ausgetauscht. Die F2-Tiere
haben daher unterschiedliche Allele an den verschiedenen Loci und weisen folglich auch
unterschiedliche Phdnotypen auf. Durch Geschwisterpaarung der Nachkommen zweier F2-
Tiere konnen im Prinzip unendlich viele Tiere mit gleicher genetischer Information erzeugt
werden, die sich aus unterschiedlichen, schlieflich homozygot vorliegenden Loci beider
Elternteile  zusammensetzt.  Die  genetische  Zusammensetzung  (genauer  die
Rekombinationsorte bzw. die Allele der Genloci) eines Stammes lisst sich anhand
genetischer Marker bestimmen, die Polymorphismen zwischen den beiden Elternstimmen
aufweisen. Die Allele solcher Marker sind hier exemplarisch fiir zwei Loci 1 und 2
dargestellt: mit B werden hier die Allele des C57BL/6J- und mit H die Allele des C3H/HeJ-

Stammes bezeichnet.
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Die Tiere eines Stammes unterscheiden sich genetisch nicht, wohl aber die einzelnen RI-
Stamme (Recombinant inbred) untereinander beziiglich der Rekombinationen ihrer
Chromosomen. In jedem Stamm sind jeweils etwa 50% der genetischen Information der
urspriinglichen C3H/He- und C57BL/6-Stimme enthalten. Die Phinotypvarianz ist
innerhalb eines Stammes gering: fiir komplexe Untersuchungen stehen geniigend genetisch
identische Tiere zur Verfiigung. Da bei der Konstruktion eines RI-Stammes durch die
Inzuchtphase insgesamt mehr Rekombinationsmoglichkeiten als in einem Foa-
Kreuzungsexperiment entstehen, konnen unter Umstinden sehr kurze homologe
chromosomale Abschnitte ausgetauscht sein. Nur durch Genotypisierung vieler,
dichtgesetzter Marker konnen dann die Rekombinationsorte genau bestimmt werden. Mit
der kumulativen genetischen Information und den Phénotypen aller BXH-RI-Stimme
lassen sich phinotypbestimmende Genloci durch Koppelungsanalyse rasch identifizieren

und eingrenzen.

Unsere Arbeitsgruppe unter der Leitung von Dr. med. B. Ivandic entwickelte noch ein zu
den BXH-RI-Stammen alternatives Mausmodel (Abbildung 2). Durch die Konstruktion
eines kongenen Mausstammes gelang es den Zusammenhang zwischen dem Dyscalcl-
Locus und den dystrophen Herzverkalkung zu bewiesen. Dieser kongene Mausstamm
unterscheidet sich von resistenten, reinrassigen C57BL/6J-Miusen nur durch einen kleinen
Abschnitt auf dem proximalen Chromosom 7, der den gesuchten Genlocus (Dyscalcl) mit
den priadisponierenden Allelen des C3H/He-Stammes enthilt. Untersuchungen dieser
kongenen Stamme zeigten nach kilteinduzierter Nekrose (Kryopexie) ebenfalls myokar-
diale Verkalkungen. Aufgrund der groBen genetischen Ubereinstimmung der kongenen
Tiere mit dem C57BL/6J Hintergrundstamm sind diese Stamme histokompatibel. Somit ist
es zum ersten mal moglich Transplantationsversuche an diesen Tieren vorzunehmen ohne
eine AbstoBungsreaktion hervorzurufen. Diese Eigenschaft wird fiir die im Weiterem

beschriebene Knochenmarktransplantation genutzt werden.
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Abbildung 2 Konstruktion  eines  kongenen  Mausstammes: Die  beiden
Inzuchtstamme C57BL/6J (schwarz) und C3H/HeJ (weif3) werden verpaart. Die
heterozygoten Tiere der Fi-Generation werden nun mit C57BL/6J Tieren gekreuzt. Durch
Genotypisierung der N2 Generation werden die Tiere, welche den gesuchten Genlocus
enthalten, selektiert und erneut mit C57BL/6J Tieren verpaart. Auf diese Weise wird iiber
10 Generationen die genetische Information des gesuchten Genlocus der C3H/HeJ Tiere
zugunsten  eines  zunehmenden C57BL/6J  Hintergrundes  konserviert.  Durch
Geschwisterpaarung der heterozygoten Tiere der Nio Generation werden die

Nachkommen, schlief3lich homozygot.
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1.3.  Genetische Disposition fiir Kalziumablagerungen am Herzen

Von Eaton und Mitarbeitern (1978) wurde in einem Ziichtungsexperiment erstmals ein
autosomal rezessiver Erbgang fiir dystrophe Herzverkalkung (dystrophic cardiac
calcinosis, DCC) nachgewiesen. Einige Jahre spiter untersuchte Brownstein (1983) eine
Kreuzung zwischen DCC-priadisponierten DBA/2J- und DCC-resistenten CS57BL/6J-
Tieren. Zusitzlich wurden 25 rekombinant ingeziichtete BXD Miusestimme analysiert.
Brownstein (1983) zeigte, dass fiir dystrophe Herzverkalkung 3-4 verschiedene Gene
verantwortlich sind.

Bei einer anderen experimentellen Kreuzung zwischen fiir dystrophe Verkalkungen
pradisponierten C3H/HeJ- und resistenten C57BL/6J Méusen wurden 185 Nachkommen
der F2 Generation molekulargenetisch und histologisch untersucht (Ivandic et al., 1996).
Dystrophe Herzverkalkungen wurden hier durch eine fett- und cholesterinreiche Diét
induziert. Durch genomweite Koppelungsanalysen mit 160 polymorphen Mikrosatelliten-
markern konnte der fiir die Myokardverkalkungen mafgeblich verantwortliche Genlocus
auf dem proximalen Abschnitt von Chromosom 7 identifiziert werden. Dieser Abschnitt
weist Homologiebeziehungen zu dem Chromosom 19q13 beim Menschen auf (Stubbes et
al., 1996). Der Locus wurde Dyscalcl genannt und konnte unmittelbar proximal des
Mikrosatelliten-Markers D7Mit229 platziert werden. Dyscalcl war fiir 34 % der gesamten
Phinotypvarianz verantwortlich und iibte damit einen verhiltnisméfBig groen Einfluss auf
dystrophe Herzverkalkung aus. Die Ergebnisse der Koppelungsanalysen werden allgemein
als ,,Likelihood of Odds* in log-Einheiten (LOD-Score) ausgedriickt. Der Dyscalcl-Locus
wurde mit einem hochsignifikanten LOD-Score von maximal 14,6 gekoppelt (Ivandic et
al., 1996). Die genaue Allelanalyse des Mikrosatellitenmarkers D7Mit229 wies auf weitere
Genloci hin, die einen modifizierenden Einfluss auf die Penetranz bzw. Priadisposition der
Herzverkalkungen haben. In Ubereinstimmung mit den bei einer monogenetischen
Erkrankung mit rezessivem Erbgang zu erwartenden Verhiltnissen war etwa % der Fo-
Tieren von dystrophen Herzverkalkungen betroffen. Allerdings fanden sich unter den Fa-
Tieren mit resistenten C57BL/6J-Allelen einige mit Herzverkalkungen. Bei einigen Fa-
Tieren mit DCC préadisponierenden C3H/HeJ-Allelen fehlten dagegen Anzeichen fiir eine
Verkalkung. In weiteren Koppelungsanalysen wurden drei zusétzliche Genloci identifiziert
(Ivandic et al.,, 1996). So handelt es sich bei der dystrophen Herzverkalkung
wahrscheinlich um eine polygene Erkrankung, deren Pathogenese von einem

Hauptgenlocus und wahrscheinlich drei modifizierenden Loci bestimmt wird. Experimente
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von van den Broek et al. (1998) bestitigten den Dyscalcl-Locus und konnten weiterhin
belegen, dass dieser beim DBA/2-Stamm nicht nur Herzverkalkungen, sondern auch
Verkalkungen in der Niere und Zunge verursacht.

Mit einem verbesserten Kopplungsanalyseverfahren wurde auch die polygene Basis der
Herzverkalkungen niher charakterisiert (Ivandic et al., 2001). In dieser Arbeit gelang es
zusitzliche Dyscalc-Loci zu identifizieren und zu charakterisieren: Dyscalc2 auf
Chromosom 4, Dyscalc3 auf Chromosom 12, Dyscalc4 auf Chromosom 14. Mit den vier
Dyscalc-Loci konnte jetzt etwa 50% der Phinotypvarianz genetisch erkliart werden. Zudem
zeigte sich eine additive Interaktion (Epistase) zwischen zwei Dyscalc-Loci: das Ausmal
der Verkalkungen, die sich auf den pridisponierenden Effekt des Hauptlokus Dyscalcl
zuriickfiihren lieen, wurde durch den Einfluss von Dyscalc2 verdoppelt. Fiir sich alleine
betrachtet, verursachte Dyscalc2 allerdings kaum Herzverkalkungen. Wiahrend Dyscalcl
und Dyscalc2 im Genom priadisponierter C3H-Miuse zu finden waren, wurden mit
Dyscalc3 und Dyscalc4 zwei Dyscalc-Loci im Genom des C57BL/6-Stammes entdeckt,
ohne dass deren Einfluss fiir sich genommen ausreicht, um bei dem resistenten C57BL/6-
Elternstamm ebenfalls Verkalkungen zu verursachen.

Bereits in der Arbeit von Ivandic et al. (1996) erbrachten Untersuchungen von BXH-RI-
Stammen eine weitere Bestidtigung des Dyscalcl-Locus auf Chromosom 7. Bei 6 von 10
BXH-RI-Stimmen fanden sich histologisch Myokardverkalkungen und zugleich
pradisponierende C3H/HeJ-Allele am D7Mit229-Locus. Hiervon ausgenommen war der
BXH-10 Stamm, bei dem trotz pridisponierendem C3H/HeJ-Genotyp bei keinem der
untersuchten Tiere dystrophe Herzverkalkungen festgestellt wurden.

Dafiir kommen mehrere Erklirungen in Betracht: 1. Es wurden Myokardverkalkungen
tibersehen. 2. Bei der Ziichtung des BXH-10 Stammes ist durch doppelte Rekombination
ein sehr kleiner chromosomaler Abschnitt mit resistenten Allelen am Dyscalc-Locus
entstanden, der bei der Genotypisierung des proximalen Abschnitts auf Chromosom 7
tibersehen wurde. 3. Die Fiitterung mit einer fett- und cholesterinreichen Diit war kein
ausreichender Stimulus, um dystrophe Herzverkalkung zu induzieren. Diese

Fragestellungen sollen in der vorliegenden Doktorarbeit aufgegriffen und geklart werden.
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1.4. Darstellung der Kalziumablagerungen mit der optischen Kohirenztomographie

Pathologische Kalziumablagerungen in der Gefilwand haben als Marker klinische
Bedeutung, da sie gut mit dem Schweregrad der GefédBatherosklerose korrelieren. Die
Computertomographie wird zur Zeit mit Hochdruck weiterentwickelt, um Verkalkungen
der Koronargefile mit einem nicht-invasiven Verfahren diagnostizieren zu konnen.
Diskrete Verkalkungen sind allerdings mit den derzeit zur Verfiigung stehenden Methoden
nicht ausreichend gut zu erkennen. Am ehesten gelingt dies bis jetzt mit invasiven
intravaskuldren Ultraschallverfahren (IVUS). Neben dem perkutanen Zugang bringen sie
als Nachteil einen relativ voluminosen Ultraschallkopf mit und haben nur eine begrenzte
Ortsauflosung.

Die optische Kohidrenztomographie (OCT) wird seit einiger Zeit als Erginzung zum
Ultraschall in der Ophthalmologie zur Darstellung verschiedener Augenabschnitte
verwendet. Bei der optischen Kohirenztomographie wird mit Hilfe von infrarotem Licht
das Gewebe durchgemustert und hochauflosend dargestellt. Ein vom Medizinischen
Laserzentrum Liibeck modifizierter OCT-Prototyp wird von Frau PD Dr. med. J. Welzel
an der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie des Universitidtsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Liibeck zur morphologischen Untersuchung der Haut erprobt. Bei diesen
Experimenten zeigte sich die besondere Stirke der OCT, welche in der hohen
Ortsauflosung besteht, bei der selbst die Hautschichten sowie einzelne Schwei3driisen zur
Darstellung kamen. Dieses Auflosungsvermdgen wire zur Darstellung frithester
GefidBBverkalkungen nutzbar. Dystrophe Herzverkalkungen sollen daher als Modell fiir
minimale Kalziumablagerungen dienen und mit der optischen Kohirenztomographie
untersucht werden. Bei weiterer zu erwartender Miniaturisierung der OCT Gerite bietet
sich ein weites Spektrum im Bereich der Diagnose artherosklerotischer Verdnderungen der

Koronarien sowie anderer Gefil3e an.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Aufgabenstellung der Experimente kniipft an die Vorarbeiten aus der eigenen
Arbeitsgruppe an (Ivandic et al. 1996).

Die Arbeit ldsst sich in zwei Abschnitte unterteilen. Wéhrend im ersten Teil die
molekulargenetischen Untersuchungen mit dem Ziel der genaueren Eingrenzung des
Dyscalcl-Locus im Vordergrund steht, befasst sich der zweite Teil mit der Pathogenese

der dystrophen Verkalkungen.

1.5.1. Zielsetzung der molekular-genetischen Untersuchung

Bisher wurden nur 10 der 12 kommerziell verfiigbaren BXH-RI-Stdmme histologisch
untersucht (Ivandic et al., 1996). Jetzt werden die bislang hinsichtlich dystropher
Herzverkalkungen nicht beschriebenen Stimme BXH-2 und BXH-12 untersucht und mit
beziiglich dystropher kardialer Verkalkungen pridisponierter C3H/HeJ sowie resistenter
C57BL/6J Stimme verglichen werden. Die dystrophen Herzverkalkungen werden in
Anlehnung an die Vorarbeiten mit der fett- und cholesterinreichen Didt induziert und
histologisch quantifiziert.

Der Stamm BXH-10 zeigte in den Vorarbeiten (Ivandic et al., 1996) bislang trotz
pradisponierender Allele keine Herzverkalkungen nach fettreicher Diit. Die Griinde fiir
dieses diskrepante Ergebnis sollen jetzt aufgeklart werden. Dazu wird der Genotyp am
Dyscalcl-Locus mit hochauflésender Genotypisierung bestimmt und der bislang als
resistent beschriebene Phédnotyp an zusitzlichen Tieren bestétigt werden.

Definitionsgemd sind die dystrophen Herzverkalkungen vom Serumkalzium und
-phosphat unabhéngig, konnen aber durch eine cholesterin- und fettreiche Diit induziert
werden. Um zu priifen, ob nicht die cholesterin- und fettreiche Didt zu Verdnderungen des
Serumkalzium, -phosphat und -magnesium fiihrt, werden diese Parameter im Blut
bestimmt.

Als Alternative zur Didtinduktion der dystrophen Verkalkungen wird eine von Brunnert et
al. (1990) beschriecbene Methode der thermischen Myokardschidigung in der
Arbeitsgruppe etabliert und bei den bisher unter Diit fiir dystrophe Herzverkalkungen als
resistent beschriebenen Stammen BXH-7, -8, -9 und BXH-10 im Vergleich zu den
Inzuchtstamm C3H/HeJ sowie C57BL/6J angewendet werden.
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Bei allen Tieren werden die Herzen histologisch aufgearbeitet. Zur Ubersicht iiber die
Narbenbildung wird eine Hématoxilin und Eosin (HE) Firbung verwendet. Die
Lokalisation und GroBe der entstandenen Verkalkungen wird mit Hilfe der Alizarin S
Farbung dargestellt. Eventuell entstandene Verfettungen vor allem der proximalen Aorta
sowie der Herzklappen sollen mit Oil red O zur Darstellung kommen.

In weiteren molekulargenetischen Untersuchungen aller BXH-RI-Stimme wird der
Dyscalcl-Locus durch genomweite Koppelungsanalysen mit polymorphen Mikrosatelliten-
markern exakter als bislang in der Literatur geschehen eingegrenzt. Die Korrelation ihrer
Allele mit der Prddisposition zur dystrophen Herzverkalkungen soll in allen 12
kommerziell erhiltlichen BXH-RI-Stdmmen iiberpriift werden.

Des weiteren wird am Modell der dystrophen Herzverkalkung nach thermischer
Myokardschdadigung  die  Moglichkeit  zur  bildgebenden  Darstellung  von
Kalziumablagerungen im Gewebe mit der optischen Kohirenztomographie gepriift.
Hierbei wird die mogliche Eignung zur Detektion von Mikroverkalkungen im Gewebe im

Hinblick auf ein Screening von atherosklerotischen Gefaf3verkalkungen untersucht.

1.5.2. Zielsetzung der pathophysiologischen Untersuchung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation der Zellpopulation, die fiir die
Kalziumablagerungen in der Myokardnekrose maf3geblich verantwortlich ist. Nach der
Myokardkryopexie entwickelt sich innerhalb weniger Tage eine deutliche Nekrose, deren
zelluldre Zusammensetzung hauptsichlich von untergehenden Kardiomyozyten und von
infiltrierenden phagozytierenden Zellen bestimmt wird. Zeitgleich treten die Kalzium-
ablagerungen in der Nekrose auf, ohne dass zu erkennen ist, welcher dieser beiden
Zellpopulationen letztlich die Kalziumablagerungen bewirkt. Die bisherigen genetischen
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe identifizierten zwar den hauptverantwortlichen
Lokus Dyscalcl, kldren aber nicht seine funktionelle Rolle in der Pathogenese.

Es ist vorstellbar, dass der mit dem Dpyscalcl-Locus verbundene Gendefekt einen
Phagozytosedefekt in den infiltrierenden mononukledren Zellen verursacht. Nicht
phagozytierter Debris konnte als Nidus fiir eine passive Kalziumablagerung dienen.
Experimentelle Hinweise lassen aber auch eine Alternativhypothese bei der Entstehung der
Verkalkungen zu. In pradisponierten Midusen wurden die Verkalkungen stets in Muskel-
zellen, vorzugsweise Herzmuskelzellen gefunden. Diese zeichnen sich durch eine

besonders groBe Dichte an kalziumspeichernden Granula und Mitochondrienreichtum aus.
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Es ist daher ebenso vorstellbar, dass der mit dem Dyscalcl-Lokus verbundene Gendefekt
eine erhohte Vulnerabilitit der intrazelluliren Kalziumhomdostase in Herzmuskelzellen
bewirkt.

Zur Aufklarung der fiir dystrophe Verkalkungen hauptverantwortlichen Zellpopulationen
wird eine  Knochenmarktransplantation durchgefiihrt. Dabei entstehen Organismen mit der
Erbinformation zweier Individuen, sogenannte Chimédren. Da das nach kilteinduzierter
Nekrose in die Wunde phagozytierende Infiltrat iberwiegend aus monozytiren Blutzellen
abgeleitet ist, ist denkbar, dass ein Phagozytendefekt nach myeloablativer Bestrahlung
durch Transplantation von Knochenmark resistenter Stimme in pridisponierte kongene
Stamme behoben und damit die Nekroseverkalkungen verhindert werden konnten. Sollte
die Knochenmarktransplantation jedoch keinen Einfluss auf die Ausbildung der
Verkalkungen aufzeigen, so ist von einem Gendefekt der ortstindigen Zellpopulation

auszugehen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.1. Reagenzien

Alizarin red S Fluka
Aquatex Merck
Avertin Aldrich
Chloroform Merck
DAPI Sigma
Destilliertes Wasser Apotheke
EDTA Sigma
Eosin Apotheke
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Sigma
Eukitt Kindler
Fliissiger Stickstoff Apotheke
Hématoxilin nach Mayer Apotheke

Isofluran Isofluran-Pharmacia
Isopropanol Sigma

Kaisers Glyceringelantine Merck
Metaphor®Agarose (High resolution) BMA

Oilred O Apotheke
Paraformaldehyd Sigma
Phenol:Chloroform:Isoamyl (25:24:1) Sigma

Proteinase K Sigma

QA-Agarose TM (Standard) Q.Bio.Gen

Taq-DNA-Polymerase

Pharmacia Biotech

Tissue Freezing Medium Jung
Valoron N Godecke
Xylol Apotheke
X-Chromosom Sonde Vysis
Y-Chromosom Sonde Vysis
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2.1.2. Labormaterial

Deckgléser

Faltenfilter

Filter: 0,45 pm

Hématokrit Kapillare

Naht: Mopylen monofil blau
Objekttrager (Super Frost Plus)

Reaktionsrohrchen 0,2 ml; 1,5 ml ; 2 ml

Separations Gel Tubes

Skalpelle (steril)

2.1.3. Instrumente

Fluoreszenzmikroskop
Gel-Dokumentations-Kammer
Gene Quant II

Kryothom

Lichtmikroskop

Mikrowelle

Optischer Kohdrenztomograph
pH-Meter

Schiittler Vortex-Genie

Touch down PCR-Maschine
Thermomixer

Zentrifuge

Menzel-Glaser
Schleicher

Nalgene/ Sartorius AG
Menzel-Glaser
Resorba
Menzel-Glédser Serum
Eppendorf
Microtainer

Feather

Zeiss
MWG-Biotech
Pharmacia Biotech
Shandon

Zeiss

Siemens

Prototyp (UKSH)
Knick

Bender & Hobein AG
Hybaid-AGS
Eppendorf

Biofuge pico, Heraeus
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2.2.  Versuchstiermodelle

Es wurden fiir diese Arbeit zwei verschiedene Tiermodelle untersucht. Alle Tiere wurden
in Standardkifigen, sowie unter kontrollierten Klimabedingungen bei konstantem Tag-/
Nachtrhythmus gehalten. Die Futter- und Wasserzufuhr war nicht limitiert. Alle nicht
selbst geziichteten Tiere wurden iiber Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA bezogen. Die
Tierversuche wurden vom Ministerium fir Landwirtschaft, Umwelt und ldndliche Rdume
des Landes Schleswig-Holstein (AZ 1/b/97 und AZ 1/n/01) genehmigt. Es wurde im Sinne
des ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals®, verdffentlicht durch das US
National Institute of Health, vorgegangen.

Fiir die Untersuchung der Disposition zu dystropher Herzverkalkung (DCC) wurden in
Anlehnung an die Vorarbeiten von Ivandic et al. (1996) eine fett- und cholesterinreiche
Diit verwendet. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Inzuchtstimme, die
Anzahl der Tiere und die Art der Fiitterung. Als Alternative zur Didtinduktion von
dystrophen Herzverkalkungen wurde eine von Brunnert et al. (1990) beschriebene
Methode der kilteinduzierten Myokardschadigung etabliert und bei den bisher unter Diét
als DCC-resistent beschriebenen Stimmen BXH-7, -8, -9 und BXH-10 angewendet. Als
positive Kontrolle wurden die fiir dystrophe Verkalkungen préadisponierten C3H/Hel

Mause und als negative Kontrolle die resistenten C57BL/6J Miuse verwendet.

Nekrose und OCT
C3H/Hel 3 6 6
C57BL/6J 7 9 6
BXH2 5 4 -
BXH7 - - 6
BXHS - - 6
BXH9 - - 6
BXHI10 9 8 6
BXHI12 7 10 -
Tiere gesamt: 31 37 36
Tabelle 1 Ubersicht iiber die Stimme, die Anzahl der verwendeten Tiere und die

Fiitterungsart sowie die Anwendung der kdlteinduzierten Myokardschddigung. Alle Tiere
der Gruppe IIl wurden mittels der optischen Kohdrenztomographie (OCT) untersucht.
15



MATERIAL UND METHODEN

Bis zu einem Alter von 12 Wochen wurden alle Mduse mit dem Kontrollfutter (Altromin
1324  Alleinfuttermittel, Altromin GmbH (Zusammensetzung des Futters unter
http://www.altromin.de [Letzter Zugriff 07/2008] einzusehen)) gefiittert. Wihrend die
Kontrolltiere (Gruppe I) in den folgenden 12 Wochen weiterhin das Kontrollfutter
erhielten, bekamen die Diittiere (Gruppe II) in dieser Zeit ein fett- und cholesterinreiches
Diitfutter (15% (w/w) gesiittigtes Fett in Form von Kakaobutter, 1,5% (w/w) Cholesterin,
0,5% (w/w) Gallensidure; (TK 90021, Harland-Tekland, Madison, USA)). Die Tiere,
welche fiir die kélteinduzierte Nekrose vorgesehen waren erhielten stets das Kontrollfutter
(Gruppe III).

Es wurden je 6 C3H/HeJ und C57BL/6J Miuse sowie je 6 Miause der als DCC-resistent
vorbeschriebenen Stimmen BXH-7, -8, -9 und BXH-10 wie unten beschrieben operativ
eine thermischen Myokardschdadigung induziert. 14 Tage nach der thermischen
Myokardschddigung wurden die Herzen entnommen und nach einer Untersuchung mit dem

optische Kohirenztomographie (OCT) fiir histologische Untersuchungen eingefroren.

In einem zweitem Tierversuch soll die Pathogenese der dystrophen Verkalkungen mit
Hilfe einer Knochenmarktransplantation gekldrt werden. Hierzu werden insgesamt 48
Miuse bendtigt. Davon sind 24 C57BL/6J- und 24 eigens geziichtete kongene Tiere
(Abbildung 2).

Gruppe M:innliche Spender (N) | Weibliche Empfinger (N) | Gesamtzahl
A kongene Tiere (2) C57BL/6J (10) 12
B C57BL/6J (2) kongene Tiere (10) 12
C C57BL/6J (2) C57BL/6J (10) 12
D kongene Tiere (2) kongene Tiere (10) 12
Tabelle 2 Ubersicht iiber die fiir eine Knochenmarktransplantation verwendeten

Tiere.

Die Knochenmarkzellen eines von dystrophen Herzverkalkungen betroffenen ménnlichen
Tieres (kongenes Tier) werden 1in eine resistente weibliche Maus und die
Knochenmarkzellen einer resistenten minnlichen Maus in ein von dystrophen
Herzverkalkungen betroffenes weibliches Tier transplantiert (Gruppen A und B). Als

Kontrolle wird das Knochenmark des gleichen Tierstammes untereinander ebenfalls
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transplantiert (Gruppen C und D). Es werden je zwei Spendertiere bendtigt um geniigend
Knochenmarkzellen zu erhalten um diese in zehn Miuse zu transplantieren.

Zehn Wochen nach Knochenmarktransplantation werden bei allen Tieren thermische
Myokardschdadigungen durch Kryopexie erzeugt (Brunnert, 1997). Zwei Wochen nach
Myokard-Kryopexie werden die Tiere getdtet und die Herzen entnommen, um das

Nekrosegewebe und die Verkalkungen histologisch zu untersuchen.

2.3. Blut- und Organentnahme

Vor Beginn sowie nach Beendigung des Diitversuchs (Tabelle 1) wurde den Tieren Blut
entnommen. Zunidchst wurde dazu den Miusen iiber Nacht das Futter entzogen. Den
niichternen Tieren wurde unter Isofluran Inhalationsnarkose (Isofluran-Pharmacia) mit
einer Hiamatokritkapillare durch Punktion des retroorbitalen Sinus venosus ca. 0,4 ml Blut
entnommen. Nach Zentrifugation (Biofuge pico, Heraeus) wurde im Plasma das Kalzium,
Magnesium und Phosphat durch das [Institut fiir Klinische Chemie des
Universitétsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck bestimmt.

Den Maiusen aus dem Knochenmarktransplantationsversuch wurde ebenfalls zur
Durchfiihrung einer Chimérenanalyse, wie oben beschrieben, ca. 0,4 ml Blut entnommen.
Nach Beendigung des Diit- sowie des Knochenmarktransplantationsversuches erfolgte die
Organentnahme. Unter Inhalationsnarkose mit Isofluran wurden die Maéuse durch
Genickbruch getotet. Unmittelbar nach der Tétung wurden der Thorax und das Abdomen
eroffnet, das Herz mitsamt dem proximalen Anteil der Aorta exzidiert, ausgiebig mit PBS
gespiilt, dann in Tissue Freezing Medium (Jung) gebettet und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Weiterhin wurde jedem Tier eine ca. 1 cm lange Biopsie der Schwanzspitze
zur DNA Gewinnung entnommen. Nachfolgend wurden alle inneren Organe inspiziert und
pathologische Verdnderungen dokumentiert. Das entnommene Herz sowie die Biopsie der

Schwanzspitze wurden bis zu weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.
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2.4. Phinotyp Charakterisierung

2.4.1. Knochenmarktransplantation

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. S. Peters (Medizinische Klinik I) und Dr. med. R.
Nadrowitz aus der Klinik fiir Strahlen- und Nuklearmedizin wurde die
Knochenmarktransplantation durchgefiihrt.

Die weiblichen Empfingertiere wurden zunichst in einer Caesiumquelle mit insgesamt 9
Gy (1 Gy [Gray] = 1 J [Joull/kg) bestrahlt. Es wurde mit einer 10 MV (Megavolt)
Bremsstrahlung und einer Feldgréfe von 35 cm x 35 cm sowie einem Fokus-
Behilterabstand von 147 cm gearbeitet. Die Dosisleistung in 147 cm Fokusabstand betrug
1,75 Gy/min..

Die jeweils zwei midnnlichen Knochenmark-Spendertiere je Gruppe wurden nach
Einleitung einer Inhalationsnarkose mit Isofluran getdtet. Aus den Rohrenknochen des
Ober- wund Unterschenkels wurden wunter sterilen Bedingungen mit PBS
Knochenmarkzellen ausgespiilt. Nach Zentrifugation (Biofuge pico, Heraeus) wurden die
Zellen in PBS gewaschen und auf eine Konzentration von 2 x 10° in einem Volumen von
0,2 ml konzentriert. Diese wurden dann nach Durchfiihrung der myeloablativen
Ganzkorperbestrahlung den Empfiangertieren durch Injektion in die Schwanzvene
transplantiert. Zehn Wochen nach Transplantation wurden bei allen Tieren
Myokardnekrosen durch Kryopexie erzeugt (s. Kapitel: Kailteinduzierte Nekrose an
Mausherzen). Zwei Wochen nach Myokard-Kryopexie wurde allen Tieren Blut
entnommen und die Tiere getotet. Die Herzen wurden entnommen und fiir weitere

histologische Untersuchungen in Tissue Freezing Medium eingefrorenen.

2.4.2. Kailteinduzierte Nekrose am Herzen der Maus

Das Tierversuchsvorhaben wurde um die von Brunnert und Altmann (1990) beschriebene
Methode der kilteinduzierten Nekrose erweitert. Die Anwendung dieser Methode bietet
unter Ausschluss des Fettstoffwechsels durch direkte Schidigung des Herzmuskels die
Vorteile der maximalen Stimulierung der dystropher Herzverkalkung und die Mdoglichkeit

der optimalen zeitlichen Einordnung der Abldufe bei der Mineralisation.
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Vor dem Setzen der kilteinduzierten Nekrose erhielten die Méuse nach Einleitung mit
Isofluran Inhalationsnarkose jeweils 0,2 ml Avertin® (125 mg 2,2,2 Tribromoethanol
(Aldrich) und 0,25 ml 2-Methyl-2-Butanol (Aldrich) auf 10 ml Aqua bidest. aufgefiillt,
steril gefiltert mit 0,45 um Filtern (Nalgene)) intraperitoneal gespritzt. Nach Fixierung mit
Pflasterstreifen in Riickenlage und sorgféltiger Rasur wurde das Abdomen aseptisch mit
einem Oberbauchmedianschnitt erdffnet und die Haut stumpf vom Peritoneum
abprépariert. Der Muskulus rectus abdominis wurde dargestellt und die Bauchhohle an der
Linea alba eroffnet. Zur Schmerzstillung bekamen die Tiere 100 pul Valoron N (Godecke)
intraperitoneal verabreicht. Mit einer halbrunden Schiene wurde die Bauchorgane
geschiitzt und das schlagende Herz durch das Diaphragma hindurch dargestellt. Ein im
fliissigen Stickstoff gekiihlter ca. 4 mm? messender metallener Stempel wurde fiir 10
Sekunden auf das schlagende Herz gelegt und dadurch die Nekrose induziert. Nach
Entfernung der Schiene wurde das Peritoneum mit Einzelknopfnédhten und der Hautschnitt
mit einer fortlaufenden Naht (Mopylen monofil blau, Resorba) verschlossen.

Nach 14 Tagen wurde der Versuch beendet und die Tiere unter Inhalationsnarkose durch
Genickbruch getotet. Nach der Organentnahme wurde das Herz mit der optischen
Kohidrenztomographie untersucht. Ansonsten wurde wie im oben beschriebenen
Fiitterungsversuch vorgegangen. Alle Tiere dieses Experimentes erhielten das
Kontrollfutter und wurden unter den gleichen Bedingungen wie im beschriebenen

Vorexperiment gehalten.

2.4.3. Herstellung von Gefrierschnitten aus Mausherzen

Aus den eingefrorenen Herzen wurden Gefrierschnitte (Shandon Cryotom SME) von 10
um Dicke in Serie angefertigt. Jeder zweite Schnitt wurde auf Super Frost Plus
Objekttrager (Menzel-Glédser) aufgetragen. Dabei wurden der 1., 3., 5. und 7. Schnitt
nacheinander auf vier separate Objekttriger aufgebracht. Der 9. Schnitt kam wieder auf
den ersten Objekttriger zu liegen. So entstanden vier parallele Serienschnitte von jeweils
80 um Abstand. Von jedem Herzen wurden durchschnittlich 60 Schnitte pro Serie
angefertigt (ca. 240 Schnitte pro Herz). Diese wurden iiber Nacht an der Luft getrocknet

und in Aluminiumfolie eingewickelt bei -25°C aufbewahrt.
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2.5. Durchlichtmikroskopie

2.5.1. Histochemischer Kalziumnachweis mit Alizarinrot S

Die Farbung mit Alizarinrot S ist eine spezifische und sensitive Methode um
Kalziumablagerungen nachzuweisen (Dahl, 1952; McGee-Russell, 1958). Alizarinrot S
bildet dabei mit zweiwertigen Kationen, somit auch mit Kalzium, Chelatverbindungen.
Amorphe Kalziumablagerungen stellen sich intensiv rotlich-orange auf blass-rosa
Untergrund dar. Um Diffusionsartefakte der in saurer Losung gut I6slichen Kalziumionen
weitgehend zu verhindern, wurde ein basischer pH-Wert der Firbe- und Pufferlosungen
gewihlt. Die damit erreichte langsame Freisetzung der Kalziumionen garantiert eine
ortsgetreue Farbstoffbindung. Es wurde eine komplette Schnittserie mit dieser Methode
angefirbt.

Zunidchst wurden zwei 0,5% Alizarinrot S Firbelosungen in 50 mM Trispuffer Base
hergestellt. Der pH-Wert wurde auf pH 9 beziehungsweise pH 7 (Knick Digital pH Meter)
eingestellt und beide Losungen durch einen Filter mit 0,45 um Porengrofle (Sartorius AG)
gefiltert. Weiterhin wurden zwei 50 mM Trispuffer-Basenlosungen ebenfalls mit pH 9 und
pH 7 bereitgestellt. Die zu fidrbenden Priparate wurden fiir 30 Minuten auf
Zimmertemperatur gebracht und anschliefend eine Stunde lang in die pH 9 Férbelosung
eingetaucht. Daraufhin wurden diese 5 Minuten in die pH 7 Farbelosung gebracht und
dann nacheinander kurz in den pH 9 und pH 7 Tris-Pufferlosungen gespiilt. Rasches
entwiéssern in zwei Portionen vergilltem Ethanol und aufhellen in Xylol schlossen die
Farbung ab. Die Objekttriger wurden mit Deckgldasern (Menzel-Glaser) in Kaisers
Glyceringelatine (Merck) eingebettet.

Bei der mikroskopischen Auswertung (Zeiss Mikroskop) der Lage und GroBe der
Kalziumablagerungen wurde ein Messgitter zufillig iiber den Schnitt gelegt. Die
Schnittpunkte der Linien des Messgitters, die iiber die Lision zu liegen kamen, wurden bei
400facher VergroBerung ausgezihlt. Alle verkalkten Lisionen, die von einem

gemeinsamen Kalziumsaum umgeben waren, wurden als eine Einheit angesehen.
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2.5.2. Fettnachweis mit Oil red O und Himatoxilin Kernfirbung

Bei der von Lillie (1944) eingefiihrten Methode des Fettnachweises mit Oil red O werden
Lipide intensiv orangerot angefiarbt. Der gut zu handhabende Farbstoff bildet dabei in
Isopropanol kaum unerwiinschte Niederschlige.

Das zur Kernfiarbung verwendete Hamatoxilin nach Mayer wurde aus der Apotheke des
Universitédtsklinikum  Schleswig-Holstein, Campus Liibeck als fertige Farbelosung
bezogen. Diese enthélt in wissriger Losung das durch Natriumjodat zum wirksamen
Farbstoff Himatein oxidierte Himatoxilin. Das Himatein bildet mit im Uberschuss
zugesetztem Aluminiumkaliumsulfat positiv geladene Komplexverbindungen und zeigt
damit eine hohe Affinitit zu Zellkernen. Chloralhydrat stabilisiert die Farbelosung und
Citronensdure senkt den pH-Wert.

Nach Beendigung der Farbung wurden die Préparate in Leitungswasser gespiilt. Diese pH-
Wert Erhohung fiihrt zu einem Farbumschlag von rotviolett nach blau (Blduen) und zu
einer Senkung der Loslichkeit, somit zur Fixierung des Farbstoffes. Mit den oben
beschriebenen Methoden wurde eine komplette Schnittserie angeférbt.

Nach Herstellung einer 0,5% Oil red O Stammlésung (0,5 g Oil red O in 100 ml 100%
Isopropanol) wurde diese iiber Nacht stehen gelassen. Die Gebrauchslosung wurde aus
6 Teilen der Stammlosung und 4 Teilen zweifach destilliertem Wasser (Aqua bidest.)
hergestellt und mindestens 24 Stunden ruhen gelassen. Vor jedem weiteren Gebrauch
wurde die Gebrauchslosung durch Faltenfilter (Schleicher und Schuell) gefiltert. Nachdem
die Objekttriager 30 Minuten auf Zimmertemperatur gebracht worden waren, wurden diese
weitere 30 Minuten lang in die Oil red O Gebrauchslosung getaucht. Anschlieend
12 Minuten in 60% Isopropanollosung differenziert und 3 Minuten in Aqua bidest.
griindlich gespiilt. Dann folgte eine 10 miniitige Farbung mit ebenfalls durch Faltenfilter
gefiltertem Hidmatoxilin. Um Blduung zu erhalten wurden die Priparate unter flieBenden
Leitungswasser 10 Minuten gespiilt und mit Deckglidsern in Aquatex (Merck) eingebettet.
Bei der mikroskopischen Auswertung der Lage und Grofle der Fettablagerungen wurde
analog zu der Auswertung von Kalziumablagerung ein Messgitter zufillig {iber den Schnitt
gelegt. Die Schnittpunkte der Linien des Messgitters, die iiber die Fetttropfchen zu liegen

kamen, wurden bei 400facher Vergroerung ausgezihlt.
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2.5.3. Doppelfarbung mit Hamatoxilin und Eosin (HE)

Zur Kontrastfarbung wurde der Farbstoff Eosin Y (Tetrabromfluoreszein-Natrium)
ausgewdhlt. Der leicht zu handhabende Farbstoff wurde in 0,1% wéssriger Losung aus der
Apotheke des Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck bezogen. Bei
dieser Farbung wird das Zytoplasma rosa bis hellrot angefirbt. Die Hidmatoxilin
Kernfarbung wurde bereits unter 2.5.2. beschrieben.

Nach 10 miniitiger Farbung der aufgetauten Objekttriger mit durch Faltenfilter gefiltertem
Hématoxilin und 10 miniitiger Blduung im Leitungswasser wurden diese fiir 3 Minuten in
Eosin belassen. Danach wurden die gefirbten Objekttrager fiir 5 Minuten in
Leitungswasser gespiilt und kurz in 70%, dann in 90% und abschlieBend in 96% Ethanol
differenziert. Nach kurzem Spiilen in Xylol wurden die Objekttrager mit Deckgldsern in

Eukitt (Kindler) eingebettet. Das Ergebnis wurde fotografisch dokumentiert.

2.5.4. Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden die Eigenschaften der Farbstoffe genutzt bei

Beleuchtung mit kurzwelligem Licht langwelliges Licht (Fluoreszenzlicht) zu emittieren.

2.54.1. Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit DAPI Gegenfiarbung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) eroffnet die Moglichkeit
Nukleinsduresequenzen (also RNA- als auch DNA-Sequenzen) in Geweben, Zellen,
Zellkernen und Chromosomen sichtbar zu machen. Somit lédsst sich eine Nukleinsédure
direkt im biologischen Préparat = "in situ", also vor Ort, lokalisieren. Diese Technik wurde
erstmals von Pardue und Gall (1969) sowie von John et al. (1969) unabhingig voneinander
beschrieben. In dieser Arbeit werden mit Hilfe einer Gen-Sonde das Y- und das X-
Chromosom dargestellt. Es werden somit nach einer Knochenmarktransplantation die

eingewanderten ménnlichen Zellen im weiblichen Gewebe lokalisiert.
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Nach Auftauen der zu farbenden Schnitte wurden diese zunédchst mit 2x SSC (pH 7,0)
gespiilt und dann in einer feuchten Kammer bei 37 °C {iiber eine Stunde mit RNAse
inkubiert. Es folgt eine erneute Spiillung mit 2x SSC (pH 7,0) und die Andauung mit
5 pg/ml Proteinase K (Sigma Chemical Company) iiber 45 Minuten. Nach Spiilung mit 2x
SSC (pH 7,0) erfolgte iiber 10 Minuten die Fixierung mit 4% Paraformaldehyd in PBS (pH
7,2) und dann nach erneuter Spiilung in 2x SSC (pH 7,0) sowie die Dehydratation in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70%, 80% und 100% fiir je drei Minuten).

Die ,Ziel“-DNA muss zur Anlagerung der Sonden als Einzelstrang vorliegen. Zur
Hitzedenaturierung werden die Schnitte fiir drei Minuten bei 79 °C auf einer Heizplatte
erwiarmt. Hierbei werden die FITC (Fluoresceinisothiocyanat) markierte Y-Chromosom
Sonde und die Rhodamin markierte X-Chromosom Sonde (Vysis, Wiesbaden-Delkenheim)
hinzugefiigt. Hiernach erfolgte die Inkubation der Sonden iiber 12 Stunden in einer
feuchten Kammer bei 42°C. Nach Spiilung mit 50% Formamid und 2x SSC (pH 7,0 und 42

°C) erfolgte eine Lufttrocknung iiber drei Stunden.

Zur Dbesseren Orientierung wurden die Zellkerne mit einigen Tropfen des
Fluoreszenzfarbstoff ~DAPI  gegengefdrbt. DAPI  (4°,6-Diamidin-2‘-phenylindol-
dihydrochlorid) bindet selektiv an die DNA, indem es ein fluoreszierenden DNA-DAPI-
Komplex bildet. Durch die rasche Aufnahme in die Zelle und die hoher Spezifitit der
Bindung entstehen stark fluoreszierende Zellkerne, wihrend eine zytoplasmatische

Anfirbung nicht nachweisbar ist (Krenik et al., 1989).

Die Ergebnisse wurden mit einem Zeiss-Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und

fotografisch dokumentiert.
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2.6. Genotypisierung mit Hilfe von Mikrosatellitenprimern

2.6.1. DNA Isolation

Die unter Inhalationsnarkose gewonnenen ca. 1 cm langen Biopsien der Schwanzspitzen
der jeweiligen Tierstimme wurden mit 0,5 ml Lyse Puffer fiir 3 Stunden in den
Thermomixer (Eppendorf Thermomixer 5436) bei 55 °C und schneller Schiittel-
geschwindigkeit inkubiert und aufgelost. Zur Herstellung des Lyse Puffers wurden 100
mM Tris-Hcl (pH 8,5), 5 mM EDTA (pH 8,3), 0,2% SDS (pH 7,2), 200 mM NaCl und 100
ng Proteinase K (Sigma) verwendet. AnschlieBend wurde den lysierten Miuseschwanz-
spitzen zur Proteindenaturierung und Extraktion 550 pl Phenol, Chloroform, Isoamyl-
Alkohol (25:24:1; Sigma) zugesetzt und vorsichtig im Vortex-Genie (Bender & Hobein
AG) geschiittelt. Nachdem die Losung bei 9000 U/min fiir 5 Minuten in einer
Mikrozentrifuge zentrifugiert worden war, wurde der DNA-haltige Uberstand in ein neues
Eppendorfgefall gebracht und ein gleiches Volumen Chloroform (Sigma) zugegeben. Nach
erneutem mischen und 5 miniitigem zentrifugieren bei 9000 U/min wurde der Uberstand in
ein neues Eppendorfgefdll pipettiert und mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
und 2 Volumen 100% Ethanol versehen sowie durch Invertieren gemischt. Die dabei
ausgefillte DNA wurde bei 9000 U/min 5 Minuten abgetrennt. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA Pellet 10 Minuten lang an der Luft getrocknet. Die so isolierte
DNA wurde im 100 pl TE-Puffer (10mM Tris-HCI und 0,1 mM EDTA, pH 7.,5) gelost.

Zur DNA Isolation aus dem Blut der Tiere wurde das DNeasy 96 Blood & Tissue Kid
(Qiagen) verwendet. Es wurde entsprechend dem von der Firma Qiagen Juli 1996
veroffentlichen Protokoll vorgegangen.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde eine 1:50 Unterverdiinnung hergestellt.
Diese wurde im Gene Quant II (Pharmacia Biotech) bei einer Absorption von 260 nm
(A 260) gegen TE-Puffer als Leerwert photometrisch gemessen. Fiir die weitere
Verwendung wurde eine 20 ug/ml DNA Verdiinnung hergestellt. Weiterhin wurde die
Absorption der DNA bei 280 nm (A 280) bestimmt und der Quotient aus A 260 und A 280
gebildet. Ein Quotient zwischen 1,8 bis 2,0 sprach fiir wenige Verunreinigungen in der
DNA.

Die aufgereinigte DNA der nicht zur Verfiigung stehenden BXH RI-Stamme -3, -4, -6,
-11, -14 und -19 wurde iiber The Jackson Laboratory (http://www.informatics.jax.org

[Letzter Zugriff 11/2000]) bezogen.
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2.6.2. Genotypanalyse mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (Mullis et al., 1986) ist eine schnelle und effiziente
Methode um Nukleotidsequenzen in vitro enzymatisch exponentiell zu vermehren. Als
Matrize wurde die Maus-DNA der zu untersuchenden Stimme verwendet. Die
Amplifikation beginnt mit der temperaturgesteuerten Denaturierung der DNA Matrize.
Dabei wird die gesamte DNA in ihre Einzelstringe gespalten. Beim Abkiihlen lagern sich
die zum Matrizenstrang komplementdaren Oligonucleotide (Primer) den DNA-
Einzelstringen an und die thermostabile Taq-DNA-Polymerase (Innis et al., 1988)
verlidngert diese durch Anbau von komplementiren Nukleotiden. Neuerliches Erwédrmen
leitet den zyklischen Prozess ein.

Um in Erfahrung zu bringen von welchem Elternteil ein bestimmter chromosomaler
Abschnitt vererbt wurde, wurden stellvertretend fiir die elterlichen Allele die Allele sich in
der Nihe befindlicher kommerziell erhiltlicher Primer (Tabelle 4) verwendet.

Die Anlagerungstemperatur der Primer spielt bei der Amplifikation eine wichtige Rolle.
Diese wird durch das Adenin (A) - Thymin (T) und Guanin (G) - Cytosin (C) Verhiltnis
beeinflusst. Ein AT Basenpaar hat eine niedrigere Schmelztemperatur als ein GC
Basenpaar. Die optimale Anlagerungstemperatur wurde mit Hilfe der Gradienten-PCR
(Eppendorf Mastercycler gradient) ermittelt. Dabei wurden ein PCR Standardansatz (1 pl
1x PCR Puffer, 1 ul dNTP, 6,3 ul steriles Wasser, 0,3 pl sense Primer, 0,3 pl antisense
Primer, 1 pl DNA (20 ng/pl) und 1 pl Taq-DNA-Polymerase (Pharmacia Biotech))

verwendet. Zur DNA Amplifikation wurde das in Tabelle 3a beschriebene Programm

benutzt.
a Gradienten PCR Programm
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 |Schritt 4

2'94°C (30" 94°C, 1' Gradient 50°C bis 60°C, 30" 72°C) x 30 10'72°C | ~4°C

b Standard PCR Programm

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 |Schritt 4
2'94°C (30" 94°C, 1' optimaleTemperatur, 30" 72°C) x 30 10'72°C | ~4°C

Tabelle 3a und b Gradienten- und Standard PCR Protokoll zur Ermittlung der optimale

Anlagerungstemperatur und zur DNA Synthese.
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Primer

Primersequenzen
obere Zeile sense, untere Zeile antisense Primer

C57BL

C3H

D7Mit56

5-AATGAAGATACCCACAGAAGCTG-3'
5'-GATGGGAACTGGGAACTTAGC-3'

128

146

D7Mit76

5-CATGAGCACGTGGAGAAAGA-3'
5-CGTGGAAACCTGATAAACTGA-3'

228

250

D7Mitl54

5S-CTGTAGAAAATTAAGATGTTGGATTTG-3'
5-CTGGCTCTATCAGAAATATATGGTG-3'

148

132

D7Mit294

5-TAGTGGGAAAGAGAGAAACAATCC-3'
S-TAATGTTTAATCTTGTCGTCTTAGTGG-3'

118

126

D7Mit266

5'"TCAGGGATGTCTTAAAACTGGG-3'
5'-CGCTGTAAAGCGTATTCGTG-3'

122

116

D7Mit224

5-CCATGCAGAGGTTTGGAAGT-3'
5-CCCAATGTTCTTGATTCCCA-3'

131

143

D7Mit247

S-TCTTTTGACTTGATTTTGGCG-3'
5-TGGAGGAGACATATCTTTGCG-3'

122

100

D7Mit309

5-TGATAAGGACCCTACAAGCACC-3'
5'-CACAGAGATGGACAGATACAGACA-3'

168

128

D7Mit227

5'-GAGTCCTCAGCAGATATTACTCAGC-3'
5-CTGATGTCTCATCATTTGGGG-3'

92

102

D7Mit25

5'-AGGGGCACATGTTCAACTATG-3'
5-GGTTGTTTCCAGCTTTGGG-3'

110

96

D7Mit310

5-GGGCTCGAAAGACACAGAAA-3
5-ATGTAGTGTTAACGGAACATAACTGG-3'

164

166

D7Mit270

5-CCCTCCATCATCCTCCTTC-3'
5'-TCTCAAAAAGTCAATGGTGCC-3'

146

122

D7Mit228

S-ATTCTTGGCCTTTTCTTGTAACA-3'
5-AAACCTCCACACTGACTTCCA-3'

148

140

D7Mitl58

5-CTTCATCTGAGCCTGGGAAG-3'
5'-ACTGTAGACCCATGTTCTGATTAGG-3'

151

159

D7Mit229

5-GGTTCTCTTTCCTTGTTTGCC-3'
5-TACTGGTTACATCTGGTGGGTG-3'

123

143

D7Mit82

5'-GGACACGGTGTCCATCAAG-3'
5-CTGAGTAGAAAGCATGTGGGG-3'

206

224

D7Mit31

5-TTCAAACCATCCAGTAAGTCCA-3'
5'TTGGTGAACTGCTTCAATGC-3'

246

226

D7Mit40

5'-GTCAACAGTCAGGAAAGCTGG-3'
5-CAGATGCTTGTATTTGCAAAGC-3'

204

228

D7Mit332

5-TACCATCCCTAACTGGTTCTCTT-3'
5S'-CTGCACACTCACATACATACTCATG-3'

116

124

Tabelle 4 Primersequenz und Fragmentlinge der Sonden sind aus Mouse Genome
Informatics (http://www.informatics.jax.org [Letzter Zugriff 11/2000]) entnommen und
iiber Research Genetics Inc. (http://www.resgen.com [Letzter Zugriff 11/2000]) bezogen
worden. Die Sonden sind vom proximalen Ende des Chromosoms 7 zum distalen Ende
aufgelistet.
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Nach Ermittlung der optimalen Anlagerungstemperatur der einzelnen Primer wurden mit
Hilfe des oben beschriebenen PCR Standardansatzes und des PCR Programms aus der
Tabelle 3b die DNA-Fragmente aller Mausstimme amplifiziert und auf ein MetaPhor

Agarosegel aufgetragen. Eine Negativkontrolle wurde stets mitgefiihrt.

2.6.3. Gelelektrophorese mit MetaPhor Agarose

Die Elektrophorese ist eine weitverbreitete Methode um geladene Teilchen im elektrischen
Feld zu trennen. Bei der MetaPhor Agarose (Biozym) wird zusitzlich durch definierte
PorengroBBe des Gels ein ,Siebeffekt ausgenutzt. Die mit der PCR Methode
vervielfdltigten Nucleotidsequenzen wandern aufgrund ihrer Ionisation (Anionen) im
elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Ihre Wanderungsgeschwindigkeit wird
weitgehend von der Molekiillinge bestimmt. Lange Molekiile wandern langsamer als
kurze. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen wird das MetaPhor Agarosegel mit
Ethiniumbromid (EtBr) versetzt. Das EtBr schiebt sich zwischen die Basen der
Nucleinsduren und bildet ein EtBr-Nucleinsdure Komplex (Alwine et al., 1979). Nach
Anregung mit UV-Licht erscheinen rot-orange leuchtende Banden im sichtbaren Bereich
des Lichtes. Es wurde je nach erwarteter Fragmentlinge ein 1 % - 5 % MetaPhor
Agarosegel in 1x TBE Puffer (10x TBE entspricht 1 M Tris Base, 830 mM Boric acid, 10
mM EDTA) hergestellt und mit EtBr (0,75 pl/100 ml) versetzt.

Den mit Hilfe der PCR Methode vervielfiltigten Nucleotidsequenzen wurde je 1 pl
Loading Dye (0,25% Xylene cyanol FF, 15% Ficoll polymer in Aqua bidest.) zugegeben
und auf das Gel aufgetragen. Als Puffersystem diente 1x TBE. Eine Spannung von 110 V
wurde fiir 120-200 Minuten angelegt und das Ergebnis fotografisch dokumentiert.

Durch den direkten Vergleich der Wanderungslinge der amplifizierten DNA-Fragmente
der C57BL/6J und C3H/HelJ Tierstimme mit den zwolf BXH Stimmen konnten die BXH

DNA-Fragmente entsprechend ihrer Abstammung zugeordnet werden.
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2.6.4. Chimirenanalyse

Um den Erfolg der Knochenmarktransplantation zu dokumentieren wurde neben der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eine Chimérenanalyse durchgefiihrt. Hierbei
wurde 12 Wochen nach der Knochenmarktransplantation allen Tieren durch Punktion des
retroorbitalen Sinus venosus Blut entnommen. Die DNA wurde mit dem DNeasy 96 Blood
& Tissue Kid (Qiagen) isoliert. Mit zu Hilfenahme der Polymerase Kettenreaktion (PCR)
mit dem Standard PCR Programm (Tabelle 3b) und Verwendung der Primer D7Mit56,
D7Mit247 und D7Mit229 (Tabelle 4) wurde die genetische Zusammensetzung des Blutes
gepriift. Es wird erwartet, dass bei einer erfolgreichen Knochenmarktransplantation die
Mausstimme im Blut den genetischen Fingerabdruck des jeweils transplantierten

Knochenmarks zeigen.

2.7. Die optische Kohirenztomographie

Bei der optischen Kohirenztomographie (OCT) wird infrarotes Licht gleicher Frequenz
und konstanter Phasendifferenz emittiert (Abbildung 3). Das Licht der Superlumineszens-
diode ist somit kohdrent. Das ausgesandte Licht kurzer Kohirenzlinge wird in einen
Probe- und Referenzstrahl aufgeteilt. Durch den Vergleich des aus dem Gewebe zuriick
gestreuten Lichts und des Referenzlichtstrahls kommt es zur Addition von
Schwingungszustinden bei der Uberlagerung von Wellen (Interferenz). Da die
zuriickgelegte Weglidnge des Referenzstrahls bekannt ist, lassen sich somit tiefenabhingig
Riickschliisse iiber die Eigenschaften des Gewebes wie Streuung und Absorption ziehen.
Durch die Veridnderung der Weglinge des Referenzstrahles kann das untersuchte Gewebe

durchgemustert werden.

Referenzspiegel
Superlumineszenzdiode

50% Koppler

Photodiode

Probe

Abbildung 3 Schematische Darstellung der optischen Kohdrenztomographie (OCT).
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Der OCT-Prototyp verwendet als Lichtquelle infrarote Superlumineszenzdioden der
Wellenldnge 1300 nm und Kohirenzldnge von 15 pum. Die Detektionstiefe am Herzen
betrdgt ca. 1,5 mm. Im Vergleich zur hochfrequenten Sonographie bietet das OCT eine
deutlich groBere Auflosung bei jedoch kleinerer Eindringtiefe.

Mit der optischen Kohédrenztomographie werden je 6 Tiere, der in fritheren Publikationen
(Ivandic et al., 1996) als DCC-resistent beschriebenen BXH-Stiamme 7, 8, 9 und 10 sowie
beziiglich dystropher kardialer Verkalkungen priadisponierter C3H/HeJ und resistenter
C57BL/6J Stimme, nach Anwendung der kilteinduzierten Nekrose untersucht.

2.8. Statistik und Koppelungsanalysen

Die statistische Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Biometrie und
Statistik des Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck durchgefiihrt. Bei
den Berechnungen wurde das SPSS Programm (Statistical Package for the Social Sciences)
und fiir die Koppelungsanalysen das MAPMAKER Programm verwendet. Die

Signifikanzschwelle wurde bei allen Untersuchungen fiir p=0,05 festgelegt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Diit-induzierte dystrophe Herzverkalkung der Mauseinzuchtstimme

Vor Beginn und nach Beendigung der Fiitterung mit fett- und cholesterinreicher Diit tiber
12 Wochen wurde den niichternen Tieren Blut entnommen und durch das Institut fiir
Klinische Chemie des Universititsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck
bestimmt. Es zeigten sich erwartungsgemill keine signifikanten Verdnderungen von
Serumkalzium, -phosphat und -magnesium zwischen den Tieren unter Kontroll- und
Diitfutter sowie zwischen den BXH2, -10, -12 und den Stimmen C3H/HeJ sowie
C57BL/6J. Hierdurch wurde eine metastatische extraossire Kalziumablagerung

ausgeschlossen (Tabelle 5).

Mausstamme
C3H/HeJ C57BL/6J BXH2 BXH10 BXH12
n=3;6 n=7;9 n=5;4 n=9;8 n=7;10

Kalzium (mmol/l)
Kontrolldiat 2,35+0,04 2,30%+0,04 2,38%+0,09 2,40%+0,07 2,39%0,14
Fettdiiit 233+£0,03 230+0,11 234+£0,06 245+£0,07 2,39+0,07
Magnesium (mmol/l)
Kontrolldiat 0,84 0,06 0,79+0,14 0,87+0,15 091+0,05 0,79+0,04
Fettdiit 0,83+0,06 0,.82+0,18 0,83*£0,11 0,89%£0,06 0,80%0,03
Phosphat (mmol/l)
Kontrolldiit 2,51+0,21 2,79t0,11 227+£036 225+£0,23 2,19%£0,23
Fettdiit 2,4810,29 220+0,04 226+044 2,19+£0,09 2,22+0,34

Tabelle 5 Ergebnisse der Blutuntersuchung nach Beendigung des Fiitterungsversuchs.
Es sind jeweils in der oberen Zeile die Mittelwerte mit Standardabweichung der Tiere
unter Kontrollfutter und in der unteren Zeile die Blutwerte der Tiere unter Didtfutter
angegeben. Die Anzahl der untersuchten Mduse ist jeweils in der oberen Spalte
aufgezeichnet. N = Anzahl der untersuchten Tiere unter Kontrolldidt ; Anzahl der

untersuchten Tiere unter Fettdidit.
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3.2. Phinotyp Untersuchungen

Aus den eingefrorenen Herzen wurden Gefrierschnitte von 10 pm Dicke in Serie
angefertigt. Eine komplette Schnittserie der Herzen aus dem Fiitterungsversuch wurde mit
Alizarinrot S angefirbt und mikroskopisch die Lage und GroBe der Kalziumablagerungen
untersucht. Eine weitere komplette Schnittserie wurde mit der Fettfarbung Oil Red O
angefidrbt und die proximalen Anteile der Aorta und die Herzklappen auf vorhandene
Verfettung untersucht. Mit zu Hilfenahme der Hamatoxilin und Eosin (HE) Fiarbung wurde

ebenfalls eine Schnittserie auf Narbenbildung hin untersucht.

Wie erwartet zeigte der DCC-resistente Inzuchtstamm C57BL/6J keine Kalzifikationen,
wihrend bei dem DCC-sensiblen Stamm C3H/HeJ 6 von 9 Tieren zum Teil massive
myokardiale und epikardiale Verkalkungen aufwiesen (Abbildung 4a). Bei allen
untersuchten rekombinant ingeziichteten Stdmmen waren dystrophe myokardiale
Verkalkungen nachweisbar. Die BXH10 Tiere zeigten jedoch nur eine geringe Auspriagung
der Verkalkung (Tabelle 6). Entgegen unserer Hypothese, dass die fett- und
cholesterinreiche Didt Verkalkungen induziert, zeigte sich histologisch kein eindeutiger
Trend zu ausgeprigteren Verkalkungen nach Durchfiihrung der Diét (Gruppe I und Gruppe
I). Aus diesem Grund wurden fiir die Kopplungsanalysen die beiden Gruppen

zusammengefasst (Tabelle 8).

Mausstamme Gruppe I Gru.ppe II,__ Tiere gesamt
Normalfutter Fettreiche-Diiit
C3H/Hel 3/3 (100 %) 3/6 (50 %) 6/9 (67 %)
C57BL/6J 0/6% (0 %) 0/8* (0 %) 0/14 (0 %)
BXH2 475 (80 %) 3/4 (75 %) 719 (78 %)
BXH10 2/9 (22 %) 0/8 (0 %) 2717 (12 %)
BXHI12 1/7 (14 %) 3/9% (33 %) 4/16 (25 %)
Tabelle 6 Resultate des Fiitterungsversuchs der einzelnen Tierstdimme. Angegeben ist

die Anzahl der Herzen mit Verkalkungen im direkten Vergleich mit der Gesamtzahl der

untersuchten Herzen. Bei den mit * gekennzeichneten Herzen ist jeweils ein Herz durch

fehlerhafte Fixierung zerstort worden.
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Abbildung 4a und 4b In der Abbildung 4a sind nach Fdrbung mit Alizarinrot S
deutliche Kalzifikationen (Rot dargestellt) im Myokard von fiir dystrophe Herzerkalkungen
sensiblen Stamm C3H/HeJ zu sehen. Es sind zwischen den Verkalkungen Briicken aus Kalk
zu erkennen. Aufgenommen bei 100facher Vergrifierung nach Induktion der Nekrose
durch fettreiche Didt. Die Abbildung 4 b zeigt bei dem gleichen Tier die Aorta ascendens
in Hohe der Herzklappen mit der Oil Red O Fettfdarbung. Es sind keine Fetteinlagerungen

in der Aortenwand zu verzeichnen. Vergrofierung 10fach.

Mit Hilfe der Fetttarbung Oil Red O wurden die proximalen Anteile der Aorta und die
Herzklappen auf das Vorhandensein von Verfettung hin untersucht (Gruppe I und Gruppe
II wie in Tabelle 6). Es zeigten sich weder bei den Tieren, die das Kontrollfutter erhielten,
noch bei den Maiusen mit einer fett- und cholesterinreiche Diidt Verfettungen
(Abbildung 4b).

Die Durchfiihrung einer Hidmatoxilin und Eosin (HE) Férbung erbrachte bei den oben
beschriebenen Tieren ebenfalls keinen Nachweis groBflachiger Narbenbildung. Wie in der

Tabelle 6 beschrieben zeigten sich auch mit der HE-Farbung Verkalkungen in den Herzen.
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Auf Grund der unter Diit nicht unseren Erwartungen entsprechenden Ausbildung der
dystrophen Verkalkungen wurde das Tierversuchsvorhaben erweitert. Mit der
kilteinduzierten Nekrose am Mausherzen wurden jeweils 6 Tiere der in fritheren
Publikationen als fiir dystrophe Herzverkalkung resistent bezeichneten Stimme BXH-7, -8,
-9 und BXH-10 sowie die Inzuchtstimme C3H/HeJ und C57BL/6J untersucht. Es konnte
14 Tage nach Setzen der Lision mit den Fiarbungen Alizarinrot S und Hématoxilin / Eosin
gezeigt werden, dass die 5 iiberlebenden Tiere des BXH-10 Stammes grof3flichige
Verkalkungen im Nekrosegebiet hatten, jedoch keines der 4 BXH-9 und der 6 BXH-8
sowie der 5 BXH-7 Tiere Kalzifikationen aufwiesen. Erwartungsgemil zeigten alle fiir
dystrophe Verkalkungen pridisponierten C3H/Hel Tiere Verkalkungen, wihrend keines
der resistenten C57BL/6J DCC aufwiesen.

Mausstimme Gruppe III (Kélteinduzierte Nekrose)
Histologie OCT
C3H/Hel 6/6 (100 %) 6/6 (100 %)
C57BL/6J 0/6 (0 %) 0/6 (0 %)
BXH7 0/5*% (0 %) 0/5% (0 %)
BXHS 0/6 (0 %) 0/6 (0 %)
BXH9 0/4%* (0 %) 0/4%* (0 %)
BXH10 5/75% (100 %) 5/5% (100 %)
Tabelle 7 Ergebnisse des Versuchs der kdilteinduzierten Nekrose am Mausherzen.

Angegeben ist die Anzahl der Herzen mit Verkalkungen im direkten Vergleich mit der
Gesamtzahl der untersuchten Herzen. Bei den mit * gekennzeichneten Gruppen sind Tiere
aufgrund des durchgefiihrten operativen Eingriffes verschieden. Die Untersuchungen
wurden histologisch mittels Alizarinrot S und Hdmatoxilin / Eosin (HE) sowie unter

Verwendung der optischen Kohdrenztomographie durchgefiihrt (OCT).
Um eventuelle Verwechselungen der BXH-Tiere auszuschlielen, wurde von allen hier

untersuchten Miusen mit Hilfe der Primer aus der Tabelle 4 ein individueller genetischer

Fingerabdruck erstellt. Es konnten keine Verwechslungen der Tiere nachgewiesen werden.
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3.3. Molekulargenetische Untersuchungen

Um die Rekombination der elterlichen Allele in den BXH rekombinant ingeziichteten
Stammen bestimmen zu konnen, wurden stellvertretend die Allele gekoppelter
polymorpher Mikrosatellitenmarker mit Hilfe der PCR-Technik amplifiziert. Durch den
direkten Vergleich der Wanderungslinge der DNA Fragmente der Elterntiere mit den
zwoOlf BXH Stimmen im ethidiumbromidgefirbten Agarosegel konnten die BXH-DNA-
Fragmente entsprechend ihrer Abstammung zugeordnet werden (Tabelle 8).

Allein durch die Analyse der Rekombinationsorte auf Chromosom 7 konnte bei sowohl
unter Diét (Pravalenzen fiir dystrophe Verkalkungen wurden aus der Arbeit von Ivandic et
al. (1996) entnommen) als auch unter der kélteinduzierten Nekrose DCC-resistenten BXH-
8 Tieren und den unter Didt DCC-priadisponierten RI-Stamm BXH-6 (Tabelle 8, grau
unterlegt) Dyscalc auf einen 10 cM groBen Abschnitt eingegrenzt werden. Dieser
Abschnitt wird proximal durch den Mikrosatellitenmarker D7Mit224 (15,0 cM) und distal
durch D7Mit82 (25,0 cM) begrenzt. In diesem Bereich sind bei dem BXH-7 Stamm fiir
dystrophe Herzverkalkungen priadisponierende (HH) aber auch resistente (BB) Bereiche zu
finden (Tabelle 8, gelb unterlegt). Unter der Beriicksichtigung, dass keins der 5
untersuchten Tieren des BXH-7 Stammes Verkalkungen zeigten, verringert sich das fiir
dystrophe Verkalkungen in Frage kommende Intervall auf 9 cM. Proximal durch den
Mikrosatellitenmarker D7Mit25 (16,0 cM) und distal durch D7Mit82 (25,0 cM) begrenzt
(Tabelle 8, Intervall Rot gekennzeichnet). Dieses Ergebnis wurde durch eine genomweite
Koppelungsanalyse bestitigt (s. ndchstes Kapitel). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

wurden auszugsweise von Ivandic et al. 2001 veroffentlicht.
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Primer cM BXH rekombinant ingeziichtete Stiimme

2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 14 19

D7Mit56 25| BB HH HH BB BB BB BB BB HH HH BB BB

D7Mit76 34| BB HH HH BB BB BB BB BB HH HH BB BB

D7Mitl54 4,0 |BB HH HH BB BB BB BB BB HH HH BB BB

D7Mit294 80 |HH HH HH BB BB BB BB BB HH HH BB BB

D7Mit266 100 HH HH HH BB BB BB BB BB HH HH BB BB

D7Mit224 150|HH HH HH BB BB BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit247 160 HH HH HH HH HH BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit309 160 HH HH HH HH HH BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit227 160 HH HH HH HH HH BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit25 160 HH HH HH HH HH BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit310 180|HH HH HH HH BB BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit270 180|HH HH HH HH BB BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit228 180(HH HH HH HH BB BB BB HH HH HH HH HH

D7Mitl158 23,0 HH HH HH HH BB BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit229 23,0/ HH HH HH HH BB BB BB HH HH HH HH HH

D7Mit82 250 |HH HH HH HH BB HH BB HH HH HH HH HH

D7Mit31 440|HH HH HH HH BB HH HH HH HH HH BB HH

D7Mit40 53,0 BB BB HH HH BB HH BB HH HH BB HH BB

D7Mit332 65,7 BB BB BB HH BB HH BB HH HH HH BB BB

DCC 78 50* 75% 25% 0* 0% O* 12 100* 25 29* 14%*

Kiilteind. Nekrose % 0 0 0 100

Tabelle 8 Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 7 und dazugehorige Genotypen der
BXH-RI-Stdmme, von proximal nach distal aufgelistet. B und H bezeichnen die Allele, die
am jeweiligen Mikrosatellitenmarkerlocus bestimmt wurden und beziehen sich auf die
Allele der Elternstimme C57BL/6J (B, resistent gegen DCC) und C3H/HeJ
(H, prddisponiert fiir DCC). Die mit * gekennzeichnete DCC Prdivalenzen wurden aus der
Arbeit von Ivandic et al. (1996) entnommen. (kdilteind. Nekrose = Kdlteinduzierte Nekrose

nach Brunnert und Altman (1990)). CentiMorgan = cM.
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3.4. Genomweite Koppelungsanalysen

Mit Hilfe der Ergebnisse aus den molekulargenetischen Untersuchungen und weiteren 657
bereits genau untersuchten Mikrosatellitenmarker, die aus Mouse Genome Informatics,
The Jackson Laboratory (http://www.informatics.jax.org [Letzter Zugriff 06/2001]) und
aus The Informatics Center for Mouse Neurogenetics (http://www.nervenet.org [Letzter
Zugriff 06/2001]) entnommen wurden, konnte kumulativ eine genomumfassende ,,Karte*
der Rekombinationen der BXH-Tiere erstellt werden. Durch Kopplung von Markerallelen
mit dem Phénotyp der Tiere (Tabelle 8) wurde in einem Wahrscheinlichkeitsmodell unter
Zuhilfenahme des MAPMAKER Programms der Dyscalc-Genlocus niher eingegrenzt.

Der Dyscalcl-Locus wurde mit einem signifikanten LOD-Score von maximal 5,7
gekoppelt. Die Signifikanzschwelle fiir p=0,05 wurde bei einem LOD-Score von 4,1 fiir
diese Koppelungsanalyse bestimmt. Es wurde kein weiterer signifikanter LOD-Score im

Mausgenom gefunden.

Koppelungsanalyse Chromosom 7

LOD-Score

20 30 40 50 60 70 80

centiMorgan

Abbildung 5 Kopplungsanalyse des Dyscalc-Locus auf Chromosom 7.
Signifikanter LOD-Score mit 5,7 Likelihood of Odds als log-Einheit (LOD), die
unterbrochene Linie markiert die Signifikanzschwelle von 4,1 LOD (p<0,05). Es wurden

136 Marker auf diesem Chromosom untersucht (Gekennzeichnet durch Rauten).
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3.5. Auswertung der optischen Kohirenztomographie

Basierend auf den Erfahrungen bei der Diagnostik morphologischer Veridnderung der Haut
wurde in Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. med. J. Welzel aus der Klinik fiir Dermatologie
und Venerologie die Darstellungsmoglichkeiten der Kalziumablagerungen am Herzen im

Vergleich zu dem histologischen Befund untersucht.

Abbildung 6a und b Dargestellt sind zwei optische Kohdrenztomographie
Abbildungen von Herzen der Stdmme BXHI10 (Abbildung 6a) und BXH7 (Abbildung 6b).
Die Wellenldnge betrdgt 1300 nm bei einer Kohdrenzlinge von 15 um und einer Bildgrofse
von 6 mm x 1,6 mm. In der Abbildung 6a sind dystrophe Herzverkalkung (Pfeile) mit
deutlicher Signalausloschung hinter der Ldsion zu sehen. Abbildung 6b zeigt Einblutungen

(Pfeil) im Bereich der kdilteinduzierten Nekrose, jedoch keine Verkalkungen.
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Es wurde bei je 6 Miuse der DCC-resistenten Stimme BXH-7, -8, -9 und BXH-10 sowie
der Inzuchtstimme C3H/HeJ und C57BL/6J eine Nekrose nach der von Brunnert und
Altman (1990) beschriebenen Methode gesetzt. Nach 14 Tagen wurde der Versuch beendet
und die Herzen der Tiere mit der optische Kohirenztomographie (OCT) sowie der
Durchlichtmikroskopie auf Verkalkungen hin untersucht.

Es konnte eine Ubereinstimmung zwischen den im OCT dargestellten reflektionsreichen
Gebieten mit dahinterliegender Signalausloschung und den mit Alizarinrot S angeféarbten
Verkalkungen dargestellt werden (Tabelle 7). Somit konnte gezeigt werden, dass sich die
optische Kohirenztomographie (OCT) als schnelles und zuverldssiges Screening-

Verfahren zur Darstellung von Verkalkungen im Gewebe eignet.

3.6. Knochenmarkstransplantation

Nach Durchfiihrung der Knochenmarktransplantation entstanden Organismen mit
Erbinformationen zweier verschiedener Individuen. Diese werden als Chimére bezeichnet.

Um den Erfolg der Knochenmarktransplantation zu {iiberpriifen, wurde die genetische
Zusammensetzung des Blutes mit zu Hilfenahme der Polymerase-Kettenreaktion unter
Verwendung der Primer D7Mit56, D7Mit247 und D7Mit229 (Tabelle 4) gepriift sowie bei

ausgewdihlten Schnitten eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt.

Auszugsweise zeigt das Abbildung 7 die Chimirenanalyse kongener- sowie C57BL/6J-
Miuse nach Transplantation von C57BL/6J- beziehungsweise kongenem Knochenmark.
Deutlich sind bei den entstanden Chimidren zwei Banden zu sehen, wobei die
ausgepriagtere Bande genetisch dem transplantierten Knochenmark zugeordnet werden
kann. Als Kontrolle ist die einzelne Bande der kongenen Méause sowie des Mausstammes
C57BL/6J dargestellt. In einem zweiten Schritt wurde die Stirke der entstandenen Banden
der einzelnen Tiere verglichen. Es zeigte sich, dass bei allen untersuchten Tieren
durchschnittlich mehr als 80 % der genetischen Signatur dem transplantiertem

Knochenmark entstammt (Tabelle 9).
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Kongene Mause mit C57BL/6J C57BL/6J Mause mit kongenen @ @
Knochenmarkszellen Knochenmarkszellen @Q g

1234567123456@

Abbildung 7: Chimdrenanalyse kongener- sowie C57BL/6J-Mduse (auszugsweise) zwolf
Wochen nach Knochenmarktransplantation im Vergleich zu reinrassigen C57BL/6J und
kongenen Tieren. Darstellung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Anwendung

des Markers D7Mit229. Die Gewinnung der DNA erfolgte aus dem Blut.

C: & C57BL/6 Knochenmark - @ Kongene Miiuse A* B*

Primer 1 05 3 4 5 6 7 1 1
D7Mit567 | 81,2 % | 77,3 % | 80,0 % | 81,5 % | 91,9 % | 78,9 % | 77,4 % | | 100 % |97,5 %
D7Mit247 | 87,8 % | 84,6 % | 88,8 % | 87,6 % | 94,7 % | 86,2 % | 83,4 % || 100 % | 100 %
D7Mit229 | 84,7 % | 79,8 % | 85,7 % | 86,4 % | 95,3 % | 85,2 % | 80,2 % | | 100 % |96,5 %

DCC -- + + -- + -- + + --

A*: & Kongenes Knochenmark - ©Q Kongene Miiuse
B*: & C57BL/6 Knochenmark - @ C57BL/6 Miuse

D: & Kongenes Knochenmark - @ C57BL/6 Miuse
Primer 1 2 3 4 5 6 7 8
D7Mit567 | 100% | 100% | 100 % | 100 % | 100 % | 100 % * *
D7Mit247 | 939 % | 944 % | 94,6 % | 93,4 % | 94,8 % | 100 % | 87,6 % | 92,3 %
D7Mit229 | 90,1 % | 93,5% | 954 % | 929 % | 93,2 % | 97,9 % | 88,4 % | 94,5 %

DCC -- - - - - - - -

Tabelle 9:  Ergebnisse der Chimdrenanalyse zwolf Wochen nach Knochenmark-
transplantation. Es wurden die Marker D7Mit567, D7Mit247 und D7Mit229 angewendet.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der umgewandelten Blutzellen sowie die
histologischen Resultate beziiglich der dystrophen Herzverkalkungen. * = Daten nicht

vorhanden aufgrund fehlerhafter PCR-Untersuchung.
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Abbildung 8 zeigt einen Ausschnitt einer durch Kryopexie erzeugten Myokardnekrose bei
einer kongenen weiblichen Maus nach Knochenmarktransplantation. Deutlich sind
Zellkerne (blau) mit Nachweis von Y-Chromosomen (griin) zu sehen, wie es bei
ménnlichen Individuen zu erwarten wire. Die Zellen wurden im Bereich der durch
Kryopexie erzeugten Myokardnekrosen bei allen transplantierten Madusen nachgewiesen.
Diese miénnlichen Zellen miissen somit aus dem Knochenmark iiber das Blut in die

Nekrose eingewandert sein.

Abbildung 8: Ausschnitt einer durch Kryopexie erzeugten Myokardnekrose im
Bereich des linken Ventrikels bei einer weiblichen kongenen Maus nach
Knochenmarktransplantation. FISH-Fdrbung: Y-Chromosom (griin) sowie X-Chromosom
(rot) mit einer fluoreszenzmarkierten Sonde dargestellt. Deutliche Ansammlung der
transplantierten mdnnlichen Zellen um die Verkalkung (Stern). Zellkerne mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (blau) gegengefiirbt. Vergrofierung 400fach. Rechts in der
unteren Ecke Darstellung einer Ausschnittsvergrofferung mit Darstellung eines

mdnnlichen Genotypen (XY).
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Zwei Wochen nach Durchfithrung einer Myokard-Kryopexie wurden die Tiere der
einzelnen Gruppen histologisch auf Verkalkungen hin untersucht (Tabelle 10).
Erwartungsgemill zeigten alle kongenen Maiuse, welche kongenes Knochenmark
transplantiert bekommen haben (Positivkontrolle), deutliche dystrophe Verkalkungen des
Myokards (Gruppe D), wihrend die C57BL/6 Miuse mit transplantiertem CS57BL/6
Knochenmark (Negativkontrolle) keine Verkalkungen aufwiesen (Gruppe C).

Bei den C57BL/6 Miausen mit kongenem Knochenmark konnte bei den 8 iiberlebenden
Tieren keine Verkalkung festgestellt werden (Gruppe A). Bei den kongenen Mé&usen mit
transplantiertem C57BL/6 Knochenmark verkalkten 4 von 7 Tieren, die den operativen

Eingriff iberstanden (Gruppe B).

Gruppen DCC| DCC/Tieranzahl
A |3 Kongenes Knochenmark - Q@ C57BL/6 Miuse| - 0/8%*(0 %)
B |J C57BL/6 Knochenmark > @ Kongene Méuse| + 4 /7% (57 %)
C |Jd C57BL/6 Knochenmark > @ C57BL/6 Miuse| - 0/10 (0 %)
D | Kongenes Knochenmark - @ Kongene Méuse | + 10/ 10 (100 %)

Tabelle 10:  Zusammenstellung ~ der  Ergebnisse = nach  Durchfiihrung  der
Knochenmarktransplantation. Dargestellt sind in den einzelnen Gruppen die Anzahl der
Herzen mit Verkalkungen im direkten Vergleich mit der Gesamtzahl der untersuchten
Herzen. Bei den mit * gekennzeichneten Gruppen sind Tiere aufgrund des durchgefiihrten
operativen Eingriffes verschieden. Gruppe C zeigt im Vergleich zu Gruppe einen

signifikanten Unterschied von Ausprigung der entstandenen Verkalkungen (p=0,02).
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4. DISKUSSION

Kardiovaskulidre Kalziumablagerungen sind in der GefiBBwand, den Herzklappen und im
Myokard als Folge entziindlich-degenerativer Prozesse zu finden. In der Regel sind diese
Verkalkungen mit Zellnekrosen assoziiert und von Serumkalzium- und Phosphatspiegeln
unabhiingig. Diese dystrophen Verkalkungen miissen daher von extraossidren, metastati-
schen Verkalkungen bei Storungen des Calcitonin- und Parathormonstoffwechsels unter-
schieden werden (Seifert, 1997). Kalziumablagerungen sind seit langem bei
Mausinzuchtstimmen wie BALB/c, DBA/2, und C3H/He bekannt (DiPaolo et al., 1964;
Eaton et al., 1978). Myokardnekrosen, die unter anderem durch eine fettreiche Diét (Eaton
et al., 1978) oder durch Kryopexie (Brunnert und Altman, 1990; Brunnert, 1997)
verursacht sein konnen, weisen bei diesen préadisponierten Maéusen dystrophe
Verkalkungen auf. Die Pathogenese der oben beschriebenen ,response-to-injury*-
Reaktion ist noch nicht vollstindig aufgeklart und sollte in dieser Arbeit ndher untersucht

werden.

4.1. Untersuchungen von BXH-RI Mausstimmen

Basierend auf den Experimenten von Ivandic und Mitarbeitern (1996) sollen die
Untersuchungen der BXH-Stamme vervollstindigt und diskrepante Befunde aufgeklirt
werden.

In dieser Arbeit wurden unter vergleichbaren Bedingungen wie bei der Publikation von
Ivandic und Mitarbeitern (1996) die noch nicht im Zusammenhang mit dystrophen
Verkalkungen beschriebenen Stamme BXH-2 und BXH-12 sowie der BXH Stamm 10
untersucht. Diese BXH-Stimme setzen sich genetisch aus den fiir dystrophe Verkalkung
pradisponierten C3H/HeJ- und resistenten C57BL/6J Méusen zusammen.

Die BXH-2 Tiere zeigten unter Diit zu 78% (7/9) und die BXH-12 Miuse zu 25% (4/16)
myokardiale Verkalkungen. Die BXH-10 Tiere wiesen in der Publikation von Ivandic und
Mitarbeitern (1996) trotz eines pradisponierenden C3H/HeJ-Genotyp bei keinem der
untersuchten Tiere dystrophe Herzverkalkungen auf. Im Gegensatz hierzu zeigten in dieser
Arbeit 12% (2/17) der BXH-10 Tiere myokardiale Verkalkungen.

Als Negativkontrolle wurden C57BL/6J untersucht, die wie erwartet keine Kalzifikationen
aufwiesen. Diskrepant zu den oben beschriebenen Voruntersuchungen von Ivandic und

Mitarbeitern (1996) bei denen 100% der préadisponierenden C3H/Hel dystrophe
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Herzverkalkungen zeigten, wurde bei den hier untersuchten Tieren (Positivkontrolle) nur
bei 67% (6/9) der Miuse dystrophe Verkalkungen vorgefunden. An diesem Beispiel kann
die Theorie von Crabbe und Mitarbeitern (1999) bestitigt werden, nach der das Verhalten
von Testmidusen nicht allein durch die Gene, sondern auch durch #uBere
Umgebungsbedingungen beeinflusst wird, wobei die Ursache der diskrepanten Ergebnisse

nicht verifiziert werden konnte.

Da bei den oben beschriebenen Miusen eventuell vorhandene Genotypisierungsfehler
durch Wiederholung der Versuche ausgeschlossen wurden, musste aufgrund der nicht zu
100% auftretenden Verkalkungen unter der ausgewihlten Didt die Existenz starker,
penetranzmindernder Loci angenommen werden. Um diese Loci zu umgehen, wurde ein
von der Didt unabhingiger Ansatz zur Erzeugung von Myokardnekrosen gewihlt. Nach
einer von der Arbeitsgruppe um Brunnert eingefiihrten Methode (Brunnert und Altman,
1990) wurde iiber einen abdominellen Zugang eine transdiaphragmale Kryopexie des
Herzens durchgefiihrt. Es konnte eine ausgedehnte, umschriebene Nekrose am apikalen
Anteil des Herzens erzeugt werden. 14 Tage nach Kryopexie zeigten 5/5 (100%) der
untersuchten BXH 10-Stamme eine Myokardverkalkung, wodurch der priddisponierende
Genotyp des Dyscalcl in diesem Stamm erstmals auch phénotypisch bestitigt werden
konnte. Die unter fettreicher Diét resistenten Stamme BXH-7, -8 und -9 zeigten nach der
kilteinduzierten Nekrose keine Verkalkungen des Myokards. Unter Einbeziehung der
Daten von Ivandic und Mitarbeitern von 1996 konnte mit dieser Untersuchung erstmals der
Phinotyp aller 12 kommerziell erhéltlichen BXH-Stimme beziiglich myokardialer

Verkalkungen bestimmt werden.

Um die dystrophen Verkalkungen von extraossidren, metastatischen Verkalkungen bei
Storungen des Calcitonin- und Parathormonstoffwechsels (Seifert, 1997) zu unterscheiden,
wurde bei den oben beschriebenen Miusen Blut abgenommen. Hier konnte gezeigt
werden, dass wie erwartet dystrophe Herzverkalkungen von Serumkalzium- und

Phosphatspiegeln unabhingig sind.
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4.2. Genetische Untersuchungen zur Disposition von dystrophen Herzverkalkungen

Genetische Einfliisse bestimmen in einem hohen Malle die Entwicklung einer koronaren
Herzerkrankung und die Entstehung eines Myokardinfarktes (Schunkert et al., 2008).
Bereits in den ersten Publikationen zu dystrophen Herzverkalkungen wurde eine
genetische Ursache dieser Erkrankung bei verschiedenen Mausstimmen bestétigt
(Brownstein 1983 und Ivandic et al, 1996). Ausgehend von genomweiten
Kopplungsanalysen mit polymorphen Mikrosatellitenmarkern (Ivandic et al., 1996) konnte
der fiir die dystrophen Verkalkungen hauptverantwortliche Genlocus (Dyscalcl) auf dem

Chromosom 7 in der Nihe des Markers D7Mit229 identifiziert werden.

Das Ziel dieses Abschnitts der Arbeit ist die exakte Eingrenzung des Dyscalcl Genlocus.
Anhand der durchgefiihrten molekulargenetischen Untersuchungen und Daten weiterer 657
bereits genau untersuchter Mikrosatellitenmarker konnte erstmals kumulativ fiir die 12
kommerziell erhéltlichen BXH-Stimme eine genomumfassende ,Karte* der
Rekombinationen der BXH-Tiere erstellt werden. Durch Kopplung von Markerallelen mit
dem Phinotyp der Tiere (Tabelle 8 wund Abbildung 5) wurde in einem
Wahrscheinlichkeitsmodell der Dyscalcl-Genlocus auf einen 9 cM groBlen Abschnitt
eingegrenzt. Im Vergleich hierzu beschrieben Brunnert und Mitarbeitern 1999 eine
Eingrenzung des Dyscalcl-Genlocus auf einen 19 cM grolen Abschnitt. Somit gelang
nahezu eine Halbierung der fiir den DyscalcI-Genlocus in Frage kommender Gene.

Basierend auf den beschriebenen Daten dieser Arbeit konnte durch weiterfithrende
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe der fiir dystrophe Verkalkungen verantwortliche
,Genort™ auf 80 Kb (Kilo-Basenpaare) eingegrenzt werden (Aherrahrou et al., 2007). Im
gleichen Jahr wurde das fiir dystrophe Herzverkalkungen hauptverantwortliche Gen
identifiziert (Meng et. al., 2007). Bei Dyscalcl handelt es sich um das als Abcc6
beschriebene Gen. Dieses Gen gehort zu einer Untergruppe von Genen, welche fiir den
Energiehaushalt der Zelle verantwortlich sind. Die genaue Funktion ist aktuell noch nicht
geklart und steht im Focus der Forschung. Erst kiirzlich ist es gelungen eine Splice-
Variante des Abcc6 zu identifizieren (Aherrahrou et al., 2008). Beim Menschen scheint das
Abcc6 Gen bei der Pseudoxanthoma elasticum Erkrankung (Gronblad-Strandberg-

Syndrom) eine wichtige Rolle zu spielen (Garcia-Fernandez et al., 2008).

44



DISKUSSION

Mit dem hier gewdhlten Ansatz konnten im Gegensatz zur Publikation von Ivandic und
Mitarbeiter (2001) keine weiteren Genloci beziiglich dystropher Herzverkalkungen im
Mausgenom nachgewiesen werden. Die Anzahl von nur 12 verfiigbaren BXH-Stdmmen
macht das Auffinden weiterer sich an der Grenze zur Signifikanz befindende Genloci

unwahrscheinlich.

4.3. Knochenmarktransplantation

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten bereits wenige Stunden nach Setzen
einer Nekrose in den untersuchten Mausstimmen eine Mitochondrienschwellung mit
Auflosung der Cristae und Verdnderung der Matrixdichte. Zusitzlich konnte eine
Desorganisation der kontraktilen Myofilamente nachgewiesen werden. Nach 24 Stunden
fielen in den Mitochondrien multiple elektronendichte Einschliisse auf (Brunnert, 1997 und
Korff et al., 2005). Diese mineralisierten Einschliisse dehnten sich in fiir dystrophe
Herzverkalkungen priadisponierten C3H/HeJ Miusen auf das ganze Mitochondrium und
nach 48 Stunden auf das umgebene nekrotische Sarkoplasma aus. Bei dem fiir dystrophe
Verkalkungen resistenten Mausstamm C57BL/6]J waren die anfinglich nachweisbaren
multiplen elektronendichten Einschliisse jedoch nach 48 Stunden nicht mehr nachweisbar.

Der den dystrophen Verkalkungen zugrunde liegende Gendefekt kann jedoch aufgrund der
vorliegenden Vererbung nicht in den nur von den Muttertieren weitergegebenen
mitochondrialen Genen lokalisiert sein. Wie zuerst von Eaton und Mitarbeiter (1978)
gezeigt, handelt es sich bei den dystrophen Verkalkungen um einen autosomal rezessiven

Erbgang. Somit ist ein primérer Defekt der Mitochondrien unwahrscheinlich.

Ob der den dystrophen Herzverkalkungen zugrunde liegende Gendefekt ein Defekt der
ortstandigen Zellpopulation ist oder einen Phagozytosedefekt in den infiltrierenden
mononukledren Zellen verursacht, sollte mit der Knochenmarktransplantation geklart
werden.

Der Erfolg der Knochenmarktransplantation wurde anhand der genetischen
Zusammensetzung des Blutes mit Zuhilfenahme der Polymerase Kettenreaktion sowie bei
ausgewdihlten Schnitten durch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) tiberpriift. Es
konnte gezeigt werden, dass iiber 80 % der Blutzellen nach der Transplantation aus dem

transplantierten Knochenmark stammen und diese Blutzellen auch in die durch
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transdiaphragmale Kryopexie verursachte Narbe einwandern. Der urspriingliche genetische
,Fingerabdruck® konnte jedoch nicht vollstindig unterdriickt werden. Somit ist davon
auszugehen, dass nach der Bestrahlung noch Zellen iiberlebt haben bzw. sich aus dem noch
vorhandenen Knochenmark neu gebildet haben ohne jedoch iiber die Funktionalitit dieser

Zellen eine Aussage treffen zu konnen.

Bei allen kongenen Tieren, welche das fiir dystrophe Herzverkalkungen pradisponierende
Gen auf dem Chromosom 7 tragen, zeigten sich unabhidngig von der Knochenmark-
transplantation Verkalkungen im Nekrosegebiet nach transdiaphragmaler Kryopexie.
Demgegeniiber zeigten die resistenten C57BL/6 Maduse, ebenfalls unabhidngig von der
Transplantation, keinerlei Verkalkungen. Somit konnte gezeigt werden, dass der den
dystrophen Herzverkalkungen zugrunde liegende Gendefekt nicht ein Defekt der
infiltrierenden Zellen, sondern der ortstindigen Zellpopulation ist. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den 2007 von Meng und Mitarbeitern publizierten Daten, wonach es sich bei
Dyscalcl um das als Abcc6 beschriebene Gen handelt. Dieses Gen gehort zu einer
Untergruppe von Genen, welche fiir den Energiehaushalt der Zelle verantwortlich sind.
Dieser Defekt konnte, wie von Wrogemann und Pena (1976) postuliert, nach Induktion
einer Nekrose/Apoptose zu einem verstiarkten Kalziumeinstrom in die Zelle fiihren, der die
extrazelluldir gerichtete Pumpleistung plasmamembranstindiger Kalzium-ATPasen
tibersteigt. Erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentrationen sind mit der normalen
Zellfunktion nicht vereinbar. Kompensatorisch versuchen die Mitochondrien die
physiologische Kalziumkonzentration iiber membranstindige Kalziumpumpen aufrecht zu
erhalten. Die deutliche Zunahme der intramitochondrialen Kalziumkonzentration konnte
dann der Ausloser fiir dystrophe Herzverkalkungen sein.

Auffillig war, dass bei den kongenen Maiusen, welche das beziiglich dystropher
Herzverkalkungen resistente C57BL/6 Knochenmark erhielten sich eine signifikante
Reduktion der Verkalkungen zeigte. Dieses weist auf die Existenz weiterer Genloci hin,

die Penetranz und Expression der Herzverkalkungen beeinflussten (Ivandic et al., 2001).
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4.4. Die optische Kohirenztomographie (OCT)

In den letzten Jahren riickte ein neues bildgebendes Verfahren zunehmend in den
Mittelpunkt des Interesses, die optische Kohidrenztomographie (OCT). OCT wurde
zunidchst fiir die Diagnostik am Auge und an der Haut entwickelt, jedoch werden
zunehmend mehr Organe mit dieser Methode untersucht. Der Vorteil der OCT ist, dass
diese bei einer Eindringtiefe ins Gewebe von etwa 3-4 mm ein Auflosungsvermogen
zwischen 5 pm und 20 um zeigt. Dies wire bis um den Faktor 20 hoher als bei
Untersuchungen mit dem hochfrequentem Ultraschall, der Magnetresonanztomographie
(MRT) oder der Computertomographie (CT).

Neuste Untersuchungen mit der intravaskuldren optischen Kohidrenztomografie (Meissner
et al., 2006) zeigten einen deutlichen Vorteil der OCT gegeniiber dem intravaskuldren
Ultraschall (IVUS), welcher als derzeitiger Referenzstandard in vivo dient und lediglich
eine rdumliche Auflosung von maximal von 100 um hat.

Die optische Kohédrenztomographie wurde in Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. med. J.
Welzel aus der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie durchgefiihrt. 14 Tage nach
Setzen der von Brunnert und Altman (1990) beschriebenen Methode der kilteinduzierten
Nekrose wurden die Herzen der in Voruntersuchungen als DCC-resistent beschriebenen
Stamme BXH-7, -8, -9 und BXH-10 sowie die Inzuchtstimme C3H/HeJ und C57BL/6J
untersucht. Die Ergebnisse der OCT-Untersuchung wurden mit den in der
Durchlichtmikroskopie zur Darstellung kommenden Verkalkungen verglichen.

Es konnte eine Ubereinstimmung zwischen den im OCT dargestellten reflektionsreichen
Gebieten mit dahinterliegender Signalausloschung und den mit Alizarinrot S angeféarbten
Verkalkungen gezeigt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass sich die optische
Kohirenztomographie (OCT) als schnelles und sicheres Screening-Verfahren zur
Darstellung von Verkalkungen im Gewebe eignet. Es bietet eine sehr hohe Ortsauflosung
mit dem Nachteil einer komplette Signalausloschung hinter einer licht-/schalldichten
Struktur wie einer Verkalkung. Aufgrund dieser Tatsache kann die genaue
GroBenausdehnung einer Verkalkung nicht bestimmt werden. Ein weiterer Nachteil ist die
geringe Eindringtiefe, welche die Notwendigkeit mit sich bringt das Untersuchungsgerit in

unmittelbare Ndhe zum zu untersuchenden Gewebe zu bringen.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Die Zielsetzung dieser Arbeit lédsst sich in zwei Hauptteile gliedern. Wihrend im ersten
Teil die molekulargenetischen Untersuchungen mit dem Ziel der genaueren Eingrenzung
des fiir dystrophe Herzverkalkungen hauptverantwortlichen Dyscalcl-Locus im
Vordergrund stehen, befasst sich der zweite Teil mit der Pathogenese der dystrophen
Verkalkungen.

Es wurden hochauflésende Genotypisierungen von BXH-Stimmen, welche sich aus den
fiir dystrophe Verkalkungen resistenten Inzuchtstimmen C57BL/6J sowie priadisponierten
C3H/HeJ genetisch ableiten, nach Induktion der Verkalkungen durch fett- und
cholesterinreichen Didt sowie transdiaphragmaler Kryopexie durchgefiihrt. Das fiir
dystrophe Verkalkungen in Frage kommende Gen-Intervall konnte auf 9 cM eingegrenzt
werden. Innerhalb dieses Intervalls wurde 2007 von Meng et. al. das fiir dystrophe
Herzverkalkungen verantwortlich zeichnende Gen identifiziert. Bei Dyscalcl handelt es
sich um das als Abcc6 beschriebene Gen. Dieses Gen gehort zu einer Untergruppe von
Genen, welche fiir den Energiehaushalt der Zelle verantwortlich sind. Die genaue Funktion
ist aktuell noch nicht geklirt und steht im Focus der aktuellen Forschung.

Der zweite Teil befasst sich mit der Kldarung, ob sich die fiir dystrophe Herzverkalkungen
hauptverantwortlichen Zellpopulationen aus den nach Nekrosebildung eingewanderten
inflammatorischen Zellen rekrutieren oder es sich um die ortstindige Zellenpopulationen
handelt. Hierzu wurde mit Zuhilfenahme eines durch unsere Arbeitsgruppe eigens
geziichteten kongenen Mausstammes eine Knochenmarktransplantation durchgefiihrt.
Dieser kongene Mausstamm unterscheidet sich von resistenten, reinrassigen C57BL/6J-
Maiusen nur durch einen kleinen Abschnitt auf dem proximalen Chromosom 7, der den
gesuchten Dyscalcl-Genlocus mit den préadisponierenden Allelen des C3H/He-Stammes
enthélt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die dystrophe Herzverkalkung unabhingig
von den einwandernden Zellen entwickelt, jedoch die Ausprigung der Herzverkalkung
durch die Knochentransplantation moduliert wird. Dieses weist auf die Existenz weiterer
Genloci hin, die Penetranz und Expression der Herzverkalkungen beeinflussten.

Ergidnzend zu den histologischen Untersuchungen wurde die optische Kohérenz-
tomographie als neue Methode zur Beurteilung von Herzverkalkungen gepriift. Es konnte
gezeigt werden, dass sich diese Methode zur qualitativen Beurteilung der Verkalkungen
eignet, jedoch aufgrund der kompletten Signalausloschung hinter einer lichtdichten

Struktur wie Kalk eine quantitative Groenbestimmung nicht moglich ist.
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