Die kardiale Phanotypisierung von TASK-1- und
Pannexin-1-defizienten Mausen

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr.med.vet
beim Fachbereich Veterindarmedizin
der Justus-Liebig-Universitat GielRen

s e 4

Stella Schulte (geb. Petri¢)




Eingereicht Uber das Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Justus-
Liebig-Universitat Gielsen

Betreuer: Prof. Dr. Joachim Geyer
und

Aus der Klinik fur Kinderkardiologie und Pneumologie der
Universitatsklinik Dusseldorf

Betreuerin: Prof. Dr. Birgit Donner

Die kardiale Phanotypisierung von TASK-1- und
Pannexin-1-defizienten Mausen

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr.med.vet
beim Fachbereich Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitat GieRen

eingereicht von

Stella Schulte (geb. Petri¢)
Tierarztin aus Freiburg

GielRen 2016



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin der

Justus-Liebig-Universitat Gielen

Dekan Prof. Dr. Dr. Martin Kramer

Gutachter Prof. Dr. Joachim Geyer

Prof. Dr. Birgit Donner

Tag der Disputation 10.05.2017






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

I 4111 P |
1.1  Akutes Herzversagen - haufigste Todesursache weltweit..........cccceeeeevveeeeccieeeccnneeen. 1
1.2 Der plotzliche HErztod ... e e e 2
1.3 lonenkanale am HErzZeN......cooii it 3
1.4  Das Long-QT-Syndrom (LATS) ...eeeeeciieieieiiiee e et ee et e e ee e e e e e e snaa e e e eenae e e e e anneeas 4
1.5 Die Maus als VersuChStIer .......coiiiiiiiiiiiiicceecee e 6
1.5.1 Vergleich der Herzanatomie von Maus und Mensch.......cccoccveiiiiiiieiiiiiiee e 7
1.5.2 Vergleich der Elektrokardiogramme (EKGs) von Maus und Mensch ...........cccceeeeeineenns 8
1.5.3 Einsatz, Entwicklung und Moglichkeiten von Knock-Out-Mausen..........ccccceeeevveeeenneee. 10
154 Herstellung von KNOCK-OUEt-IMEUSEN .....ccuuiieiiiiiieccciteeeeieee et vae e e e e vae e e e 11
1.6  Pannexin-1: Struktur, Expression und FUNKtiON ..........cooceiiiiiieeiii e, 13
1.6.1 Struktur und Funktion von Pannexinproteinen........ccccueeivcieeeiiiiieesveiiee e scieeeessveee e 13
1.6.2 Expression und Funktion von Pannexin-1 .......cccccceeeuieeiiiiieeesiiiee e ssiiee e sseee e esvee e e 15
1.6.3 Kardiale FUktion vOn Pannexin-1.........cccoceiriiieiieeniiieniee ettt 17
1.6.4 Modulation und Inhibition von Pannexin-1 ...........ccccceereiriiiniiniinneeseenee e 18
1.6.5 Funktion und Vorkommen von Pannexin-2 und -3 ........ccoceriiriieieeneeneenee e 18
1.6.6 Vergleich der Pannexinproteine untereinander und zwischen Maus und Mensch...... 19
1.6.7 Geplante Untersuchungen an Pannexin-1-defizienten Mausen.........ccccceeeeveiivvveenennnn. 19
1.7  TASK-1: Struktur, Expression und FUNKEiON.........ccccceiiiiiciiiiieee e, 20
171 Kaliumkanale am HErzen ... iiii ittt et 20
1.7.2 Expression, Funktion, Hemmung und Aktivierung von TASK-1.......cccccceevviieeeccrieeeennee, 22
1.7.3 Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zu TASK-1-defizienten Mausen..........cccceeeeunnenn. 23
1.7.4 Geplante Untersuchungen an TASK-1-defizienten Mausen........cccccceevvveeeiciveecccieeeeens 24

2 Material UNnd MethodeN ......ceeieieiiiieiiiiiiiiinieirerecesecresessssesesessssssesssssseseses 20

2.1  Genotypisierung von Pannexin-1 und TASK-1 WT- und KO-Mausen...........c.cccveeenns 26
2.1.1 DNA-Praparation aus SChWaNZzZsSPitZeN ........cccccuieieeiiiieeeiiieeeeciree e et e e e e e 26
2.1.2 PCR zur Genotypisierung der Pannexin-1-*/* - und Pannexin-17 -Mause...................... 27
2.1.3 PCR zur Genotypisierung der TASK-1"/* - und TASK-1-7" -MEUSE ......cevvvevererreerrererennns 28

2.2 Zucht der Pannexin-1- und TASK-1-MausStamme .........ccceevvuiieeerniiieeeenniieeeenieeeeenns 28

2.3 Genehmigungen der TIerVersUCNE ... ...uviiiiiei i e e e e e 29

2.4  Korperparameter der Pannexin-17--und Pannexin-1*/* -M&USe ........ccccoevrvevruerrnnne. 29



Inhaltsverzeichnis

2.5 Histopathologische Untersuchung der Herzen von Pannexin-1 WT- und

(O R\ = 10 LY = o N 30

2.6 Ableitung, Aufzeichnung und Analyse von Oberflachen-EKGs bei Pannexin-1 und

TASK-1 WT- und KO-Mausen unter verschiedenen Narkosemitteln .......cccoeevvvevvnereeivinennens 31
2.6.1 Isoflurannarkose bei Pannexin-1*/* und Pannexin-1-defizienten Mausen.................... 32

2.6.2 Avertinnarkose ® (Tribromoethanol) bei Pannexin-1 und TASK-1 WT- und
(O |V - TU =] o 32

2.6.3 Pentobarbitalnarkose bei TASK-1** - und TASK-17" -MEUSEN ...veeevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 33

2.6.4 Kombinationsnarkose von Ketamin und Xylazin bei Pannexin-1*/* - und
PANNEXIN-17 -IMIAUSEN ...ttt s s s s s s s eses st esesetesesesesesesesesesesesesesesnanans 33

2.7  Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) am Herzen von Pannexin-1 und TASK-1

WT- UNA KO-IMIBUSEN ...ttt ettt sttt e s bt s e e sane e e saneeseanees 34
2.7.1 (G T o = =C=T o R PUUPRRUURN 34
2.7.2 Praparation und Katheterimplantation.......ccocvveiiriiei i 35
2.7.3 His-BUNAEI-EKG-IMESSUNG ...ceiiiuiiiiiiiiiieeeciiee sttt e sttt e s sbee e e siree e e s sabee e s ssabeeesessbeeesennnes 37
2.7.4 Ermittlung der REIZSChWEIIE .......oeiieeieee e e e 39
2.7.5 VOrhofstimuUIAtioNn ........cocieiiiiii e st s e e 39
2.7.6 Kammerstimulation .......co.eooii i 41
2.7.7 Burststimulation nach Isoprenalininjektion ........ccocuveiiiiiir i, 41
2.7.8 F XUV o U] = e [T o =3 o U TSP 42

2.8  Telemetrische Untersuchungen an Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -M&usen ...... 43
2.8.1 (G T o | - =] o RPN 43
2.8.2 Vorbereitungen fiir die Transmitterimplantation .........ccccceveeiieeicciiee e, 44
2.8.3 Transmitterimplantation .......ociiie i e e e e e e 45
284 POStOPErative NaCNSOIEE ...cccecuiiieiciieee ettt e e ae e e e be e e e e ares 46
2.8.5 Aufzeichnung der Langzeit-EKGS ......coivvviiiiiiiiiee ittt 47
2.8.6 Analyse der Langzeit-EKGS .......cciiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e s e s e s esaaae e sseaeee s 48
2.8.7 Belastungsuntersuchungen bei Pannexin-17- und Pannexin-1*/* -Méausen................... 48

2.8.7. 1 SCRWIMMEN (et st et st st b e e b e sneas 49
2.8.7.2  Laufbandergometrie.....cccociiii i 49
2.8.7.3 Analyse der BelastungsuntersuChUNZEN .........cccvvieiiiiieeeciieee et 53

2.9  Herzultraschalluntersuchung bei Pannexin-17- - und Pannexin-1*/* -M3usen.......... 53
29.1 (G T o - =0T o SRR 53
2.9.2 Durchfiihrung der Echokardiographi€........ceeecciieiiiciiie e 54

293 Y T V<] o (TR 57



Inhaltsverzeichnis

2.10 Herzfrequenzturbulenz/Heart Rate Turbulence (HRT) bei TASK-1*/* - und TASK-17- -

Y= U 1= o PP 58
D2 0I5t R ] W1 Ve | =Y =T o [PPSR 58
2.10.2  Praparation und Katheterimplantation.......ccccocceeiiriiii i 60
2.10.3  Auslésen und Aufnahme VON VES.........cooiiiiiiiiiietieeeiee ettt 61
OB Y o F= Y V2] PSSP 61

2.11  StatistiSChe AUSWEITUNEEN ...ccoiiiiiieeeiiiee ettt ettt ste e e e sae e e e s sbae e e s saaaeeeeans 62

3 ErgebNiSSe....cieeiiieeeiiieecctiiecrreenerren s renn e senserenssessenssssennssssenssessnnseesens O3
3.1  Anthropometrische Daten der Pannexin-17 - und Pannexin-1*/* -Mause ............... 63

3.2  Histopathologische Untersuchung der Herzen von Pannexin-1*/* - und Pannexin-17-

3.3 Oberflachen-EKGs bei Pannexin-1-und TASK-1 WT- und KO-Mausen unter

verschiedenen NarkOoSen ........occei i e 65
331 Isoflurannarkose bei Pannexin-1*/* -und Pannexin-17" -M&USen ...........ccceceveveverererennes 65
3.3.2 Isoflurannarkose bei TASK-1*/* - und TASK-17 -MEUSEN........c.coevevevererererererererereeaeaeaenns 66
3.33 Avertin®-Narkose bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17" -M3usen ........c.cccccvevvvevenrnnnen. 67
3.3.4  Avertin®-Narkose bei TASK-1*/* - und TASK-17" -MAUSEN........c.ccceverrvirrrrcrererereeeeaenene, 67
3.3.5 Pentobarbitalnarkose bei TASK-1*/* - und TASK-17" -M&EUSEN ......covrrverererrrereriererennns 69
3.3.6 Telemetrisch abgeleitete EKGs bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -M&usen ........... 70
3.3.7 Telemetrisch abgeleitete EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17 -M&USEN......c.cvrveerruennnnee. 70

3.3.8 Vergleich der Herzfrequenzen unter verschiedenen Narkosen und am wachen Tier.. 71

3.3.8.1 Herzfrequenzen bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-1 7 -M&usen..........cccceceeveveurnne. 71
3.3.8.2 Herzfrequenzen bei TASK-1*/* - und TASK-17" -MEUSEN ....c.eurvrvereriereieeieiseeeseeeneas 72
3.3.9 Vergleich des QT-Intervalls unter verschiedenen Narkosen und am wachen Tier ....... 73
3.3.9.1 QT-Intervalle bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17" - M&AUSEN .......cc.ccevevererrrecuenen. 73
3.3.9.2  QT-Intervalle bei TASK-1** - und TASK-17" -MEUSEN....c.eueverieererrieerreirieireieeeereees 75
3.3.10 Vergleich des QTc-Intervalls unter verschiedenen Narkosen und am wachen Tier ..... 76
3.3.10.1 QTc-Intervalle bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17" -Mausen..........c.c..cccoceuruenen. 76
3.3.10.2  QTc-Intervalle bei TASK-1** - und TASK-17" -MEUSEN .......ccvevereeiecrerererereeeeaeaena, 79
3.3.11 EKG-Veranderungen nach Isoprenalinstimulation unter Avertin®-Narkose................. 83
3.3.11.1  Verinderungen bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17 -M3usen .........c.c.coceevevvene. 83
3.3.11.2  Verdnderungen bei TASK-1"/* - und TASK-17" -MEUSEN....c..cerivrirerrirrieireinireireees 85
3.4  Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) am Mauseherzen ..........cccccovveeveiveeenns 87
34.1 AV-Messung bei Pannexin-1- und TASK-1- WT- und KO-Mausen .........ccccceeeeeeeeccnnnnnenn. 87

3.4.2 Ermittlung der REIZSChWEIIE .......oeieeeeee e e e 87



Inhaltsverzeichnis

343 Stimulation nach Protokoll (siehe ANhaNng) .......cccveeieiiiiiiicieec e 87
3.4.4 Ergebnisse der EPU bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17 -M3usen ...........cccoceeveveuennne. 88
3.4.5 Ergebnisse der EPU bei TASK-1*/* - und TASK-17" -MEUSEN .....cveevevereeeieeeieeeieeee e 88
346 Atriale und ventrikuldre Burststimulation..........cccoovieriiiiiiiinieeeee e 89
3.4.7 Ergebnisse der Burststimulation bei Pannexin-1*/*-und Pannexin-17 -Mausen........... 89
3.4.8 Ergebnisse der Burststimulation bei TASK-1*/* -und TASK-17" -M&usen ..........c.coeune.. 93
3.5 Telemetrische EKG-Ableitungen bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Mé&usen..... 94
351 Auffalligkeiten im 24-Stunden-EKG ..........ooiiiiiiiiiiiee ettt 94
35.2 SCNWIMMVEISUCNE..... .ttt sttt e bbb e e sbe e sneeesaneenas 96
3.5.2.1 Herzfrequenzen vor, wiahrend und nach dem Schwimmen.........ccccccccceevieiinirnennnnn. 96
3.5.2.2 Rhythmusstorungen wahrend des SChWimmenNs..........cccccveeeieiiieecccieee e, 96
3.5.3 Laufbandversuch | 0hNe StEIGUNE ......oeiiiiiiie et 97
3.5.3.1 Herzfrequenzen vor, wahrend und nach dem Laufen.......c..cccoecveeeeiciieeccciiee e, 97
3.5.3.2 Rhythmusstérungen wahrend des Laufens auf dem Laufband ohne Steigung ........ 98
354 Laufbandergometrie Il Mit STEIGUNG....ccoicviiiiiciiei e 98
3.5.4.1 Herzfrequenzen vor, wahrend und nach dem Laufband Il mit Steigung .................. 99
3.5.4.2 Rhythmusstorungen wahrend des Laufens auf dem Laufband mit Steigung ........... 99
3.5.5 Vergleich der Ergebnisse beider Laufbandprotokolle ..........cceveieiieeiiciiiciciiee e, 99
3.5.5.1 Vergleich der mittleren Herzfrequenzen vor, wahrend und nach allen
BelastungSUNtErSUCNUNGEN ......uviii ittt e s e s e e s saae e e e s bbaeessnnaeee s 100
3.5.5.2 Vergleich maximaler Herzfrequenzen wahrend korperlicher Belastung................. 101

3.5.5.3 Vergleich der Herzfrequenzen von Pannexin-1** und Pannexin-17- -Mausen in der

[ oo LU TV ={Y o] T 1Y IR 102

3.6  Echokardiographie bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17" -Mausen...............c....... 103
3.7  Herzfrequenzturbulenz (HRT) bei TASK-1*/* - und TASK-17- -M&usen .................... 105
3.7.1 Vergleich des Turbulence Onset (TO) beider TASK-1-Genotypen.........ccccceevveereveennee. 105
3.7.2 Vergleich des Turbulence Slope (TS) beider TASK-1-Genotypen .......cccccceeeevveeeveenee 106

4 DiSKUSSION euveriieireieireirernirerernsseseerassersssessesassessssesssssssassssnssesssssssesnssesaes 107

4.1  Diskussion der Untersuchungsergebnisse von Pannexin-1*/* - und

YT T L A, - U 1=Y o WO 107
411 Anthropometrische Daten der Pannexin-1 WT- und KO-Mause..........cccceveervveeeennen. 107
4.1.2 Histopathologische Untersuchungen an Herzen von Pannexin-1*/* - und
PANNEXIN-17" “IVIAUSEN ...ttt ettt se e et ese s st es et ss et ess s et etese s ssetens s sssteseasseees 108

4.1.3 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) bei Pannexin-1*/* - und
PANNEXIN-T7 -IVIAUSEN ....oeeierieetetete ettt s s s ss s s st eses et esesesesesesesesetesesesetesesnanseas 108



O 00 N O Uun

Inhaltsverzeichnis

4.1.3.1 Vergleichende Quantifizierung von AV-BIOGcKen ........cccceeecieiiiciieeeecciee e 108
4.1.3.2 Atriale Tachyarrhythmien bei Pannexin-1-defizienten Mausen ........ccccccoecveveennnee. 109
4.1.4 Echokardiographie bei Pannexin-1** - und Pannexin-17" -M&usen ...........cc.cecevevrnnne. 112

4.2 Diskussion der Untersuchungsergebnisse von TASK-1*/* - und TASK-17- -M&usen 113
4.2.1 Heart Rate Turbulence bei TASK-1 WT- und KO-MaUSEN........cccerrcieriririnieeenieenveens 113
4.2.2 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) bei TASK-1*/* - und TASK-17- -M&usen ... 114

4.3  Diskussion der Untersuchungsergebnisse von EKG-Aufzeichnungen bei Pannexin-1

UNd TASK-1 WT- UNd KO-MEUSEN ....ceiieiiiecciiirieee e e e eecctrter e e e e e e e esevtree e e e e s s e sennssaneeeeeeeeennns 116
43.1 Herzfrequenzen unter verschiedenen Narkosen und bei wachen Mausen................ 116
4.3.2 Herzfrequenzen von Pannexin-1*/* - und Pannexin-17 -Mausen wihrend
verschiedener BelastungsuntersUChUNZEN ........coocviiiiiiiiie e e 118
433 QT-und frequenzkorrigierte QTc-Intervalle bei wachen Mausen und unter
VErSChIEdENEN NATKOSEN . ciiiiiiiieiiiiiee ettt e s e e s ee e s s e e e s beeeesabeeessnaseeeassasenesannsens 119

4.3.4 Verdanderungen der QT- und QTc-Intervalle von TASK-1 und Pannexin-1 WT- und

KO-Mausen nach Isoprenalinstimulation ...........cooocieie i e 120
435 Ubrige EKG-Parameter von wachen Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Mausen und
unter verschiedenen NArkOSEN .........viiiiiiiii et e e e e e e ree e e s sbee e e e sarees 121

4.3.6 Ubrige EKG-Parameter von TASK-1*/* - und TASK-17 -Mausen unter verschiedenen

INBIKOSEN ettt e st st sttt e b e e s bt e she e s at e e a b e et e e nbeesheesanesareeane 121
4.4  Fazit unserer Untersuchungen an Pannexin-1-defizienten Mausen....................... 122
4.5  Fazit unserer Untersuchungen an TASK-1-defizienten Mausen.........ccccceeeeeeennnnee. 123
Yol o [ Fo] F= LT U o T~ PRSP 123

AbKUrzungsverzeiChnis.........cccccevieeiiieeiiiieeciieencceneeserenseenenseesenseenensne 124
ZUSAMMENTASSUNEG ...ccuenrieeniireneirieeneereneeerenserenssesrensesssnsssssensssssnssessennes 128
SUMMANY .ciiuiieiiiiieiieieiiiiiieiieiieitastantastessssssssssssasssssassassasssssassssssssssssnsss 130
Literaturverzeichnis.........ccovvvveeiiiiiiirniiiiiiinncinnninnnnnnnne. 132

0] oY 117 LA Te Y 1 1] o TR I 1.1

0 L (T U] - SRR X1 )

11 DanKSABUNEG...cccieeriieeireeiireniirenettnnerenserenerenerassesssessnsessnsessnsesassssassssnsess LD7

2 AN | - T - SO PP X1 )



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Aktionspotenzial und lonenstrome einer Zelle der Vorhofmuskulatur.......................... 3
Abbildung 1.2: Diagnosekriterien flr das LQTS.......coocviiiiiriiiieiiiiieeesiiee e csiee e ssiiee e sreee s e sreee s s sveeeessanes 5
Abbildung 1.3: Zwei unserer Versuchstiere ,nach getaner Arbeit”..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 6
Abbildung 1.4: Die Titelseite der Nature von Dezember 2002 ..........ccceeeeiieeeeeiieeeeeiieeeeeeee e e ecreee e e 7
Abbildung 1.5: EKG von Mensch (A) und Maus (B) schematisch dargestellt..........ccccooeeeeiienenciieeeenee, 8
Abbildung 1.6: Manuelle Festlegung des T-Wellen-Endes bei der Maus..........cccceeeeeiieeeeccieeeecciee e, 9
Abbildung 1.7: Herstellung von KNoCK-OUt-IMEUSEN.......ccccuiiiiiiiieeeiiiiee e scieee e ssireee s ssiee e sseveeesssneeeeeenns 11
Abbildung 1.8: Vergleich der Strukturen von Connexin und PanneXin.........ccccoevvveeeriiieesiiieeessiinenennns 13
Abbildung 1.9: Strukturvergleich der drei verschiedenen Pannexingene der Maus ........ccccccceeeuunnnneen. 15

Abbildung 1.10: Die hypothetische Aufgabe von Pannexin Hemichannels bei der Ubertragung

VON CalCiUMSIZNAIEN . ..iiiei ettt e e e et e e e e et e e e e satteeeesastaeeesastaeeesastaseesastaeaesnsseneesnns 17
Abbildung 1.11: Molekularer Aufbau der Kap -Kanale ........cuvveiiciiiiiiiieee e 22
Abbildung 2.1: Prinzip der DNA-Praparation; modifiziert nach dem Handbuch des DNeasy® Blood

oo I T U ] PRSP 26
Abbildung 2.2: Elektrophysiologiekatheter fiir Mensch und Maus ..........coccciiiieeeieeiccciiieeee e, 34
Abbildung 2.3: GroRenverhaltnis des Katheters zu einer EUrocentmuUNZe........ccveeeveiveeiicciieeeecieeeeens 35
Abbildung 2.4: Blick durchs Mikroskop wahrend der OP...........ccveiiiiiieeiiciiee e 36
Abbildung 2.5: Die freipraparierte und abgebundene Vena jugularis vor dem Einflihren des

(0] G- [o o] - g 114 a 1L =] PSPPI 37
Abbildung 2.6: His-Biindel-Messung bei einer Pannexin-1** -Maus. ..........cccevvveeereeerrreeeseseeeensnenns 38
Abbildung 2.7: Versuchsaufbau bei der EPU...........ooooiiiiiiiiiiec ettt e s sree e 39
Abbildung 2.8: Unsere TelemetrietransSmitler.......ccocciieiiciiie ettt e e esatee e e seareeeeeans 43
Abbildung 2.9: Maus auf dem OP-TISCH .......uuiiiiiiie et e e e eate e e e s eate e e e eeareeeeeans 44
Abbildung 2.10: FrisCh OPEriErt@ IMAUS ........uveiieiiiie e ccieee ettt e et e e e s ette e e e seataeeeseataeeesantaeeesaaseeaeenns 46
Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Langzeit-EKG-Aufzeichnung ........cccocevveeiiiiieeiiicinennnns 47
Abbildung 2.12: Maus beim Schwimmen mit manueller Unterstitzung.......ccccocveeeviviieeiiiciieeevicieenenns 49
Abbildung 2.13: Das Laufband in gerader POSItiON ........coovciiiiiiiiiie et 50
Abbildung 2.14: Eine Maus auf dem geraden Laufband ..........ccccveeiiiiiiii i 52
Abbildung 2.15: Das von uns genutzte Ultraschallgerat ..........ccovveiiiiiiii i 54
Abbildung 2.16: Maus wahrend der Echokardiographi€..........ccccueeiiiiiieiiciiee e 55
Abbildung 2.17: Messung der diastolischen Herzldange und des inneren Herzumfanges in der
PArasternNalen laNGEN ACKSE .......iii i e e s ae e e e sarees 56
Abbildung 2.18: Kurze Achse im B-Mode (linker Ventrikel)........coceoveevieecieecee e 56
Abbildung 2.19: Messung der Wanddicken (jeweils in der Diastole und in der Systole) in der

KUIZEN ACHSE IM IMEIVIOTE ..ttt et s e st e s saee e st e e sba e s sateesabee e seeessteesnneeesaseaans 57
Abbildung 2.20: Physiologische HRT nach einer ventrikuldren Extrasystole .........ccccccveeiiicieeeeciienens 60
Abbildung 3.1: Beispiele fiir Isofluran-EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17 -M3USEN .......cevvrvererereernnnes 66
Abbildung 3.2: Beispiele fiir Avertin®-EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17" -MEUSEN .....ceevrveverereernnes 68

Abbildung 3.3: Beispiele fiir Pentobarbital-EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17 -M3usen.........c.coco...... 69



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 3.4: Beispiele fir telemetrisch abgeleitete EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17- -Mausen.... 71

Abbildung 3.5 Herzfrequenzen der Pannexin-1 WT- und KO-Md&use im Vergleich...........ccccceennnnnneen. 72
Abbildung 3.6: Herzfrequenzen der TASK-1 WT- und KO-Mause im Vergleich ........ccccovveeeeeeeeccnnnneen. 73

Abbildung 3.7: QT-Intervalle der Pannexin-1 WT- und KO-Mause unter Avertin®, Isofluran und
(o] o LA TR\ 1 e 1 <IN 74

Abbildung 3.8: Vergleich der telemetrisch ermittelten QT-Zeiten von Pannexin-1 WT- und KO-Ma&usen

in Korrelation zu den zugehdrigen RR-INTErVAllEN ......ccooviii it 74
Abbildung 3.9: Vergleich der QT-Intervalle von TASK-1 WT- und KO-Mausen unter verschiedenen

NV [ e 1= o ISR SPPI 75
Abbildung 3.10: Vergleich der telemetrisch ermittelten QT-Zeiten von TASK-1 WT- und

KO-Mausen in Korrelation zu den zugehdrigen RR-Intervallen ..........occoveeieiiieeicciee e, 76
Abbildung 3.11: Vergleich der QTc-Intervalle bei Pannexin-1 WT- und KO-Ma&usen unter Avertin®,
Isofluran UNd DEI WAChEN TIEIEN . ...uiiiiiiiee et rb e e s s b e e s saae e e s s sbaeeesasraeees 77

Abbildung 3.12: Vergleich der telemetrisch ermittelten QTc-Zeiten von Pannexin-1 WT- und
KO-Mausen in Korrelation zu den zugehdrigen RR-Intervallen .........coccveeiiiiiieiiniiieecceec e 77
Abbildung 3.13: Vergleich der nach Mitchell und Framingham frequenzkorrigierten QTc-Zeiten beider

P NN XN -1 -G RN O Y PN, ..ttt nnnn 78
Abbildung 3.14: Verhaltnis der QTc/QT-Quotienten beider Pannexin-1-Genotypen zu den

JEWEIlIZEN RR-INEEIVAIIEN ..o i e st ae e e s sab e e e s sabee e e esabeeeeenarees 79
Abbildung 3.15: Vergleich der QTc-Intervalle unter verschiedenen Narkosen bei TASK-1 WT- und

KO- IMIBUSEIN . s 80
Abbildung 3.16: Vergleich der telemetrisch ermittelten QTc-Zeiten von TASK-1 WT- und

KO-Mausen in Korrelation zu den zugehorigen RR-Intervallen ..........occoveeieiiieeicciee e, 81

Abbildung 3.17: Vergleich der nach Mitchell und Framingham frequenzkorrigierten QTc-Zeiten der

TASK-1 WT- UNA KO-MEUSE ...utvieeeeeieeeiiiiiieeeeeeeeeeitteeeeeeeeeeestbseeeeeeeeessssssssesessesssssssssasseessessssssssseseesenannes 82
Abbildung 3.18: Verhiltnis der QTc/QT-Quotienten beider TASK-1-Genotypen zu den jeweiligen RR-

T =Y V=11 L= o ST PSPP 82
Abbildung 3.19: Vergleich der QT- und QTc-Intervalle von TASK-1 WT- und KO-Mausen vor und

(aF: 1ol o T oY o T T o =1 1T TSR 86
Abbildung 3.20: Beispiel fiir eine AV-Dissoziation bei einer Pannexin-1-defizienten Maus................. 90
Abbildung 3.21: Beispiel fiir eine ventrikuldre Tachykardie einer Pannexin-1-defizienten Maus........ 90

Abbildung 3.22: Beispiel fiir eine atriale Tachykardie bei einer Pannexin-1-defizienten Maus nach
€inem atrialen BUrst DI LOMS ...uuii ittt e e e e s e e e s bae e e e sbee e e s sbaee e s snbaeeeenarees 90
Abbildung 3.23: Atriale Tachyarrhythmie nach einem atrialen Burst mit 30ms bei einer Pannexin-1-
EFIZIENTEN IMIAUS ...ttt s e st e st e e e s be e e saeeesateesbteesabeesnseesnseesareeenseens 91
Abbildung 3.24: Auftreten von atrialen Tachyarrhythmien nach verschiedenen Bursts bei
YA L= T A Y/ TU Y=Y TR 92
Abbildung 3.25: Auftreten von atrialen Tachyarrhythmien bei Pannexin-17 -M3usen nach Bursts
verschiedener StimulationSfrEqUENZEN ........vii it st e e s ssaree e e eans 92
Abbildung 3.26: Beispiel fir einen AV-Block Il direkt im Anschluss an eine Burststimulation ............. 95
Abbildung 3.27: Vergleichende Darstellung der TO-Werte bei TASK-1 WT- und KO- Méausen........... 106



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Zeitliche Einteilung des SChWImMMVEISUCNES .........c...ceovcueiiiiciiiii et e e e sveee s 49
Tabelle 2: Laufbandprotokoll | 0RNe StEIGUNG ...........ccoccuueeiiiiiiie ettt e s e saveee s 51
Tabelle 3: Laufbandprotokoll Il Mit SEEIGUNG ............eueecuueeiiiiiiee ettt e e e s ree e saveee s 51
Tabelle 4: Zeitlicher Ablauf beider Laufbandversuche.................occvueiiicieiiiiiiieeisciieeescreeeescveeessveee s 52
Tabelle 5: Anthropometrische Daten der Pannexin-1 WT- und KO-MGUSE ...........cceeeecvuveeeecieeeeecnnnnn. 63
Tabelle 6: Vergleichende Histopathologie an Herzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen ............... 64
Tabelle 7: EKG-Werte der Pannexin-1 WT- und KO-Mduse unter Isoflurannarkose ................cccccuu..... 65
Tabelle 8: EKG-Werte der TASK-1 WT- und KO-Mdiuse unter Isoflurannarkose.................ccccovuveeennnnnn. 66
Tabelle 9: EKG-Werte der Pannexin-1 WT- und KO-Mduse unter Avertin®-Narkose ...............ccccceu.. 67
Tabelle 10: EKG-Intervalle der TASK-1 WT- und KO-Mduse unter Avertin®-Narkose..............cccccceenue. 68
Tabelle 11: EKG-Intervalle der TASK-1 WT- und KO-Mduse unter Pentobarbitalnarkose...................... 69
Tabelle 12: Telemetrisch abgeleitete EKG-Werte der Pannexin-1 WT- und KO-Mduse ................c....... 70

Tabelle 13: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der Pannexin-1*/* -Mduse vor und nach Isoprenalin ... 83

Tabelle 14: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der Pannexin-17--Mduse vor und nach Isoprenalin..... 83

Tabelle 15: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider Pannexin-1-Genotypen vor Isoprenalin ............ 84
Tabelle 16: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider Pannexin-1-Genotypen nach Isoprenalin ......... 84
Tabelle 17: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der TASK-1*/* -Mduse vor und nach Isoprenalin .......... 85
Tabelle 18: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der TASK-17- -Méuse vor und nach Isoprenalin ........... 85
Tabelle 19: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider TASK-1-Genotypen vor Isoprenalin................... 86
Tabelle 20: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider TASK-1-Genotypen nach Isoprenalin ................ 86
Tabelle 21: Bei der EPU ermittelte Werte von Pannexin-1 WT- und KO-MGUSEN ...........ccccceeveeevueenuenn. 88
Tabelle 22: Bei der EPU ermittelte Werte von TASK-1 WT- und KO-MG@Gusen ............ccccceoevvensveneennenn. 89

Tabelle 23: Vorkommen von AV-Dissoziationen und atrialen Tachyarrhythmien bei Pannexin-1 WT-

UNG KO-IMGUSEIN ...ttt ettt ettt ettt e st e s bt e sabe e s bt e s bteesabeesabaeesabeesabeeesabeesaseesneeesabeenns 91
Tabelle 24: Rhythmusstérungen nach Burststimulationen bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen ........ 93
Tabelle 25: Rhythmusstérungen nach Burststimulationen bei TASK-1 WT- und KO-Mdusen............... 93
Tabelle 26: Auftreten von AV-Dissoziationen bei TASK-1 WT- und KO-MG@GuUSenN............cccccevvveeeeeeenneenns 94
Tabelle 27: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Médusen................ 95
Tabelle 28: AV-Blicke bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen im 24-Stunden-EKG.............ccccceeeueennene 95

Tabelle 29: Durchschnittliches Auftreten von VES bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen im
LANGZEIT-EKG.....ccccooeeoeeeeeeieie e 96
Tabelle 30: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen vor und

WGARNIENA AES SCAWIINMENS ..ottt ettt et et e e e e e s s s e s s s s e s s s s s s s s s s s s s s sssssnnnnnns 96



Tabellenverzeichnis

Tabelle 31: Ergebnisse des Laufbandversuches | bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen........................ 97
Tabelle 32: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen vor und
wdhrend des Laufbandversuches 0RNne SLEIGUNG ...........cccuueeeecueeeeeciiee et e s e e eban e e e 98
Tabelle 33: Ergebnisse des Laufbandversuches Il bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen....................... 98
Tabelle 34: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen vor und
wdhrend des Laufbandversuches mit StEIGUING .............ccccuueeeeciuieeeeciieeeeeiiee e eeitee e sre e e eraee e e ebaee e e aes 99
Tabelle 35: Vergleich beider Laufbandversuche beziiglich gelaufener Distanz und

(0T [ Lol Lo [ o | =1 [ PR RPPPPN 100
Tabelle 36: Durchschnittliche Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen vor dem Schwimmen

und der Laufbandergometri ...........ccuueiiiiuiiiiieiiieeecieee s seeee e ssee e st e e e sstae e s st e e e sertae e s seataeeesentaeaeean 100
Tabelle 37: Durchschnittliche Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen wdhrend des
Schwimmens und der Laufbandergometrie ..........cc..cuouccuueiiiiieeeiiiiee e eciee et e s e e ree e e e 101
Tabelle 38: Maximal erreichte Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen wéhrend des
Schwimmens und der Laufbandergometrie ...............couccueeicciieeeeciieeeeciee e eeittee e eecae e e ae e e e eraee e e 101
Tabelle 39: Maximal erreichte Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen bei allen
BelASEUNGSTOIMEN. .......eeeietiee et e ettt e e et e e e et e e e s etta e e e saataeeesesteeeesastaeeesastaaeesstaeessantanassastanaeanns 102
Tabelle 40: Mittlere Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen in der Erholungsphase aller
BelASEUNGSTOIMEN........eeeeeteee ettt ettt e e et e e e et e e e s etta e e e s aataeeesastaeeesstaeaesastaeeesstaeessantanaesastanasanns 102

Tabelle 41: Uberblick iiber die Herzfrequenzentwicklung vor und nach kérperlicher Betdtigung bei

beiden PANNEXiN-1-GENOLYPEN .........c.ueeeeciteeeeecieeeeeciteeeeeetaeeesetaeeesetaeeesestaeeesastaeeesastaeessastasassassanasanns 103
Tabelle 42: Echokardiographisch ermittelte Messwerte von Pannexin-1 WT- und KO-Médusen......... 104
Tabelle 43: Mittelwerte des TO beider TASK-1-Genotypen bei allen Vorzeitigkeiten ......................... 105
Tabelle 44: Auftreten des positivsten TS bei TASK-1 WT- und KO-MGUSEN ...........ceeeeeeeeeecirveeeeeeeeeennns 106

Tabelle 45: Vergleich der TS-Werte bei TASK-1-MGUSEN .........ceeeeeeeeeiirereeeeeeeeieiireeeeeeeeesiissseeseeseeennns 106






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Akutes Herzversagen - haufigste Todesursache weltweit

»Mitten im Unterricht: Mathe-Lehrer fiel plotzlich tot um*“
(Berliner Kurier, Mdrz 2000).

Als Todesursache wurde in der Pathologie ein Herzinfarkt diagnostiziert.

Solche und dhnliche- zugegebenermalen nicht wissenschaftlich fundierte- Schlagzeilen
begegnen uns haufig. Vermeintlich gesunde Menschen sterben plotzlich, meist ohne
jegliche vorangehende Symptome. Die Diagnose der Pathologen lautet nach der
Obduktion in solchen Fallen hdufig Tod durch akutes Herzversagen oder akuten
Myokardinfarkt. Eine genaue Diagnose ist nach einem plotzlichen Herztod oft nicht
moglich, da bei einer Obduktion haufig keine pathologischen Veranderungen am Herzen
vorgefunden werden kdnnen.

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems waren wie in den Vorjahren auch im Jahre 2013
mit knapp 40% aller Todesfélle die haufigste Todesursache in Deutschland (Statistisches
Bundesamt, 2014).

Davon starben die meisten Menschen an ischamischen Herzkrankheiten (36%), gefolgt
von sonstigen Formen der Herzerkrankungen (27%), zerebrovaskuldren Krankheiten
(17%), akutem Myokardinfarkt (15%) und Hypertonie (11%). Etwas weniger haufig waren
Schlaganfalle, Krankheiten der Arterien und rezidivierende Myokardinfarkte (Statistisches
Bundesamt, 2014).

Die Statistik der World Health Organization (WHQ) zeigt ein ahnliches Bild: 30% der
Menschen, die weltweit 2012 starben, unterlagen einem Herz-Kreislauf-Leiden (WHO,
2013).

Der Anteil der in Deutschland am akuten Herzinfarkt Gestorbenen ist von 2000 bis 2010
kontinuierlich um etwa 20% gesunken (Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie- Herz- und

Kreislaufforschung e.V, 2011 und 2014), was an den standig verbesserten Diagnose- und
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Behandlungsmdglichkeiten von Herzerkrankungen liegt und das Resultat des immensen

Forschungsaufwandes darstellt.

1.2 Der plotzliche Herztod

Laut Definition handelt es sich beim plotzlichen Herztod um einen ,herzbedingten Tod,
der sich mit einem plotzlichen Bewusstseinsverlust innerhalb der ersten Stunde seit
Beginn der akuten Symptome ankiindigt. Eine Herzerkrankung kann vorher bestanden
haben, aber sowohl der Todeszeitpunkt, als auch seine Art sind unerwartet” (Myerburg
und Castellanos, 1997; Priori et al., 2001).

Die Inzidenz fiir einen plétzlichen Herztod bei Personen vor Vollendung des 40.
Lebensjahres liegt in BRD und Nordamerika jedes Jahr bei etwa 3 pro 100.000. Bei einem
erheblichen Anteil der Verstorbenen gibt es dafiir eine hereditdre Ursache (Beckmann et
al., 2011) wie primar strukturelle Herzerkrankungen mit erhéhtem Arrhythmierisiko,
hypertrophe (obstruktive) Kardiomyopathien, arrhythmogene rechtsventrikuldre
Kardiomyopathie- oder -Dysplasien, dilatative Kardiomyopathien und Non-Compaction-
Kardiomyopathien (Beckmann et al., 2011). Strukturelle Herzerkrankungen wie
Klappendefekte und angeborene Herzanomalien, aber auch chronische Herzinsuffizienzen
werden in der Regel aufgrund der klinischen Symptome schon friih vom Kardiologen
diagnostiziert und dementsprechend behandelt. Trotzdem kdnnen aber auch sie
ursachlich fur einen plétzlichen Herztod sein. Auch ein Myokardinfarkt kann —wenn nicht
rechtzeitig erkannt- zum plotzlichen Herztod fiihren.

Gegenstand aktueller Forschung sind genetisch bedingte Arrhythmien bei strukturell
unauffdlligem Herzen. Diese folgen meist einem autosomal-dominaten Erbgang und
betreffen haufig ansonsten junge, gesunde Menschen. Bei rechtzeitiger Erkennung eines
Betroffenen sind sie Gberwiegend gut behandelbar (Beckmann et al., 2011) - allerdings
nicht heilbar. Genetisch bedingten Arrhythmien liegen meist Fehlfunktionen von
lonenkandlen des Herzmuskels zugrunde. Ihre Erkennung kann das Risiko eines

plotzlichen Herztodes erheblich senken (Beckmann et al., 2011).
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1.3 lonenkandle am Herzen

lonenkanale sind grolRe membranstandige Proteinkomplexe, die selektive zentrale Poren
fir Natrium-, Kalium-, Chlorid- oder Calciumionen bilden (Lerche et al., 2000a; Delisle et
al., 2004) und so die Grundlage der elektrischen Erregbarkeit von Nerven- und
Muskelzellen darstellen. Uber die Umwandlung von Sinnesreizen in Rezeptorpotenziale
vermitteln sie die Kommunikation mit der Umwelt und leiten Nachrichten Uber
Aktionspotenziale und synaptische Ubertragungsvorginge von Zelle zu Zelle weiter
(Lerche et al., 2000a). Die Aktionspotenziale am Herzen spiegeln Verdanderungen in der
Membranleitfahigkeit wider, die von dutzenden verschiedenen lonenkandlen und
Elektronenaustauschern geleitet werden (Delisle et al., 2004). Ein ventrikulares
Aktionspotenzial gliedert sich analog zu Abbildung 1.1 in finf Abschnitte (Mischke und
Stellbrink, 2005):

Phase 0: Ein schneller intrazelluldarer Natriumeinstrom fiihrt zur Depolarisation

Phase 1: Der transiente extrazellular gerichtete Kaliumausstrom leitet die
Repolarisation ein

Phase 2: Calciumeinwarts- und verzogerte Kaliumauswartsstrome erhalten das
Aktionspotenzialplateau

Phase 3: Der Kaliumauswartsstrom dominiert den Calciumeinwartsstrom und fuhrt so zur
Repolarisation

Phase 4: Das Kaliumgleichgewichtspotenzial wird erreicht und bildet das diastolische
Ruhepotential

I I I I I ]
0 100 200 ms 300

Abbildung 1.1: Aktionspotenzial und lonenstrome einer Zelle der Vorhofmuskulatur
Modlifiziert nach von Engelhardt und Breves, 2005
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Die durch eine Mutation hervorgerufene Stérung eines lonenkanalgens kann lange Zeit
durch gegenregulatorische Mechanismen kompensiert werden. Unter bestimmten
Umstanden aber beeinflusst das veranderte Schaltverhalten der membranstindigen
Kanalproteine die Erregbarkeit des betroffenen Gewebes (Lerche et al.,, 2000a). So
bewirkt beispielsweise die Verlangerung der Plateauphase auch eine Verlangerung des
QT-Intervalls. Verfriihte kleine Nachschwankungen kénnen in dieser Phase -
vorausgesetzt sie sind ausreichend hoch — Aktionspotenziale, Torsades de Pointes und

andere Herzarrhythmien auslosen (Mischke und Stellbrink, 2005).

Zu den haufigsten kardialen lonenkanalerkrankungen gehoren das Long QT-Syndrom
(LQTS) die katecholaminerge polymorphe ventrikuldre Tachykardie (CPVT), das Brugada-
Syndrom (BrS) und das Short-QT-Syndrom (SQTS). Erkrankungen kénnen sich in jedem
Alter manifestieren (Beckmann et al.,, 2011). Bis heute wurden bereits viele
lonenkanalfamilien mitsamt ihrer Transportproteine, zugehdriger Kanale und der fir sie
codierenden Gene identifiziert (Delisle et al., 2004), wodurch exaktere Diagnosen moglich
sind (Lerche et al., 2000b). Das Forschungsziel wird sicherlich in den nachsten Jahren das
gleiche bleiben: Es gilt die Mechanismen zu verstehen und zu behandeln, um die

Lebensqualitdt Betroffener zu verbessern und Leben zu erhalten (Delisle et al., 2004).

1.4 Das Long-QT-Syndrom (LQTS)

Das Long-QT-Syndrom (LQTS) wurde erstmals im Jahre 1957 von Jervell und Lange-
Nielsen ausflihrlich beschrieben. Mittlerweile gibt es mehr als 16 verschiedene
Unterformen (Schwartz et al., 2013), Tendenz steigend, die alle aufgrund einer gestérten
Repolarisation der Herzmuskelfasern zu einer Verlangerung des QT-Intervalls fiihren
(Delisle et al., 2004; Mischke und Stellbrink, 2005). Meist — bei LQTS 1,2,5,6,7- sind
Dysfunktionen von Kaliumkandlen, oder deren Untereinheiten (Mischke und Stellbrink,
2005) die Ursache. Dadurch wird der Kaliumstrom vermindert und die Repolarisation
gehemmt, mit der Folge einer Ubererregbarkeit der Kardiomyozyten (Delisle et al., 2004).
Es kdnnen ventrikuldre Tachyarrhythmien auftreten, die in einigen Fallen zu Synkopen

oder sogar zum plotzlichen Herztod fiihren (Delisle et al., 2004). Dies betrifft in der Regel
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junge, ansonsten gesunde Menschen (Delisle et al., 2004; Beckmann et al., 2011). Neben
dem kongenitalen LQTS koénnen auch verschiedene Medikamente (siehe
www.qtdrugs.org) und Elektrolytverschiebungen wie eine Hypokalidmie zu einer QT-
Verlangerung, also einem erworbenen LQTS, fihren (Mischke und Stellbrink, 2005).

Im EKG von Patienten mit einem LQTS kénnen QT-Zeit-Verlangerungen unterschiedlicher
Auspragung, T-Wellen-Kerbungen oder, als ein Warnsignal fur Tachykardien, ein T-Wellen
alternans nachgewiesen werden. Typisch sind sogenannte Torsades-de-Pointes-
Tachykardien, die durch spindelformig undulierende QRS-Komplexe charakterisiert
werden (Beckmann et al., 2011). Bei der Diagnosestellung spielt neben der Auswertung
von Ruhe-, Belastungs- und Langzeit-EKGs, sowie der Echokardiograpie auch eine
ausfiihrliche Familienanamnese (Mischke und Stellbrink, 2005) und ein Gentest eine Rolle
(Beckmann et al., 2011). Trotzdem kann auch ein positives Testergebnis nie vorhersagen,
ob ein Patient Gberhaupt Symptome entwickeln, oder wie die Krankheit verlaufen wird.
Weil die Diagnose bei Grenzfdllen schwierig ist und verschiedene Parameter einflieRen
missen, haben Schwartz et al. 2012 Kriterien ermittelt (siehe Abb.1.2), die diejenige
Patienten identifizieren sollen, bei denen es sinnvoll ist, einen Gentest durchzufiihren.
Demnach sollte jeder Patient, der in Tabelle 1.2 mindestens 3 Punkte erreicht, genetisch

untersucht werden.

Befunde im EKG Punkte
A QTc(ms) 2480 3
460-479 2
450-459 1

QTc 2480 ms in der 4. Minute nach

B dem Stresstest 1
C Torsades de pointes 2 QTc nach Bazett berechnet
D T-wave alternans 1 <1 Punkt:
E Einkerbungder T-Welle 1 geringe Wahrscheinlichkeit von LQTS
F Niedrige Herzfrequenz firs Alter 0,5 1,5-3 Punkte:
Mittlere Wahrscheinlichkeit von LQTS
Krankengeschichte
A Synkope mit Stress 2 23,5: o )
Hohe Wahrscheinlichkeit von LQTS
ohne Stress 1
B Angeborene Taubheit 0,5
Familiengeschichte Abbildung 1.2: Diagnosekriterien fiir das LQTS
A Familienmitglieder mit LQTS 2 1 modifiziert nach Schwartz et al., 2012
B nahen
Angehorigen unter 30 Jahren 0,5
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Sind die Patienten symptomatisch, gibt es verschiedene Trigger, die besonders haufig
Synkopen und einen plétzlichen Herztod auslésen: Wahrend beim LQTS1 kérperliche
Belastung wie Schwimmen gefahrlich ist, spielen beim LQTS2 emotionaler Stress und
akustische Stimuli eine grofl3e Rolle. Ausloser flir das LQTS3 dagegen sind Ruhe und Schlaf
(Mischke und Stellbrink, 2005; Beckmann et al., 2011). Neben diesen moglichen Ausldsern
missen auch QT-Zeit-verlangernde Medikamente vermieden werden (Beckmann et al.,
2011). Therapeutisch haben sich Beta-Blocker als Mittel der Wahl (Mischke und Stellbrink,
2005; Lerche et al.,, 2000b; Beckmann et al.,, 2011) erwiesen; manche Falle machen
allerdings eine linksseitige sympathische kardiale Denervation oder die Implantation eines
Defibrillators (Beckmann et al., 2011; Mischke und Stellbrink, 2005; Lerche et al., 2000b)

notig.

1.5 Die Maus als Versuchstier

Abbildung 1.3: Zwei unserer Versuchstiere
,nach getaner Arbeit”

Die Maus ist seit Jahren das am haufigsten verwendete Versuchstier; so waren
beispielsweise im Jahr 2013 in Deutschland 73% aller eingesetzten Versuchstiere Mause,
41% davon transgene (Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft, 2013).
Diese Zahlen sind sicherlich darauf zurlickzufiihren, dass Mause nicht viel Platz und Pflege
brauchen, sich problemlos und vor allen Dingen schnell fortpflanzen, unkompliziert sind
was die Futterung betrifft und nur wenige Kosten verursachen (Doevendans et al., 1998).
Aullerdem sind bisher bei keiner anderen Tierart gezielte Genmanipulationen in dem

AusmaRe moglich, wie bei Mausen.
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Abbildung 1.4: Die Titelseite der Nature von Dezember 2002

Das Madusegenom ist bereits seit 2002 komplett entziffert und in der Zeitschrift Nature
publiziert (Waterston et al., 2002), sodass zu transgenen Tieren filhrende Mutationen

zumindest theoretisch fast nach Belieben vorgenommen werden kénnen.

1.5.1 Vergleich der Herzanatomie von Maus und Mensch

Auch wenn die Maus mit 1-2 Jahren eine wesentlich geringere Lebenserwartung hat als
der Mensch und sich auch &duRerlich vollkommen von uns differenziert, arbeiten ihre
Organe doch sehr dhnlich wie unsere und unterscheiden sich im Aufbau nur gering.

Die GroRe des Herzens steigt proportional zur Korpergrofle der Saugetiere an und
unterscheidet sich kaum zwischen verschiedenen Spezies (Kusunose et al., 2012 und
Doevendans et al., 1998). So dhneln sich die Ventrikelstrukturen des Mause- und
Menschenherzens sehr, allerdings unterscheidet sich im Gegensatz zum Menschen bei
der Maus das apikale Trabekelsystem zwischen beiden Ventrikeln nicht. Die groRten
Unterschiede zwischen Mensch und Maus beschrdanken sich beim Herzaufbau auf die
Vorhofebene und das vendse Abflusssystem: So persistiert im Mauseherzen die linke
Vena cava superior und miindet in den rechten Vorhof. AuBerdem haben die
Pulmonalvenen der Maus im Gegensatz zu den menschlichen alle eine gemeinsame
Offnung in den linken Vorhof. Dariiber hinaus gibt es bei Letzterer nur ein rudimentires

Vorhofseptum (Webb et al., 1996) und kein stabiles, wie im menschlichen Herz.
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Auch das Leitungssystem der Maus unterscheidet sich von dem des Menschen: So liegt
der Sinusknoten nicht wie beim Menschen im Vorhof, sondern in der Vena cava superior,
und zwar direkt Uber ihrer Einmiindung in den rechten Vorhof. Die GroRe des AV-Knotens
steigt in nicht proportionalen Verhaltnissen mit der HerzgroRe an (Meijler, 1985).

Die Coronararterienanatomie der Mause mit einer friihen Abzweigung der grof3en
septalen Coronararterie aus dem linken Coronarsystem, die auch bei Hamstern und
Hasen gefunden wird, ist vergleichbar mit anderen Saugetieren (Doevendans et al., 1998).

Auch die Ejektionsfraktion ist bei allen Spezies gleich (Liu et al., 2012).

1.5.2 Vergleich der Elektrokardiogramme (EKGs) von Maus und Mensch

Erste EKG-Aufzeichnungen bei Mausen wurden zwar bereits 1929 veroffentlicht (Agduhr
und Stenstrom), aber erst seit etwa 50 Jahren weill man Uber die Schwierigkeit, das QT-

Segment bei der Maus genau zu definieren (Wehrens et al., 2000).

ST-Segment

PQ-
interval Q

A) eeillS : B)

Abbildung 1.5: EKG von Mensch (A) und Maus (B) schematisch dargestellt
Modlifiziert nach Kramer, 2000

Anders als beim Menschen verschmilzt die T-Welle der Maus mit dem Ende des QRS- Komplexes, sodass hier
keine ST-Intervalle erkannt werden kénnen.

Die EKG-Intervalle der Maus sind aufgrund ihrer hohen Herzfrequenzen deutlich kirzer,
als beim Menschen. Im Gegensatz zu ihm kdnnen bei der Maus keine ST-Intervalle
erkannt werden, weil die eigentliche T-Welle mit dem Ende des QRS-Komplexes
verschmilzt (Doevendans et al., 1998; Mitchell et al., 1998). Als Ende der biphasischen T-

Welle der Maus, also als Repolarisationsende, wird der Punkt bezeichnet, an dem die T-
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Welle die isoelektrische Linie schneidet (Mitchell et al.,, 1998; Chaves et al.,, 2003;

Swynghedauw und Aubert, 2003; siehe Abbildung 1.6).

T-Wellen-Ende (Ende der Repolarisation)

Abbildung 1.6: Manuelle Festlegung des
T-Wellen-Endes bei der Maus.
Modifiziert nach Mitchell et al., 1998

40 ms\

200 ms

Q
Der Schnittpunkt von T-Welle und isoelektrischer Linie wird als Repolarisationsende definiert.

Die physiologische Ruheherzfrequenz der Maus liegt mit etwa 550-620 Schldgen in der
Minute (mint; Takuma et al., 2001; Kass et al., 1998) deutlich héher als bei uns Menschen
mit durchschnittlich 70 Schlagen pro Minute (Doevendans et al., 1998; Silbernagel und
Despopoulos, 2003). PR-, RR-, QRS- und QT-Intervalle sind bei Mausen entsprechend
kirzer.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass sich die Aktionspotentiale und der
anatomische Herzaufbau, sowie die lonenkanalexpression beider Spezies zwar marginal
voneinander unterscheiden, eine Ubertragung der Forschungsergebnisse von der Maus
auf den Menschen im Wesentlichen aber trotzdem zulassen. Nach derzeitigem
Kenntnisstand ist es sicherlich das Beste aller moglichen Systeme zur

Grundlagenforschung am Herzen.
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1.5.3 Einsatz, Entwicklung und Moéglichkeiten von Knock-Out-Mausen

Die Vorarbeiten zur Entwicklung von Knock-Out-Mausen brachten dem Amerikaner Mario
Capecchi und seinen beiden britischen Forscherkollegen Sir Martin Evans und Oliver
Smithies 2007 den Nobelpreis fiir Medizin ein. Knock-Out-Mause sind bisher die einzigen
im Labor mit transgenen Techniken erzeugten Lebewesen, bei denen erfolgreich und
gezielt ein oder mehrere Gene ausgeschaltet wurden. Diese verlieren ihre Funktion und
ermoglichen Forschern so, Riickschliisse auf ihre Rolle bei (erblichen) Krankheiten zu
schlieBen. Mit unseren beiden Zuchtlinien, den Pannexin-1- und TASK-1-Ma&usen, stehen
uns solche Knock-Out-Mause fir Versuche zur Verfligung. Trotzdem bleibt immer die

abschlieBende Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen.
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1.5.4 Herstellung von Knock-Out-Mausen

—Eingefligte DNA

Vektor neo’ HSV-Tk
1. Zellkultur — . - Homologe DNA Homologe DNA
(Embryonale .4,’Blastozyste/ 2. Herstellung des Zielvektors
k—\\f. %
Stammazellen, ES) R, \
Transfektion
ES-Zellen ¥ . o

45 3. Transfektion mit homologer
&9 Rekombination

Vektor neo; HSV-Tk
PN —

Zellemit . :
verandertem Zielgen :
Gen o —
positiv-negativ Ziel-Gen
elektion
LE neo’ HSV-Tk
Homologe

Rekombination

4. Proliferation der Sa%swn
ES-Zellen * ,v‘: ,__-,-“

ES-Zellpopulation mit — i .
verandertem Gen Ziel-Gen

5. Injektion von verdnderten
ES-Zellen in Blastozysten

_Innere Zellmasse
als Mosaik

Geborene Mosaik-Mause

o ﬁ@ P

Mosaik-Maus & 3
po 7
& f’ — F ;";I“;.‘ a D\
G Q¥ (57 [ ) QoG
Spermlum | Spermium S

Knockout-Mause Wildtyp-Mause

Wildtyp-Maus @

Abbildung 1.7: Herstellung von Knock-Out-Mausen
Modifiziert nach Graw, 2007

Ein Zielvektor wird durch Transfektion in eine Zellkultur embryonaler Stammzellen gebracht und mittels
homologer Rekombination in die DNA der Stammzellen eingebaut. Durch Proliferation der veréinderten
Zellen entsteht schliefSlich eine Zellpopulation mit verdndertem Gen, die in Mduseblastozysten injiziert wird.
Diese Blastozysten werden weiblichen Médusen per Embryotransfer eingesetzt und von ihnen
ausgetragen.Die geborenen Mduse tragen entweder ausschliefSlich normales (Wildtyp-)Erbgut, oder als
sogenannte Mosaik-Mduse zur Hdlfte Wildtyp- und zur anderen Hélfte genmanipuliertes Erbgut. Letztere
sind heterozygot. Riickkreuzungen mit heterozygoten Mdusen ergeben schliefslich homozygote Knock-Out-
Maduse.
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Werden Knock-Out-Mause geboren, deren Herstellung aus Abbildung 1.7 ersichtlich ist,
besitzen sie zur Halfte normales, also Wildtyp- und zur anderen Halfte genmanipuliertes
Erbgut, sind also heterozygot. Rickkreuzungen mit Wildtyp- und spater mit
heterozygoten Mausen fihren schlielich zu homozygoten Knockout-Tieren. Bei ihnen ist
das gewtlinschte Gen in allen Zellen ausgeschaltet. So kdnnen ganze Knock-Out-Linien
aufgebaut werden, die sich haufig in Lebensdauer, Aussehen und Gewicht nicht von
herkémmlichen Mé&usezuchtlinien unterscheiden (Aller et al., 2005; Donner et al., 2010;
Petric et al., 2012).

Es gibt viele bereits identifizierte Gene, fir die transgene Mausmodelle zur Verfliigung
stehen — auf der Internetseite der Organisation EMMA sind es knapp 4.000 (European
Mouse Mutant Archive, 2014). Bei nur einem Bruchteil von ihnen wurden bisher
Untersuchungen getatigt, die das Herz-Kreislaufsystem betreffen (siehe Publikationen des
EMMA, 2014).

Unserer Arbeitsgruppe stehen mit den Pannexin-1 und TASK-1-Mausen zwei verschiedene
solcher kardial bisher (teilweise) unerforschter transgener Mausmodelle zur Verfiigung,
die uns im Idealfall dabei helfen konnten, die Wirkungsweise beider Gene besser zu
verstehen und damit festzustellen, ob sie bei kardialen Erkrankungen des Menschen

beteiligt sind.
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1.6 Pannexin-1: Struktur, Expression und Funktion

1.6.1 Struktur und Funktion von Pannexinproteinen

Pan (griechisch): iiberall

Nexus (lateinisch): Verkniipfung (Kienitz et al., 2011)

Pannexin

Connexin _— Cystinreste

e &

Extrazellularraum

Intrazellularraum

N

Aminoterminales
Ende

Carboxyterminales

C Ende
Abbildung 1.8: Vergleich der Strukturen von Connexin und Pannexin
Modlifiziert nach Boassa et al., 2007

Connexine und Pannexine unterscheiden sich durch die Anzahl der Cystinreste in ihren extrazelluldren
Schleifen: Bei Pannexinen sind es jeweils 2 und bei Connexinen 3 Cystinreste. Die Zahlen 1-4 in der Abbildung
zeigen die transmembrandsen Domdénen aus jeweils 20 Aminosdureenden.

Bei Mdusen und Menschen wurden bisher je drei verschiedene Pannexinproteine (panx1,
panx2 und panx 3 bei der Maus; PANX1, PANX2 und PANX3 beim Menschen) entdeckt,
wahrend bei den wirbellosen Tieren sogar 20 verschiedene Pannexinproteine gefunden
wurden (Penuela et al., 2009). Die Hydra beispielsweise hat mindestens 5
unterschiedliche Pannexingene (Panchnin, 2005).

Pannexinproteine sind strukturell homolog zu dem Prototypen der Gap Junctions, den
Connexinen (Swayne et al., 2010), bilden aber aufgrund der unterschiedlichen Sequenzen
eine eigene Familie.

Zwischen den Innexinen, den Gap-Junction-bildenenden Proteinen der Wirbellosen und
den Pannexinen, besteht eine Sequenzhomologie (Swayne et al., 2010; Bruzzone et al.,

2003). Beide gehoren also der gleichen Superfamilie an (Bruzzone et al., 2003).
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Pannexine und Innexine haben eine Sequenzdhnlichkeit von 20% (Panchnin, 2005),
wohingegen zwischen Pannexinen und Connexinen keine Sequenzhomologie besteht
(Baranova et al., 2004).

Wie die Connexine, besitzen auch die Pannexinproteine vier transmembrandse Domanen,
jede aus 20 Aminosaureenden (Penuela et al., 2009), sowie zwei extrazelluldre Schleifen
und ein intrazellular liegendes carboxy- und aminoterminales Ende. In den extrazelluldren
Schleifen befinden sich, anders als bei den Connexinen, zwei Cystinreste (Barbe et al.,
2006), die die transmembrandsen Schleifen verbinden. Im Gegensatz zu den Connexinen
scheinen Pannexinproteine keine interzelluldren Verbindungen (Gap Junctions), sondern
vielmehr als glykolysierte Proteine an der transluminalen Zellmembran sogenannte
"Hemichannels" auszubilden (Scemes et al., 2007; Barbe et al., 2006).

Die initiale Glykolysierung findet dabei im endoplasmatischen Retikulum statt; eine
eventuelle Modifikation erfolgt auf dem Weg zur Plasmamembran im Golgiapparat
(Boassa et al., 2008). Unglykolysiert bleibt Pannexin-1 intrazellular und wird nicht auf der
Zelloberflache exprimiert (Boassa et al., 2008).

Die oben erwdhnten Hemichannels - auch Single-Membrane-Channels - erlauben den
Austausch von Molekilen zwischen Zytoplasma und Extrazelluldrraum (Barbe et al.,
2006).

Inhibiert werden Pannexinproteine ohne gleichzeitige Beeinflussung der Connexinkanale
von Probenecid bei Konzentrationen bis 1 mmol (Silverman et al., 2008). Eine direkte
Inhibition erfolgt durch extrazelluldares ATP in Konzentrationen bis 10 mmol (Ma et al.,,
2009).

Die Fahigkeit der Pannexinproteine, induziert durch ATP ebensolches freizusetzen, die
Offnung der Kanile bei Erhdhung des intrazelluldren Calciums und ihre Unempfindlichkeit
gegenilber physiologischer extrazelluldrer Calciumspiegel, hat Wissenschaftler zu der
Annahme gebracht, dass Pannexin eine groBere Rolle bei der Verbreitung von
Calciumwellen, der Vasodilatation, dem Entziindungsreaktionsbeginn und dem

ischaemischen Tod von Neuronen spielen kénnte (Shestopalov und Panchnin, 2008).
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Abbildung 1.9: Strukturvergleich der drei verschiedenen Pannexingene der Maus
Modlifiziert nach Penuela et al., 2009

Alle 3 Pannexingene der Maus besitzen 4 transmembranése Domdnen (aus je 20 Aminosdureenden), sowie 2
extrazelluldre Schleifen und ein intrazellulér liegendes carboxy- und aminoterminales Ende. Das
Carboxyterminale Ende von Pannexin-2 ist wesentlich Iéinger, als das der anderen beiden Pannexine.

1.6.2 Expression und Funktion von Pannexin-1

Pannexin-1 lasst sich als einziges der drei Pannexinproteine ubiquitar nachweisen (Barbe
et al., 2006), besonders stark ist seine Expression unter anderem in Erythrozyten,
Endothelzellen und Astrozyten, wo sie an der Freisetzung von ATP beteiligt sind (Wang et
al., 2007). Seine Expression im Mdauseherzen (Ray et al., 2005; Nishida et al., 2008) wird
durch Druckbelastung gesteigert (Nishida et al., 2008). Neben dem Mauseherzen konnte

Pannexin-1 auch im Sarkolemm von Hundekardiomyozyten nachgewiesen werden

(Dolmatova et al., 2012).
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Es ist bekannt, dass Pannexin-1 ein lonenkanal mit einer groRen Leitfahigkeit von 500
Picosiemens (Bao et al., 2004) und einer geringen Selektivitat ist. AuBer ATP (Bao et al.,
2004) und Calciumionen kdnnen Molekiile bis zu einer GroRe von 1.5 kDa diese Pore
passieren; darunter Inositoltriphosphat, cAMP (Bao et al., 2007; Ducret et al., 2006) und
Metaboliten wie Glukose, Laktat, Glutamat und ATP (Dolmatova et al., 2012). Swayne et
al. (2010) stellten dariiber hinaus eine Durchlassigkeit fiir Arachidonsdure und
saureverwandte Lipide fest.

Pannexin-1 vermittelt unter anderem die Freisetzung von ATP aus Erythrozyten (Locovei
et al., 2007) und Geschmacksknospenzellen (Huang et al., 2007); weiterhin kommt ihm
auch eine Rolle als Tumorsupressor zu. Denn eine bestandige Expression von Pannexin-1
vermindert bei C6-Zellen unter anderem signifikant die Zellproliferation und die
Zellbewegung bei Monolayern, sowie in vivo das Tumorwachstum bei thymuslosen
nackten Mausen. Lai et al. schlussfolgern, dass der Verlust der Pannexinexpression zur
Entwicklung von C6-Gliomen beitragt, wahrend die Aktivierung von Pannexin-1 eine
tumorunterdriickene Rolle spielt (Lai et al., 2007).

Als sogenannter “Leak channel” im endoplasmatischen Retikulum ist Pannexin-1 an der
Aufrechterhaltung der Calciumhomoostase beteiligt (D'Hondt et al., 2011); dariiber
hinaus kann es auch als Calciumkanal des endoplasmatischen Rektikulums bei
Prostatakrebszellen fungieren (Vanden Abeele et al., 2006).

Weiterhin deuten Elektrophysiologische Untersuchungen an Oozyten des Krallenfrosches
darauf hin, dass Pannexin-1 Gap Junctions bilden kann (Boassa et al., 2007; Bruzzone et
al., 2003), allerdings in weit geringeren Mengen, als Connexine in anderen Oozyten

(Boassa et al., 2007).
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Abbildung 1.10: Die hypothetische Aufgabe von Pannexin Hemichannels bei der Ubertragung von
Calciumsignalen
Modlifiziert nach Barbe et al., 2006

Pannexin-Hemichannels (rot) sind duchldssig fiir ATP und vermitteln die
Calciumsignaliibertragung zwischen benachbarten Zellen. Dadurch sind sie bei einer
Anzahl von Prozessen wdhrend der Entwicklung und beim Adulten beteiligt. Das
freigesetzte ATP interagiert mit purinergen Rezeptoren P2Y (blau), was zu einer
Produktion des zweiten Botenstoffes Inositol 1,4,5-Triphosphat IP3 (griin) fiihrt. Dies
wiederum induziert die Calciumfreisetzung aus dem ER. Entweder IP3 oder ein
calciumabhéngiger Prozess bewirkt dann das Offnen der Pannexini-Hemichannels, was
die Freisetzung von ATP und die Ubertragung einer Calciumwelle gewdébhrleistet.
Calciumwellen stellen eine Form der interzelluldren Signalweitergabe dar, die in
verschiedenen Geweben, beispielsweise dem Gehirn, beobachtet werden kénnen und
welche aus einer koordinierten Verbreitung von Calciumstrémen (ber eine
Zellgesamtheit bestehen.

1.6.3 Kardiale Fuktion von Pannexin-1

Pannexin-1 stellt den Large Conductance Channel der kardialen Myozyten dar, der bereits
1986 von Mechmann und Pott beschrieben wurde (Kienitz et al., 2011). Eine mechanische
Dehnung dieser Kardiomyozyten erhoht die extrazellulare ATP-Konzentration (Nishida et
al., 2008). Lokal freigegebenes ATP wiederum o6ffnet Pannexin-1-Kandle (Kienitz et al.,
2011); bei vermehrter Offnung oder erhdhter Expression kann Pannexin-1 potentiell
arrhythmogen wirken (Kienitz et al., 2011). Gleichzeitig fiihrt die ATP-Freisetzung aus

Pannexin-1-Kandlen der Myozyten bei den Fibroblasten zur Einleitung des fibrotischen
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Prozesses (Dolmatova et al., 2012). Auch nach einer transversalen Aortenkonstriktion
scheint die Pannexin-1-vermittelte ATP-Freigabe Uber Signalkaskaden kardiale Fibrosen
auszulosen (Nishida et al., 2008).

Pannexin-1 beteiligt sich nach Ischamie oder mechanischem Stress in der glatten
Muskulatur und dem GefdBendothel an der Vasokonstriktion und Vasodilatation (Billaud
et al., 2011; Locovei et al., 2006). Seine Expression wird in der frilhen Ischamiephase

erhoht (Dolmatova et al., 2012).

1.6.4 Modulation und Inhibition von Pannexin-1

Eine Eigenschaft, die Pannexin-1-Kandle von den meisten Connexin-Hemichannels
abgrenzt, ist die fehlende Sensitivitat flir extrazelluldres Calcium. Das bedeutet, dass
Pannexin-1-Kandle sich, anders als die Connexinkanadle, auch unter physiologischen
lonenkonditionen 6ffnen konnen (Kienitz et al., 2011).

Geoffnet wird der mechanosensitive Pannexin-1-Kanal (Bao et al., 2004; Pelegrin und
Surprenant, 2009) durch Membrandepolarisation, mechanische Stimulation, ATP,
intrazelluldres Calcium und extrazelluldres Kalium (Bao et al., 2004; Locovei et al., 2006;
Silverman et al., 2009). Die SchlieBung des Pannexin-1-Kanals wird ausgel6st durch eine
Kohlendioxid-vermittelte = Ansduerung, negatives Feedback von ATP, sowie
pharmakologisch durch die Kanalblocker Carbenoxolon, Probenecid, Flufenaminsdure

(Iglesias et al., 2008; Qiu und Dahl, 2009; Silverman et al., 2008).

1.6.5 Funktion und Vorkommen von Pannexin-2 und -3

Pannexin-2 wurde bisher am haufigsten im Gehirn und zentralen Nervensystem
gefunden, zusatzlich in kleineren Mengen auch in Auge, Schilddriise, Prostata, Niere und
Leber (Barbe et al., 2006; Bruzzone et al., 2003). Es ist bei der Regulation des zeitlichen
Ablaufs der neuronalen Differenzierung beteiligt (Swayne et al., 2010).

Pannexin-3 wird Uberwiegend in der Haut nachgewiesen, aber auch in den Gelenken
(Barbe et al., 2006; Swayne et al., 2010) und der Cochlea (lwamoto et al., 2010; Ishikawa

et al.,, 2011). Es fordert die Ausdifferenzierung von Osteoblasten und ex vivo auch das
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Wachstum der Metatarsalknochen (Ishikawa et al., 2011). Im Knorpel reguliert es die

Proliferation und Differenzierung der Chrondrozyten (lwamoto et al., 2010).

1.6.6 Vergleich der Pannexinproteine untereinander und zwischen Maus und Mensch

Vergleicht man die einzelnen Pannexinproteine der Maus beziiglich ihrer Protein- und
Aminosduresequenzen miteinander, zeigt sich eine Ubereinstimmung von 48-59%. Bei
den drei Pannexinproteinen des Menschen sind es sogar 51-62%. Die Sequenzhomologie
ist bei beiden Spezies zwischen Panx1 und Panx 3 beziehungsweise PANX1 und PANX3 am
groBRten. Zwischen den Mause- und den Menschenpannexinproteinen besteht eine 93-
94% Ubereinstimmung (Penuela et al., 2009).

Die Gene, die fiur Panx1l und Panx3 codieren, liegen bei Mensch und Maus auf jeweils
demselben Chromosom (Chromosom 11 beim Menschen, Chromosom 9 bei der Maus;
Baranova et al., 2004).

Das Vorkommen der Pannexinproteine beim Menschen unterscheidet sich von ihrer
Verteilung bei der Maus:

So wurden groBe Mengen PANX1 in den Gonaden, dem Herzen und der
Skelettmuskulatur gefunden, wahrend PANX2 bisher nur im menschlichen Gehirn
nachgewiesen werden konnte (Baranova et al., 2004; Barbe et al., 2006).

PANX1 befindet sich beim Menschen vornehmlich im Stratum Granulosum und Spinosum
der Epidermis, wahrend sich PANX3 {iber alle vitalen Schichten der Epidermis gleichmaRig

verteilt (Penuela et al., 2007).

1.6.7 Geplante Untersuchungen an Pannexin-1-defizienten Mausen

Zum Vergleich der anthropometrischen Daten sollen in der vorliegenden Arbeit die
Kérper- und Herzengewichte beider Pannexin-1-Genotypen ermittelt, ihre Tibiae
ausgemessen und die daraus resultierenden Quotienten (Herzgewicht/Kérpergewicht,

Herzgewicht/Tibialange) gegenlibergestellt werden.
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Ob eine Pannexin-1-Defizienz zu strukturellen Veranderungen des Herzens fihrt, soll an
formalinfixierten Herzschnitten beider Pannexin-1-Genotypen histologisch untersucht
werden.

Unter zwei verschiedenen Injektionsnarkosen (Avertin® und Isofluran) werden
Oberfldchen-EKGs beider Genotypen aufgenommen und verglichen. Damit mochten wir
herausfinden, inwieweit eine Pannexin-1-Defizienz EKG-Parameter verandert.

Durch eine Elektrophysiologischen Untersuchung (EPU) sollen mit Hilfe eines
intrakardialen Katheters Refraktirzeiten und AV-Uberleitungszeiten bei Pannexin-1-
Mausen beider Genotypen bestimmt und untersucht werden, ob eine erhdhte atriale
oder ventrikulare Vulnerabilitat vorliegt.

Um Herzfrequenzen, EKG-Intervalle und eventuell spontanen Arrhythmien Uber einen
langeren Zeitraum zu beobachten, werden Pannexin-1-Mausen beider Genotypen
Telemetrietransmitter implantiert und Langzeit-EKGs analysiert. Damit auch maogliche
Veranderungen wahrend korperlicher Belastung erfasst werden, sollen die Tiere bei
Schwimm- und Laufbandversuchen an ihre korperliche Belastungsgrenze gebracht
werden.

Eine Echokardiographie in vivo dient dem Vergleich der Herzfunktion und -Morphologie

beider Genotypen.

Die Ergebnisse konnten Wissenschaftlern bei der Erforschung von Herzkrankheiten des
Menschen helfen und moglicherweise einen Teil zur Entwicklung von Gentests und

lebensrettenden Medikamenten beitragen.

1.7 TASK-1: Struktur, Expression und Funktion

1.7.1 Kaliumkandle am Herzen

Kaliumkandle sind Proteine, die Zellmembranen Uberbriicken und so den passiven
Austausch von Kaliumionen entlang des elektrochemischen Gradienten ermoglichen
(Tamargo et al., 2004). Sie kommen bei Sdugetieren ubiquitdr im Korper vor und stellen
die groflte lonenkanalfamilie dar. Weil sie das Membranpotential anpassen, spielen sie

eine wichtige Rolle bei der Muskelerregbarkeit, der neuronalen Integration und der
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Hormonsekretion (Coetzee et al., 1999). Darliber hinaus sind Kaliumkanale auch bei der
Regulation der Zellvolumina und der Kaliumhom©oostase beteiligt (Coetzee et al., 1999;
Tamargo et al., 2004).

Kaliumkanale beeinflussen nicht nur das Ruhemembranpotential und die Herz- und
Schrittmacherzellfrequenz, sondern auch Form und Liange des kardialen
Aktionspotentials, Refraktdrzeiten und die Herzautomatie (Tamargo et al.,, 2004;
Nerbonne et al., 2001).

Mutationen in den Kaliumkandlen kénnen demnach das Risiko von Arrhythmien und

einem plotzlichen Herztod erhohen (Donner et al., 2010).

Kaliumkanale lassen sich in 3 groRBe Untergruppen gliedern (Tamargo et al., 2004):

1) K,-Kandle (voltage-gated): bestehen aus 6 transmembrandsen Segmenten und
einer porenbildenden Region. Kanale 6ffnen sich direkt nach der Repolarisation.

2) Ki-Kanale (inward rectifier): bestehen aus 2 transmembrandsen Domanen, die
Uber eine Pore miteinander verbunden sind. Sie fihren Kaliumstréme eher ins
Zellinnere und kdnnen Homo- oder Heterotetramere bilden.

3) Kazp-Kandle: bestehen aus 4 transmembrandsen Segmenten und 2 porenbildenden,

hintereinander angeordneten Schleifen (Lesage und Lazdunski, 2000). Sie kbnnen
als Homo- oder Heterodimere auftreten. Die Kaliumstrome folgen der Goldman-
Hodgkin-Katz-Gleichung und fihren so zu einem Ausgleich der
Kaliumionenkonzentration auf beiden Seiten der Zellmembran (Bockenhauer et
al., 2001). Dadurch erhalten sie das Ruhemembranpotential (Lesage und
Lazdunski, 2000; Tamargo et al., 2004). Weil sie weder spannungsabhangig
arbeiten, noch ligandengesteuert sind, zdhlen Kxp-Kandle zu den
Hintergrundkaliumkandlen (Bockenhauer et al., 2001; Lopes et al., 2001; Kim et
al., 2001).
Die Familie der Kyp-Kanale besteht aus mindestens 15 Proteinen, die zwar eine
dhnliche Struktur besitzen, aber auBerhalb der Poren andere Proteinsequenzen
aufweisen (Lesage und Lazdunski, 2000; Bayliss et al., 2003). Am Herzen sind die 4
wichtigsten Kzp-Kanale: TASK, TWIK, TREK und THIK (Tamargo et al., 2004; Gurney
und Manoury, 2009).
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Abbildung 1.11: Molekularer Aufbau der Kz -Kandle
Modlifiziert nach Nerbonne et al., 2001

Die Kzp-Kandile bestehen aus 2 porenbildenden, hintereinander angeordneten Schleifen und 4
transmembrandsen Segmenten. Durch den Ausgleich der Kaliumkonzentrationen auf beiden
Zellmembranseiten erhalten sie das Ruhemembranpotential.

1.7.2 Expression, Funktion, Hemmung und Aktivierung von TASK-1

TASK= TWIK-related acid sensitive K*-channel (Lesage und Lazdunski, 2000)

Neben seiner Expression im Herzen konnte TASK-1 auch in anderen Geweben wie dem
Nervensystem, Glomus caroticum, der Nebennierenrinde, Lunge und Niere nachgewiesen
werden (Bayliss et al., 2003; Czirjak et al., 2000; Duprat et al., 1997; Gurney et al., 2003;
Yamamoto et al., 2002).

Seine Funktion ist bei ventrikuldaren Kardiomyozyten an die Hintergrundkaliumstréme
gebunden, was bedeutet, dass TASK-1 die Aktionspotentialdauer beeinflusst (Backx und
Marban, 1993). Weil TASK-1-Kanale im menschlichen Vorhof fiir einen bedeutenden Teil
der Hintergrundstrome verantwortlich sind, kdnnten sie eine funktionale Bedeutung bei
der Entstehung des Vorhofflimmerns haben (Limberg et al.,, 2011) und aufgrund ihrer
Beeinflussung von Repolarisation und autonomen kardialen Reflexen scheinen sie eine

wichtige Rolle bei der Herzkreislauffunktion zu spielen (Donner et al., 2010).
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TASK-1 reagiert auf ein grofRes Spektrum physiologischer und pathologischer
Bedingungen: So wird es beispielsweise gehemmt durch eine Hypoxie und niedrige, noch
an der physiologischen Grenze liegende extrazellulare pH-Werte (Duprat et al., 1997).
Zusatzlich hemmt auch der plattchenaktivierende Faktor Proteinkinase Ce TASK-1, was bei
isolierten Kardiomyozyten der Maus zu einer Verzogerung der Repolarisation und zum
Auftreten von frithen Nachdepolarisationen fiihrt (Barbuti et al., 2002 und Besana et al.,
2004). Signalmolekile wie Phospholipase C und Proteinkinase C vermitteln dabei die
Inhibition des TASK-1 (Besana et al., 2004; Czirjak et al., 2001).

Pharmakologisch kann TASK-1 geblockt werden durch Zn?* (Leonoudakis et al., 1998) und
durch das Endocannabinoid Anandamid und sein stabiles Analogon Methanandamid
(Maingret et al., 2001). Auch der spezifische TASK-1-Kanalblocker A293 und der al-
adrenerge Agonist Methoxamin inhibieren TASK-1 bei isolierten kardialen Myozyten der
Ratte ahnlich stark, wie eine extrazelluldre Ansduerung des pH-Wertes auf 6. Es kommt
dadurch zu einer signifikanten Verlangerung des Aktionspotentials (Putzke et al., 2007).
Aktiviert wird TASK-1 hingegen schon durch pharmakologische Konzentrationen von
Inhalationsanasthetika wie Halothan und Isofluran (Patel et al., 1999; Sirois et al., 2000;
Talley und Bayliss, 2002). Die Proteinkinase A ist bei der Aktivierung beteiligt (Olschewski
et al., 2006).

TASK-17/-Mause erscheinen gesund, haben eine normale Lebenserwartung und ein
unauffalliges Fortpflanzungsverhalten (Aller et al., 2005; Donner et al., 2010; Petric et al.,
2012). GroRe, sowie Morphologie von Gehirn und Herz unterscheiden sich nicht von den
TASK-1-Wildtypen (Aller et al., 2005; Donner et al.,, 2010). TASK-1-defiziente Mause
weisen aufgrund veranderter zerebellarer Funktion eine beeintrachtigte motorische
Leistung auf (Aller et al., 2005) und die TASK-1-Defizienz fuhrt bei einem Teil der Tiere zu

Hyperaldosteronismus (Davies et al., 2008; Heitzmann et al., 2008).

1.7.3 Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zu TASK-1-defizienten Mausen

In Vorarbeiten konnte unserer Arbeitsgruppe mit verschiedenen Untersuchungen bereits

erste Daten zur kardialen Phanotypisierung der TASK-1-defizienten Maus erarbeiten:
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So ergab die Genexpressionsanalyse ein vermehrtes Vorkommen von TASK-1 in den
Ventrikeln von TASK-1-Wildtypen, wahrend sich die Expression der 7 anderen Kyp-Kandle
bei Real-Time-PCR- und Immunoblotuntersuchungen bei TASK-17- -Mé&usen als
unverandert darstellte. Somit fiihrt ein Fehlen von TASK-1 nicht automatisch zur
Hochregulation der anderen Kzp-Kanale (Donner et al., 2010).

Patho-Histologische und echokardiographische Untersuchungen zeigten keinerlei
funktionelle oder strukturelle Unterschiede zwischen den Herzen beider Genotypen. Auch
die anthropometrischen Daten der TASK-1*/* - und TASK-17- -M&use stimmten {berein
(Donner et al., 2010).

Die Aufnahme monophasischer Aktionspotentiale (MAPs) an der Langendorffapparatur
stellte eine signifikante Verlangerung der Aktionspotentialdauer bei spontan schlagenden
und atrial stimulierten Herzen dar (Donner et al., 2010).

Das QTc-Intervall war unter Ketamin/Xylazin-Narkose im Oberfléchen-EKG bei TASK-1-
defizienten Tieren signifikant verlangert (Donner et al., 2010 und Decher et al., 2011).
Weder im 24-Stunden-EKG, noch bei korperlicher Belastung oder medikamentos
ausgelostem Stress, kam es zu einem erhohten Auftreten von Arrhythmien. Die
InfarktgroRe nach Ischdmie/Reperfusion war bei beiden Genotypen vergleichbar (Donner
et al., 2010). Allerdings hatten TASK-17-M&use hdhere durchschnittliche Herzfrequenzen

und eine signifikant erniedrigte Heart Rate Variability (HRV) (Donner et al., 2010).

1.7.4 Geplante Untersuchungen an TASK-1-defizienten Mausen

Um einen moglichen Einfluss von Andasthetika und R-adrenerger Stimulation auf die
Repolarisation von TASK-1*/* - und TASK-17- -M&usen auszuschlieRen, sollen in der
vorliegenden Arbeit Oberfldchen-EKGs unter verschiedenen bei der Maus gebrauchlichen
Narkosemitteln wie Pentobarbital und Avertin® aufgenommen und insbesondere die QTc-
Intervalle analysiert werden.

Basierend auf dem Ergebnis der bereits durchgefiihrten HRV-Untersuchung wird im
Folgenden die Heart Rate Turbulence (HRT) beider TASK-1-Genotypen analysiert werden.
Dieses Phanomen bezieht sich auf Schwankungen der Sinuszyklusldange nach einzelnen
vorzeitigen, mit einem bipolaren Katheter ausgel6sten, ventrikularen Kontraktionen

(Bauer et al., 2008).
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Dariber hinaus sollen in der vorliegenden Arbeit bei einer elektrophysiologischen
Untersuchung (EPU) neben den Uberleitungs- und Refraktirzeiten auch die
Vulnerabilitidten von TASK-1*/* - und TASK-17- -M3usen in vivo durch programmierte, mit

einem Oktapolarkatheter generierte, intrakardiale Stimulation bestimmt werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Genotypisierung von Pannexin-1 und TASK-1 WT- und KO-Mausen

2.1.1 DNA-Praparation aus Schwanzspitzen

Die DNA-Praparation mittels des DNeasy® Blood & Tissue Kits (Qiagen, Hilden) erfolgte
aus etwa 3 mm langen knochenlosen Schwanzspitzen, die den Mausen beim Absetzen im

gleichen Zuge mit der Ohrmarkierung entnommen wurden.

Gewebeprobe

Auflosung der
Zellwande
l Abbildung 2.1: Prinzip der DNA-Praparation

modifiziert nach dem Handbuch des DNeasy® Blood
and Tissue Kit

l

=% Bindung
der DNA
Die Proteinase K Iést wéihrend des ersten Schrittes die Zellwinde
‘I‘ auf und setzt so deren DNA frei. Verschiedene Puffer erméglichen
— anschlieffend eine optimale DNA-Bindung an die DNEasy-
—3 Wasch- Membran speziell mitgelieferter R6hrchen. Zwei Waschvorgdnge
Y| vorgang fiihren schlieflich dazu, dass unbrauchbares Material und
Enzyminhibitoren entfernt werden und die reine DNA
‘T gebrauchsfertig eluiert werden kann.
= Eluierung

\/J
\J

Gebrauchsfertige DNA

Reinheit und Konzentration der DNA wurden photometrisch bestimmt (NanoDrop 1000,

Thermo Scientific, USA).
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Grundlagen der Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR ist ein haufig genutztes molekulargenetisches Verfahren, welches die beliebige
Replikation von DNA-Stlicken erlaubt. Dabei reicht prinzipiell ein einziges DNA-Segment
aus (Linder Biologie, 1998).

Ihr Grundsatz besteht aus einem Erhitzen der DNA auf 94°C, das zur Denaturierung der
Proteine und damit zum Auftrennen der doppelstrangigen DNA-Fragmente fihrt.
AnschlieBend kommt es bei einer geringeren Temperatur von 50-60°C, je nach Primer,
zum Primer Annealing, der Bindung des Primers an das jeweilige Gegenstiick auf der
einstrangigen DNA. Sind alle 4 Nucleotidbausteine (Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin)
und eine hitzestabile DNA-Polymerase vorhanden, beginnt letztere bei erneuter Erhéhung
der Temperatur auf etwa 70°C mit der Primer Extension oder Elongation: Sie fillt
Einzelstrange mit freien Nukleotiden auf und fihrt so zu neusynthetisierten
Komplementarstrangen. Fir jeden DNA-Strang ist dazu ein (synthetisch herstellbarer)
Primer notwendig, der zu den Enden des gewlinschten DNA-Stlickes komplementar ist.
Seine Sequenz muss also bekannt sein.

Im Anschluss wird die Temperatur erneut auf 94°C erhéht, wodurch sich die frisch
synthetisierten DNA-Doppelstrange wieder trennen und der Kreislauf von vorne beginnt.
Bereits nach 25 Zyklen erhalt man so theoretisch 22> Kopien der Ausgangssequenz (Linder

Biologie, 1998).

2.1.2 PCR zur Genotypisierung der Pannexin-1-*/* - und Pannexin-17/- -Mause

Pannexin-1-Knockout-Mause wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Monyer und Anne
Herb in Heidelberg aus C57BI/6 x 129 SV-Mausen generiert (Bargiotas et al., 2011). Dabei
wurde das Pannexin-1-Gen durch Einfligen eines LacZ-Gens und einer
Phosphoglyceratkinase-Neomycin-Kassette ins Exon 1 mittels homologer Rekombination
unterbrochen (Details unter Anselmi et al., 2008). Im Anschluss wurde die Linie
zuriickgekreuzt auf C57BI/6 und heterozygote Tiere (Pannexin-1*/") verpaart. Dies fiihrte
zu Pannexin-1-defizienten Mausen nach den Mendelschen Regeln; also 50% heterozygote

Nachkommen und jeweils 25% homozygote Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -M&use.
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Die Genotypisierungs-PCR wurde mit den dafiir nétigen Primersequenzen durchgefiihrt

wie bei Anselmi et al. (2008) beschrieben.

2.1.3 PCR zur Genotypisierung der TASK-1*/* - und TASK-1-7/- -M&use

Die Basensequenzen der fiir die Genotypisierungs-PCR verwendeten Primer, sowie die
Durchfiihrung der PCR wurden tGbernommen von Aller et al. (2005) und Donner et al.

(2010).

2.2 Zucht der Pannexin-1- und TASK-1-Mausstamme

Flr unsere Versuche konnten wir auf zwei eigene Mausstamme zuriickgreifen, die durch
fachkundiges Personal in der Tierversuchsanlage (TVA) der Universitdt Disseldorf betreut
wurden. Die TVA befolgt alle Vorgaben des National Institute of Health zur Pflege und
Verwendung von Labortieren (NIH Publication No. 85-23, Giberarbeitet 1996) und die des
deutschen Tierschutzgesetzes.

Die Pannexin-1- und TASK-1- defizienten Tiere wurden in Heidelberg von der
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Monyer aus C57BI/6N- bzw. C57BI/6J- Mausen entwickelt.
Diese Arbeitsgruppe stellte uns je 2 heterozygote Zuchtpaare (10-fache Riickkreuzung bei
beiden) zur Verfligung, aus der unsere gesamten Populationen hervorgingen. Fir unsere
Zucht wurden jeweils heterozygote Tiere verpaart, um bei Versuchen Wurfgeschwister
einsetzen zu kénnen.

Alle Tiere erhielten jederzeit freien Zugang zu pelletiertem und autoklavierten Futter
(ssniff M-Zucht® beziehungsweise ssniff R/M-Haltung®, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest)
und zuvor der Haltbarkeit wegen mit Ozon und Salzsdaure behandeltem Leitungswasser
(pH 2,6 bis 3,0) aus Plastiktrankeflaschen. Sie wurden soweit moglich in kleinen Gruppen
von zwei bis finf Tieren in 14 cm hohen Makrolonkafigen Typ 1l (350 cm?3) oder Typ Il
(800 cm?) auf entstaubtem Weichholzgranulat gehalten. Hell- und Dunkelphasen wurden
im Wechsel zwischen 7 und 19 Uhr automatisch generiert, wobei die Beleuchtung mit 320

Lux tagsliber stattfand. Die Rdume waren bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 + 5%
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auf 22 + 2°C temperiert. Einstreu, Futter und Wassergefdlle sowie eventuelle Nester

wurden einmal wochentlich gewechselt.

Verpaart wurden weibliche Mause ab einem Alter von acht bis zehn Wochen, mannliche
ab sechs Wochen. Wenn weibliche Mause nach vier Wochen nicht tragend waren,
wurden die Zuchtpaare aufgeldst und mit einem anderen Mannchen neu angesetzt. In der
Regel wurden Elternpaare bei der Aufzucht nicht getrennt. Jungtiere blieben mindestens
drei Wochen lang bei ihren Eltern und wurden im Anschluss- nach Geschlechtern
getrennt- abgesetzt. Dabei wurden Schwanzspitzen fir die Genotypisierung und
Ohrstanzen zur Tiermarkierung entnommen.

Ein fir jeden Stamm angelegtes Zuchtbuch ermoglichte jederzeit eine Nachverfolgung

von Verwandtschaftsgraden, Zuchterfolgen und Mortalitatsraten.

2.3 Genehmigungen der Tierversuche

Alle Versuchsvorhaben wurden zuvor von der Bezirksregierung Disseldorf unter den

Aktenzeichen 03/2002, G32/2010, G73/2011 und G254/2012 genehmigt.

2.4 Korperparameter der Pannexin-17- -und Pannexin-1*/* -Mause

Zwar scheinen sich Pannexin-1-defiziente Mause bezliglich der anthropometrischen
Daten wie GroRe und Gewicht nicht von ihren Wildtypwurfgeschwistern zu unterscheiden
(Aller et al., 2005; Dvoriantchikova et al., 2012). Unklar ist allerdings, ob die Herzgewichte
und die beiden daraus resultierenden Quotienten (Herzgewicht/Korpergewicht und
Herzgewicht/Tibialange) ebenfalls gleich sind.

Um dies zu untersuchen, wurden Pannexin-1 Wildtyp (WT)- und Knockout (KO)-Mause
direkt nach der Totung durch zervikale Dislokation gewogen. |hre Herzen wurden
entnommen, von umgebendem Fettgewebe befreit, griindlich in PBS (PAA Laboratories,
Les Mureaux, Frankreich) gespilt und vor der Fixierung mit Flussigstickstoff oder Formalin
auf einer Feinwaage (Firma Sartorius, Gottingen) gewogen. Die rechte Tibia der Tiere

wurde freiprapariert und ihre Knochenldange mit einer Prazisionsschieblehre gemessen.
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Die Tibiaknochenlange der Maus unterliegt namlich ab etwa dem 70. Lebenstag im
Gegensatz zur geschlechts- und fitterungsabhangigen Kérpermasse nachweislich kaum
Veranderungen (Tiemann et al., 2003).

Nur wenn die Korperparameter beider Genotypen keinen wesentlichen Unterschied

aufweisen, kdnnen die Versuchsergebnisse miteinander verglichen werden.

2.5 Histopathologische Untersuchung der Herzen von Pannexin-1 WT- und KO-

Mausen

Zu einer vollstindigen kardialen Phanotypisierung in vivo zahlt auch die
histopathologische Beurteilung von formalinfixierten Mauseherzen. Sie dient
insbesondere dem Ausschluss struktureller Unterschiede zwischen den Pannexin-17- und
Pannexin-1*/*-Tieren und erfasst zudem das eventuelle Auftreten von Fibrosen und
Speichersubstanzen.

Dazu téteten wir Mause mittels cervikaler Dislokation und entnahmen zlgig ihre Herzen.
Diese spulten wir in PBS-Losung (PAA Laboratories, Les Mureaux, Frankreich) um sie von
Blutresten zu befreien und legten sie in Formalin ein. Im Pathologischen Institut des
Universitatsklinikums Dusseldorf wurden daraus anschlieBend mehrere 4um diinne
Schnitte angefertigt - insbesondere solche, bei denen (analog zum Vierkammerblick in der
Echokardiographie) gleichzeitig beide Kammern und Vorhofe sichtbar waren. Diese
Schnitte wurden anschlieBend auf 2 verschiedene Arten gefarbt (Hamatoxylin/Eosin und
van Gieson) und in 20-40 facher VergroRerung mikroskopisch (Leica DM2000, Leica,
Wetzlar) hinsichtlich Fibrose, Hypertrophie, MuskelzellkerngréBe und strukturellen
Auffalligkeiten beurteilt. AuBerdem wurden die Durchmesser der Ventrikelwande
ausgemessen. Alle Herzen wurden ohne Kenntnis der Genotypen von zwei unabhangigen

Pathologen untersucht.
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2.6 Ableitung, Aufzeichnung und Analyse von Oberflaichen-EKGs bei Pannexin-

1 und TASK-1 WT- und KO-Mausen unter verschiedenen Narkosemitteln

Eine einfache und aufschlussreiche Untersuchungsmethode bei der lebenden Maus ist die
Aufzeichnung eines Oberflachen-EKGs. Es ldsst eventuelle Unterschiede zwischen den
Genotypen erkennen und zeigt die Auswirkungen verschiedener Narkotika auf
Herzfrequenzen und —Intervalle auf. Bisher sind unserem Wissen nach noch keine Daten
Uber die EKG-Intervalle bei Pannexin-1-defizienten Mausen publiziert worden.
Oberflachen-EKGs bei Mausen ohne Narkose abzuleiten, ist aufgrund der
Bewegungsartefakte unmaoglich.

Pannexin-1 WT- und KO-Md&use wurden dementsprechend sediert und in Riickenlage auf
einer Warmeplatte fixiert. EKG-Nadeln mit einem Durchmesser von 29 Gauge
(ADInstruments, Spechbach) wurden subkutan im Bereich beider Achseln und des linken
Hinterbeins appliziert und die EKG-Aufnahme gestartet.

Um eine Corneaaustrocknung zu vermeiden, wurden beide Augen mit einer
handelstblichen Augensalbe (z. Bsp. HYLO®-Gel, Ursapharm, Saarbriicken) bedeckt.
Moglichst artefaktfreie Elektrokardiogramme wurden mit einem Powerlab 8/30
verbunden mit einem BioAmp (alles ADInstruments, Spechbach) mit einer Samplingrate
von 1kHz mindestens 60 s lang aufgezeichnet und mit der LabChart-Software (Version
7.2) ausgewertet.

Pro Maus wurden 60 Herzzyklen beziiglich Herzfrequenzen, RR- Intervalle, PR-Zeiten,
QRS-Dauern, R- und P-Amplituden, QT-Zeiten und frequenzkorrigierte QT-Intervalle nach
Mitchell (Mitchell et al., 1998; QT. = QTo/(RRo/100)~?) analysiert. Lediglich die R-Spitze
war von der Auswertesoftware vorgegeben. Das Ende der biphasischen T-Welle wurde
definiert als der Punkt, an dem sie zur isoelektrischen Linie zurtickkehrt und diese
schneidet (Mitchell et al., 1998). Alle Daten wurden von 2 unabhangigen Untersuchern
ohne Kenntnis der Genotypen untersucht.

TASK-1-defiziente Mdause zeigten bei vorherigen Experimenten unserer Arbeitsgruppe
unter Ketamin/Xylazin-Narkose eine signifikante QTc-Verlangerung (Donner et al., 2010).

Um zu Uberprifen, ob dies an der Narkose lag, oder ein allgemeines Kennzeichen von
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TASK-1-defizienten Mausen darstellt, zeichneten wir Oberflaichen-EKGs mit zwei weiteren

haufig bei Mausen verwendeten Narkotika auf.

2.6.1 Isoflurannarkose bei Pannexin-1*/* und Pannexin-1-defizienten Mausen

Isofluran ist in der Tiermedizin aufgrund seiner schnellen Narkoseein- und -ausleitung ein
sehr beliebtes Inhalationsanasthetikum und wird haufig bei den narkoseempfindlichen
kleinen Heimtieren verwendet. Es ist sehr gut steuerbar und fihrt zu einer
Allgemeinanasthesie mit Muskelrelaxation. Lediglich eine Schmerzausschaltung findet
nicht statt, weswegen es bei groReren und potentiell schmerzhaften Eingriffen zwingend
mit einem Analgetikum kombiniert werden muss (Frey und Léscher, 2002). Isofluran wirkt
vasodilatatorisch und potentiell atemdepressiv (Kraft, 2010).

Unsere Mause wurden zur Narkoseeinleitung einzeln in einen geschlossenen
Plexiglasbehalter gesetzt, dem unmittelbar zuvor einige Tropfen Isofluran (Isofluran
Actavis®, Actavis, Minchen) zugefiihrt wurden. Wéahrend der Aufzeichnungsdauer von
etwa finf Minuten bekamen sie zur Narkoseaufrechterhaltung weiterhin 1,5% Isofluran

und 21/min Sauerstoff iber eine Gasmaske.

2.6.2 Avertinnarkose ® (Tribromoethanol) bei Pannexin-1 und TASK-1 WT- und KO-

Mausen

Avertin® wird haufig bei kardiologischen Untersuchungen an Mausen eingesetzt, weil es
sich durch seine gering kardiodepressive Wirkung auszeichnet (Patel et al., 1999; Lin et
al., 2007). Avertin® wirkt nach intraperitonaealer Injektion schnell und 16st bei der Maus
ein etwa 15-20 Minuten langes chirurgisches Toleranzstadium aus (Arras, 2007; Lieggi et
al., 2005). Bei Nachlassen der Wirkung kann es nachgespritzt werden (Arras, 2007). Da vor
allen Dingen die wiederholte intraperitonaeale Injektion des Avertin® durch
Verklebungen des Darmtraktes, Peritonitiden und llei noch Tage nach der Injektion zu
Todesféllen fihren kann, sollte es heutzutage nur noch nach anschlieRender Tétung des

Versuchstieres angewendet werden (Arras, 2007). Die intraperitonaeale Injektion des
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5%igen Avertin® (250mg/kg) fluhrte bereits nach zwei Minuten zu einer ausreichenden

Narkosetiefe.

2.6.3 Pentobarbitalnarkose bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -M3usen

Pentobarbital findet in der Tiermedizin vorwiegend bei der Behandlung von Epilepsien
Anwendung, wird aber aufgrund seiner geringen therapeutischen Breite auch bei
Euthanasien eingesetzt. Es unterliegt dem Betdubungsmittelgesetz (Frey und Ldscher,
2002; Kraft, 2010). Pentobarbital fihrt nach einigen Minuten zum
Narkosetoleranzstadium mit Hypnose, Muskelrelaxation und Analgesie, verursacht
allerdings neben einer starken Atemdepression auch eine lange Nachschlafphase. Zudem
ist aufgrund seiner korpertemperatursenkenden Wirkung eine gute
Temperaturiiberwachung des Patienten unerlasslich (Frey und Loscher, 2002).

Die Narkoseeinleitung erfolgte hier ebenfalls durch eine intraperitonaeale Injektion
(Narkodorm®, CP-Pharma, Burgdorf; 30mg/kg Korpergewicht), allerdings dauerte es mit
durchschnittlich etwa 20 Minuten deutlich langer als bei den anderen Narkosemitteln, bis
das Narkosetoleranzstadium erreicht war. Wie bei der Avertin®-Narkose war auch hier

eine gute Reflexiberwachung notwendig.

2.6.4 Kombinationsnarkose von Ketamin und Xylazin bei Pannexin-1*/* - und

Pannexin-17/- -Miusen

Die kombinierte Injektionsnarkose von Ketamin (Ketavet®, Zoetis, Berlin) mit dem a2-
Agonisten Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen) ist in der Kleintiermedizin unter der
Bezeichnung ,Hellabrunner Mischung” sehr verbreitet. Sie fiihrt zu einer etwa
30minttigen Vollnarkose mit guter Analgesie und Muskelrelaxation. Bedacht werden
muss allerdings die etwa 1-2h dauernde postnarkotische Erholungsphase mit einer
Uberempfindlichkeit auf Gerdusche und teilweise auftretenden Ataxien (Frey und
Loscher, 2002).

Ketamin selbst verursacht eine dissoziative Anasthesie (Frey und Loscher, 2002) und wirkt

kaum kardiodepressiv. Es hat hypnotische und analgetische Eigenschaften, kann aber zu
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Nystagmus, gesteigerter Salivation und Tachykardien fiihren (Frey und Loscher, 2002;
Kraft, 2010). Xylazin alleine, ein zentraler und peripherer a2-Adrenozeptor—Agonist,
bewirkt neben einer Sedation und Analgesie auch eine Muskelrelaxation. Als
Nebenwirkungen werden hauptsachlich Hypotonie, Atemdepression und Bradykardie
genannt (Frey und Loscher, 2002; Kraft, 2010).

Diese Narkose nutzten wir fiir die Transmitterimplantation. Durch die intraperitonaeale
Injektion einer Ketamin-Xylazin-Mischspritze (50mg/kg Kérpergewicht Ketamin und 20

mg/kg Kérpergewicht Xylazin) wurde die Narkose eingeleitet.

2.7 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) am Herzen von Pannexin-1 und

TASK-1 WT- und KO-Mausen

2.7.1 Grundlagen

Bei der elektrophysiologischen Untersuchung werden Uber einen intrakardial liegenden
Katheter elektrische Stromimpulse ausgeldst, anhand derer die Reizleitungseigenschaften
im Herzen analysiert werden kdnnen (Kreuzberg et al., 2006). In der Humanmedizin lauft
der Eingriff meist ohne Vollnarkose ab. Bereits in mehreren Publikationen wurden
Stimulationsprotokolle zur elektrophysiologischen Untersuchung der Maus vorgestellt
(Berul et al., 1996; Schrickel et al., 2007; Kreuzberg et al., 2006) die aus gangigen
Protokollen der Humanmedizin Gbernommen und auf die héheren Herzfrequenzen der
Maus angepasst wurden. Unser Stimulationsprotokoll (siehe Anhang) basiert mit kleinen

Modifikationen auf den bereits publizierten Protokollen.

Abbildung 2.2: Elektrophysiologiekatheter fir
Mensch und Maus
modifiziert nach Berul et al., 2003

Oben: Elektrophysiologiekatheter fiir den Einsatz
beim Menschen

Unten: Elektrophysiologiekatheter fiir
experimentelle Untersuchungen an transgenen
Mdusen.

34



Material und Methoden

Der eingesetzte Oktapolarkatheter (Ciber Mouse, NuMed Inc., NY, USA) besalR einen
Durchmesser von 2 French (=0,7mm) und bestand aus acht jeweils 0,5mm breiten
zirkularen Elektroden, die in ebensolchem Abstand zueinander auf dem Katheter

angebracht waren.

Abbildung 2.3:  GréBenverhiltnis des
Katheters zu einer Eurocentmiinze

Wahrend die ersten beiden Elektroden distal im Bereich der Herzspitze lokalisiert waren,
befanden sich die Elektroden sieben und acht proximal, also vorhofnah. Elektroden vier
und fiinf wiederum nahmen Signale von AV-Klappen-Héhe auf. Uber jede dieser
Elektroden konnte entweder ein kardiales Signal abgeleitet, oder das Herz elektrisch
stimuliert werden. Dies war gerade zur Lagekontrolle des Katheters von grofSer
Bedeutung. Ein anderer Katheter, als bei Experimenten zur Heart Rate Turbulence war
erforderlich, da neben der Ableitung des Oberflachen-EKGs gleichzeitig sowohl ein
intrakardiales EKG benétigt wurde, als auch elektrische Stromimpulse (mit Hilfe eines
extra fur Mause gefertigten Impulsgenerators der Firma ADInstruments, Spechbach)
erzeugt werden mussten. Mit letzterem lieRen sich Stromstarken, Impulsdauern und ihre
Anzahl genau einstellen und dadurch verschiedene atrio-ventrikulidre Uberleitungszeiten

messen, Herzrhythmusstorungen lokalisieren und Burststimulationen durchfiihren.

2.7.2 Praparation und Katheterimplantation

Die elektrophysiologische Untersuchung wurde nach identischem Protokoll bei TASK-1
und Pannexin-1 WT- und KO-Mausen beider Geschlechter ab einem Alter von 3 Monaten
durchgefihrt. Wahrend der Zugang zur Vene beim Menschen meist (iber die in der Leiste

liegende Vena femoralis erfolgt, ist bei der Maus die Vena jugularis besser geeignet. Dies
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erforderte eine vorsichtige Praparation in der empfindlichen Halsregion des Tieres und
musste zwingend in tiefer Sedierung stattfinden.

Bereits wenige Minuten nach der Avertin®-Injektion war die gewilinschte Narkosetiefe
erreicht und die Maus konnte in Riickenlage auf einer kdrperwarmen Heizplatte (Small
Operating Table, BioScience, Sheerness, UK) fixiert werden, wobei ihr Kopf zum
Untersucher hin zeigte. Die Hinterbeine wurden bewusst freigelassen, da sie zur
Uberpriifung der Reflexe und damit der Narkosetiefe dienten. Reagierten die Tiere auf ein
Pinzettenkneifen zwischen den Zehen mit Zuriickziehen des Beines, wurden 100ul des
5%igen Avertin® nachgespritzt. Das Oberflichen-EKG wurde angelegt und die Aufnahme
gestartet. Es half dabei, die Narkosetiefe wahrend der Praparation zu tiberwachen, denn
eine steigende Herzfrequenz korrelierte immer mit einer sinkenden Narkosetiefe. Wie bei
allen anderen Operationen wurden auch hier die Augen der Versuchstiere mit
gebrauchlichen Augensalben (z. Bsp. HYLO®-Gel, Ursapharm, Saarbriicken) vor dem
Austrocknen geschitzt.

Anschliefend wurden die Mduse im Bereich ihres rechten Vorderbeines bis zum Sternum
mit einem elektrischen Rasierer (Contura, Wella, Darmstadt) enthaart. Auf halber Hohe
einer gedachten Linie zwischen Kopf und rechtem Vorderbein eroffneten wir die Haut
durch einen 2mm kleinen Schnitt. Alle weiteren Schritte wurden unter Zuhilfenahme
eines Mikroskops (Stereo Zoom Microscope, Modell GZ6, Leica Microsystems, Wetzlar)
und passender Lichtquelle (KL 1500 LCD, Leica Microsystems, Wetzlar) bewerkstelligt.
Mittels stumpfer Praparation lagerten wir nun die rechte Vena jugularis vor und befreiten
sie vorsichtig vom umliegenden Fettgewebe. Mit einem Seidenfaden (No. 18020-60, Fine
Science Tools GmbH, Heidelberg) wurde sie im kranialen Teil abgebunden und ein zweiter
Knoten, der jedoch nicht komplett zugezogen wurde, etwa 1cm kaudal des ersten

angebracht.

Abbildung 2.4: Blick durchs Mikroskop wahrend
der OP

Faden kranial um die Vena jugularis zugezogen,
kaudaler Knoten offen. Die Maus liegt mit dem Kopf
zum Untersucher.
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Zur Straffung der Vene und damit zur besseren Ubersicht wurde an den beiden
Fadenstrdangen, die den ersten Knoten bildeten, eine Klammer befestigt. Wahrend die
Vene mit einer Mikropinzette etwas gespreizt wurde, fligten wir ihr mit der Spitze einer
Mikroschere seitlich einen winzigen Schnitt zu, ohne sie dabei zu durchtrennen. Dabei
sollte kein Blut aus der Vene austreten. Der vorher sicher am Tisch fixierte
Oktapolarkatheter wurde nun mit Hilfe der Mikropinzette in die winzige Venenoffnung
geschoben. Hierbei war eine kurzfristige minimale Blutung aus der Eintrittsstelle
beweisend fir die richtige Lage des Katheters. Dieser sollte sich nun ohne Widerstand
innerhalb der Jugularvene bis ins rechte Atrium und den rechten Ventrikel vorschieben
lassen. Eine gute Lagekontrolle erhielt man, wenn man den Katheter wahrend des
Vorschiebens mit den am weitesten distal gelegenen Elektroden (e) 1 und 2 intrakardial
messen lieR. Die richtige Position war erreicht, wenn im intrakardialen EKG keinerlei

Vorhofsignal mehr zu erkennen, die Kammersignale hingegen deutlich waren.

Abbildung 2.5: Die freiprdparierte und
abgebundene Vena jugularis vor dem Einfiihren
des Oktapolarkatheters

Die kleine Klammer strafft die Vene zur besseren
Sichtbarkeit.

2.7.3 His-Biindel-EKG-Messung

Sobald der Oktapolarkatheter die richtige Position erreicht hatte, wurden durch
Umstecken der acht Elektroden (also paarweise ele2, e2e3, e3e4, ede5, e5e6, e6e7 und
e7e8) sieben, jeweils Uber wenige Sekunden dauernde, unterschiedliche intrakardiale

Signale aufgezeichnet. Diese sahen wir nach Versuchsende auf Vorhandensein einer
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sichtbaren His-Blindel-Erregung durch. In der Regel war sie am deutlichsten bei
Aufnahmen zu sehen, bei denen die Amplitude der Vorhoferregung nahezu gleich hoch

war, wie die der Kammer.

His-Blndel-Erregung

Atriumé (A) A

Beginn:Atrium-fé
P Signal |

%Beginn:VéntrikeI-
P erregung (V) |

Abbildung 2.6: His-Biindel-Messung bei einer Pannexin-1*/* -Maus.
Sensing (Signalaufzeichnung) mit e3e4

Am besten war das His-Biindel dann zu erkennen, wenn bei der intrakardialen Ableitung die Amplituden der
Vorhof- und Kammererregungdhnlich hoch waren.

War eine His-Blindel-Erregung gefunden, wurden pro Maus sechs aufeinanderfolgende
Herzschlage bezlglich AH- (Beginn der Vorhoferregung bis zum His-Biindel), HV- (His-
Biindel bis Beginn der Kammererregung) und AV-Intervall (Beginn der Vorhof- bis Beginn
der Kammererregung) ausgemessen. Dies flihrten wir bei jeweils sechs Pannexin-1- und
finf TASK-1-Mdausen beider Genotypen durch. Die Mittelwerte pro Tier wurden statistisch

ausgewertet.
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Abbildung 2.7:
Versuchsaufbau bei der
EPU

Das Versuchstier befindet sich wéhrend der gesamten OP-und EPU-Dauer auf dem Wdrmetisch. EKG-
Elektroden zeichnen die Herzaktion auf. Uber dem Wdrmetisch ist das fiir die Priparation nétige Binokular
zu sehen. Rechts im Bild befinden sich das Powerlab (unten) und der externe Stimulator (oben), sowie das
Bioamp. Der Oktapolarkatheter (weifSes Kabel mittig) ist einsatzbereit.

2.7.4 Ermittlung der Reizschwelle

Die Reizschwelle wurde fiir jede Maus zu Beginn der Vorhofstimulation neu ermittelt, da
sie sowohl von der HerzgréRe und —Lage als auch von der Katheterposition abhadngig war.
Definiert wurde die Reizschwelle als die minimale Stimulationsamplitude, die zum
Ausldsen einer Reizantwort im Bereich des Vorhofs bzw. des Ventrikels ausreichte. Dabei
genligte es, wenn 50% von 8-10 programmierten Schldagen angenommen wurden, da wir
in der Folge immer mit doppelter Reizschwelle (Schrickel et al., 2007; Berul 2003)

stimulierten. Die Stimulationsdauer lag dabei zwischen 1 und 2 ms (Saba et al., 2005).

2.7.5 Vorhofstimulation

AnschlieRend wurde der rechte Vorhof nach Protokoll mit dem Elektrodenpaar e8 und e7
stimuliert, wahrend die intrakardiale Ableitung mit e5 und e6 stattfand. Der
Stimulusimpuls war rechteckig und wurde von einem externen Stimulator
(ADInstruments, Spechbach) generiert. Aufzeichung und Analyse der Daten erfolgte

analog zu Punkt 2.7.

39



Material und Methoden

Fur die Sinusknotenerholungszeit/Sinus Node Recovery Time (SNRT) wurde der Vorhof
im Abstand von 100ms (teilweise zusatzlich bei 120 und 80ms) 30 Mal hintereinander
stimuliert und anschlieRend die Zeit gemessen, die zwischen dem letztem stimulierten
Vorhof und dem ersten spontanen Auftreten eines Vorhofs vergangen war. Dabei wurde
im intrakardialen EKG manuell von P-Spitze zu P-Spitze gemessen. Die Stimulation wurde
nach gleichem Schema wiederholt und der Mittelwert aus beiden Messergebnissen
gebildet.

Die frequenzkorrigierte SNRTc (SNRTc = SNRT-CL) berechneten wir, indem wir die
Zykluslange (gemittelt aus den fiunf unmittelbar vor den 30 stimulierten Sinusschlagen)
von der SNRT abzogen. Der Quotient aus SNRT/CL wurde in Prozent % angegeben.

Der Wenckebachpunkt (WBP) wurde definiert als der Punkt, bei dem gerade keine 1:1
Uberleitung vom Vorhof auf die Kammer mehr erfolgte, sondern eine Blockade im AV-
Knoten auftrat. Dies bedeutet, dass bei einer Stimulation von acht Vorhofimpulsen
mindestens ein Vorhof keine Kammerreaktion nach sich zog und stattdessen die nachste
Erregung wieder ein stimulierter Vorhofimpuls war. Zur Ermittlung des WBPs wurde der
Vorhof acht Mal mit immer hoheren Frequenzen stimuliert, bis der WBP eintrat. Diese
Zeit bestimmte den WBP. Begonnen wurde dabei jeweils mit einer Frequenz, die 20%
Uber der spontanen Herzfrequenz lag und jeweils um 2-5ms verkirzt wurde, bis sich nur
noch jeder zweite Stimulus Uberleiten lieR.

Fur die Ermittlung der AV-Knoten-Refraktirzeit/ atrioventricular nodal refractory period
(AVNRP) wurde der Vorhof acht Mal mit einer vorgegebenen Zykluslange von 120, 110
und 100 ms stimuliert und ein 9. Stimulus wurde schrittweise verkirzt, bis keine
Uberleitung des letzten Vorhofstimulus auf eine Kammer mehr erfolgte. Dieser Punkt
wurde als AVNRP notiert.

Sodann wurde die atriale Refraktdrzeit/ atrial refractory period (ARP) gemessen. Sie
folgt dem zuletzt genannten Protokoll und beschreibt den Punkt, in dem der 9. Stimulus
so weit verkiirzt wird, dass er in die atriale Refraktarperiode fallt, das heilst der Stimulus
|6st keinerlei Vorhofreaktion mehr aus.

Das Ende der Vorhofstimulation bildete die Burststimulation, durch die
Rhythmusstorungen wie Vorhofflimmern induziert werden sollten (vergl. Kreuzberg et al.,

2006; Schrickel et al., 2007). Hierzu wurde der Vorhof 5s lang mit Abstdnden von 50ms,
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40ms, 30ms, 20ms und 10ms hochfrequent stimuliert. Jeder Burst wurde mindestens 1
Mal wiederholt, allerdings erst nach einer Erholungsphase von 10s (Schrickel et al., 2007).
Sollten wahrend der Aufzeichnung Rhythmusstorungen erkannt werden, wurde versucht,

diese unter gleichen Bedingungen zu reproduzieren.

2.7.6 Kammerstimulation

War die Katheteruntersuchung im Vorhof abgeschlossen, wurde das Signal der ventrikular
liegenden Elektroden el und e2 Uberprift. Fir die Ableitung des intrakardialen Signals
nutzten wir meist weiterhin das Elektrodenpaar e5 und e6, so dass eine gleichzeitige
Beurteilung des Kammer- und Vorhofsignals moglich war. Den Beginn der
Kammerstimulation markierte erneut die Ermittlung der Reizschwelle, die nach gleichem
Schema ablief, wie beim Vorhof.

Fur die ventrikuldre Refraktirperiode (VRP)/ventricular refractory period wurde acht
Mal in Folge ein Kammerstimulus ausgeldst und ein 9. Stimulus so weit verkiirzt, bis keine
Kammerreaktion mehr erfolgte. Dieser Punkt, bei dem gerade keine Reaktion mehr
auslosbar war, wurde als VRP notiert.

Der ventrikuldre Burst erfolgte nach gleichem Schema wie der atriale Burst; auch hier war

das Ziel, Tachykardien zu induzieren.

2.7.7 Burststimulation nach Isoprenalininjektion

Dazu wurde den mit Avertin® narkotisierten Versuchstieren zum Ende der EPU
Isoprenalin  (Alupent®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein), ein B1-
Sympathomimetikum, in einer Dosierung von 2mg/kg Kérpergewicht (vergl. Fabritz et al.,
2010) intraperitonaeal gespritzt. Es wirkt ahnlich wie Adrenalin und flhrt bereits zwei bis
flinf Minuten nach der Injektion zu einem maximalen Herzfrequenzanstieg. Sollte es finf
Minuten nach der Injektion nicht zu einem Anstieg um mindestens 20% gekommen sein,
oder die Zykluslange noch 100ms uberschreiten, wurden zusatzlich 0,5mg/kg des

Medikaments nachgegeben.

41



Material und Methoden

Von elektrophysiologischen Untersuchungen beim Menschen weiR man, dass Isoprenalin
zu einer Verlangerung der frequenzkorrigierten QT-Zeit bei Patienten mit LQTS1 fihrt
(Shimizu et al., 1991). Unser Ziel war es deshalb, die ventrikuldre Vulnerabilitdt der beiden
Mausstamme und die Verdanderung des QTc-Intervalls vor der Stimulation und unter dem
Einfluss von Isoprenalin zu vergleichen.

Finf Minuten nach Injektion des Isoprenalins wurde folglich erneut das Burstprotokoll
durchgeflihrt. Die gesamte EPU dauerte von Narkoseeinleitung bis Untersuchungsende
etwa 3h = 30 Minuten. Nach Abschluss des Experimentes wurden die in Narkose

liegenden Tiere durch zervikale Dislokation getotet.

2.7.8 Auswertung der EPU

Die gesamten Aufzeichnungen wurden im Anschluss nach Rhythmusstérungen
durchgesehen, wobei das besondere Augenmerk auf unmittelbar den Stimulationen
folgenden Sequenzen lag. Die QT- und QTc-Intervalle wurden direkt vor und unmittelbar
nach Isoprenalin-Gabe analysiert, um den Einfluss der adrenergen Stimulation auf diese
Parameter zu vergleichen. Eventuelle atriale oder ventrikuldare Flimmersequenzen wurden
ausgemessen und ihre Anzahl bei beiden Genotypen verglichen. Auffalligkeiten wie
ventrikuldre Extrasystolen (VES), Couplets, Triplets und AV-Dissoziationen notierten wir
ebenfalls. Vorhofflimmern wurde definiert als Uber 1s andauerndes schnelles und
unharmonisches Vorhofsignal mit unregelmiRiger AV-Knoten-Uberleitung (Schrickel et
al., 2007; Kreuzberg et al, 2006). Als Couplets bezeichneten wir zwei aufeinander folgende
ventrikuldre Extrasystolen, bei Triplets waren es drei. Zu den ventrikularen Tachykardien
wurden vier oder mehr ventrikuldare Schlage auBerhalb des normalen Sinusrhythmus’
gezahlt. Sollte wahrend der ventrikuldren Stimulation eine retrograde VA-Leitung

detektiert werden, wurde dies in der Auswertung protokolliert (Berul et al., 1998).
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2.8 Telemetrische Untersuchungen an Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -Miusen

2.8.1 Grundlagen

Bei Mausen ist das Ableiten von Langzeit-EKGs nur durch subcutan oder intraperitonaeal
platzierte Transmitter moglich. Sie stellen eine gute Moglichkeit dar, die schwierig zu
erhaltenen Ruheherzfrequenzen bei der Maus ohne den Einfluss von Narkotika zu
erreichen (Bernstein, 2003; Berul 2003). Dabei werden EKG-Signale von zwei Elektroden
aufgenommen, an Recieverplatten weitergeleitet, von einer Matrix gefiltert (beide DSI
Data Sciences, Minneapolis, USA) und schliefllich vom Computerprogramm (LabChart 7)

sichtbar gemacht.

_-—'_'_.-._F.-'-

Abbildung 2.8: Unsere

—w Telemetrietransmitter

|.'.I1'.|I1IIlI'|I'|l1‘l1'|l\l||1l11‘l'|l1\1|1\1'|11
loem 3l 2 q |
Die von uns subcutan implantierten
Transmitter (Modell ETA-F10 der Firma

DSI).1

Flr die subcutane Implantation der etwa 1,6 g schweren Transmitter (DSI Data Sciences,
Minneapolis, USA) wurden gleichermaRen mannliche und weibliche Pannexin-1 WT- und
KO-Mause im Alter von 3-6 Monaten mit einem Gewicht von mindestens 23 g
herangezogen. Wie bei Nagern Ublich, hatten alle Tiere bis zur Narkoseeinleitung freien

Zugang zu Futter und Wasser.

L http://www.datasci.com/products/implantable-telemetry/mouse-(miniature)/eta-f10
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2.8.2 Vorbereitungen fiir die Transmitterimplantation

Sobald die Tiere nach intraperitonaealer Injektion von Ketamin und Xylazin das
Narkosetoleranzstadium erreicht hatten, fixierten wir sie in Rickenlage auf einer
korperwarmen Warmeplatte (HAT 007, Minitllb GmbH, Tiefenbach). lhre Gliedmalien
wurden mit Klebestreifen auf letzterer befestigt, wahrend wir die Augen mit
handelsiblichen Augensalben (z. Bsp. HYLO®-Gel, Ursapharm, Saarbriicken) zum Schutz
vor Austrocknung behandelten. Uber eine Gasmaske aus Latex wurden die Versuchstiere
wahrend der gesamten Operationsdauer mit 0,5 I/min Sauerstoff (Linde AG, Pullach) und
1,5 Vol% Isofluran (Isofluran Actavis, Actavis, Miinchen) versorgt. Dabei befanden sie sich
auf einer Plexiglasabsaugvorrichtung, die speziell fiir diese Zwecke angefertigt worden

war und die das Austreten von isofluranhaltiger Atemluft verhindern sollte.

Abbildung 2.9: Maus auf dem OP-Tisch

Eine Maus auf der Plexiglasabsaugvorrichtung und der Wédrmematte.
Das blaue Stiick Latex diente als Gasmaske.

Wahrend dieser Vorbereitungen wurden der sterile Transmitter und eine 1ml-
Mischsspritze aus 5%iger Glukose und physiologischer Kochsalzlésung im Wasserbad

vorgewarmt.
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2.8.3 Transmitterimplantation

Das Mausefell wurde nun im Bereich der Achseln, des Thorax‘ und des Abdomens mit
einem herkdmmlichen Nassrasierer entfernt und die Haut mehrfach mit einem
Desinfektionsspray (Kodan®, Firma Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt) desinfiziert. Ein 2
cm langer Hautschnitt wurde rechts paramedian gesetzt. AnschlieBend wurde mittels
stumpfer Prdparation beidseits des Schnittes die Haut von der Muskulatur getrennt, bis
auf einer Seite eine ungefahr 2x1,5 cm groRe Tasche entstanden war, in die der erwarmte
Transmitter gelegt wurde. Fiir die beiden Elektroden wurde mittels stumpfer Sonde
jeweils ein schmaler subcutaner Gang bis zur rechten beziehungsweise linken Achsel
geweitet, durch den sie nach Er6ffnung einer kleinen Austrittsstelle in der Haut gefiihrt
wurden. Die zwei Elektroden kirzten wir dann jeweils auf die richtige Liange und
befestigten auf beiden Drahtenden etwa 0,4cm lange Plastikkdappchen mit Hilfe eines
Fadens (Prolene®, USP 5-0, Ethicon, Norderstedt). Diese sollten das umliegende Gewebe
vor Schadigung durch die spitzen Drahtenden schiitzen. Proximal des Kappchens wurde
der Draht auf einer Liange von 0,5cm ohne Plastikisolierung belassen, was die
Ableitungsstelle markierte. Die Elektroden wurden nun auf Hohe der Plastikkdppchen mit
einem Knopfheft am Brustmuskel fixiert und die dariiber liegende Haut mit einem
resorbierbaren Faden (Vicryl®, USP 6-0, Ethicon, Norderstedt) geschlossen. Eine genaue
Elektrodenpositionierung war ausschlaggebend fiir die spatere korrekte und storungsfreie
EKG-Ableitung Il. Die den Transmitter beinhaltende Tasche wurde nun mit dem gleichen
Faden mittels Intrakutannaht und Einzelheften verschlossen. Da sich der alleinige
Hautverschluss durch Nahtmaterial als nicht ausreichend sicher herausstellte, wurden
dem Wundkamm zusatzlich 3-4 Michel-Wundklammern (7,5 x 1,75 mm, Tierarztebedarf J.
Lehnecke, Schortens) aufgesetzt.

Wahrend der Operation wurden die Tiere zum Flissigkeits- und Energieausgleich mit der
vorgewdrmten Mischspritze aus 5%-Glukose (Braun Melsungen GmbH, Melsungen) und
physiologischer Kochsalzlésung (Braun Melsungen GmbH, Melsungen) durch
intraperitonaeale Injektion versorgt und bekamen Carprofen (5 mg/kg) als Schmerzmittel
(Rimadyl ®, Pfizer, Berlin) subcutan gespritzt. Zum Schluss bespriihten wir die Hautnahte

der frisch operierten Mause mit Silberspray und stellten sie mitsamt ihrer Kafige wahrend
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der Aufwachphase fir 1-2h in einen auf 35°C aufgeheizten Warmeschrank, wo sie

permanent Gberwacht wurden.

Abbildung 2.10: Frisch operierte Maus

Der Transmitter ist als kleine Vorwdélbung
links der Bauchklammern zu erkennen.

2.8.4 Postoperative Nachsorge

In den ersten 7 Tagen nach der Transmitterimplantation stellten wir den Mausen neben
Futter auf dem Kafigboden auch Wasserflaschen mit bodennah reichenden Nippeln zur
Verfiigung, die die Tiere trotz anfanglicher Schwierigkeiten beim Aufrichten jederzeit gut
erreichen konnten. Bis zur Klammerentfernung wurden sie in Einzelkafigen gehalten, um
ein gegenseitiges Offnen der Wunden zu vermeiden.

Die postoperative Versorgung fand durch tagliche Wund- und Gewichtskontrollen,
Allgemeinuntersuchungen soweit moglich und die subkutane Applikation von 5mg/kg
KGW Carprofen (Rimadyl ®, Pfizer, Berlin) Uber vier Tage statt. Wenn nétig, erhielten die
Tiere in den ersten beiden Tagen 1ml kérperwarme NaCl/Glukosemischung (50/50 per os
oder i.p.). In den ersten drei Tagen post operationem wurde ein Gewichtsverlust von bis
zu 10 % bei ungestortem Allgemeinbefinden geduldet. Verloren einzelne Tiere mehr
Gewicht, oder zeigten sie ein schlechtes Allgemeinbefinden, wurden sie aus ethischen
Grinden gemall der Kriterien unseres Tierversuchsantrags durch cervikale Dislokation
getotet.

Ab dem 4. Tag sollte sich eine stetige Gewichtszunahme bis mindestens zum
Ausgangsgewicht einstellen. Zehn Tage nach Transmitterimplantation wurden die
verbliebenen Klammern ohne Sedation entfernt. Zu diesem Zeitpunkt konnten

gleichgeschlechtliche Mause wieder vergesellschaftet werden.
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Bei Abschluss der Untersuchungen wurden die Mause getétet, die Telemetrietransmitter
entfernt und mittels der Losungen Gigazyme® und Gigasept® (Firma Schiilke & Mayr

GmbH, Norderstedt) gesaubert und desinfiziert.

2.8.5 Aufzeichnung der Langzeit-EKGs

Analog zu Kramer et al. (1998) begannen wir zehn Tage nach der Transmitterimplantation
mit der Aufnahme der 24-Stunden-EKGs. Um keine Irritationen oder Verhaltens-
anderungen auszul6sen, verblieben die Tiere wahrend der Aufzeichnung in Einzelkafigen.
An Tagen der EKG-Aufnahme wurde darauf geachtet, auBRergewdhnliche Belastungen
durch Personen und Gerausche im Tierraum zu vermeiden, damit der inverse Tag-Nacht
Rhythmus nicht gestért wurde.

Alle fiir die EKG-Ableitung notigen Gerate wie Powerlab, PC, Monitor, Ableiteplatten, Box
und diverse Stromkabel wurden vor Verbringen in den jeweiligen Tierraum griindlich
desinfiziert (Incidin® Liquid, Ecolab, Monheim). Aufgenommen wurden die Daten mit der

LabChart 7-Software (ADInstruments, Spechbach) und einer Samplingrate von 1kHZ.

( ]

PC mit Analyse-

i ! Transmitter

Software

Input-Matrix Receiver

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Langzeit-EKG-Aufzeichnung
Modlifiziert nach Kramer, 2000

47



Material und Methoden

2.8.6 Analyse der Langzeit-EKGs

Zur Auswertung der Langzeit-EKGs wurde die LabChart 7 Software (ADInstruments,
Spechbach) verwendet. Die Aufnahmen wurden dazu hinsichtlich Herzrhythmusstérungen
von zwei unabhangigen Untersuchern ohne Kenntnis des Genotypen durchgesehen. Nach
Ausschluss von Artefakten wurde die minimale, maximale und durchschnittliche
Herzfrequenz ermittelt. Die Ruhephase der Mause im 24-Stunden-EKG, also die
Aufnahmen von 7 Uhr morgens bis 19 Uhr abends, wurde anschliefend so geschnitten,
dass alle 20 Minuten bei mindestens 5 Einzelschlagen EKG-Zeiten und —Intervalle analog
zum bereits erwdhnten Oberflachen-EKG analysiert werden konnten, insgesamt also etwa
300 Schlage pro Maus. Die Tagphase wurde deswegen ausgewadhlt, weil
Bewegungsartefakte in der physiologischen Ruhephase der Tiere deutlich seltener waren.
Die Berechnung des frequenzkorrigierten QTc-Intervalls erfolgte zunachst nach der
Formel von Mitchell (Mitchell et al., 1998). Zum Vergleich bedienten wir uns zusétzlich
allerdings auch einer anderen Formel nach Framingham, die von Sagie et al. 1992

publiziert wurde.

2.8.7 Belastungsuntersuchungen bei Pannexin-17/- und Pannexin-1*/* -Mausen

Zur Evaluation der Herzfrequenzen und Detektion mdglicher belastungsabhdngiger
Herzrhythmusstorungen sollen Pannexin-1 WT- und KO-Mause bei Schwimm- und
Laufbandversuchen unter Aufzeichnung ihres EKGs an ihre korperliche Belastungsgrenze
gebracht und gleichzeitig psychischem Stress ausgesetzt werden. Solche
Belastungsversuche wurden bisher bei Pannexin-1-defizienten Mausen nicht
vorgenommen.

Gerade weil es sich bei Pannexin-1 um einen Kanal handelt, der am Herzen unter
anderem fiir die Passage von ATP zustandig ist, ware es von Vorteil zu wissen, ob sein
Fehlen in Ruhe und/oder unter korperlicher Belastung Auswirkungen auf die

Herzphysiologie hat.
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2.8.7.1 Schwimmen

Schwimmuversuche (SV) gelten in der Versuchstiermedizin als Bewegung mit konstanter
Auslastung, die zu einer submaximalen Belastung fuhrt (Bernstein et al., 2003).

Nach telemetrischer Aufzeichnung eines Ruhe-EKGs Uber fiinf Minuten, schwammen die
Tiere einzeln weitere finf Minuten lang in einem Makrolonkéfig der GréRe Il (15cm hoch
mit 37-39°C warmem Leitungswasser gefiillt). Kam es bei einzelnen Tieren zu einem
erschopfungsbedingten Abtauchen, wurden sie kurzzeitig manuell unterstitzt. Wahrend
des Schwimmens und in der 10-mindtigen Nachbelastungsphase, die die Mause wieder in

ihren Kafigen verbrachten, wurde das EKG aufgezeichnet.

Abbildung 2.12: Maus beim Schwimmen mit manueller Unterstiitzung

Flr die Auswertung unterteilten wir den Schwimmversuch wie folgt in drei Phasen:

Tabelle 1: Zeitliche Einteilung des Schwimmversuches

1

0 bis 5 Ruhe
5 bis 10 Schwimmen
3 10 bis 20 Erholung

2.8.7.2 Laufbandergometrie

Korperliche Belastung mittels Laufbandarbeit zu erreichen, gilt als Goldstandard, um bei

Menschen oder anderen groflen Sdugetieren einen kontrollierten kardiovaskuldren Stress
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zu verursachen (Bernstein et al, 2003). So fand die zweite Form der
Belastungsuntersuchung friihestens 2 Tage nach Aufzeichnung der Schwimmversuche
statt, um den Mausen eine Regenerationsszeit zu gewahren. Fir die
Laufbanduntersuchung wurden 2 Mause nebeneinander in jeweils eine der 4 Bahnen des
Laufbands (Simplex Il Metabolic Modular Treadmill, Columbus Instruments, Columbus,
Ohio, USA) gesetzt. Dort konnten sie sich 5 Minuten lang mit dem stehenden Laufband
(LB) und seinen Gerlichen und Gerduschen vertraut machen, wobei bereits das EKG
aufgezeichnet wurde. Wahrend dieser Eingewdhnungszeit war der Stromimpuls aktiviert,
der den Tieren bei Berlihrung der Spule einen leichten Stromschlag verpasste. Dadurch

sollten sie schon beim unbewegten Laufband lernen, auf dem Band zu bleiben.

Abbildung 2.13: Das Laufband in gerader Position
Jeweils die beiden dufSeren Spuren wurden zur EKG-Ableitung genutzt.

Als Indikation fir die Beendigung der Laufbandergometrie galt die Erschopfung der
Mause. Sie wurde definiert als liber 5s dauerndes Verbleiben der Tiere auf der
Stromspule, oder wiederholtes Zurlickfallen darauf, ohne je die Mitte des Laufbandes
wieder zu erreichen (vergl. Desai et al., 1999; Massett und Berk, 2005; Niebauer et al.,
1999). Da immer die gleiche Person die Laufbandversuche durchfihrte und von Beginn bis
Ende anwesend war, sollte die Ermidung jeweils gleich gedeutet worden sein.

Wir entschieden uns dafiir, zwei verschiedene Laufbandprotokolle zu vergleichen. In der

Literatur werden unterschiedliche Protokolle genannt, die alle eine stetige Erhéhung der
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Laufgeschwindigkeit mit oder ohne Steigung beeinhalten und mit der Erschépfung der
Tiere enden (Desai et al., 1999; Kemi et al., 2002; Massett und Berk, 2005; Niebauer et al.,
1999).

Unser erstes Laufbandprotokoll | ohne Steigung (siehe Tab. 2) beschrankte sich auf eine
gerade Laufstrecke, bei der die Geschwindigkeit bis Eintreten der Ermidung stetig erhoht

wurde.

Tabelle 2: Laufbandprotokoll | ohne Steigung

0 2 20 13
2 3 22 14
4 5 24 15
6 6 26 16
8 7 28 17
10 8 30 18
12 9 32 19
14 10 34 20
16 11 36 21
18 12 38 22

Das zweite Laufbandprotokoll Il mit Steigung wurde friihestens 2 Tage nach dem ersten
durchgefihrt, um den Tieren eine Regenerationsszeit zu gewahren. Zusatzlich zur stetigen
Geschwindigkeitserhohung wurden alle vier Minuten Steigungen in 5°- Schritten von 0°

bis 25° eingefiihrt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Laufbandprotokoll Il mit Steigung

2

0 0 16 10,2 20
2 " 18 11,4 "
4 3,3 5 20 12,5 25
6 4,5 " 22 13,7 "
8 5,6 10 24 14,8 "
10 68 " 26 15,9 "
12 7,9 15 28 16,5 !
14 9,1 " 30 17,7 "
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Unmittelbar nach Erschopfungseintritt wurden die Tiere in ihre Kafige zuriickgesetzt und

wahrend der 10-min(tigen Erholungsphase wurde ihr EKG weiter aufgezeichnet. Fiir jede

Maus wurden die zurilickgelegte Distanz sowie
Ermidung notiert. Die Erholungsphase fand

eventuelle Auffalligkeiten wurden notiert.

die Geschwindigkeit zum Zeitpunkt der

immer unter Beobachtung statt und

Abbildung 2.14: Eine Maus auf dem geraden Laufband

Waren beide Laufbandprotokolle und die dazugehdrigen Erholungsphasen tberstanden,

wurden die Tiere durch zervikale Dislokation

Ermittlung von Kérperparametern.

getotet. Sie dienten im Anschluss der

Wie der Schwimmversuch wurden auch die Laufbandversuche zur Auswertung in drei

verschiedene Abschnitte unterteilt:

Tabelle 4: Zeitlicher Ablauf beider Laufbandversuche

1 Obis 5 Ruhe
5 bis 10 Laufband
3 10 bis 20 Erholung
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2.8.7.3 Analyse der Belastungsuntersuchungen

Die Auswertung der verschiedenen Belastungsuntersuchungen verlief analog zur Analyse
der Langzeit-EKGs, zusatzlich wurde die Leistungsfahigkeit beider Genotypen verglichen.
Fir minimale und maximale Herzfrequenzen wurden jeweils die langsamsten bzw.

schnellsten zehn Herzschlage gemittelt.

2.9 Herzultraschalluntersuchung bei Pannexin-17- - und Pannexin-1*/* -Mausen

2.9.1 Grundlagen

Der Herzultraschall stellt eine schnelle, nicht invasive und visuelle Methode der
Herzuntersuchung in vivo dar. Mit seiner Hilfe konnen anatomische Strukturen,
GroRenverhadltnisse und Klappenveranderungen unter EKG-Kontrolle beurteilt und viele
Informationen (ber die kardiale Funktion gewonnen werden.

Das Ultraschallgerat sendet dabei hochfrequente pulsierende Schallwellen aus, die von
verschiedenen Korpergeweben reflektiert oder absorbiert werden. Durch Bezug auf die
Entfernung zum Schallkopf kénnen so Dicke, GroRe und Lokalisation unterschiedlicher
Weichteilgewebe bestimmt werden (Nelson und Couto, 2006). Fiir unsere
Untersuchungen wurden 2-D- und M-Mode- Schnittbilder des Herzens anfertigt. Diese
dienten neben der Beurteilung der systolischen Ventrikelfunktionen, Wanddicken und
Klappenfunktionen vor allen Dingen auch dem Ausmessen verschiedener Strukturen. Wir
bestimmten im B-Mode beispielsweise die Herzlange und den inneren Herzumfang in
verschiedenen Ebenen und Herzaktionen fiir die anschlieBende Berechnung der
Volumetrie nach Simpson. Die zweite Einstellung, der M-Mode, erzeugt eindimensionale
Bilder der Herzstrukturen. Die im Verlauf des Herzzyklus aufgezeichneten Echos werden
auf dem Bildschirm gegen die Zeit abgebildet, wodurch kardiale Grenzen besonders gut
sichtbar gemacht werden. In dieser Einstellung wurden Kammerdurchmesser und
Bewegungsablaufe, die die Grundlage der systolischen Funktionsmessung (SF— Shortening

fraction) sind, bestimmt (Nelson und Couto, 2006).
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Dank hoher Bildraten und einer guten Ortsauflosung sind mittlerweile auch
echokardiographische Untersuchungen am kleinen Mauseherzen mit seiner hohen

Herzfrequenz moglich.

Die Echokardiographie erfolgte mit dem Vevo 2100 (FUJIFILM Visual Sonics Inc., Toronto,
Canada) und einem MS 400 Linearschallkopf von 18-38 MHZ. Pro Messwert wurden bei

14 Pannexin-1** - und 12 Pannexin-1-defizienten Mausen jeweils 10 Herzschlige

| 4

r.ﬂ“”_.,l
. S I“ '
T .i] I' Abbildung 2.15: Das von uns

genutzte Ultraschallgerit?

gemittelt.

%+ Vevo2100

Alle Mause wurden frihestens zwolf Tage nach der Transmitterimplantation

echokardiographisch untersucht.

2.9.2 Durchfiihrung der Echokardiographie

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 5% Isofluran (Isofluran Actavis®, Actavis, Miinchen)
und 0,5 I/min Sauerstoff (Linde AG, Pullach) und wurde auf 1,5% Isofluran bei
gleichbleibendem Sauerstoffluss reduziert, um den Einfluss des Narkosegases auf das
Herzkreislaufsystem moglichst gering zu halten. Die Tiere sollten lediglich unbeweglich
sein. Zur Untersuchung wurden die Mause in Riickenlage auf die kérperwarm vorgeheizte

Warmeplatte des Vevosystems, die gleichzeitig ein verschiebbares Tischchen darstellte,

2 www.visualsonics.com/vevo2100
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gelegt. Dazu wurden ihre Pfoten mit Klebestreifen auf den Sensoren zur EKG-Ableitung
fixiert, ihr Kopf in die Gasmaske gelegt und die Kérpertemperatur mittels eines rektalen
Sensors liberwacht. Um die Ultraschallbilder moglichst artefaktfrei zu halten, rasierten

wir unsere Mause im Brustbereich (Contura, Wella, Darmstadt).

Abbildung 2.16: Maus wahrend der Echokardiographie

Das Versuchstier liegt wahrend der Echokardiographie auf einem Wdrmetisch und erhdlt Narkosegas
(Isofluran) iiber eine Maske. Zur Uberwachung sind seine Gliedmafen mit Klebestreifen auf EKG-Sensoren
fixiert und ein rektaler Sensor (blau) zeichnet die Kérpertemperatur auf.

Zur besseren Ubersicht wihlten wir als erste Aufnahme die parasternale lange Achse. In
dieser Einstellung wurden der Aortenfluss, der Durchmesser des Aortenklappenrings, die

Herzlange und ein M-Mode fiir die Wandstarkenmessung aufgenommen.

55



Material und Methoden

Abbildung 2.17: Messung der diastolischen Herzlange und des inneren Herzumfanges in der
parasternalen langen Achse
Griin: Manuelle Umrundung des Endokards und Messung der Herzlédnge in der Diastole

Zudem nutzten wir diese Einstellung zur Berechnung der linksventrikularen Herzmasse
nach der Flachen-Langen-Methode, welche beim Menschen und der Maus zu besten
Ergebnissen fihrt (Collins et al., 2001; Devereux et al., 1986). Dabei wird die Lange des
linken Ventrikels von der endokardialen Herzspitze bis zum mitralen Annulus gemessen
und ein M-Mode auf Papillarmuskelebene angefertigt (Collins et al., 2001).

Bei der folgenden zweiten Einstellung, der kurzen Achse, speicherten wir 3 verschiedene
B-Mode Schnittebenen in Bereichen der Herzspitze, -Mitte und -Basis. Dazu wurde das

Endokard aller drei Schnittebenen in der Systole und Diastole manuell umrundet.

Abbildung 2.18: Kurze Achse im B-Mode (linker Ventrikel)
Schwarz mittig=Herzlumen, drumherum hellgrau= Endokard, dunkelgrau= Myokard
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Abbildung 2.19: Messung der Wanddicken (jeweils in der Diastole und in der Systole) in der kurzen Achse
im M-Mode

Zusammen aus diesen Daten und den Langenmessungen der ersten Einstellung wurde die
Volumetrie nach Simpson berechnet. Zusatzlich wurde auf Héhe der Herzmitte ein M-
Mode gespeichert, mit dem die Messung der Wand- und Septumdicke moglich war.

Im anschlieBenden 4-Kammerblick lieRen sich die Flusshohen tber Mitralklappe und
Aorta beurteilen. Nach Beendigung der Aufnahmen wurden Narkosegas- und
Sauerstoffzufuhr geschlossen, die Tiere vom Ultraschallgel befreit und zuriick in ihre
Kafige gesetzt.

Bei jeder Einstellung speicherten wir neben Aufnahmen der Herzaktion im Video auch
Einzelbilder. Bei der Beurteilung der Schallbefunde wurde auf strukturelle Veranderungen
wie Muskelhypertrophien, sowie Ventrikel- und Vorhofausmalie geachtet. Da wahrend
der gesamten Messung ein EKG aufgezeichnet wurde, konnten gleichzeitig auch

Rhythmusstérungen erkannt werden.

2.9.3 Messwerte

Aus Werten, die direkt gemessen werden konnten wie maximale Flussgeschwindigkeit
(AV Peak) und maximaler Blutdruck Uber der Aortenklappe (AV Peak Pressure),
Amplitude der mitralen E-Welle (MV E), Septumdicken (/VSq4 und IVSs), Durchmesser
(LVIDg4 und LVIDs) sowie Wanddicke des linken Ventrikels (LVPWg und LVPW;) , distale,

mittige und proximale Flachen des linken Ventrikels in jeweils der Systole und Diastole,
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sowie die innere Herzlange in beiden Herzaktionen, wurden weitere Werte nach

folgenden Formeln berechnet (Handbuch des Vevo 2100, Seite 372 ff.):

LV Vol d (ul) = ((7 / (2,4 + LVIDg)) x LVID4 3
LV Vol s (ul) = ((7 / (2,4 + LVIDy)) x LVIDs 3
EF (%) = 100 x ((LV Vols-LV Vols)/LV Vols)
FS (%) = 100 x ((LVIDg-LVIDs)/LVIDy)
LV Masse (mg) = 1,053 x ((LVIDg + LVPW4 +IVS4)® —LVID4®)
(wobei 1,053 mg/mm? die Dichte des Myokards darstellt)

Korrigierte LV Masse (mg)= LV Masse x 0,8
Simpson Volumen 4 (pl) = (Proximale Fliche 4 + Fliche Mitte 4) x h + distale Flache ¢4x h/2 + 11/6 x h®

(h = Simpson Lénge q)
Simpson Volumen s (pl) = (Proximale Flache  + Fliche Mitte ) x h + distale Fliche s x h/2 + 1/6 x h®

(h = Simpson Lénge )
Simpson FAC (%) = 100 x (Simpson Fliche Mitte 4— Simpson Flache Mitte 5)/ Simpson Fliche Mitte 4
Simpson SV* (ul) = Simpson Volumen 4 — Simpson Volumen s

Simpson EF (%) = 100 x Simpson SV*/ Simpson Volumen 4

Simpson CO (ml/min) = Simpson SV* x HF

2.10 Herzfrequenzturbulenz/Heart Rate Turbulence (HRT) bei TASK-1*/* - und
TASK-17- -Mausen

2.10.1 Grundlagen

Bereits 1979 fielen Doehlemann et al. Variationen der Herzfrequenz nach ventrikuldren
Extrasystolen (VES) auf. Sie beschrieben kiirzere RR-Intervalle nach Extrasystolen, die sich
nach ein paar Herzschlagen wieder auf Ausgangswerte normalisierten und nannten die
Erscheinung , ventriculophasic sinus arrhythmia“ (Doehlemann et al., 1979; Schwab et al.,
2004). 1999 wurde das Thema von Schmidt et al. erneut aufgegriffen, die den seither
geltenden Begriff der Heart Rate Turbulence (HRT) einflihrten. Sie definieren die HRT als
Variationen der Sinuszykluslange mit dem charakteristischen Muster einer

Herzfrequenzbeschleunigung nach ventrikuldren Extrasystolen und einer folgenden
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Herzfrequenzverlangsamung bei gesunden Individuen. Mit dem Begriff Turbulence Onset
(TO) wird die anfangliche kurze Herzfrequenzbeschleunigung beschrieben, Turbulence
Slope (TS) hingegen ist die maximale positive Steigung, die aus je 5 aufeinanderfolgenden
Sinusrhythmus-RR-Intervallen innerhalb der ersten 15 auf die VES folgenden Herzschlage

berechnet wird (Bauer et al., 2008).

Die Formel zur Berechnung der TO lautet:

TO (%) = (RR1+RR2) - (RR2+RR.1) / (RR2+RR1) x 100

Hierbei sind RR-; und RR-1 die RR-Intervalle, die direkt vor der ventrikularen Extrasystole
aufgezeichnet wurden. RR1 und RR; dagegen beschreiben die beiden RR-Intervalle, die
direkt auf die ventrikuldare Extrasystole folgen. RRs; sind folglich die weiteren
durchnummerierten RR-Intervalle (Schmidt et al., 1999; Bauer et al., 2008). Damit eine
ventrikuldare Extrasystole zur Berechnung der HRT herangezogen werden kann, missen
bestimmte Bedingungen erfiillt sein: Sie sollte um etwa 20% friher auftreten, als die
vorherigen Sinusschlage. Zudem st ein wichtiges Kennzeichen der ventrikuldren
Extrasystole, dass sie die vorhergehenden Zykluslangen um mindestens 20% Ubersteigt
(Bauer et al., 2008).

Physiologischerweise wird die anfangliche Beschleunigung der Herzfrequenz nach einer
vorzeitigen ventrikuldaren Kontraktion durch ein TO < 0 und der Herzfrequenzabfall durch
ein TS 2 2,5 widergespiegelt (Schmidt et al., 1999). Bauer et al. nennen als Normalwerte
ein negatives TO und positives TS.

Ob die VES spontan, durch programmierte ventrikuldare Stimulation wie in unserem Fall,
oder durch Schrittmacher entstehen, ist dabei nicht von Bedeutung (Marine et al., 2002;
Roach et al., 2002; Havranek et al., 2007; Raj et al., 2005). Allerdings ist allgemein
bekannt, dass das HRT-Muster oft durch eine Herzfrequenzvariabilitdt anderen Ursprungs
maskiert ist; deswegen ist flr eine genaue Untersuchung eine hohe Anzahl an VES nétig

(Bauer et al., 2008).
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Abbildung 2.20: Physiologische HRT nach einer ventrikuldren Extrasystole
Modlifiziert nach Marine et al., 2002

2.10.2 Praparation und Katheterimplantation

Um die autonome Regulation des Herzens von TASK-1-defizienten Mausen naher zu
untersuchen, analysierten wir das Muster der HRT bei jeweils 9 WT- und KO-Mausen in
einem Alter von 4-10 Monaten (Petric et al., 2012).

Dazu nutzten wir unser Powerlab 8/30 in Verbindung mit dem Bioamp und dem externen
Stimulator (alles ADInstruments, Spechbach). Letzteren stellten wir zusammen mit dem
laufenden LabChart-Programm so ein, dass automatisch nach Betéatigen seines Auslosers
ein Stimulationsimpuls nach der nachsten R-Zacke ausgel6st wurde. Hohe der Impulse
und Ankopplungsintervalle nach der R-Zacke legten wir mit dem Computerprogramm
fest. Ein EKG wurde gleichzeitig aufgenommen.

Abgesehen davon, dass die Tiere hier mit intraperitonaealer Injektion von Pentobarbital
(Narkodorm®, CP-Pharma, Burgdorf; 30mg/kg) in Narkose gelegt wurden und statt des
Oktapolarkatheters ein 1F-Bipolarer Katheter genutzt wurde, waren alle Vorbereitungen
identisch zur oben beschriebenen Elektrophysiologischen Untersuchung. Die endgiiltige
Katheterposition war gefunden, wenn bei der intrakardialen Ableitung nur das aktive
Kammermyokard sichtbar war. Als Reizschwelle definierten wir den Punkt, bei dem die
Halfte von funf Stimulationsimpulsen eine Myokardaktion ausloste. Fiir die nachfolgende

Stimulation nutzten wir das Zweifache dieser bestimmten Reizschwelle.
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2.10.3 Auslosen und Aufnahme von VES

Nach Ermittlung der Reizschwelle bestimmten wir die Herzfrequenz des Versuchstieres
und zeichneten jeweils mindestens zehn einzelne ventrikuldre Extrasystolen (VES) mit
gleicher Vorzeitigkeit von 70, 60, und 50 ms auf. Zwischen den einzelnen VES lagen
jeweils mindestens 10s. Damit die Vorzeitigkeiten genau eingehalten werden konnten,
musste der Stimulationsimpuls abhangig von der vorherigen R-Zacke sein. Schon wahrend
der Aufzeichnung lieR sich Uberpriifen, ob die einzelnen Stimuli auch wirklich zu
vorzeitigen Ventrikelkontraktionen gefiihrt hatten. Aufgrund der verschiedenen
Herzfrequenzen waren allerdings nicht bei allen Mausen immer die gleichen
Vorzeitigkeiten messbar. Wahrend der Praparation und Stimulation fand die
Reflextiberprifung analog zur Avertin®Narkose in regelmaRigen Abstanden statt und
gegebenenfalls wurde Pentobarbital (10mg/kg) nachinjiziert. Unmittelbar nach
Beendigung der Aufzeichnungen wurden die Versuchstiere aus den gleichen Griinden wie
bei der EPU noch in Narkose getétet. Von Beginn der EKG-Aufzeichnung bis Beendigung

des Experiments vergingen in der Regel 1,5h.

2.10.4 Analyse

Ausgewertet wurden alle ventrikuldaren Extrasystolen, die die von Bauer et al. (2008)
definierten Bedingungen erfillten (siehe 2.11.1). Dabei bestimmten wir nicht nur die
Herzfrequenzanderung der ersten beiden Schlage nach der VES, sondern untersuchten
das TO der ersten 7 Schldge. Alle zu verschiedenen Vorzeitigkeiten berechneten TOs und
TS wurden gemittelt und nach Genotypen getrennt erfasst.

Da wir immer 15 Intervalle nach der VES auswerteten, ergab das 11 Werte, aus denen die
TS berechnet wurde:

TS 1=RR1-RR5; 2=RR2-RR6; 3=RR3-RR7; 4=RR4-RR8; 5=RR5-RR9; 6=RR6-RR10; 7= RR7-
RR11; 8=RR8-RR12; 9=RR9-RR13; 10=RR10-RR14; 11=RR11-RR15.
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2.11 Statistische Auswertungen

Die Daten aller Versuche werden als Mittelwerte (MW) % Standardabweichung (SD)
prasentiert und stammen von einer in jedem Versuch erlauterten Anzahl an Mausen (n).
Je nachdem was fiir die Fragestellung angebracht war, wurde die statistische Signifikanz
mit dem ungepaarten t-Test, dem einfachen ANOVA, oder der linearen Regression
berechnet. Bei einem p-Wert von <0.05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen.
Alle statistischen Berechnungen wurden durchgefihrt mit dem Programm

GraphPadPrism® (La Jolla, CA, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Anthropometrische Daten der Pannexin-17- - und Pannexin-1*/* -Mause

Bei der Analyse aller anthropometrischen Daten zeigten sich zwischen beiden Genotypen
keine Unterschiede. So waren alle Tiere durchschnittlich etwa gleich schwer, hatten
ahnlich gewichtige Herzen und unterschieden sich auch in der Lange ihrer Tibiae nicht
voneinander. Folglich waren auch alle daraus resultierenden Quotienten nicht statistisch
signifikant verschieden (siehe Tabelle 5). Demnach sind die kérperlichen Voraussetzungen
von Pannexin-1**- und Pannexin-17- -Mausen vergleichbar und scheinen nicht von der

Funktion des Pannexin-1 Proteins beeinflusst zu werden.

Tabelle 5: Anthropometrische Daten der Pannexin-1 WT- und KO-Méduse

Korperparameter

28,3+3,3 29,3 £9,0
0,21+0,03 7 0,22+0,04 8 n.s.
18,0+£0,6 9 18,3+0,5 9 n.s.
0,008 + 0,002 7 0,008 + 0,002 8 n.s.
0,01+0,001 6 0,01+0,003 8 n.s.
0,8+0,2 7 0,8+0,2 8 n.s.

Auch beim Vergleich der Kérperparameter von TASK-1*/* - und TASK-17- -M3usen ergaben
sich zwischen beiden Genotypen in der Vergangenheit keine Unterschiede (Donner et al.,

2010).
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3.2 Histopathologische Untersuchung der Herzen von Pannexin-1*/* - und

Pannexin-17- -M3iusen

Die histopathologische Untersuchung der Herzen von Pannexin-1-defizienten Mausen und
ihren Wildtypwurfgeschwistern zeigten keine Unterschiede zwischen beiden Genotypen
(siehe Tabelle 6). Weder Endokard- und interstitielle Fibrosen, noch Hinweise auf
Speichersubstanzen wie Lipofuszin waren zu finden. Des Weiteren gab es keine Anzeichen
von Entziindungsfiltraten, oder einem zelluliren Disarray. Die Herzwanddicken
unterschieden sich weder beim linken, noch beim rechten Ventrikel signifikant
voneinander. Die Herzmuskelfasern waren bei beiden Genotypen im Durchschnitt gleich

lang und auch hinsichtlich der Kernlange nicht verschieden.

Tabelle 6: Vergleichende Histopathologie an Herzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen

Histopathologie

447,3+60,1

475,3+153,9

1789+ 314 1324 + 197 n.s.
18,3+2,1 17,0+£0,8 n.s.
27,3%3,2 24,5+2,4 n.s.

Fasst man die Ergebnisse dieser und der anthropometrischen Untersuchung zusammen,
wird ersichtlich, dass eine Pannexin-1-Defizienz beziiglich der untersuchten Parameter zu
keinen feststellbaren Unterschieden zwischen Pannexin-1*/* - und Pannexin-1-defizienten
Mausen fuhrt.

Histopathologische Untersuchungen der Herzen von TASK-1 WT- und KO- Mausen
ergaben ebenfalls keine statistischen Auffalligkeiten zwischen beiden Genotypen (Donner

et al,, 2010).
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3.3 Oberflachen-EKGs bei Pannexin-1-und TASK-1 WT- und KO-Mausen unter

verschiedenen Narkosen

3.3.1 Isoflurannarkose bei Pannexin-1*/* -und Pannexin-17/- -M3usen

Die 7 Pannexin-1-defizienten Tieren wiesen bei der Isoflurannarkose eine signifikant
hohere Herzfrequenz und dementsprechend ein kiirzeres RR-Intervall auf, als ihre 7

Wildtypwurfgeschwister (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: EKG-Werte der Pannexin-1 WT- und KO-Mduse unter Isoflurannarkose

Isofluran

132+8 1207 *p=0,01
456 + 28 501+ 27 *p=0,01
8,4+1,2 9,4+1,5 n.s.
0,06 £ 0,02 0,1+0,04 n.s.
424 39+8 n.s.
8,3+1,5 9,4+1,8 n.s.
0,92+0,2 0,98+0,3 n.s.
35+3 45+ 4 **p =0,009
31+3 41+4 **p = 0,005
7 7

Dartiber hinaus war die QT-Zeit und das frequenzkorrigierte QTc-Intervall bei den
Pannexin-17- -Mausen signifikant verlingert. Alle anderen Werte unterschieden sich

zwischen beiden Genotypen nicht.
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3.3.2 Isoflurannarkose bei TASK-1*/* - und TASK-17- -M3usen

Tabelle 8: EKG-Werte der TASK-1 WT- und KO-Médiuse unter Isoflurannarkose

Isofluran

109t 6 104+7

554 + 32 579140 n.s.
9,2+1,7 9,6+1,5 n.s.
0,09+0,01 0,11+0,04 n.s.
42 +5 44 +5 n.s.
99+1,4 10,5+1,7 n.s.
0,72+0,21 0,72+0,16 n.s.
41+8 45+7 n.s.
3918 44+6 n.s.

6 6
Jeweils 6 TASK-1*/* - und TASK-17 -Méause erreichten unter Isoflurannarkose

Herzfrequenzen von lber 550 Schldagen pro Minute. Bei den gemessenen Zeiten und

Intervallen unterschieden sich beide TASK-1-Genotypen nicht voneinander (siehe Tab. 8).

TASK-1*/+ P R |1 | TASK-1* P RO
Isofluran Isofluran
RR Intervall 100 ms RR Intervall 97 ms
QT 35 ms QT 31 ms - —
QTc 35 ms o 1 Qrc32ms
Q Q
20ms 20ms

Abbildung 3.1: Beispiele fiir Isofluran-EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17/" -Mausen
Modlifiziert nach Petric et al., 2012

Oben: Manuelle Festlequng der EKG-Abschnitte einer TASK-1*/* - und TASK-17- -Maus an jeweils einem
beispielhaften Einzelschlag. Lediglich die R-Spitze ist vom Computerprogramm (Labchart) vorgegeben.

Unten: Der obere Einzelschlag im EKG-Verlauf.
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3.3.3 Avertin®Narkose bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-1/- -M3usen

Die Anéasthesie mit Avertin® fiihrte bei den 6 Pannexin-1** - und 8 Pannexin-1-
defizienten-Mdausen zu Herzfrequenzen zwischen 430 und 450 Schldagen pro Minute (siehe

Tab.9).

Tabelle 9: EKG-Werte der Pannexin-1 WT- und KO-Mduse unter Avertin®-Narkose

Avertin®

143+18 139+ 27 n.s.
428 £53 448 + 83 n.s.
10,1+0,9 10,2+1,9 n.s.
0,07 £0,02 0,09 £0,05 n.s.
45+t6 45+ 4 n.s.
10,1+£1,0 10,1+£2,7 n.s.
0,99+0,2 0,92+0,2 n.s.
45+ 6 53+5 *p=0,03
38+3 4512 ***p = 0,001
6 8

Die QT-Zeit, sowie das frequenzkorrigierte QTc-Intervall zeigten bei Pannexin-17- -Mausen
gegenlber ihren Wildtypwurfgeschwistern eine deutliche Verlangerung. Alle anderen

Zeiten und Intervalle waren bei beiden Genotypen nicht signifikant unterschiedlich.

3.3.4 Avertin®Narkose bei TASK-1*/* - und TASK-17- -M3&usen

Unter Avertin®-Narkose erreichten die 13 TASK-1-defizienten Mause und ihre 16
Wildtypwurfgeschwister Herzfrequenzen zwischen 450 und 470 Schlagen pro Minute

(siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: EKG-Intervalle der TASK-1 WT- und KO-Mduse unter Avertin®-Narkose

134 +14 131 +22 n.s.
454 + 49 468 + 75 n.s.
9,3+1,7 9,4+1,7 n.s.
0,1+0,03 0,09 + 0,02 n.s.
42+ 4 45+ 6 n.s.
9,6+0,9 10,1+1,4 n.s.

0,88+0,22 0,58 + 0,15 *¥*p = 0,0002

42 +9 56+ 8 *¥*p = 0,0002

37+8 48+ 4 ***p < 0,0002

16 13

Die R-Amplitude war bei TASK-1*/* -M3usen signifikant héher, als bei ihren TASK-1-

defizienten Wurfgeschwistern, wahrend letztere ein deutlich verlangertes QT- und QTc-

Intervall mit einer hohen Signifikanz aufwiesen.

25 ms§

25ms

TASK-1"7* P R T TASK-17-
Avertin Avertin P R
RR Intervall 150 ms RR Intervall 163 ms
QT 46 ms QT 73 ms
QTc 37 ms QTc 57 ms f/\,,,_,-
R N - QH\ \/\“’/’
Q

Abbildung 3.2: Beispiele fiir Avertin®-EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17" -Mausen

Modifiziert nach Petric et al., 2012

Oben: Manuelle Festlequng der EKG-Abschnitte einer TASK-1*/* - und TASK-17- -Maus an jeweils einem
beispielhaften Einzelschlag. Lediglich die R-Spitze ist vom Computerprogramm (Labchart) vorgegeben.

Unten: Der obere Einzelschlag im EKG-Verlauf.
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Ergebnisse

Unter Pentobarbital lagen die Herzfrequenzen der jeweils 7 TASK-1 WT- und KO-Mause

bei etwa 400 Schlagen pro Minute (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: EKG-Intervalle der TASK-1 WT- und KO-Mduse unter Pentobarbitalnarkose

Pentobarbital

157 + 24 148 + 19 n.s.

392 + 66 413 + 56 n.s.
7,1+0,8 82+1,7 n.s.

0,1+0,01 0,09 £ 0,02 n.s.

40+3 41+2 n.s.
9,1+1,8 10,3 +1,2 n.s.

0,94 £0,18 0,58 £ 0,16 **p = 0,002
37+5 58+8 ***p < 0,0001
29+3 48 £5 *%*p < 0,0001

7 7

TASK-1** -M&use wiesen dabei eine signifikant hdhere R-Amplitude auf, als ihre TASK-1-

defizienten Wurfgeschwister. Bei letzteren waren allerdings sowohl die QT- als auch die

QTc-Intervalle bedeutend langer. Alle anderen gemessenen Werte unterschieden sich

nicht zwischen beiden Genotypen.

fodN L

TASK-1*/+ P R TASK-17-
Pentobarbital T Pentobarbital
RR Intervall 151 ms RR Intervall 150 ms
QT 42 ms QT 66 ms
QTc 34 ms } QTc 54 ms
Q
25_ms 25 ms

]

Abbildung 3.3: Beispiele fiir Pentobarbital-EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17- -Mausen

Modifiziert nach Petric et al.
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Oben: Manuelle Festlequng der EKG-Abschnitte einer TASK-1*/* - und TASK-17- -Maus an jeweils einem
beispielhaften Einzelschlag. Lediglich die R-Spitze ist vom Computerprogramm (Labchart) vorgegeben.

Unten: Der obere Einzelschlag im EKG-Verlauf.

3.3.6 Telemetrisch abgeleitete EKGs bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -Mausen

Tabelle 12: Telemetrisch abgeleitete EKG-Werte der Pannexin-1 WT- und KO-Mduse

Telemetrie

123 +17 116 £17 n.s.
511+64 544 + 81 n.s.
9,3+0,8 9,7+1,2 n.s.
0,05+ 0,02 0,08 £ 0,01 *p=0,02
362 3714 n.s.
10,4+0,6 10,7 +0,7 n.s.
0,69 £ 0,36 0,81 +0,27 n.s.
45+ 2 50+2 *¥*%*p =0,001
41+4 47 £ 3 **p =0,007
6 6

Die telemetrisch abgeleitete Herzfrequenz von je 6 Pannexin-1 WT- und KO-Mausen lag
bei Gber 500 Schlagen pro Minute (siehe Tabelle 12). Dabei wiesen die Pannexin-1-
defizienten Mé&use bedeutend hoéhere P-Amplituden auf, als ihre Pannexin-1*/* -
Geschwister. AuBerdem war neben dem QT-Intervall auch die frequenzkorrigierte QTc-

Zeit der Pannexin-17- -Mause hochsignifikant verlangert.

3.3.7 Telemetrisch abgeleitete EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -M&usen

Die in der Vergangenheit durchgefiihrte telemetrische EKG-Ableitung bei TASK-1 WT- und
KO-Mausen zeigte eine signifikant hohere Herzfrequenz bei TASK-1-defizienten Mausen,
sowie ein verlangertes frequenzkorrigiertes QTc-Intervall (Donner et al., 2010; Petric et

al., 2012).
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R
TASK-1*/+ P R T TASK-17 P T
Telemetrie Telemetrie
RR Intervall 83 ms RR Intervall 95 ms
QT 38 ms QT 55 ms S Gana nd
QTc 41 ms e —f QTc 56 ms Q
Q
/ |"'
I "
\f*\x.\,w'u' PF'\,L B ‘.;’ ‘--\_\_’ ﬂJ%/v
| "
A —_— U
20 ms 20ms

Abbildung 3.4: Beispiele fiir telemetrisch abgeleitete EKGs bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -Mausen
Modifiziert nach Petric et al., 2012

Oben: Manuelle Festlequng der EKG-Abschnitte einer TASK-1*/* - und TASK-17- -Maus an jeweils einem
beispielhaften Einzelschlag. Lediglich die R-Spitze ist vom Computerprogramm (Labchart) vorgegeben.

Unten: Der obere Einzelschlag im EKG-Verlauf.

3.3.8 Vergleich der Herzfrequenzen unter verschiedenen Narkosen und am wachen
Tier

3.3.8.1 Herzfrequenzen bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-1 /- -Mausen

Die hochsten Herzfrequenzen erreichten wache Pannexin-1 WT- und KO-Mause, deren
EKGs telemetrisch abgeleitet wurden. Ahnlich hoch war die Frequenz bei mit Isofluran
narkotisierten Madausen. Die langsamsten Herzfrequenzen wiesen Mause unter der
Avertin®-Narkose auf. Der Unterschied zwischen diesen und den telemetrisch
abgeleiteten Herzfrequenzen filihrte bei Pannexin-1-defizienten Tieren zu einer

statistischen Signifikanz (vergl. Abb. 3.5).
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Herzfrequenzen der Pannexin-1-Mause
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Die Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen sind ohne Narkose am héchsten und unter Avertin®-
Narkose am langsamsten. Lediglich unter Isofluran unterscheiden sich die Herzfrequenzen von Pannexin-1

WT- und KO-Mdusen.

3.3.8.2 Herzfrequenzen bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -Mausen

Sowohl| TASK-1 WT- als auch KO- Mause wiesen unter Isoflurannarkose die hdchsten
Herzfrequenzen auf. Telemetrisch abgeleitete Frequenzen waren dhnlich hoch. Avertin®
flhrte zu geringeren Werten, wahrend die Tiere bei der Pentobarbitalnarkose mit etwa
400 Schlagen pro Minute die niedrigsten Herzfrequenzen erreichten.

Beim Vergleich der schnellsten und langsamsten Herzfrequenzen unter Isofluran und
Pentobarbital wurde bei beiden Genotypen eine statistische Signifikanz erreicht. Bei
TASK-1-defizienten Mausen war dariber hinaus auch der Unterschied zwischen unter
Isofluran und telemetrisch ermittelten Werten statistisch bedeutsam. Dies wurde auch
beim Vergleich von Isofluranfrequenzen mit Avertin®Werten der TASK-1*/* -M3use

erreicht (vergl. Abb. 3.6).
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Herzfrequenzen der TASK-1-Mause
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Abbildung 3.6: Herzfrequenzen der TASK-1 WT- und KO-
Mause im Vergleich

Héchste Herzfrequenzen erreichen beide TASK-1-Genotypen bei der Isoflurannarkose, niedrigste unter
Pentobarbital. Ohne Narkose haben TASK-1 KO-Mduse héhere Herzfrequenzen, als ihre

Wildtypwurfgeschwister.

3.3.9 Vergleich des QT-Intervalls unter verschiedenen Narkosen und am wachen Tier

3.3.9.1 QT-Intervalle bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- - Miusen

Das QT-Intervall war bei Pannexin-1 WT- und KO-Madusen unter der Avertin®-Narkose am
langsten. Etwas niedrigere Werte nahm es bei frei beweglichen Mausen, deren EKGs
telemetrisch abgeleitet wurden, an. Kiirzeste QT-Zeiten wurden unter Isofluransedation
gemessen. Zwischen den QT-Intervallen unter Avertin® und Isofluran bestand bei beiden

Genotypen eine statistische Signifikanz (vergl. Abb. 3.7).
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Die QT-Intervalle der Pannexin-1-Knock-Out-Mduse sind jeweils signifikant ldnger, als die der Wildtypen.

Kiirzeste QT-Intervalle erreichen beide Genotypen unter Isoflurannarkose.

Betrachtete man die QT-Zeiten der Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Mé&use in Relation

zu ihren RR-Intervallen (siehe Abb. 3.8) wurde deutlich, dass sie sich besonders bei

groflen RR-Abstdanden, sprich niedrigen Herzfrequenzen, unterschieden.

QT Intervall (ms)

30

Pannexin-1

Abbildung 3.8: Vergleich der telemetrisch
ermittelten QT-Zeiten von Pannexin-1 WT- und KO-
Mausen in Korrelation zu den zugehdrigen RR-
Intervallen

150 100
RR Intervall (ms)

Je gréfer das RR-Intervall ist, desto stérker unterscheidet sich die Ldnge des QT-Intervalls beider Pannexin-1-

Genotypen.
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3.3.9.2 QT-Intervalle bei TASK-1*/* - und TASK-1/- -M&usen

TASK-1 WT- und KO-Mause zeigten in Bezug auf ihr QT-Intervall kein einheitliches Bild: So
wurden bei TASK-1-Wildtypen die langsten durchschnittlichen QT-Zeiten unter Avertin®
gemessen, gefolgt von den unter Isoflurannarkose erreichten Werten. Pentobarbital
brachte mit Abstand die kiirzesten QT-Intervalle.

Im Gegensatz dazu nahm die QT-Zeit von TASK-17- -M3usen unter Pentobarbital die
langsten Werte an und lag deutlich Gber den mit Avertin® und Isofluran erreichten
Werten. Der Unterschied zwischen Pentobarbital und Isofluran war so grof, dass er zu

einer statistischen Signifikanz fiihrte (vergl. Abb. 3.9).

P
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..2 Abbildung 3.9: Vergleich der QT-Intervalle von
_ 204 TASK-1 WT- und KO-Mausen unter verschiedenen
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TASK-1-Knock-Out-Mduse haben unter Avertin®- und Pentobarbitalnarkose ein signifikant héheres QT-

Intervall, als ihre Wildtypwurfgeschwister. Unter Isofluran sind die QT-Intervalle beider Genotypen dhnlich.

Analog zu den Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Mausen wurde hier ebenfalls deutlich,
dass sich die QT-Zeiten beider TASK-1-Genotypen besonders unter niedrigen

Herzfrequenzen unterschieden (siehe Abb. 3.10).
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Je gréfRer das RR-Intervall ist, desto stdrker unterscheidet sich die Lénge des QT-Intervalls beider TASK-1-

Genotypen.

3.3.10 Vergleich des QTc-Intervalls unter verschiedenen Narkosen und am wachen Tier

3.3.10.1 QTc-Intervalle bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Miusen

Beide Pannexin-1-Genotypen erreichten die langsten frequenzkorrigierten QTc-Zeiten bei
telemetrisch abgeleiteten EKGs. Die Avertin®-Narkose flihrte zu kiirzeren QTc-Zeiten. Mit
Abstand am kirzesten war das QTc-Intervall bei M&ausen, die mit Isofluran sediert
wurden. Seine Werte waren bedeutend kiirzer, als bei der Avertin®Narkose und
Telemetrie und erreichten in beiden Fallen und bei beiden Genotypen eine statistische

Signifikanz (vergl. Abb. 3.11).
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QT c-Intervall unter verschiedenen Narkosen

Abbildung 3.11: Vergleich der QTc-Intervalle bei
Pannexin-1 WT- und KO-Ma&usen unter Avertin®,
Isofluran und bei wachen Tieren

QTc-Intervall (ms)

Das QTc-Intervall ist bei wachen und mit Isofluran bzw. Avertin® narkotisierten Pannexin-1-KO-Mdusen

jeweils signifikant ldnger, als das der Wildtypen.

Trug man die QTc-Intervalle beider Pannexin-1-Genotypen gegen ihre jeweiligen RR-
Abstdnde auf und analysierte sie mittels einer linearen Regression (siehe Abb. 3.12),
zeigte sich wie auch schon bei den QT-Zeiten folgendes: Je langer die RR-Intervalle, desto

verschiedener waren die QTc-Dauern bei Pannexin-1*/* -und Pannexin-1-defizienten

Mausen.
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Je gréfRer das RR-Intervall, desto stdrker unterscheidet sich die Ldnge des QTc-Intervalls zwischen beiden

Pannexin-1-Genotypen.

77



Ergebnisse

Weil in unserem Fall sowohl die QT- als auch die frequenzkorrigierte QTc-Zeit bei
niedrigen Herzfrequenzen am hochsten war, erschien es uns sinnvoll, eine
moglicherweise durch die Mitchellformel entstandene Uberinterpretation durch den
Vergleich mit einer anderen Formel auszuschlieBen. Dazu berechnen wir die QTc-Zeiten
neu nach der beim Menschen haufig genutzten und von Sagie et al. (1992) publizierten
Framinghamformel (QTc=QT+0,154*(100-RR)) und passten sie auf die hohe Herzfrequenz
der Maus an. Das Ergebnis ist aus Abbildung 3.13 ersichtlich:

Pannexin-1
— WT nach Mitchell
m — WT nach
E 60- Framingham
E — KO nach Mitchell
§ — KO nach
% 40+ Framingham
|_
(e}
20 . : :
200 150 100

RR Intervall (ms)

Abbildung 3.13: Vergleich der nach Mitchell und Framingham frequenzkorrigierten QTc-Zeiten beider
Pannexin-1-Genotypen

Die nach Mitchell bzw. Framingham berechneten QTc-Intervalle der Pannexin-1-Wildtypen sind nahezu
identisch- beide Geraden verlaufen dhnlich.

Die nach Framingham berechneten QTc-Zeiten erreichen bei Pannexin-1-Knock-Out-Mdusen héhere Werte,
als die nach Mitchell berechneten. Dies ist besonders bei gréfieren RR-Intervallen auffdllig.

Bei niedrigen Herzfrequenzen von Pannexin-1*/* -M3usen war die nach beiden Formeln
berechnete QTc-Zeit nahezu gleich, dementsprechend &hnlich verlaufen die
Regressionsgeraden. Bei Pannexin-1-defizienten Mausen war das nach Mitchell
frequenzkorrigierte QTc-Intervall signifikant kiirzer, als nach Framingham (p<0,0001). Bei
hoheren Herzfrequenzen verhielt es sich umgekehrt.

Trug man die QTc/QT-Relation beider Formeln gegen das jeweilige RR-Intervall auf (siehe

Abb. 3.14), war die Relation bei Pannexin-1*/* -Mausen nach beiden Formeln und die der
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Pannexin-1-defizienten Mause nach Mitchell beinahe identisch; die jeweiligen
Regressionsgeraden verlaufen parallel. Die Berechnung nach Framingham fiihrte bei

Pannexin-17- -Tieren niedrigerer Herzfrequenzen zu groReren Werten.

Pannexin-1

— KO nach Mitchell
— KO nach Framingham
— WT nach Mitchell
— WT nach Framingham

QTc/QT

150 100
RR Interval (ms)

Abbildung 3.14: Verhiltnis der QTc/QT-Quotienten beider Pannexin-1-Genotypen zu den jeweiligen RR-
Intervallen

Bei einem RR-Intervall von 100ms sind QT- und QTc-Werte identisch. QTc-Berechnungen nach der
Mitchellformel fiihren besonders bei Pannexin-1-defizienten Tieren zu niedrigeren QTc/QT-Werten, (also
kiirzeren QTc-Intervallen bei niedrigeren Herzfrequenzen).

3.3.10.2 QTc-Intervalle bei TASK-1*/* - und TASK-1"- -M3&usen

TASK-1-defiziente Mause wiesen bei einer Narkose mit Isofluran kiirzeste
frequenzkorrigierte QTc-Intervalle auf. Die QTc-Zeiten wunter Avertin® und
Pentobarbitalnarkose waren hingegen nahezu identisch (vergl. Abb.3.15).

Bei den TASK-1-Wildtypen war das Ergebnis ein anderes: Das im Durchschnitt langste
frequenzkorrigierte QTc-Intervall erreichten Mause, die mit Isofluran immobilisiert
wurden. Darauf folgten die unter Avertin® ermittelten QTc-Zeiten. Deutlich kirzere
Intervalle wiesen Mause auf, die mit Pentobarbital narkotisiert wurden. Diese Werte

waren signifikant kiirzer, als die unter Isofluran ermittelten.
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QT c-Intervalle unter verschiedenen Narkosen

*kk * *kk

Abbildung 3.15: Vergleich der QTc-Intervalle
unter verschiedenen Narkosen bei TASK-1
WT- und KO-Mausen

QTc-Intervall (ms)

Das QTc-Intervall der TASK-1-KO-Mduse ist unter Avertin®- bzw. Pentobarbitalnarkose signifikant ldnger, als
das der Wildtypen. Unter Isofluran unterscheiden sich die Intervalle beider TASK-1-Genotypen nicht

signifikant.

Trug man die QTc-Intervalle beider TASK-1-Genotypen gegen ihre jeweiligen RR-Abstande
auf und analysierte sie mittels einer linearen Regression (siehe Abb. 3.16), zeigte sich wie
auch schon bei den QT-Zeiten folgendes: Je langer die RR-Intervalle waren, desto starker

unterschieden sich die QTc-Dauern bei TASK-1*/* -und TASK-1-defizienten Mausen.
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TASK-1

QTc Intervall (ms)

) ) )
200 150 100
RR Intervall (ms)

Abbildung 3.16: Vergleich der telemetrisch ermittelten QTc-Zeiten von TASK-1 WT- und KO-Mausen in
Korrelation zu den zugehorigen RR-Intervallen

Mit steigender RR-Intervall-Ldnge vergréfSert sich der Unterschied der QTc-Zeiten zwischen beiden TASK-1-
Genotypen.

Weil in unserem Fall, anlog zu den Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Mausen, sowohl die
QT- als auch die frequenzkorrigierte QTc-Zeit bei niedrigen Herzfrequenzen am hochsten
war, erschien es uns sinnvoll, eine durch die Mitchellformel entstandene
Uberinterpretation durch den Vergleich mit einer anderen Formel auszuschlieRen. Dazu
berechneten wir die QTc-Zeiten neu nach der beim Menschen haufig genutzten, von Sagie
et al. (1992) publizierten Framinghamformel. Das Ergebnis ist aus Abbildung 3.17
ersichtlich: Bei niedrigen Herzfrequenzen von TASK-1*/* -M3usen ist das nach Mitchell
frequenzkorrigierte QTc-Intervall kiirzer, als nach Framingham (p<0,001). Bei hoheren
Herzfrequenzen verhilt es sich umgekehrt. Beides ist bei TASK-1-defizienten Tieren noch
deutlicher; hier findet eine noch starkere QTc-Verlangerung bei niedrigen Herzfrequenzen

statt (Petric et al., 2012).
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TASK-1
80- _
— KO nach Mitchell

m — KO nach Framingham
£ ool — WT nach Mitchell
§ — WT nach Framingham
g
[ =
S 401
|—
(e}

20

1 1 1
200 150 100
RR Intervall (ms)

Abbildung 3.17: Vergleich der nach Mitchell und Framingham frequenzkorrigierten QTc-Zeiten der TASK-1
WT- und KO-Mause

Bei léingeren RR-Intervallen sind die nach Framingham berechneten QTc-Intervalle sowohl bei TASK-1-
Wildtypen, als auch bei TASK-1-Knock-Out-Tieren gréfSer, als die nach Mitchell berechneten. Der Unterschied
ist bei TASK-17- -Mdusen signifikant.

Trug man die QTc/QT-Relation beider Formeln gegen das jeweilige RR-Intervall auf (siehe
Abb. 3.18), war die Relation bei TASK-17- -M&usen und niedrigen Herzfrequenzen am

kleinsten, wenn die QTc-Zeit nach Mitchell berechnet wurde (siehe Petric et al., 2012).

TASK-1** (QTc Mitchell)
TASK-1*"* (QTc Framingham)
TASK-17" (QTc Mitchel)
TASK-17" (QTe Framingham)

200 150 100

RR Intervall (ms)

Abbildung 3.18: Verhiltnis der QTc/QT-Quotienten beider TASK-1-Genotypen zu den jeweiligen RR-
Intervallen
Modifiziert nach Petric et al., 2012
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Bei einem RR-Intervall von 100ms sind QT- und QTc-Werte identisch. QTc-Berechnungen nach der
Mitchellformel fiihren bei beiden Genotypen zu niedrigeren QTc/QT-Werten, (also kiirzeren QTc-Intervallen
bei niedrigeren Herzfrequenzen).

3.3.11 EKG-Veranderungen nach Isoprenalinstimulation unter Avertin®-Narkose

3.3.11.1 Verdnderungen bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Mausen

Erwartungsgemal stieg die Herzfrequenz der jeweils 6 Pannexin-1 WT- und KO-Mause
nach Isoprenalingabe deutlich an. Wahrend sich das QT-Intervall der Pannexin-1*/*-M3use
unter Isoprenalin nicht veranderte, nahm es bei Pannexin-1-defizienten Mausen sogar
statistisch auffallend kleinere Werte an (siehe Tab. 13 und 14). Im Gegensatz dazu gab es
beim frequenzkorrigierten QTc-Intervall bei beiden Genotypen keine Veranderungen nach

Alupent®(Wirkstoff: Isoprenalin).

Tabelle 13: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der Pannexin-1*/* -Méuse vor und nach Isoprenalin

EKG-Werte nach
Isoprenalin unter
Avertinnarkose

457 +39 517+19 **¥p < 0,0001
132+10 1164 ***p < 0,0001
42+4 40+7 n.s.
3614 37t6 n.s.
6 6

Tabelle 14: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der Pannexin-17--Méuse vor und nach Isoprenalin

EKG-Werte nach
Isoprenalin unter
Avertinnarkose

478 + 54 550 + 34 **%p < 0,0001
127+15 110+ 7 **%p < 0,0001
56+5 53+6 *p = 0,01
50+4 51%5 n.s.
6 6

Verglich man beide Pannexin-1-Genotypen miteinander, zeigten sie vor Isoprenalin

dhnliche Herzfrequenzen. Allerdings unterschieden sie sich bedeutend in der Lange ihrer
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QT- und QTc-Intervalle: Beide sind bei Pannexin-17- -Tieren hochsignifikant linger (siehe

Tab. 15).

Tabelle 15: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider Pannexin-1-Genotypen vor Isoprenalin

EKG-Werte
vor Isoprenalin
unter
Avertinnarkose

132 +10 127 +15 n.s.

457 +39 478 +54 n.s.
424 56+5 **¥p < 0,0001
3614 50+4 ***p <0,0001

6 6

Nach der Injektion des Alupents® stiegen die Herzfrequenzen der Pannexin-1-defizienten
Mause deutlich hoher an, als die ihrer Wildtypwurfgeschwister (siehe Tab. 16). Der
Unterschied ihrer durchschnittlichen RR-Abstande und Herzfrequenzen ist statistisch
hochsignifikant. Bezlglich der QT- und QTc-Zeiten bringt das Isoprenalin keine
Verinderung: Beide Intervalle bleiben bei Pannexin-17- -M&usen deutlich verlingert.
Allerdings werden die QT-Zeiten unter Isoprenalin bei beiden Genotypen tendenziell eher
etwas kiirzer, wahrend die frequenzkorrigierten QTc-Werte beinahe identisch bleiben

(siehe Tab. 15 und 16).

Tabelle 16: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider Pannexin-1-Genotypen nach Isoprenalin

EKG-Werte
nach Isoprenalin
unter
Avertinnarkose

116+ 4 110+7 *¥%p < 0,0001

517 +19 550 + 34 *¥%p < 0,0001

407 53+6 *¥%p < 0,0001

376 51+5 *#%p < 0,0001
6 6
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3.3.11.2 Verianderungen bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -M&usen

Auch bei den TASK-1 WT- und KO-Mausen stieg die Herzfrequenz nach Injektion des
Isoprenalin signifikant an (siehe Tabellen 17 und 18). Die QT- und QTc-Intervalle nahmen
bei TASK-1** -M&usen vor und nach Isoprenalin in etwa gleiche Werte an (siehe Tab. 17),
wahrend beide sich bei TASK-1-defizienten Tieren unter Alupent® deutlich und statistisch

auffallig verkirzten (siehe Tab. 18).

Tabelle 17: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der TASK-1*/* -Méuse vor und nach Isoprenalin

EKG-Werte unter
Avertinnarkose

465 + 39 528 + 20 ***p < 0,0001
130+ 11 114+ 4 ***p <0,0001
44 +5 42 +6 n.s.
386 3916 n.s.
72 79

Tabelle 18: Herzfrequenzen und QT-Intervalle der TASK-17- -Mduse vor und nach Isoprenalin

EKG-Werte unter
Avertinnarkose

444 £ 41 504 +37  |***p<0,0001
137 + 14 1209  [***p<0,0001
61+8 54+5 *xxp < 0,0001
52+5 49+4 **p = 0,002
40 43

Beim Vergleich der Genotypen untereinander fiel auf, dass TASK-1-defiziente Maduse vor
Isoprenalin bereits eine bedeutend héhere Herzfrequenz besaRen, als ihre TASK-1*/* -
Geschwister (siehe Tab. 19). Unter Alupent® wurde der Unterschied noch deutlicher
(siehe Tab. 20). QT- und frequenzkorrigierte QTc-Intervalle nahmen bei TASK-17- -M&usen

vor und nach Isoprenalin signifikant hohere Werte ein (siehe Tabellen 19 und 20).
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Tabelle 19: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider TASK-1-Genotypen vor Isoprenalin

EKG-Werte vor
Isoprenalin unter
Avertinnarkose

130+ 11

13714

**p = 0,006

465 + 39 444 £ 41 **p = 0,009
44 £ 5 6118 ***p <0,0001
386 52+5 ***p < 0,0001

72 40

Tabelle 20: Herzfrequenzen und QT-Intervalle beider TASK-1-Genotypen nach Isoprenalin

EKG-Werte nach
Isoprenalin unter
Avertinnarkose

114 £ 4 120+9  [***p < 0,0001
528 + 20 504 +37  [***p<0,0001
42+6 54+5 **%p < 0,0001
396 49 + 4 *+%p < 0,0001
79 43
TASK-1
']
— L]
[72]
£
- *%k%
5 i
c
)
£
OTASK-1"*
W TASK-17"
QT QTc QT QTc

nach Isoprenalin

vor Isoprenalin

Abbildung 3.19: Vergleich der QT- und QTc-Intervalle von TASK-1 WT- und KO-Ma&usen vor und nach
Isoprenalin

Modlifiziert nach Petric et al., 2012
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3.4 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) am Mauseherzen

3.4.1 AV-Messung bei Pannexin-1- und TASK-1- WT- und KO-Mausen

Die Messung der AH-, HV- und AV- Intervalle ergab weder bei Pannexin-1*/* - und
Pannexin-17--M4&usen, noch bei TASK-1*/* - und TASK-17- -Mausen Unterschiede zwischen

beiden Genoytpen (Petric et al., 2012; Petric et al., 2016).

3.4.2 Ermittlung der Reizschwelle

Bis auf wenige Ausnahmen fand sowohl bei TASK-1 WT- und KO- Mausen, als auch bei
Pannexin-1 WT- und KO-Mausen die Stimulation mit der doppelten Reizschwelle statt. In
den seltenen Fallen, in denen diese erfolglos tGberschritten wurden, war es sinnvoll, als
erstes die Katheterposition mittels verschiedener intrakardialer Signale zu Uberprifen-

und nicht sofort den elektrischen Impuls weiter zu erhéhen.

3.4.3 Stimulation nach Protokoll (siehe Anhang)

Obgleich alle elektrophysiologischen Untersuchungen nach dem gleichen Protokoll
abliefen, war es nicht moglich, jeden einzelne Punkt pro Maus zu analysieren. Dies lag
daran, dass die spontane Herzfrequenz mancher Tiere hoher war, als die stimulierte
Frequenz und somit kein Capture, also keine Ubernahme der stimulierten Frequenz,
ermoglichte. So erklart sich die unterschiedliche n-Zahl der einzelnen

Untersuchungsunterpunkte bei Pannexin-1- und TASK-1-Mdusen beider Genotypen.
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3.4.4 Ergebnisse der EPU bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -M&usen

Die bei der EPU ermittelten Werte unterschieden sich zwischen beiden Pannexin-1-

Genotypen nicht (siehe Tab. 21).

Tabelle 21: Bei der EPU ermittelte Werte von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen

786 7 807 6 n.s.
148 + 24 4 164 £ 17 6 n.s.
52+9 3 54t6 4 n.s.
529 6 48 + 10 4 n.s.
59+8 7 55+ 10 5 n.s.
47 +3 3 52+7 3 n.s.
48 £ 7 5 47 £ 11 4 n.s.
52+8 5 49+ 12 5 n.s.
56 £ 12 4 50+ 11 4 n.s.
51+10 4 50+ 12 4 n.s.
53+9 4 47+9 6 n.s.
44 + 28 7 61 £ 50 6 n.s.
130+ 33 7 153 + 39 6 n.s.

3.4.5 Ergebnisse der EPU bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -M&usen

Bei TASK-1 WT- und KO-Mausen waren die gemessenen Zeiten ebenfalls sehr dhnlich;
lediglich die SNRT unterschied sich signifikant zwischen beiden Genotypen (siehe Tabelle
22). Sie war bei den TASK-1-Wildtypen deutlich langer.
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Tabelle 22: Bei der EPU ermittelte Werte von TASK-1 WT- und KO-Mdusen

8117 81+6
179 £33 15 156 £ 23 12 *p=0,04
57+11 9 55+7 7 n.s.
56110 14 55+8 11 n.s.

629 14 57+10 11 n.s.
50+12 10 54 +6 5 n.s.
50+ 10 14 51+9 10 n.s.
54 +10 14 51+9 10 n.s.
6217 9 55+7 5 n.s.
57+15 12 59+7 6 n.s.
58 £ 16 12 58+7 8 n.s.
44 + 22 15 40+ 14 10 n.s.
133+ 14 15 122 +£17 12 n.s.

3.4.6 Atriale und ventrikuldre Burststimulation

Wahrend der hochfrequenten Burststimulationen, bei denen der Ventrikel oder Vorhof 5s
lang mit jeweils 50 bis 10ms Abstand erregt wurde, traten Rhythmusstérungen wie
Tachykardien auf. Aufgrund der hohen Frequenz fiihrte nicht jeder Stimulationsimpuls zu
einer Myokardantwort, sondern fiel in die relative Refraktarperiode und hatte so eine

potentiell arrhythmieauslésende Wirkung.

3.4.7 Ergebnisse der Burststimulation bei Pannexin-1*/* -und Pannexin-17- -Mausen

Bei 7 von 8 untersuchten Pannexin-1-defizienten Tieren konnte unter unseren
experimentellen Bedingungen nach atrialer Burststimulation mehrfach ein selbst

limitierendes Vorhofflimmern ausgeldst werden. Es war in allen Fallen reproduzierbar.
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Oberfldchen-EKG

e A e e A A Py A yM—~ Intrakardiales EKG

Abbildung 3.20: Beispiel fiir eine AV-Dissoziation bei einer Pannexin-1-defizienten Maus

Im Gegensatz dazu konnte bei keiner einzigen der 7 untersuchten Pannexin-1*/* -M&use
ein Vorhofflimmern induziert werden. In der Regel war das Flimmern oder Flattern klar

vom Ubergang in einen Sinusrhythmus abzugrenzen (vgl. Abbildung 3.21).

l ab hier Sinusrhythmus

Y,

Burst 20ms = ——— J

> \/VT

Abbildung 3.21: Beispiel fiir eine ventrikuldare Tachykardie einer Pannexin-1-defizienten Maus
nach einem ventrikuldren Burst bei 20ms

l Beginn Sinusrhythmus

Abbildung 3.22: Beispiel fiir eine atriale Tachykardie bei einer Pannexin-1-defizienten Maus nach einem
atrialen Burst bei 10ms

Im Durchschnitt trat die Vorhoftachykardie bei jeder der 7 Arrhythmien zeigenden
Pannexin-17- -Mause 6 Mal auf, wobei jeder der 5 Bursts 2 Mal vor und 2 Mal nach der
Isoprenalininjektion durchgefiihrt wurde.

Alle Mause kehrten spontan wieder zu ihrem eigenen Rhythmus zurtick.
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Tabelle 23: Vorkommen von AV-Dissoziationen und atrialen Tachyarrhythmien bei Pannexin-1 WT- und

KO-Mdiusen
Pannexin-1"*| Pannexin-17" | Pannexin-1** Pannexin-17"

0 1 0 9
0 1 0 7
0 1 0 9
1 1 0 0
0 1 0 4
0 1 0 8
0 1 0 3

1 8

*= qualitativer Wert

Das Vorhofflattern oder -Flimmern umfasste jeweils unterschiedliche Zeitdauern und maf

im kirzesten Fall 0,15s, im langsten dagegen ganze 12,4s. Die durchschnittliche Dauer

betrug 2,7s.
—
Oberfldchen-EKG
Burst 30ms ——
M WM/‘JWWHA Intrakardiales EKG
L 5

Abbildung 3.23: Atriale Tachyarrhythmie nach einem atrialen Burst mit 30ms bei einer Pannexin-1-
defizienten Maus

Zwei Drittel aller Tachyarrhythmien traten dabei direkt im Anschluss an einen atrialen

Burst auf, nur eine einzige nach atrialem Burst unter Isoprenalin (siehe Abb. 3.24).
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Auftreten von atrialen Tachyarrhythmien in
Abhangigkeit von der Art der Stimulation

B nach atrialem Burst (67%)

M nach ventrikuldrem Burst
unter Isoprenalin (21%)

M nach ventrikuldrem Burst
(10%)

M nach atrialem Burst unter
Isoprenalin (2%)

Abbildung 3.24: Auftreten von atrialen Tachyarrhythmien nach verschiedenen Bursts bei Pannexin-17- -
Mausen

Was die Haufigkeitsverteilung der einzelnen Tachykardien betraf, so zeigte sich ein klares
Bild: Je kirzer die stimulierten Zykluslangen, desto haufiger traten Tachyarrhythmien auf.
So zeigten sich Gber die Halfte aller atrialen Tachyarrhythmien bei der hochfrequentesten

Burststimulation mit 10ms, halb so viele nur noch bei 20ms (siehe Abb. 3.25).

Auftreten von atrialen Tachyarrhythmien
in Abhangigkeit von der
Stimulationsfrequenz des Bursts

M nach Burst mit 10 ms
(54%)

M nach Burst mit 20 ms
(27%)

™ nach Burst mit 30 ms
(15%)

M nach Burst mit 40 ms (4%)

Abbildung 3.25: Auftreten von atrialen Tachyarrhythmien bei Pannexin-17/- -M&usen nach Bursts
verschiedener Stimulationsfrequenzen
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Am haufigsten trat ein Vorhofflimmern bei Pannexin-1-defizienten Mausen nach atrialem
Burst von 10ms ohne Isoprenalingabe auf.
Zu ventrikuldaren Extrasystolen und héhergradigen ventrikularen Herzrhythmusstorungen

nach Burststimulationen kam es bei beiden Genotypen selten (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Rhythmusstérungen nach Burststimulationen bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen

VES 1/1* 1/1* n.s.
Couplet und Triplet 1/1%* 3/3* n.s.
VT 0/0* 6/3* n.s.
AT 0/0* 48/7*
Anzahl (n) 7 8

*absolute Anzahl Events/Anzahl der Tiere mit Events

3.4.8 Ergebnisse der Burststimulation bei TASK-1*/* -und TASK-1"- -Mausen

Bei Burststimulationen der TASK-1 WT- und KO-Mause zeigten sich entgegen unserer
Erwartungen keine statistischen Unterschiede zwischen beiden Genotypen. So traten bei
TASK-1*/*-M&usen und ihren TASK-1-defizienten Wurfgeschwistern etwa gleich haufig
ventrikuldre Extrasystolen, Couplets und Triplets, sowie ventrikuldare Tachykardien auf

(siehe Tabelle 25). Keine einzige TASK-17- -Maus zeigte hingegen eine atriale Tachykardie.

Tabelle 25: Rhythmusstérungen nach Burststimulationen bei TASK-1 WT- und KO-Méiusen

- TASK-1*/*| TASK-17" | Signifikanz
VES 10/4* 11/4* n.s.
Couplet und Triplet 6/3* 7/3* n.s.
VT 3/2* 4/3* n.s.
AT 3/3* 0/0* n.s.
Anzahl (n) 16 12

* absolute Anzahl der Ereignisse/Anzahl der Tiere mit Ereignissen

Tabelle modifiziert nach Petric et al., 2012
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Bei beiden TASK-1-Genotypen waren AV-Dissoziationen zu finden. Zwar kamen sie bei
TASK-1-defizienten Mausen etwas haufiger vor (im Schnitt 4,2 pro Maus; bei TASK-1*/* -
Mausen hingegen nur 2,3 pro Tier), laut Statistik lag aber kein signifikanter Unterschied

vor (siehe Tabelle 26).

Tabelle 26: Auftreten von AV-Dissoziationen bei TASK-1 WT- und KO-Mdusen

09%1 2,1+3 n.s.
Anzahl (n) 16 12

3.5 Telemetrische EKG-Ableitungen bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17" -

Mausen

3.5.1 Auffilligkeiten im 24-Stunden-EKG

Wie bereits unter 3.5.4 erwdhnt, zeigten die 10 Pannexin-1-defizienten Mause im
telemetrisch abgeleiteten EKG signifikant langere QT- und frequenzkorrigierte QTc-
Intervalle, als ihre 12 Wildtypwurfgeschwister. Diesem Ergebnis lagen EKG-Abschnitte aus
der Tagphase des Langzeit-EKGs, der Ruhephase der Tiere, zugrunde. Neben unserer
manuellen Auswertung einzelner Herzschlage berechnete das Computerprogramm die
durchschnittliche Herzfrequenz der Mause (iber die gesamten 24h. Diese lag wahrend des
gesamten Langzeit-EKGs zwischen 510 und 560 Schlagen pro Minute. Dabei erreichten die

Tiere tagsliber erwartungsgemal niedrigere Frequenzen, als in ihrer aktiven Nachtphase.
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Tabelle 27: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen

492 + 67
535+ 60 12
514 + 66 24

530+ 84
585+78 10 n.s.
558 +84 20 n.s.

Weiterhin waren das Auftreten der bereits erwdahnten AV-Dissoziationen und der AV-
Blocke von Bedeutung: Letztere traten im Langzeit-EKG zwar bei beiden Genotypen auf,
hauften sich aber bei Pannexin-1-defizienten Mausen und flhrten zu einer statistischen

Signifikanz (siehe Tabelle 28).

Letzter Stimulus Atrium (A) A

Ventrikel (V) \Y

Abbildung 3.26: Beispiel fiir einen AV-Block Il direkt im Anschluss an eine Burststimulation
Auf den ersten spontanen Vorhofimpuls nach der Stimulation folgt kein Kammerimpuls. Stattdessen kommt

es zu einer erneuten Vorhofaktion, auf die eine Kammerkontraktion folgt- und damit beginnt wieder ein
Sinusrhythmus.

Tabelle 28: AV-Blécke bei Pannexin-1 WT- und KO-Méiusen im 24-Stunden-EKG

Tag 2,3+0,6 10+4,4 n.s.
Nacht 1,1+0,3 8,9+3,5 *p =0,02
24 h 3,4+0,8 189+7,8 *p = 0,05
Anzahl (n) 11 10

Im gesamten Langzeit-EKG z3hlten wir bei Pannexin-1*/* -Mausen 37 AV-Blécke, wihrend

in der gleichen Zeit bei den Pannexin-17/- -Tieren 189 auftraten.
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Beide Pannexin-1-Genotypen zeigten im Langzeit-EKG gleich viele ventrikulare

Extrasystolen (siehe Tabelle 29).

Tabelle 29: Durchschnittliches Auftreten von VES bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdéusen im Langzeit-EKG

Tag 0,5+0,2 1,2+0,7 n.s.

Nacht 0,6+0,2 1,4+0,7 n.s.

24 h 1,2+0,4 2,7+1,3 n.s.
Anzahl (n) 11 9

3.5.2 Schwimmversuche

3.5.2.1 Herzfrequenzen vor, wiahrend und nach dem Schwimmen

ErwartungsgemalR kam es bei beiden Pannexin-1-Genotypen wahrend der aktiven
Schwimmbewegungen zu einem signifikanten Herzfrequenzanstieg im Vergleich zur
Ruhefrequenz (siehe Tab. 30). Die mittlere Herzfrequenz der Pannexin-1-defizienten-
Mause unterschied sich weder vor, noch wahrend des Schwimmens, oder in der

Erholungsphase von Pannexin-1*/* -Tieren (siehe Tab. 36).

Tabelle 30: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Méusen vor und
wdhrend des Schwimmens

Pannexin-1 */* 623 + 114 778438 | n=13 | *p=0,013
Pannexin-1 7 694 + 87 792 +15 n=7 |***p<0,0001

3.5.2.2 Rhythmusstérungen wahrend des Schwimmens

Wahrend der korperlichen Belastung beim Schwimmen traten bei beiden Pannexin-1-
Genotypen gleichermaBen vereinzelt AV-Blocke auf. Extrasystolen waren bei beiden
Genotypen kaum zu finden. In beiden Fallen gab es keine statistisch signifikanten

Unterschiede.
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3.5.3 Laufbandversuch | ohne Steigung

Statistisch gesehen ergaben sich zwischen Mausegewichten, gelaufener Distanz und
erreichter Endgeschwindigkeit keine Differenzen zwischen Pannexin-1-Wildtypen und -

Knock-Out-Ma&usen (siehe Tabelle 31).

Tabelle 31: Ergebnisse des Laufbandversuches I bei Pannexin-1 WT- und KO-Médiusen

Laufbandversuch 1

261 32+8
7,2+0,3 6,2+1,5 n.s.
360 + 37 377 + 38 n.s.
18+3 18+2 n.s
7 7

3.5.3.1 Herzfrequenzen vor, wiahrend und nach dem Laufen

In der Eingewohnungsphase auf dem Laufband erreichten Pannexin-1-defiziente Mause
signifikant hohere mittlere Herzfrequenzen, als ihre Wildtypwurfgeschwister. Wahrend
der korperlichen Betatigung stieg die mittlere Herzfrequenz beider Pannexin-1-
Genotypen wie erwartet deutlich an (siehe Tab. 32) und unterschied sich, wie auch in der

Erholungsphase, bei beiden Genotypen nicht (siehe Tab. 36).
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Tabelle 32: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen vor und
wdhrend des Laufbandversuches ohne Steigung

Pannexin-1 */* 669+ 90 809 + 12 n=7 **p =0,004
Pannexin-1 7" 753 £ 39 790 £ 15 n=7 **p =0,003

3.5.3.2 Rhythmusstérungen wahrend des Laufens auf dem Laufband ohne Steigung

Wahrend des Laufens auf dem geraden Laufband traten bei Pannexin-1-Wildtypen und

ihren Pannexin-17- -Geschwistern weder AV-Blécke, noch Extrasystolen auf.

3.5.4 Laufbandergometrie Il mit Steigung

Auch das zweite Laufbandprotokoll, welches durch den Einbau von Steigungen eine
Erweiterung des ersten Protokolles darstellt, wurde von beiden Mausgruppen gleich gut
gemeistert: So unterschieden sich weder die gelaufene Distanz, noch die
Endgeschwindigkeit zwischen Pannexin-17- Miusen und ihren Wildtypwurfgeschwistern

(siehe Tab. 33).

Tabelle 33: Ergebnisse des Laufbandversuches Il bei Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen

Laufbandversuch Il

259 £ 25

252 + 27

15+2 15+2 n.s.

7 7
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Da das Laufbandprotokoll mit Steigung nur wenige Tage nach dem ersten
Laufbandversuch durchgefiihrt wurde, waren keine groflen Verdanderungen beziglich
Mausegewichten und Transmittergewichten in Relation zu Mausegewichten zu erwarten.

Demnach waren die Startbedingungen identisch.

3.5.4.1 Herzfrequenzen vor, wahrend und nach dem Laufband Il mit Steigung

Erwartungsgemal fihrte auch die Ergometrie auf dem Laufband mit Steigung bei beiden
Pannexin-1-Genotypen zu einem signifikanten Anstieg der Herzfrequenz im Vergleich zur
Ruhefrequenz vor dem Laufen (siehe Tab. 34). Die durchschnittlichen Herzfrequenzen vor
und wahrend des Laufens, sowie in der Erholungsphase waren bei Pannexin-1*/* - und

Pannexin-17--Mausen gleich (siehe Tab. 36).

Tabelle 34: Telemetrisch ermittelte Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen vor und
wdhrend des Laufbandversuches mit Steigung

Pannexin-1 */* 723 + 54 802 + 16 n=7 **p = 0,004
Pannexin-1 7 758 + 11 790 + 10 n=7 | ***p<0,0001

3.5.4.2 Rhythmusstorungen wahrend des Laufens auf dem Laufband mit Steigung

Weder bei Pannexin-1-Wildtypen, noch bei Pannexin-1-defizienten Mausen kam es
wahrend der korperlichen Belastung auf dem Laufband mit integrierter Steigung zu

Herzrhythmusstorungen.

3.5.5 Vergleich der Ergebnisse beider Laufbandprotokolle

Beim Vergleich beider Protokolle zeigte sich wie erwartet, dass die korperlich vermutlich
weniger anstrengende Ergometrie auf dem Laufband | ohne Steigung bei beiden
Pannexin-1-Genotypen zu deutlich hoheren Enddistanzen und —Geschwindigkeiten fiihrte

(siehe Tab 35).
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Tabelle 35: Vergleich beider Laufbandversuche beziiglich gelaufener Distanz und Endgeschwindigkeit

Vergleich der
Laufbandprotokolle

360 + 97 259 + 65 **p = 0,007 377 +£101 252+71 n.s.
18+3 15+2 *p =0,02 18+2 15+2 *p=0,04
7 7 7 7

3.5.5.1 Vergleich der mittleren Herzfrequenzen vor, wahrend und nach allen
Belastungsuntersuchungen

Verglich man die Herzfrequenzen bei den einzelnen Belastungsversuchen miteinander,
zeigten beide Pannexin-1-Genotypen vor den Schwimmversuchen signifikant niedrigere

Werte, als vor beiden Laufbandversuchen (siehe Tabelle 36).

Tabelle 36: Durchschnittliche Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen vor dem Schwimmen und der
Laufbandergometrie

Pannexin-l"/+ 669 + 90 723 +54 n.s.
Pannexin-17" 753+39 758 +11 n.s.
Pannexin-1*/* 669 + 90 623 + 108 n.s.
Pannexin-17" 753 +39 685 + 82 n.s.
Pannexin-1*"* 723+54 623 + 108 *p=0,04
Pannexin-1" 758+ 11 685 + 82 *p=0,04

Wahrend des Schwimmens blieb die durchschnittliche Herzfrequenz beider Pannexin-1-
Genotypen unter der bei den Laufbandversuchen erreichten. Die maximale Herzfrequenz

war bei beiden Laufbandprotokollen gleich (siehe Tabelle 38).
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Tabelle 37: Durchschnittliche Herzfrequenzen von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen wdhrend des
Schwimmens und der Laufbandergometrie

Pannexin-1** 782+12 782 +23 n.s.
Pannexin-17" 776 +17 777 £12 n.s.
Pannexin-1"" | 782%12 728451 *p=0,01
Pannexin-1"" 776+ 17 725451 *p=0,04
Pannexin-1*"* 782+23 728 +51 *p=0,02
Pannexin-1"" 777 +17 725+51 *p=0,04

3.5.5.2 Vergleich maximaler Herzfrequenzen wahrend korperlicher Belastung

Beide Pannexin-1-Genotypen erreichten wahrend korperlicher Belastung beim
Schwimmen, oder Laufbandlaufen dhnliche maximale Herzfrequenzen. Lediglich wahrend
der Bewaltigung des Laufbandes ohne Steigung zeigte sich ein Unterschied- so waren die
maximalen Herzfrequenzen der Pannexin-1-defizienten Tiere hier signifikant hoher, als

die ihrer Wildtypwurfgeschwister (siehe Tabellen 38 und 39).

Tabelle 38: Maximal erreichte Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen wéhrend des Schwimmens
und der Laufbandergometrie

774 + 37 792 £ 15 6 n.s.
809 *+ 12 7 790 £ 15 6 *p =0,024
802 £ 16 7 790 + 10 6 n.s.
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Pannexin-1*/*

809 +12

802+ 16

n.s.

Pannexin-l'/ )

Pannexin-1*/*

790 £ 15

809 +12

790+ 10

774 + 37

n.s.

p=0,03

Pannexin-1 -

Pannexin-1*/*

790 £ 15

802 £ 16

792 £15

774 + 37

n.s.

n.s.

Pannexin-1 -

790 £ 10

792 £15

n.s.
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Tabelle 39: Maximal erreichte Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen bei allen Belastungsformen

Vergleicht man die maximal erreichten Herzfrequenzen aller Belastungsversuche, zeigt
sich lediglich ein statistisch auffallender Unterschied: So erreichen Pannexin-1*/* -Mause
auf dem Laufband ohne Steigung deutlich héhere maximale Herzfrequenzen, als beim

Schwimmen (siehe Tabelle 39).

3.5.5.3 Vergleich der Herzfrequenzen von Pannexin-1*/* und Pannexin-17- -Mausen in
der Erholungsphase

Tabelle 40: Mittlere Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen in der Erholungsphase aller
Belastungsformen

Pannexin-1 */*

741 £ 56

679 £ 115

n.s.

Pannexin-1 I

+/+

Pannexin-1

686 £ 52

741 £ 56

687 +£77

729 £ 26

n.s.

n.s.

Pannexin-1 i

Pannexin-1 */*

686 £ 52

679 + 115

711 +42

729+ 26

n.s.

n.s.

Pannexin-1 I

687 £ 77

711 +42

n.s.
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In der Erholungsphase unterschieden sich die Herzfrequenzen beider Pannexin-1-

Genotypen bei allen drei Belastungsformen nicht signifikant voneinander(siehe Tab. 40).

Tabelle 41: Uberblick iiber die Herzfrequenzentwicklung vor und nach kérperlicher Betiitigung bei beiden
Pannexin-1-Genotypen

Vor 629+ 101 650 + 98 13 7 n.s.
Wahrend 728 + 51 72551 13 7 n.s.
Danach 729 + 26 711+42 13 7 n.s.
Vor 669 + 90 753 +39 7 7 | *p=0,04
Wahrend 782 +12 776 £+ 17 7 6 n.s.
Danach 741 + 56 686 + 52 7 7 n.s.
Vor 723 +54 758 + 11 7 7 n.s.
Wahrend 782 +23 777 £ 12 7 6 n.s.
Danach 679 + 115 687 + 77 7 7 n.s.

3.6 Echokardiographie bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -M&usen

Da nicht bei jeder Maus alle Einzelmessungen auszuwerten waren, weicht die Anzahl der

Werte verschiedener Parameter voneinander ab (siehe Tab. 42).
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Tabelle 42: Echokardiographisch ermittelte Messwerte von Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen

Echokardiographie

0,54+0,14 14 0,58 + 0,13 11 n.s.
0,59 + 0,15 14 0,62 +0,15 12 n.s.
4,01 + 0,45 14 4,27 £0,62 12 n.s.
2,87 +0,53 14 2,89+ 0,62 12 n.s.
0,62 +0,15 14 0,63 +0,19 12 n.s.
0,74 0,23 14 0,80 £ 0,24 12 n.s.

29,0+ 8,8 13 32,6+9,2 12 n.s.
65,5+ 9,6 11 65,9+ 11,4 9 n.s.
20,3 +3,2 11 17,7+ 4,0 9 n.s.
54,0 + 16,2 12 51,9 +18,9 13 n.s.
46,6 + 10,2 10 41,0 + 10,7 10 n.s.
69,4 + 15,2 13 65,6 + 19,0 10 n.s.
24,7+8,8 10 26,2+ 12,4 9 n.s.
79,9 + 25,8 13 92,2 +20,5 11 n.s.
63,9+ 20,6 13 73,8 + 16,4 11 n.s.
517,8+94,6 10 478,0 +100,9 10 n.s.
545,2 £211,6 10 558,2 + 121 8 n.s.

Das Ergebnis der Herzultraschalluntersuchung zeigte zwischen beiden Pannexin-1-
Genotypen weder strukturelle Unterschiede im Herzaufbau, noch in seiner Verkiirzungs-
und Ejektionsfraktion, oder der errechneten linksventrikuldaren Herzmasse. Alle
Messparameter waren zwischen den beiden Genotypen nicht signifikant unterschiedlich.

Wahrend der Untersuchung kam es bei keinem Tier zu Herzrhythmusstorungen. Einzig
auffdllig waren wahrend der Echokardiographie immer wiederkehrende AV-
Blockierungen- allerdings ausschlieRlich bei Pannexin-17/- -Mausen. Diese wurden bei der

EKG- und Langzeit-EKG-Analyse genauer betrachtet.
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3.7 Herzfrequenzturbulenz (HRT) bei TASK-1*/* - und TASK-17/- -M&usen

Die ventrikulare Reizschwelle lag mit 2000-2500mV &ahnlich hoch wie bei der

Elektrophysiologischen Untersuchung.

3.7.1 Vergleich des Turbulence Onset (TO) beider TASK-1-Genotypen

Das Turbulence Onset war bei TASK-1-Wildtypen innerhalb der ersten 7 Schldage nach der
Extrasystole negativ. TASK-1-defiziente Tiere dagegen erreichten im Durchschnitt bei den
ersten 7 Herzschlagen nach der ventrikuldaren Extrasystole positive TOs (siehe Tabelle 43

und Abbildung 3.27).

Tabelle 43: Mittelwerte des TO beider TASK-1-Genotypen bei allen Vorzeitigkeiten

RR;+RR, -0,34+1,5| 0,91+2,1 |**p=0,007

RR,+ RR3 -0,82+16( 0,56+1,8 |**p=0,002

RR;+ RR, -0,70£1,5( 0,29+1,3 | **p=0,004

RR,+ RRg -0,65+1,3( 0,20+1,1 | **p=0,004

RRs+ RRg -0,52+13( 0,10+1,1 | *p=0,02

RRg+ RR; -0,28+1,2 ( 0,08+1,1 n.s.
Anzahl (n) 27 31

TO (%) =TO ! - (RR2+RR.1) / (RR2+RR.1) x 100
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Graphisch dargestellt wird der Unterschied sogar noch deutlicher:

— 2 +/+
g 0O TASK-1
g | | TASK-1"
@] 0-
) L.[' I

-2

RR1/2 RR2/3 RR3/4 RR4/5 RR5/6 RR6/7

Abbildung 3.27: Vergleichende Darstellung der TO-Werte bei TASK-1 WT- und KO- Madusen
Modifiziert nach Petric et al., 2012

Wiéihrend das TO der TASK-1-Wildtypen bei allen 6. Intervallen negativ und damit physiologisch ist, zeigen
TASK-1-KO-Mduse stets positive und damit pathologische TOs.

3.7.2 Vergleich des Turbulence Slope (TS) beider TASK-1-Genotypen

Bei TASK-1 WT- und KO- Mausen war das hochste, maximale TS zwischen TS 6 und TS 7 zu

finden (siehe Tabelle 44), also zwischen dem 6. und 11. Herzschlag nach der VES.

Tabelle 44: Auftreten des positivsten TS bei TASK-1 WT- und KO-Mdusen

TS Maximum 5,9+3,3 6,6+3,3 n.s.

Anzahl (n) 29 31

Bildete man aus allen maximalen TS-Werten einen Mittelwert je Genotyp, ergab sich

zwischen TASK-1*/* - und TASK-1-defizienten Mausen kein statistischer Unterschied (siehe
Tabelle 45).

Tabelle 45: Vergleich der TS-Werte bei TASK-1-Mdusen

TS 0,55+0,61 | 0,65+0,73 n.s.

Anzahl (n) 29 31
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Untersuchungsergebnisse von Pannexin-1*/* - und

Pannexin-17- -Miusen

Unserem Wissen nach wurden Uber Mause mit einer Pannexin-1-Defizienz bisher noch

keine das Herz betreffenden Ergebnisse veroffentlicht. Unsere Untersuchungen ergeben

demnach folgende neue Erkenntnisse:

1)

2)

3)
4)

5)

4.1.1

Eine Pannexin-1-Defizienz beeinflusst nicht die anthropometrischen Daten wie
Herzgewicht, Korpergewicht und Tibialange.

Das Fehlen von Pannexin-1 fihrt zu keinen Abweichungen in der Herzmorphologie
oder Herzfunktion, wie histopathologisch bzw. echokardiographisch evaluiert
wurde.

Die Pannexin-1-Defizienz erhoht das Auftreten von AV- Blécken.

In Oberflachen- und telemetrisch abgeleiteten EKGs verldangert das Fehlen von
Pannexin-1 signifikant die QT- und QTc- Zeiten bei wachen und narkotisierten
Mausen.

Die Pannexin-1-Defizienz fiihrt nach intrakardialer Burststimulation zu

Vorhofflimmern.

Anthropometrische Daten der Pannexin-1 WT- und KO-Mause

Dass hinsichtlich der Herz- und Mausgewichte zwischen beiden Pannexin-1-Genotypen

keine Unterschiede bestehen, wurde bereits publiziert (Aller et al., 2005; Dvoriantchikova

et al.,

2012). Auch unsere, sich aus der Einberechnung der Tibialdngen ergebenden

Quotienten bestatigen, dass alle Tiere beispielsweise bei den Belastungsversuchen

gleiche Startbedingungen hatten. Samtliche Tiere waren zum Zeitpunkt ihres Todes alter

als 70 Lebenstage, sodass die Tibiaknochenldnge keinen Schwankungen mehr unterlag

(Tiemann et al., 2003). Obwohl Pannexin-1 ubiquitar in der Maus vorkommt (Barbe et al.,

2006), aulRert sich sein Fehlen also nicht erkennbar im Korper-oder Herzaufbau.
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4.1.2 Histopathologische Untersuchungen an Herzen von Pannexin-1/* - und

Pannexin-17/- -Miusen

In den letzten Jahrzehnten konnten zahlreiche Mutationen in einzelnen Genen des
Herzens als ursachlich fir Kardiomyopathien identifiziert werden. Daher wurde auch in
unseren Untersuchungen die Auswirkung des fehlenden Pannexin-1 Gens auf die
Myokardstruktur analysiert. In der Histopathologie zeigen sich bei Kardiomyopathien
beispielsweise neben Verdickungen der linken Ventrikelwdnde Disarrays und
Hypertrophien der Myozyten und Fibrosen (Alcalai et al., 2008). Besonders letztere gelten
als ein Risikofaktor fur Vorhofflimmern (Verheule et al., 2004; Olgin und Verheule, 2002).
In unseren histologischen Analysen konnten weder in den Vorhofen, noch in den
Ventrikeln Fibrosen entdeckt werden, die als Ursache fiir die atrialen Tachykardien bei
Pannexin-1-defizienten Mausen in Betracht kdmen.

Die Herzen der Pannexin-1-defizienten Mause weisen nach echokardiographischen und
histopathologischen Untersuchungen im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern demnach

keine strukturellen Veranderungen auf.

4.1.3 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) bei Pannexin-1*/* - und

Pannexin-17/- -M3usen

Die Anzahl der Mause, bei denen die jeweiligen Zeiten gemessen werden konnten, weicht
voneinander ab, was sich dadurch erklart, dass die Herzfrequenz einiger Tiere hoher ist,

als die stimulierte Frequenz.

4.1.3.1 Vergleichende Quantifizierung von AV-Blocken

Das gehaufte Auftreten von AV-Blocken 2. Grades bei Pannexin-1-defizienten Mausen
sowohl im Langzeit-EKG, als auch qualitativ bei der EPU, beweist eine verzégerte AV-
Knoten-Uberleitung und kann Ausdruck einer erhdhten Vagotonie sein. Letzteres konnte

allerdings bei der im Anschluss an unsere Versuche durchgefiihrten HRV-Analyse von
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unserer Arbeitsgruppe nicht bestatigt werden (Petric et al.,, 2016). Gleichzeitig
unterscheidet sich weder die atriale Depolarisation im Telemetrie- und Oberflachen-EKG,
noch die AV-Uberleitungszeit beider Pannexin-1-Genotypen in der EPU voneinander. Die
zeitweise auftretenden AV-Blécke weisen also eher darauf hin, dass Pannexin-1
moglicherweise eine funktionale Rolle bei der Impulsweitergabe spielt (Petric et al., 2016)
und sein Fehlen diese Weiterleitung verzogert. Ob Pannexin-1 besonders im
Reizleitungssystem exprimiert wird und seine Defizienz aus diesem Grund bei Knock-Out-
Mausen zu einer verzogerten Impulsweiterleitung fihrt, konnte aufgrund der zum
Zeitpunkt der Untersuchungen fehlenden spezifischen Antikorper nicht weiter beleuchtet
werden. So zeigten unter unseren Untersuchungsbedingungen beide Genotypen sowohl
im Western Blot, als auch der Immunfloureszenz ein Signal. Die exakten Mechanismen,
die zu einer hoheren Anzahl von AV-Blocken bei Pannexin-1-defizienten Mausen fihren,

konnen demnach noch nicht geklart werden.

4.1.3.2 Atriale Tachyarrhythmien bei Pannexin-1-defizienten Mausen

Entgegen der friiher geltenden Behauptung, beim Mauseherzen kénne aufgrund seiner
fehlenden kritischen Masse keine atriale Tachykardie ausgel6st werden (Wakimoto et al.,
2001; Garrey 1914; Janse und Rosen, 2006), gibt es mittlerweile einige Publikationen, bei
denen dies mittels transdsophagealer Stimulation gelang (vergleiche Hagendorff et al.,

1999; Verheule et al., 2004; Guasch et al., 2013).

Auch bei 7 von 8 unserer Pannexin-1-defizienten Mause und keiner einzigen Wildtypmaus
kommt es nach atrialer Burststimulation zu wiederholt auftretenden atrialen
Tachyarrhythmien. Alle konvertieren spontan wieder in den Sinusrhythmus, wie bereits in
anderen Féllen beschrieben (London, 2001).

Dies weist darauf hin, dass eine Pannexin-1-Defizienz die Disposition fir Vorhofflimmern
nach atrialer Stimulation erhoéht. Bei hoheren Herzfrequenzen, wie beispielsweise bei
korperlicher Belastung oder nach Isoprenalinstimulation, kann dagegen kein

Vorhofflimmern nachgewiesen werden. Moglicherweise wird die Funktion von Pannexin-
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1 bei hoheren Herzfrequenzen von anderen lonenkandlen zumindest teilweise

kompensiert.

Wahrend sich die atriale Tachyarrhythmie lediglich bei Pannexin-1-defizienten Mausen
zeigt, unterscheidet sich die ventrikuldare Vulnerabilitat zwischen beiden Genotypen nicht.
Pannexin-1 scheint demnach an der Reizweiterleitung im AV-Knoten beteiligt zu sein,
zudem erhoht sein Fehlen offensichtlich das Risiko einer stimulationsinduzierten atrialen

Tachayrrhythmie (Petric et al., 2016).

Beim Menschen ist Vorhofflimmern die am haufigste auftretende Arrhythmie (Chug et al.,
2014). Sie entwickelt sich zum einen oft sekundar aus anderen Krankheiten, zum anderen
gibt es aber immer mehr Hinweise auf genetische Pradispositionen. So wurden bereits
»Risikobereiche” an verschiedenen Stellen im Genom identifiziert (Christophersen und
Ellinor, 2015) und mehrere Mausmodelle fir Vorhofflimmern charakterisiert, die die
unterschiedlichen zugrunde liegenden Pathomechanismen untersuchen (Riley et al.,,
2012). Dabei ist die atriale Tachyarrhythmie lediglich eine gemeinsame klinische
Auspragung verschiedener Mutationen, die beispielsweise die lonenkanaldynamik,
Calciumhomoostase, oder die Regulation von Transkriptionsfaktoren verandern (Riley et
al., 2012).

Die elektrophysiologische Grundlage fir atriale Arrhythmien bei Kalium- oder
Natriumkanalmutationen ist eine Verkiirzung oder Verlangerung des atrialen
Aktionspotentials (Tucker und Ellinor, 2014). In unserem Fall unterscheiden sich die
atrialen Refraktdarperioden der Pannexin-1-defizienten Mause allerdings nicht von denen

ihrer Wildtypgeschwister.

Atriale Tachyarrhythmien zeigen sich ausschlieBlich bei Pannexin-1-KO-Mausen. Dass das
Fehlen eines einzelnen Gens die Suszeptibilitat fir Vorhofflimmern erhoht, wurde bereits
durch Studien mit Connexin-407- -Mausen mittels transdsophagealer atrialer

Burststimulation nachgewiesen (Hagendorff et al., 1999).

Verheule et al. (2004) konnten ebenfalls mit transdsophagealer Burststimulation bei 48%

ihrer MHC-TGFcys33ser-transgenen  Mause, einem Mausmodell mit kardialer
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Uberexpression einer aktiven Form des TGF-B1 (Details s. Nakajima et al., 2000),

Vorhofflimmern auslésen, wahrend es bei keiner einzigen Wildtypmaus gelang.

Wahrend der Langzeit-EKGs treten bei Pannexin-1-Mausen beider Genotypen keinerlei
atriale Tachyarrhythmien auf. Auch in der Literatur ist dies ebenfalls nur sehr selten oder
nie der Fall (vergl. Guasch et al., 2013); Arrhythmien kénnen aber trotzdem haufig unter
Narkose oder durch Pacingversuche verursacht werden (Guasch et al., 2013; Riley et al.,
2012). Dies bedeutet also, dass in solchen Fallen und dementsprechend auch bei unseren
Pannexin-1-defizienten Mausen zwar eine Tendenz zum Flimmern oder atrialen
Arrythmien besteht, diese aber ohne Trigger lebenslang unentdeckt bleiben kann (Riley et

al., 2012).

Als allgemeine Risikofaktoren fir Vorhofflimmern gelten neben Fibrosen (Guasch et al.,
2013; Verheule et al., 2004; Iwasaki et al., 2011) und einem lonenkanalremodelling
(Iwasaki et al., 2011), auch ein beeintrachtigter Ca ?*- Transport (Iwasaki et al., 2011), eine
atriale Dilatation und ein erhéhter Vagustonus (Guasch et al., 2013). Histopathologisch
konnten wir bei Herzen von Pannexin-1 WT- und KO-M&usen weder Fibrosen nachweisen,
noch fielen Pannexin-1-defiziente Tiere echokardiographisch durch dilatierte Herzvorhofe

auf.

Weil Pannexin-1 an der Freisetzung von Calcium aus dem ER beteiligt ist und es
gleichzeitig durch diese Freisetzung auch selbst aktiviert wird, sofern es als nonselektiver
Kationenkanal auf der Zellmembran von Kardiomyozyten exprimiert wird (Vanden Abeele
et al., 2006; Kienitz et al., 2011), kdnnte das Vorhofflimmern auch durch eine veranderte
Calciumweitergabe und Homdostase aufgrund der Pannexin-1-Defizienz hervorgerufen
werden.

Eine andere Erklarung ist folgende: Pannexin-1 konnte die fetale Herzentwicklung
beeinflussen, sodass sich durch seine Inaktivierung sekunddre Veranderungen
beispielsweise der Expression oder Funktion anderer lonenkanéle ergeben, die das Risiko
fur atriale Tachyarrhythmien erhéhen. Zum jetzigen Zeitpunkt sind die molekularen
Mechanismen, die bei Pannexin-1-defizienten Tieren zu Vorhofflimmern fiihren, noch

nicht definiert und Gegenstand zukinftiger Analysen.
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4.1.4 Echokardiographie bei Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -Mausen

Die Messergebnisse der Echokardiographie sind in guter Ubereinstimmung mit den
bislang fur C57Bl/6-Mause publizierten Daten (vergl. Kiper et al., 2013; Liu et al., 2012;
Donner et al., 2010; Rottmann et al., 2007) und unterscheiden sich auch nicht signifikant
von anderen Mausstammen (Collins et al., 2001; Yang et al., 1999).

Wie viele andere Arbeitsgruppen auch (vergl. Kiper et al., 2013; Liu et al., 2012; Donner et
al., 2010; Collins et al., 2001), nutzten wir Isofluran zur Immobilisation der Mause
wahrend der Untersuchung. Dabei ist es notig, die Untersuchung erst nach einer
Stabilisierung der Herzfrequenz bei 400-500 Schldgen pro Minute zu beginnen (Liu et al.,
2012).

Im Vergleich zu anderen Narkotika wie Avertin® oder Barbituraten, erhdlt man mit
Isofluran bei der Echokardiographie jedoch die stabilste Verkiirzungsfraktion und am
besten reproduzierbare Werte (Collins et al., 2003). Es gibt Arbeitsgruppen, die ihre Tiere
darauf trainieren, eine echokardiographische Untersuchung ohne Sedierung Uber sich
ergehen zu lassen (vergl. Rottmann et al., 2007; Yang et al., 1999). Allerdings erfordert
das viel Ubung (Collins et al., 2003), ist dadurch sehr zeitaufwidndig und wird nur sehr
selten beschrieben. Da die Echokardiographie lediglich einen kleinen Teil unserer
Untersuchungen an Pannexin-1 WT- und KO-Mdusen ausmacht und sie in der Literatur
trotz der dadurch entstehenden Verdanderungen lberwiegend unter Narkose stattfindet
(Kiper et al., 2013; Donner et al., 2010; Collins et al., 2001; Liu et al., 2012; Gardin et al.,
1995; Yang et al, 1999; Hoit et al., 1995; Pollick et al., 1995; Tanaka et al., 1996), sahen
wir davon ab, unsere Tiere zu trainieren.

Zur Berechnung der linksventrikuldren Herzmasse nutzten wir die Flachen-Langen-
Methode in der prasternalen langen Achse, die beim Menschen und der Maus zu besten
Ergebnissen fiihrt (Collins et al.,, 2001; Devereux et al., 1986). Die alternative
transthorakale 2D-M-Mode-Methode berechnet die linksventrikuldre Masse nur aus
Bildern einer Ebene und ist deshalb fehleranfalliger (Collins et al., 2001).

Alternativ l3asst sich die linksventrikuldre Herzmasse durch eine MRT- oder CT-
Untersuchung recht akkurat bestimmen (Collins et al., 2001; Collins et al., 2003;
Wiesmann et al., 2000). Das MRT ist - wie auch die Echokardiographie - eine leicht
reproduzierbare Methode (Wiesmann et al., 2000) und heute in der Humanmedizin der
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Goldstandard fiir die Messung vieler Parameter der Herzfunktion und —morphologie. Fir
die Untersuchung an Mausen ist das Vorhandensein eines MRT-Gerdts mit hoher
Feldstarke (7 Tesla) eine Grundvorraussetzung.

Da weder bei der histopathologischen, noch der echokardiographischen Untersuchung
Anhaltspunkte fir eine muskuldre Hypertrophie oder eine Funktionsstorung vorlagen,

verzichteten wir auf eine weitere Diagnostik in diesem Bereich.

4.2 Diskussion der Untersuchungsergebnisse von TASK-1*/* - und TASK-17 -

Mausen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den kardialen Phinotyp von TASK-17- -Mausen
basierend auf Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Donner et al. 2010) und unter Kenntnis

der TASK-1 Funktion an anderen Organen naher zu charakterisieren.

4.2.1 Heart Rate Turbulence bei TASK-1 WT- und KO-Mé&usen

Das Turbulence Onset der TASK-1-Wildtypen ist in den ersten 6 Herzschlagen nach der
VES stets negativ, also erhoht sich die Herzfrequenz nach einer ventrikuldren Extrasystole.
Dies entspricht dem physiologischen Muster beim Menschen (Bauer et al., 2008; Schmidt
et al.,, 1999) und beschreibt einen intakten Baroreflex. Bei TASK-1-defizienten Mausen
hingegen ist das TO durchgehend positiv; bei ihnen kommt es also nicht zu einer
Herzfrequenzerhdhung, sondern sogar zu einem initialen Herzfrequenzabfall. Nimmt man
das HRT-Muster des Menschen als Grundlage, spricht das verdnderte TO bei TASK-17 -
Mausen fiir eine reduzierte Baroreflexsensibilitdt. Die autonome kardiale Regulation ist
folglich gestort.

Dazu passt ihre herabgesetzte HRV im Langzeit-EKG (Donner et al., 2010) und auch die in
der gleichen Studie durchgefiihrte Epinephrinprovokation zeigte einen gestorten
Baroreflex. Beim isolierten Herzen an der Langendorffapparatur hingegen war die HRV
beider TASK-1-Genotypen nicht verschieden (Donner et al., 2010). Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass die herabgesetzte HRV der TASK-17-- M&use im Langzeit-EKG Folge einer

gestorten autonomen Regulation ist.
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Das Turbulence Slope beider Genotypen ist positiv und demnach physiologisch.

Noch ungeklart ist, welche Auswirkung die Narkose auf das HRT-Muster hat. Bei allen
Untersuchungen der HRT beim Menschen waren die Patienten entweder wach, oder
wurden mit Midazolam sediert (vergl. Marine et al., 2002; Schmidt et al., 1999; Watanabe
et al., 2002; Schwab et al., 2004; Lammers et al., 2006). Eine Sedation reicht allerdings bei
der Maus nicht aus, um invasive elektrophysiologische Untersuchungen durchzufiihren.
Beim einzigen Vergleich zwischen der HRT wacher und mit Isofluran sedierter Tiere (vergl.
Stockigt et al., 2014) fiel das TO bei wachen Mausen negativer aus (-2,9+4,8% statt
0,4+0,9%) und das TS etwas positiver (1,4+1,3 statt 1,0+0,4). Die Standardabweichung ist
allerdings groff und auch in diesem Fall traten spontan nur etwa 2 ventrikuldre
Extrasystolen pro Maus auf (Stockigt et al., 2014). Wie bereits erwahnt ist die Anzahl zu
niedrig, um eine Aussagekraft zu haben. Bauer et al. (2008) schreiben, dass pro Proband
mindestens 5 spontane VES analysiert werden sollten.

Es gibt bisher auRer unserer (Petric et al., 2012) nur wenige Veroffentlichungen tber die
Heart Rate Turbulence bei der Maus, sodass sich Uber Vergleichswerte zu diesem
Zeitpunkt noch nicht viel sagen lasst. Einzig Stockigt et al. (2014) publizierten Werte bei
C57BIl/6-Mausen unter Isoflurannarkose, die als Normwerte gelten sollen. Demnach
haben herzgesunde Mause ein durchschnittliches TO von 0,4+0,9% und ein TS von
1,0+0,4. Unsere Werte sind ahnlich, allerdings befanden sich unsere Mause in einer tiefen
Pentobarbitalnarkose. Zur besseren Vergleichbarkeit bedarf es weiterer Publikationen zur
HRT bei Mausen unter verschiedenen Narkosen. Stockigt et al. (2014) gehen nach ihren
Untersuchungen davon aus, dass die Werte der Maus in etwa den bereits veroffentlichten
Daten des Menschen entsprechen und zur Berechnung des TS ebenfalls 15 auf die

ventrikuldre Extrasystole folgende RR-Abstande einbezogen werden miissen.

4.2.2 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) bei TASK-1*/* - und TASK-17- -M&usen

Fir die EPU wahlten wir als Narkotikum Avertin®, weil es sich durch seine gering
kardiodepressive Wirkung auszeichnet (Patel et al., 1999; Lin et al., 2007).
Pentobarbital mieden wir, weil es durch Herabsetzen der transmurale Dispersion im

LQTS-Modell Torsades-de-pointes-Tachykardien verhindert (Shimizu et al.,, 1999).
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Isofluran konnte aufgrund seiner nachgewiesenen Aktivierung der K2P-Kanale (Patel et
al., 1999; Lesage und Lazdunski, 2000) und der auBerdem nicht ausreichenden
analgetischen Wirkung nicht verwendet werden.

Die im Rahmen der EPU gemessenen AV-Uberleitungszeiten sind bei TASK-1 WT- und KO-
Mausen gleich und entsprechen den bei C57Bl/6-Mausen ermittelten Werten in der
Literatur (vergl. Schrickel et al., 2007). Auch beziiglich des Wenckebachpunktes und
atrialer, atrio-ventrikuldrer, sowie ventrikuldrer Refraktarzeiten gibt es keine
Unterschiede zwischen beiden Genotypen und den Daten in der Literatur (vergl. Schrickel
et al., 2007).

Dazu passen die Befunde von Chandler et al. (2009), nach denen im menschlichen
Sinusknoten kaum TASK-1 mRNA existiert. In Vorhdfen und besonders den Ventrikeln des
Menschen wird es hingegen reichlich exprimiert (Limberg et al., 2011; Donner et al.,
2010; Putzke et al., 2007).

Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, dass TASK-1 mRNA in signifikanten Mengen im Atrium
und Ventrikel des Mauseherzens gefunden wird (Kim und Gnatenco, 2001; Donner et al.,
2010). Dies macht eine ausschlieBliche Expression von TASK-1 im Leitungssystem eher
unwahrscheinlich. Trotz allem ist die zellulare und raumliche Verbreitung des TASK-1-
Gens im Mauseherz noch nicht ganz geklart, denn keiner der zum Zeitpunkt der
Untersuchungen erhaltlichen TASK-1-Antikorper war spezifisch, sodass sich auch bei
TASK-1-defizienten Tieren immer ein Protein in Western Blot Analysen und der
Immunfluoreszenz nachweisen lieR (Aller et al., 2005; Donner et al., 2010; Graham et al.,
2006).

Vergleichend sei erwahnt, dass bei Decher et al. (2011) der Wenckebachpunkt durch die
Isoflurannarkose bei TASK-1-defizienten Mausen kiirzer war. Darauf postulieren sie, dass
die isofluraninduzierte Aktivierung von Iask1 die Zellen des Leitungssystems
hyperpolarisiert und dadurch die Impulsweiterleitung verlangsamt wird.

Da TASK-1 als Hintergrund-Kaliumkanal zur Stabilisierung des Aktionspotentials und der
Repolarisation beitragt und  TASK-1-defiziente = Mause eine  verlangerte
Aktionspotentialdauer, also eine verzogerte Repolarisation aufweisen (Putzke et al., 2007;
Donner et al.,, 2010; Decher et al., 2011), ware denkbar, dass bei ihnen vermehrt

Arrhythmien auftreten (Barbuti et al., 2002; Besana et al., 2004). Auch wurde bereits
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nachgewiesen, dass TASK-1 wahrend des Vorhofflimmerns hochreguliert wird (Barth et
al., 2005).

Jedoch zeigten TASK-1-Knockoutmaduse in der Vergangenheit weder in Ruhe, noch beim
Schwimmen, oder der Ergometrie eine erhohte arrhythmogene Vulnerabilitdt (Donner et
al., 2010) und auch in unseren Experimenten konnte eine Burstsimulation weder bei
TASK-1-defizienten-, noch bei TASK-1*/* - Mé&usen eine atriale Tachyarrhythmie
hervorrufen.

Dass die Stimulation aber durchaus in der Lage ist, Arrhythmien auszulésen, zeigt das

Ergebnis der elektrophysiologischen Untersuchung bei Pannexin-1-Mé&usen (siehe 3.6.7).

4.3 Diskussion der Untersuchungsergebnisse von EKG-Aufzeichnungen bei
Pannexin-1 und TASK-1 WT- und KO-Mausen

4.3.1 Herzfrequenzen unter verschiedenen Narkosen und bei wachen Mausen

Die telemetrisch ermittelten Herzfrequenzen von Pannexin-1 und TASK-1 WT- und KO-
Mausen stimmen mit in der Literatur angegebenen telemetrisch erhobenen
Herzfrequenzen von Mausen verschiedener Mausstamme (iberein (vergl. Barbee et al.,
1992; Bernstein et al., 2003; Desai et al., 1999; Fewell et al., 1997; Kaplan et al., 1994;
Kass et al., 1998; Kramer et al., 1993; Merrill et al., 1996; Palakodeti et al., 1997; Takuma
et al., 2001; Uechi et al., 1998; Weiergraber et al., 2005). Vergleichsweise langsamer, aber
trotzdem noch im physiologischen Bereich, schlagen die Herzen von Pannexin-1- und
TASK-1-Mausen beider Genotypen unter Avertin®-Narkose. Dabei entsprechen die
Herzfrequenzen den Angaben in der Literatur fir mit Avertin® narkotisierte C57BI/6-
Mause (Hart et al., 2001; Roth et al., 2002; Decher et al., 2011). Weiterhin stimmen die
bei der Pentobarbitalnarkose erreichten Herzfrequenzen der TASK-1*/* und TASK-17- -
Mause mit bereits publizierten Werten lberein (vergl. Liu et al., 2012; Yang et al., 1999).
Die Herzfrequenzen liegen unter dem physiologischen Bereich, was fiir dieses Narkotikum
bekannt ist (Yang et al., 1999). Die unter Isofluran erreichten Herzfrequenzen beider
Mausstamme sind physiologisch und decken sich mit fir C57BI/6-Mause bereits
publizierten Werten (vergl. Berry et al., 2009; Takuma et al., 2001; Roth et al., 2002).

Uberraschenderweise schlagen die Herzen der TASK-1*/* -und TASK-17/- -M&use bei der
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Isoflurannarkose schneller, als bei telemetrischer EKG-Ableitung. Dies liberrascht, denn
die Herzfrequenz narkotisierter Tiere liegt erfahrungsgemafl unter der wacher Mause
(Collins et al., 2003; Liu et al.,, 2012; Rottmann et al., 2007; Yang et al., 1999). Eine
mogliche Erklarung hierfir ist die nachgewiesene Aktivierung von TASK-1, TREK-1, TASK-3
und anderen K2P-Kandlen durch Isofluran (Patel et al., 1999; Lesage et al., 2000; Decher
et al., 2011). Werden alle K2P-Kanéle aktiviert, fallt die Inaktivierung von TASK-1 sicherlich
nicht mehr ins Gewicht. Diese konnte bei beiden TASK-1-Genotypen zu hoéheren
Herzfrequenzen fiihren, als bei wachen Mausen und unter anderen Narkosen. Eine solche
Aktivierung ist bei Pentobarbital und Avertin® nicht bekannt. Allerdings zeigen
Untersuchungen, dass eine TASK-1-Defizienz weder am Herzen, noch im Gehirn die
Expression anderer K2P-Kanale kompensatorisch erhéht (Donner et al., 2010; Aller et al.,

2005).

Uber die Tatsache, dass sich die Herzfrequenzen der Pannexin-1 WT- und KO-M3use
einzig bei der Isoflurannarkose signifikant voneinander unterscheiden, lasst sich an dieser
Stelle nur spekulieren. Moglicherweise spielt auch hier die Aktivierung von lonenkanalen
durch Isofluran eine Rolle. Alternativ konnten Unterschiede in der autonomen
Herzregulation beider Genotypen ursachlich beteiligt sein. Isofluran und Avertin®
verursachen zwar wie jede Narkose eine Kreislaufdepression (Rottmann et al., 2007),
allerdings nur in geringem Male (Collins et al., 2003; Rottmann et al., 2007; Yang et al.,
1999; Patel et al., 1999; Lin et al., 2007), weswegen sie fiir die echokardiographische bzw.

elektrophysiologische Untersuchung verwendet wurden.

TASK-17- -Mause weisen bei allen Narkosen und der telemetrischen EKG-Ableitung
(Donner et al., 2010) jeweils schnellere Herzschlage auf, als ihre Wildtypgeschwister. Dies
kann auf einen erhéhten Sympathikustonus, oder einen reduzierten Baroreflex hindeuten
(Petric et al., 2012). Letzteres ist naheliegend, weil es ebenfalls die reduzierte Heart Rate
Variability bei TASK-1-defizienten Mausen (Donner et al., 2010) und die veranderte Heart

Rate Turbulence erklaren wirde.
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4.3.2 Herzfrequenzen von Pannexin-1*/* - und Pannexin-17- -Méiusen wihrend
verschiedener Belastungsuntersuchungen

Sowohl mit, als auch ohne Steigung erreichen Pannexin-1 WT- und KO-Mause auf dem
Laufband &ahnliche maximale Herzfrequenzen, die vergleichbar sind mit bereits
publizierten Werten (vergl. Kaese und Verheule, 2012; Donner et al., 2010).

Betrachtet man die Herzfrequenzen vor Beginn der sportlichen Betatigung, fallt auf, dass
sie vor den Laufbandversuchen signifikant hoher sind, als vor dem Schwimmversuch. Dies
liegt unseren Erachtens nach daran, dass sich die Tiere zu Beginn der EKG-Aufzeichnung
bereits auf dem Laufband befinden, damit einem gewissen Stress durch verdnderte
Umgebungsreize ausgesetzt sind und sich nicht wie vor dem Schwimmen in ihrer

gewohnten Kafigumgebung aufhalten.

Wahrend der Belastungsuntersuchungen auf dem Laufband erreichen Pannexin-1-
Wildtypen und Pannexin-1-defiziente Mause gleich hohe durchschnittliche sowie
maximale Herzfrequenzen, die deutlich (iber den beim Schwimmen erreichten liegen.
Dies erklart sich dadurch, dass Schwimmen zu einer submaximalen Belastung zahlt
(Kaplan et al.,, 1994), wahrend durch die Ergometrie eine korperliche Ausbelastung
erreicht wird (Bernstein et al., 2003). Die Erholungsphase verlauft bei beiden Pannexin-1-

Genotypen und allen Belastungsversuchen gleich.

Eine Pannexin-1-Defizienz verandert also nicht die Sinusknotenfunktion, denn die
Herzfrequenzen beider Pannexin-1-Genotypen unterscheiden sich weder in Ruhe, noch
unter verschiedenen Narkosen, koérperlicher Belastung, oder Isoprenalinstimulation

signifikant voneinander.

Beim Vergleich der Endgeschwindigkeit und gelaufenen Distanz  beider
Laufbandprotokolle zeigt sich wie erwartet, dass die erreichte Geschwindigkeit beim
Laufen ohne Steigung deutlich hoher ist. Damit beeinflusst die Pannexin-1-Defizienz nicht

die korperliche Leistungsfahigkeit der Mause bei verschiedenen Belastungsformen.
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4.3.3 QT-und frequenzkorrigierte QTc-Intervalle bei wachen Mausen und unter
verschiedenen Narkosen

Die Liange des QT-Intervalls ist bei wachen und narkotisierten Pannexin-1- und TASK-1-
Wildtypen weitestgehend gleich und entspricht den publizierten Werten bei C57BI/6-
Mausen (vergl. Schrickel et al.,, 2002; Kreuzberg et al., 2006; Petric et al., 2016) und
129SV-Mausen (Schrickel et al., 2007). Lediglich Isofluran fihrt bei Pannexin-1 WT-und
KO-Mausen zu vergleichsweise kiirzeren QT-Zeiten, obwohl die Herzfrequenzen sich nicht
von wachen, oder mit Avertin® sedierten Mausen unterscheiden. Kreuzberg et al. (2006)
kommen allerdings bei Cx30.2*/* -M3usen auf dhnliche Werte. Méglicherweise verhindert

Isofluran eine starkere QT-Verlangerung.

Besonders deutlich wird die Verlangerung der QT- und auch der QTc-Intervalle von
wachen und narkotisierten Pannexin-1 und TASK-1 WT- und KO-Mausen unter niedrigen
Herzfrequenzen: Je geringer die Herzfrequenz, desto langer die QT- beziehungsweise QTc-
Zeit. Beide Mausstamme haben demnach einen klinischen Phanotyp, der dem eines
LQTS3 beim Menschen dhnelt (Schwartz 1997; Schwartz et al., 2001; Petric et al., 2016).
Beim LQTS3 besteht wahrend Ruhephasen ein erhohtes Risiko fiir Torsades-de-Pointes-
Arrhythmien und einen plotzlichen Herztod (Petric et al., 2016). Dies konnte erklaren,
weshalb bei korperlicher Belastung und unter Isoprenalinstimulation bei Pannexin-1-
defizienten Mausen keinerlei Herzrhythmusstérungen auftreten. Ein verborgenes LQTS1
hingegen, das heute mit Gentests diagnostiziert wird und friher durch
Belastungsuntersuchungen und Katecholamingabe demaskiert wurde (Ackerman et al.,
2002; Shimizu und Antzelevitch, 2000), wiirde anders als LQTS2 und LQTS3 (Ackerman et
al., 2002; Shimizu und Antzelevitch, 2000) zu einem paradoxen Anstieg des QT-Intervalls
bei hohen Herzfrequenzen fiihren (Ackerman et al., 2002). Bei Pannexin-17"-und  TASK-
17- -M3usen gibt es diese paradoxe QT-Verldngerung nicht. Aus diesem Grund und weil
die QRS-Dauern beider Pannexin-1- und TASK-1-Genotypen sich bei keiner Narkose
unterscheiden, verlangert das Fehlen des Pannexin-1- bzw. TASK-1-Gens bei den
jeweiligen Knockoutmausen offensichtlich die kardiale Repolarisation hauptsachlich unter
Ruhebedingungen. Zu diesem Zeitpunkt kann allerdings noch keine Aussage dariiber

getroffen werden, ob alleine die Inaktivierung von Pannexin-1 bzw. TASK-1 diese
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Repolarisationsverlangerung bewirkt, oder ob auch andere Kandle ursachlich am

Phanotyp beteiligt sind.

Bei der fur die Berechnung des QTc-Intervalls angewandten Korrekturformel nach
Mitchell (Mitchell et al., 1998) ist als Problem bekannt, dass sich die frequenzkorrigierten
QTc-Zeiten bei steigenden Herzfrequenzen verlangern (Luo et al., 2004).

Die zum Vergleich hinzugezogene Framinghamformel (Sagie et al., 1992) erzielt allerdings
gleiche Ergebnisse, auch bei Betrachten der QT/QTc-Relation. Demnach ist der Effekt der
starkeren QTc-Intervall-Verlangerung bei niedrigen Herzfrequenzen keine Folge einer
Uberkorrektion durch die Mitchellformel, sondern ein durch das Fehlen von Pannexin-1
bzw. TASK-1 verursachter intrinsischer Phanotyp (Petric et al., 2012).

Dies bestatigt die fortwahrende Giiltigkeit der Korrekturformel nach Mitchell.

4.3.4 Veranderungen der QT- und QTc-Intervalle von TASK-1 und Pannexin-1 WT- und
KO-Mausen nach Isoprenalinstimulation

Dass sich bei TASK-1-defizienten Mausen unter Isoprenalinstimulation sowohl QT- als
auch frequenzkorrigierte QTc-Intervalle verkleinern, stimmt mit friheren Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe Uberein, nach denen sich sonst verlangerte monophasische, an der
Langendorffapparatur aufgenommene Aktionspotentiale bei TASK-17- -Mé&usen bei
hoheren Herzfrequenzen verkiirzen (Donner et al., 2010; Petric et al., 2012). Daruber
hinaus decken sich unsere Ergebnisse auch mit den Daten von Decher et al. (2011), die
zeigen, dass Isoprenalin die Unterschiede der QT-, QTc- und QRS-Intervalle im
Oberflachen-EKG bei TASK-1-defizienten Mausen aufhebt (Decher et al. 2011; Petric et al.,
2012).

Beide Pannexin-1-Genotypen zeigen nach Isoprenalin kaum Auffalligkeiten bezlglich ihrer
QT- und QTc-Intervalle: Lediglich das QT-Intervall Pannexin-1-defizienter Mause verkirzt
sich nach Isoprenalin, da aber die frequenzkorrigierte QTc-Zeit unverandert bleibt, ist
dieses Phanomen zu vernachlassigen und moglicherweise der kleinen Stichprobenmenge

geschuldet.
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4.3.5 Ubrige EKG-Parameter von wachen Pannexin-1*/* - und Pannexin-17/- -M&usen
und unter verschiedenen Narkosen

Bei weiteren EKG-Parametern wacher und narkotisierter Pannexin-1 WT- und KO-Maduse
wie P-Dauern, PR- und QRS-Intervallen, sowie R-Amplituden bestehen keine Unterschiede
zwischen Pannexin-17" - und Pannexin-1** -M3iusen, sodass die genutzten
Narkosemittelkonzentrationen offensichtlich keinen Effekt auf diese Parameter haben.
Untersuchungen an wachen und mit Isofluran narkotisierten C57BIl/6-Mausen von
Stockigt et al. (2014), sowie an TASK-1*/* - und TASK-17- -M&usen, die ebenfalls einen
genetischen C57BI/6-Hintergrund haben (Donner et al.,, 2010), resultierten in
vergleichbaren Werten. Dagegen zeigen unter Isofluran gemessene EKG-Werte bei
Schrickel et al. (2007) und Kreuzberg et al. (2006) langere Intervalle an. Allerdings nutzten
die genannten Autoren andere Mausstamme, was eine Erklarung fiir die Unterschiede
sein konnte.

Lediglich bei telemetrischer Ableitung differieren die P-Amplituden beider Pannexin-1-
Genotypen. Allerdings fanden sich weder bei der Isofluran- oder Avertin®-Narkose
Unterschiede in der P-Amplitude, noch zeigte sich im Vierkammerblick der
Echokardiographie eine unterschiedliche VorhofgroRe. Auch die histopathologischen
Untersuchungen ergaben keine Auffilligkeiten in der Struktur und GrofRe der beiden
Vorhofe. Daher ist die Ursache am ehesten in der variierenden Position der implantierten

Elektroden zu sehen.

4.3.6 Ubrige EKG-Parameter von TASK-1*/* - und TASK-17/- -Mausen unter
verschiedenen Narkosen

Die Tatsache, dass alle (ibrigen EKG-Parameter wie P-, PR- und QRS-Intervalle, sowie P
und R-Amplituden unter verschiedenen Narkosen vergleichbare Werte annehmen, deutet
darauf hin, dass die genutzten Narkosemittelkonzentrationen keinen signifikanten Effekt
auf diese EKG-Parameter haben.

Einzig auffallig ist die hdhere R-Amplitude bei TASK-17- -Tieren unter Avertin®- und
Pentobarbitalnarkose. Ursache dafiir konnte eine leicht veranderte Herzlage, eine

Variation in der Ableitung, oder eine linksventrikuldre HerzvergroRerung sein (Bruder,
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2011). Allerdings gab weder die in der Vergangenheit durchgefiihrte Echokardiographie,
noch die histopathologische Untersuchung von TASK-1-defizienten Mausen und ihrer
Herzen Anlass zu dieser Annahme (Donner et al., 2010). Wahrscheinlicher ist, dass durch
geringfligig unterschiedliches Anbringen der EKG-Elektroden die Hohe des Ausschlags
verandert wurde.

QRS-, P-, und PR-Intervalle, die ebenfalls bei TASK-1 WT- und KO-Ma&usen unter
Ketamin/Xylazin-Narkose gemessen wurden (Donner et al., 2010), entsprechen unseren
Werten. Auch Stockigt et al. (2014) erreichen bei wachen und mit Isofluran narkotisierten
C57Bl/6-M3usen dhnliche Zeiten. QRS-, P- und PR-Intervalle sind in Publikationen von
Schrickel et al. (2007) und Kreuzberg et al. (2006) langer, allerdings handelt es sich auch
um andere Mausstamme.

Decher et al. (2011) zeigen, dass das QRS-Intervall bei TASK-17/- -M&usen unter Avertin®
deutlich langer ist, als bei ihren Wildtypwurfgeschwistern und beide Werte die von uns
mit Avertin® gemessenen Ubersteigen. Da die Narkosemenge identisch war und beide
Versuchsgruppen Herzfrequenzen um 450 Schlage pro Minute aufweisen, lasst sich dieses

Phanomen zum jetzigen Zeitpunkt nicht erklaren.

4.4 Fazit unserer Untersuchungen an Pannexin-1-defizienten Mausen

Das Fehlen des Pannexin-1-Gens fiihrt weder zu veranderten anthropometrischen Daten,
noch zu abweichender Herzfunktion und —Morphologie. Es verursacht ein verldangertes
QT- und QTc-Intervall und erhéht das Auftreten von AV-Blocken besonders bei niedrigen
Herzfrequenzen. Zudem ist bei Pannexin-1-defizienten @ Mausen in der
elektrophysiologischen Untersuchung ein Vorhoffimmern nach Burststimulation
induzierbar.

Zuklnftig werden sicherlich noch weitere Untersuchungen an Pannexin-1-defizienten
Mausen stattfinden, um die Funktion des Proteins am Herzen weiter zu charakterisieren.
Unsere Arbeitsgruppe plant Versuche am retrograd perfundierten Herzen an der
Langendorffapparatur, Untersuchungen der Heart Rate Turbulence und Versuche nach
Ischamie und Reperfusion. Noch ist kein spezifischer Antikrper bekannt, aber sobald das

der Fall sein sollte, konnten auch Untersuchungen mittels konfokaler
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Laserscanningmikroskopie durchgefiihrt werden. Interessant ware es, an Mausen zu
forschen, deren Pannexin-1-Gen lediglich am Herzen inaktiviert ist. Denn derzeit ist noch
nicht klar, welche Auswirkungen auf den gesamten Korper ein Fehlen von Pannexin-1 hat.
Bedenkt man die Tatsache, dass zwischen den Pannexinproteinen der Mdause und der
Menschen eine Sequenzhomologie von bis zu 94% besteht (Penuela et al., 2009), ist es
nahe liegend, die Befunde der Maus auf den Menschen zu lGbertragen. Unsere Ergebnisse
konnten eventuell dabei helfen, die Wirkung von Pannexin-1 bei der Pathogenese von

Vorhofflimmern beim Menschen zu erldutern.

4.5 Fazit unserer Untersuchungen an TASK-1-defizienten Mdusen

Zusammenfassend ldsst sich durch unsere Untersuchungen sagen, dass TASK-1-defiziente
Mause den klinischen Phanotyp einer QT-Zeit-Verlangerung besitzen und im Vergleich zu
ihren Wildtypgeschwistern eine verminderte HRT und damit eine reduzierte
Baroreflexsensibilitat aufweisen. In der elektrophysiologischen Untersuchung neigen
TASK-17- -M&use weder haufiger zu Arrhythmien, noch haben sie veridnderte

Uberleitungszeiten.

4.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurden an zwei transgenen Mausmodellen Untersuchungen
am Herzen ex vivo und elektrophysiologische Untersuchungen in vivo durchgefiihrt. Damit
wurde ein Beitrag zur kardialen Phanotypisierung geleistet. Anhand der signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Mausegenotypen konnte zudem gezeigt werden, dass die

verwendeten Methoden sensitiv und spezifisch sind.

123



Abkiirzungsverzeichnis

5 Abkiirzungsverzeichnis
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Tab. Tabelle

TASK TWIK-related acid sensitive K* -channel

TASK-1+/+ TASK-1-Wildtyp

TASK-17 TASK-1-Knock-Out

THIK Tandem pore domain halothane-inhibited K*-channel
TREK TWIK-related K-channel

TO Turbulence Onset

TS Turbulence Slope

TWIK Tandem pore domains in a weak inwardly rectifiying K*-channel
Vergl. vergleiche

VES ventrikuldre Extrasystole

VRP ventrikuldre Refraktarperiode

VT ventrikuldre Tachykardie

WBP Wenckebachpunkt

WHO World Health Organization

WT Wildtyp
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6 Zusammenfassung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stellen weltweit die haufigste Todesursache
dar. 40 % der Todesfdlle in Deutschland lassen sich darauf zuriickfihren. Nicht selten
liegen der Erkrankung hereditdre Ursachen, wie Fehlfunktionen von lonenkanalen des
Herzmuskels, zugrunde. Flr unsere Untersuchungen liegen uns zwei Mauslinien vor, bei

denen jeweils ein Gen (TASK-1 bzw. Pannexin-1) ausgeschaltet ist.

TASK-1 ist einer der vier wichtigsten K2P Hintergrund-Kaliumkandle am Herzen.
Mutationen dieser Kaliumkandle konnen durch Beeinflussung der kardialen
Repolarisation das Risiko fiir Arrhythmien und den plétzlichen Herztod erhéhen. Bei der
Analyse von unter Avertin®- bzw. Pentobarbitalnarkose aufgenommenen EKGs zeigt sich
bei TASK-17- -M&usen eine signifikante Verlingerung der QT- und frequenzkorrigierten
QTc-Intervalle. Einzig unter Isoflurannarkose ist bezliglich dieser Intervalle kein
Unterschied zwischen beiden Genotypen erkennbar, was moglicherweise mit der
Aktivierung diverser lonenkandle durch Isofluran in Zusammenhang steht.
Untersuchungen der Heart Rate Turbulence (HRT), die als Pradiktor fir den plotzlichen
Herztod gilt, machen offensichtlich, dass eine TASK-1-Defizienz die HRT beeinflusst.
Weiterhin flhrt eine elektrophysiologische Untersuchung (EPU), bei der veranderte
Uberleitungs- und Refraktirzeiten und Arrhythmien nach Burststimulationen aufgezeigt
werden sollen, zu keinem Unterschied zwischen TASK-1*/* - und TASK-1-defizienten
Mausen. Es zeigt sich also, dass TASK-1 als Hintergrund-Kaliumkanal bei der ventrikularen

Repolarisation eine Rolle spielt.

Bei Pannexin-1, der als einziger der 3 Pannexinkandle ubiquitar nachweisbar ist, handelt
es sich um einen Hemichannel. Weder beim Vergleich anthropometrischer Daten, noch
bei der histopathologischen oder echokardiographischen Untersuchung stellen sich
Unterschiede zwischen Pannexin-1** - und Pannexin-1-defizienten Mausen dar. Die
Analyse von EKGs wacher, sowie mit Isofluran und Avertin® narkotisierter Mause, ergibt
jeweils verlingerte QT- sowie frequenzkorrigierte QTc-Intervalle bei Pannexin-17- -
Mausen. Bei letzteren treten besonders unter niedrigen Herzfrequenzen im Langzeit-EKG
vermehrt AV-Blocke auf, die bei korperlicher Betatigung verschwinden. Bei allen

Pannexin-1-defizienten Mausen war nach einer Burststimulation Vorhofflimmern
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induzierbar, wahrend keine einzige Wildtypmaus dies zeigte. Zusammenfassend lasst sich
also sagen, dass Pannexin-1 am Herzen verschiedene elektrophysiologische Parameter,

wie die De- und Repolarisation und die atriale Vulnerabilitat beeinflusst.
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7 Summary

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide. 40% of the death rate
in Germany can be traced back to this kind of disorder. Often, these heart diseases can
have hereditary causes, like malfunctions of ion channels in the heart muscle. For our
experiments, two mouse strains are available to us in which one gene (TASK-1 or

Pannexin-1, respectively) has been switched off.

TASK-1 is one of the four main K2P background potassium channels on the heart. By
affecting cardiac repolarization, mutations of potassium channels can increase the risk of
arrhythmias and sudden cardiac death. In the analysis of ECGs recorded under Avertin®
and pentobarbital anaesthesia, a significant prolongation of the QT and QTc interval of
TASK-17" mice can be observed. Under isoflurane anaesthesia, no difference can be
detected between the two genotypes. The reason for this may be associated with the fact
that various ion channels are activated by isoflurane. Tests on Heart Rate Turbulence
(HRT), which is considered to be a predictor of sudden cardiac death, show that a
deficiency of TASK-1 affects HRT. Furthermore, electrophysiological studies are used to
detect altered atrioventricular conduction, refractory periods and arrhythmias after burst
stimulation. These studies show that there is no difference between TASK-17- -and TASK-
1** -mice. From this, it can be concluded that TASK-1 acts as a background potassium

channel in ventricular repolarization.

Pannexin-1 is a hemichannel. It is the only one of the three pannexin channels that can be
detected ubiquitously. There were no differences between Pannexin-1*/* and Pannexin-1
deficient mice when comparing their anthropometric, histopathological and
echocardiographic data. After analyzing ECGs of unsedated mice relative to mice under
Isofluran/Avertin® anesthesia, it can be observed that Pannexin-17- mice have prolonged
QT and QTc intervals. In Holter ECGs, particularly with low heart rates, Pannexin-1
deficient mice develop more atrioventricular blocks, which disappear during exercise.
Atrial Fibrillation was inducible in all Pannexin-1 deficient mice after burst stimulation.

This was not detectable in any of the wild-type mice.
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Summarizing the above, it can be said that Pannexin-1 influences various
electrophysiological parameters as depolarization, repolarization and atrial vulnerability

on the heart.
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12 Anhang

Stimulationsprotokoll fir die elektrophysiologische Untersuchung bei TASK-1- und Pannexin-1-
Mausen beider Genotypen

Versuchsprotokoll Maus-EPU

Catum
Unters ucher
Experiment M

Maus/Mr, Geschlecht, Gewicht
Markose Art, Medikament, Dosienng
Atemirequenc

Bemerkungen

ntrakardisies Elekirogramm

Chaglitat Ay AH HW Zedsignatur Eemerkungen

Ablestung 172
Ableitung 2'3
Ablestung 24 His 7
Abletung 45 His 7
Ablestung 58 His 7
Ablestung 27 His 7
Ablestung 78
Atrurm: P7/8. SH8, Ventrkel: P12 556

Alnales Simulatorsprotokol

Reizschwelle (RS)
30 Stmuli Atnale BS = ARS Wennkuiae S = VRS
md @ms JAEms my & ms A @ ms

FE
Sensing E Sensing E
Pacng E Pacng E
Bemerkungen:
SNRT SNRT 5151 120 ms SHRT 5151 100 ms
30 atriabe Stmuli | |

SCL | |

W SNRT

MW SCL

SMRTC (SMNRT - SCL
SHRTISCL x 100%
Sensing E | |
Pacing E | |

Wenckebach Punkt
8 Stimul x CL - 20ms der S0 [Start I I I | | | |
Verkireung um 2 me wee | | | I | ] 1

AVNRP + ARP
12 2ride Stmuli 51 | | 5151 120 ms 5151 110 ms
52 - 10 rms won CL Start Start
TEdLZieren Um TUME bis Uoeneiung austalt,
dann auf 2 ms genau bestimmen = AVMNRT AVNRP AVNRFP AVMEP
rediuzaren um 10ms bis Vorhofemegung ausEit, ARP ARP ARF
Sensing E |

Facng E | 1 1

51 100 ms

] I
8

Atriale Burst Stimulation zum Auslésen von AF
5 5 Diauer I Reizschwele 4y Rezschwels
50 ms {100 Stirmudi
| ]
| |
| |
| 1

1 I
wird Tachykardie ausgelost,wind sie reproduzient

40 s | 125 Stirmuli

30 s {188 Stirmudi

20 mes. {250 Stirmuli

10 rmes ¢ 500 Stirmuli
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Ventrikulares Stimulationsprotokoll

VRP

3 ventrikulare Stimuli 51: | | 5151 120 ms 5151 110 ms 5151 100 ms

pus: 52 -10 ms won CL_ reduziersn um 10ms bis VRP, Ef 3:51 5@-1

dann & 2ms genau VRP VRP VRP

Facng 12 I | ]

Cawe! retrograde VA Leitung | |

Programmierie Extrastimulation $2-54 zum Auslasen von VT

3 ventrikulare Stimudi 51 5151 120ms | 5151 110 ms 5151 10 ms |

3) 52 VRP+20 ms, 53 - 2 ms won SCL bis VRP 52 CEN 52 53 S S3:
Ewent: Ewent: Event:

b) 52 VRP+20 ms, 53 VAP+20 ms, 54 - 2 ms von SCL s VAP |52 53 B4: |5 53: Z4: |5 53: 54
Event: 0 Ewent: 0 Euwent: [

Ventrikuldare Burst Stimulation zum Auslosen von VT

5 5 Daver 2x Rezschwuele 4y Rezschwelis

50 ms | 100 Stirmudi

40 s {125 Stirdi

30 s {186 Stimuli

20 ms | 250 Stimuli

10 ms ! 500 Stirmuli

ward Tachykardie ausgelost, wird sie repmduziernt

Isoprenalin

Atriale Burst Stimulation zum Auslosen von AF nach lsoprenalin

5 s Dawer 2 Reizschwele 2x Rezschwels Bemerkungen:

50 ms | 100 Stirmuli

40 ms | 125 Stirmudi

30 mis | 166 Stirmuli

20 ms | 250 Stimudi

10 s | 500 Stirmuli

ward Tachykardie ausgelost, wird sis reproduzient

Ventrikuldre Burst Stimulation zum Ausldsen von VT nach lsoprenalin

5 5 Danser 2x Rezschwels 4x Reizschwelis Bemerkungen:

50 rmes | 100 Stirmuli

20 ms | 125 Stirrdi

30 rmes {486 Stirrudi

20 mes | 250 Stirmudi

10 rmes { 500 Stirmuli

ward Tachykardie ausgelost, wird sie reproduzient

Das von unserer Arbeitsgruppe eigens angefertigte Stimulationsprotokoll.

Bereits veréffentlicht in der Dissertation von Lukas Clasen, 2014.

AB-= atriale Burststimulation, $181= Zyklusldnge der ersten Stimuli, S2= erster
Extrastimulus, S3= zweiter Extrastimulus, S4= dritter Extrastimulus, VB= Ventrikulére
Burststimulation, Pacing E= Elektrodenpaar, welches den Stimulus abgibt,

Sensing E= Elektrodenpaar, welches das Signal aufzeichnet
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