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Zusammenfassung

Pannexin-1 (Panx1l) ist ein lonenkanal und gehdrt neben Pannexin-2 (Panx2)
und Pannexin-3 (Panx3) zu einer Gruppe von drei Membranproteinen, die im
Jahr 2000 erstmals beschrieben wurden. Aufgrund ihrer Struktur und Funktion
ordnete man sie zundchst den Gap Junction-Proteinen zu. Spatere Untersu-
chungen haben gezeigt, dass es sich bei den Pannexinen jedoch um Trans-
membranproteine handelt, die den Stoffaustausch zwischen dem Zytosol einer
Zelle und dem extrazellularen Raum ermdoglichen.

Panx1 wird ubiquitar exprimiert. Aufgrund seiner elektrophysiologischen Eigen-
schaften wird ihm eine Funktion im Rahmen vieler zellularer Prozesse zuge-
schrieben. So ist der Panx1-Kanal u.a. an der Steuerung der zellularen Ca*'-
Homdostase und der Weiterleitung von Ca®*-Wellen tiber mehrere Zellen hin-
weg beteiligt, interagiert mit purinergen Rezeptoren und initiiert auf diese Weise
inflammatorische und apoptotische Prozesse.

Im Herz-Kreislauf-System konnte bisher nachgewiesen werden, dass Panx1 zur
Blutdruckregulation beitragt und durch die Aktivierung myokardialer Fibroblas-
ten die Bildung einer kardialen Fibrose einleitet. Diese Ergebnisse sowie die
Auslésung Ca?*-unabhangiger Aktionspotentiale an isolierten Kardiomyozyten
deuteten dartber hinaus auf einen Einfluss des Proteins auf kardiale Arrhyth-
mien hin.

Gegenstand des vorliegenden Projektes ist die Rolle von Panxl im Rahmen
einer experimentell ausgelosten Ischamie und Reperfusion am [In-vivo-Modell
der Panx1-defizienten Maus. Zu diesem Zweck wurden bei acht Panx1**- und
zehn Panx1”-Mausen subkutan EKG-Transmitter implantiert und vor und nach
Ischamie 24h-Elektrokardiogramme aufgezeichnet. Aus diesen konnten an-
schlieBend Arrhythmien detektiert und die einzelnen Zeiten- und Streckenab-
schnitte des EKGs, die Herzratenvariabilitat sowie die Herzfrequenzturbulenz
berechnet werden. Des Weiteren wurden vor und nach der Ischamie echokardi-
ographische Untersuchungen durchgefuhrt, um die kardialen Funktionsparame-
ter zu bestimmen. Die Ischdmie und Reperfusion wurde im Sinne eines sog.
Closed-Chest-Modells durchgefihrt. Eine Katheterisierung tber die rechte Arte-
ria carotis communis mit dem Millar-Katheter stellte die systolischen und diasto-

lischen Druckverhéltnisse in der Aorta und im linken Ventrikel nach Ischamie
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dar. Am Ende der Versuchsreihe wurden die Infarktgrof3en planimetrisch be-
stimmt.
Die Panx1”-Mause zeigten postischamisch signifikant mehr AV-Blocke als die

+/+

Panx1”"-Mause. Die Zeiten- und Streckenanalyse brachte eine hochsignifikant
verlangerte QTc-Zeit der Panx1”-Mause hervor. Keine Signifikanzen zeigten
sich beim Vergleich der HRV- und der HRT-Messwerte der Panx1”*- und
Panx1”-Méause. Gleiches galt fiir die echokardiographisch erhobenen Funkti-
onsparameter. Diese verschlechterten sich jedoch, ebenso wie die HRV-
Parameter, bei beiden Genotypen signifikant nach der Ischamie und Reperfusi-
on. Die Untersuchung mit dem Millar-Katheter ergab keine Unterschiede zwi-
schen beiden Versuchsgruppen. Ebenso konnten hinsichtlich der InfarktgréfZen
der Panx1**- und Panx1”-Mause keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Histologisch fand sich keine veranderte Herzstruktur bei fehlender
Panx1-Expression.

Zusammenfassend konnten Hinweise auf eine Reizleitungsstérung und eine
signifikante Repolarisationsstérung der Panx7-defizienten Tiere nachgewiesen
werden. Im Rahmen eines Infarktgeschehens hat die Deletion von Panx1 kei-
nen Einfluss auf die Klinik, Funktion und die elektrophysiologischen Parameter.
Die vorliegende Arbeit tragt damit zum besseren Verstandnis der kardialen

Funktion von Panx1 bei.
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Summary

Pannexin-1 (Panx1) is an ion channel protein first described in 2000. It belongs
to the same group of transmembrane proteins as Pannexin-2 (Panx2) and Pan-
nexin-3 (Panx3). Initially they were categorized as gap junction proteins. How-
ever, later studies have shown that the pannexins form transmembrane protein
channels which allow the exchange of ions, ATP and other molecules between
cytosol and extracellular space.

Panx1 is expressed ubiquitously and, due to its electrophysiological properties,
owns several cell-specific functions. Examples are the control of the intracellular
calcium-homeostasis and the propagation of calcium waves across several
cells, the interaction with purinergic receptors and the initiation of inflammatory
and apoptotic processes. In the cardiovascular system, experiments showed
that Panx1 contributes to blood pressure regulation and initiates cardiac fibro-
sis. These findings together with the induction of calcium-independent action
potentials in isolated cardiomyocytes indicate the proteins™ impact on cardiac
arrhythmias.

This project focusses on the central role of Panx1 in an experimentally induced
in-vivo-closed-chest ischemia and reperfusion model. For this purpose, ECG-

+/+

transmitters were implanted subcutaneously into eight Panx1 and ten
Panx1”-mice and 24h-ECGs were recorded before and after ischemia. Based
on these electrocardiograms, cardiac arrhythmias, the different periods and sec-
tions of the heartbeats, the heart rate variability and the heart rate turbulence
were detected. A echocardiographic examination provided information on the
cardiac function. At the end of each experiment, blood pressure data from the
right arteria carotis communis and the left cardiac ventricle were collected via a
Millar-catheter. Furthermore, infarct sizes were measured by infarct planimetry.

+/+

In comparison with Panx1**-mice, Panx1”-mice showed significantly more AV
blocks and a highly significant prolonged QT.-time after ischemia. No differ-
ences could be detected comparing the HRV and the HRT of both genotypes as
well as the cardiac function. However, both genotypes showed significantly re-
duced HRV and echocardiographic parameters after ischemia and reperfusion.
The catheterization of the arteria carotis communis did not yield any different

results between the genotypes. Furthermore, the infarct sizes of Panx1"*- and
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Panx1”-mice showed no differences and there was no hint at any modification
of heart morphology in case of Panx1-deficiency.

In summary, there was no evidence of any conduction disturbance and any sig-
nificant repolarization disorder in Panx1”-mice. Obviously, Panx1-deficiency
has no influence on the symptoms and on the function and electophysiology in
terms of myocardial infarction.

The work presented here therefore contributes to a better understanding of car-

diac function of Panx1.
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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Die Koronare Herzkrankheit und die Rolle der Pannexine

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) stellt nach den Tumorerkrankungen die
zweithaufigste Todesursache in den zivilisierten Landern dar (Piper, 2012,
S.155). Es handelt sich hierbei um die klinische Manifestation einer Arterioskle-
rose, d.h. verschiedener Formen einer degenerativen Veranderung arterieller
Gefalle (Renz-Polster et Krautzig, 2012, S.60). In den meisten Fallen manifes-
tiert sich diese als sog. ,atheromattse Arteriosklerose“ (Renz-Polster et Kraut-
zig, 2012, S.197) der Koronararterien. Durch Entzindungsprozesse, fibrose
Plaquebildung und Stenosierung wird die Koronardurchblutung und damit die
Eigenversorgung des Herzmuskels reduziert. Als Folge kommt es zu einem
Missverhaltnis zwischen einem erniedrigten Sauerstoffangebot und erhéhten
Sauerstoffbedarf.

Ein akuter Myokardinfarkt gilt als ,Spitze des Eisbergs KHK* und wird gemein-
sam mit der Angina pectoris und dem plétzlichen Herztod unter dem Begriff
Akutes Koronarsyndrom (ACS) zusammengefasst (Renz-Polster et Krautzig,
2012, S.70). In den meisten Fallen entsteht er durch die Ruptur eines athero-
matdsen Plaques oder des dariber liegenden Endothels, was zur umschriebe-
nen Thrombenbildung mit anschlieendem GefalRverschluss, Zelltod und In-
farktbildung fihrt (Odeberg et al., 2016).

In Deutschland waren Herz-Kreislauf-Erkrankungen im Jahr 2014, noch vor den
Krebserkrankungen, fur 38,9 % (insgesamt 338.056 der 868.356 Verstorbenen)
der Sterbefélle verantwortlich. Davon verstarben 50.104 Personen an einem
Herzinfarkt (Statistisches Bundesamt). Insbesondere ab dem 50. Lebensjahr ist
ein Haufigkeitsanstieg zu verzeichnen (Piper, 2012, S.155): 2014 waren 92%
der Verstorbenen alter als 65 Jahre (Statistisches Bundesamt).

Aber: Der Tod durch eine der Formen des ACS trifft nicht nur Erwachsene, bei
denen zahlreiche Risikofaktoren (nicht Kausalfaktoren) wie bspw. Nikotinkon-
sum, Hypertonie und Ubergewicht durch die Entwicklung einer atheromatésen
Arteriosklerose die Entstehung einer erworbenen KHK begiinstigen (Zhu et al.,
2016) Auch Neugeborene und Kinder kénnen durch die Entwicklung eines My-
okardinfarkts versterben. Bei ihnen geschieht dies im Rahmen angeborener

Herzerkrankungen wie z.B. dem Bland-White-Garland-Syndrom (Callaghan et
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al., 2012), durch postoperative Koronarstenosen nach der Korrektur der Trans-
position groRRer Arterien (Tsuijii et al., 2016) oder bei einer Vaskulitis nach Ka-
wasaki-Syndrom (Newburger et al., 2016).

Trotz unterschiedlicher Ursachen sind die myokardialen Auswirkungen einer
Ischamie mit Zelluntergang, Entwicklung einer Fibrose und konsekutiver Funkti-
onseinschrankung sehr uniform. Daher kommt der Aufklarung pathophysiologi-
scher Mechanismen kardialer Ischamie und Reperfusion eine breite Kklinische
Bedeutung zu.

Neben den oben beschriebenen haufig durch den Lebenstil bedingten Risiko-
faktoren riicken dabei insbesondere im Hinblick auf Kinder und Jugendliche, bei
denen viele dieser Faktoren fur die Begunstigung eines ACS nicht infrage
kommen, Prozesse auf zellularer Ebene mehr und mehr in den Fokus der Wis-
senschaft. Beachtung gilt den Kanalopathien, die inzwischen fir viele Erkran-
kungen verantwortlich gemacht werden konnten (Ashcroft, 2006). Bedeutende
Beispiele fur Erkrankungen des kardiovaskularen Systems sind das Long QT-
Syndrom (LQTS, Keating et al., 1991), das Short QT-Syndrom (SQTS, Gussak
et al., 2000; Gaita et al., 2003) und das Brugada-Syndrom (Brugada et
Brugada, 1992). Auch das Auftreten hereditarer Formen eines Vorhofflimmerns
wird inzwischen mit der Mutation von lonenkandlen in Zusammenhang gebracht
(Riley et al., 2012).

Panx1 ist ein lonenkanal, dem aufgrund seiner elektrophysiologischen Eigen-
schaften und des weiten Expressionsmusters eine funktionelle Rolle innerhalb
elementarer Prozesse wie Ischamie, Inflammation und Apoptose zugeschrieben
wird (Shestopalov et Panchin, 2008). Nach derzeitigem Kenntnisstand wurde
seine genaue Funktion bisher lediglich unter neurobiologischen Gesichtspunk-
ten untersucht (u.a. Vogt et al., 2005; Bargiotas et al., 2011). Dabei zeigte sich,
dass Panx1”Panx2”-Mause nach der Okklusion von Gehirnarterien kleinere
Infarkte aufwiesen als Wildtypen (Bargiotas et al., 2011).

Basierend auf diesen Ergebnissen wird nun die Rolle von Panx1l auch im Rah-
men einer kardialen Ischamie und Reperfusion genauer analysiert. Zu diesem
Zweck wurde bereits die kardiale Phanotypisierung der Panx1-defizienten Maus
von unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt (Petric et al., 2016) Im vorliegenden
Projekt soll in vivo am Mausmodell untersucht werden, in wie fern sich die Ex-

pression oder die Deletion von Panx1l im Herzen auf die myokardiale Schédi-
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gung nach Koronarinfarkt auswirkt. Da der Ischamie- und Reperfusionsschaden
nach Myokardinfarkt prognostische Relevanz besitzt, gilt eine moégliche phar-
makologische Beeinflussung als therapeutische Basis. Sollte Panx1 eine modu-
lierende Rolle im Rahmen von Ischamie- und Reperfusionsereignissen spielen,

ware dies ein mdglicher Ansatzpunkt therapeutischer Malnahmen.

1.2 Kommunikation ist Alles:
Der Stoffaustausch zwischen den Zellen

Die Kommunikation zwischen Zellen und Zellverb&nden spielt fir die Entwick-
lung sowie die physiologischen und pathologischen Prozesse innerhalb der ein-
zelnen Zellen eine entscheidende Rolle (Shestopalov et Panchin, 2008). Diese
Kommunikation kann auf verschiedenen Wegen erfolgen: Lipophile (z. B. Stero-
ide) und unpolare Molekile konnen die Lipiddoppelschicht mittels Diffusion
durchdringen und gleichen dadurch Konzentrationsunterschiede aus (Einfache
Diffusion).

Fur viele hydrophile und polare Molekile oder geladene lonen stellt die Zell-
membran eine starke Barriere dar. Ein Konzentrationsausgleich durch einfache
Diffusion ist hier nicht méglich. Sie bendtigen Transporter (Wilkens 2015), lo-
nenkanale (Catterall et al., 2017) oder Zell-Zellverbindungen wie z.B. Gap Junc-
tions (Epifantseva et Shaw, 2017), um die Zellmembran zu Uberwinden.
Transporter sind Substrat-spezifisch, folgen einer bestimmten Transportkinetik
und bendétigen Energie. Diese stammt entweder aus einem elektrochemischen
Gradienten (passiver Transport) oder aus der Hydrolyse von ATP (Adeno-
sintriphosphat; aktiver Transport). lonenkanale werden nach ihrer Offnungsform
(z.B. Spannungs- oder Liganden-gesteuert) charakterisiert und folgen keiner
Enzym-ahnlichen Transportkinetik. Sie 6ffnen sich z.B. nach der Depolarisation
der Membran und ermoéglichen lonenstrome entlang ihres elektrochemischen
Gradienten (z.B. Natrium (Na*)- und Kalzium (Ca®")-Einstrom in die Zelle, Cat-
terall et al., 2017).

Zell-Zellverbindungen (Gap Junctions) stellen Transportwege zwischen den
Innenraumen aneinander grenzender Zellen dar (Berg et al., 2013, S.397). Sie
setzen sich aus zwei Semikanalen (Connexone) zusammen, von denen wiede-
rum jeder aus sechs Untereinheiten (Connexinen) besteht (Berg et al., 2013,
S.397, Epifantseva et Shaw, 2017). Uber die Gap Junctions wird ein bidirektio-
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naler transmembrandser Transport von anorganischen lonen und kleinen was-
serlgslichen Molekulen (< 1kDa) ermdglicht, der Zellverbande zu metabolischen
Synzytien macht, in denen funktionelle Ablaufe synchronisiert werden kdnnen
(Shestopalov et Panchin, 2008). So sind Gap Junctions bspw. fur die Erre-
gungsausbreitung im Herzmuskel, aber auch die Entwicklung und Differenzie-

rung der Zellen essentiell.

1.3 Pannexine — kleine Poren von grol3er Bedeutung

1.3.1 Struktur der Pannexine

Pannexin-1 gehort neben Pannexin-2 und -3 zu einer Familie von drei Memb-
ranproteinen, die zwar strukturelle Ahnlichkeiten, aber nur geringe Sequenzho-
mologien zu den Connexinen aufweist. Ihre Bezeichnung leitet sich aus dem
Griechischen pan = alles/ Uberall und dem Lateinischen nexus = Verbindung/
Bindung ab und weist auf ihr breites Verteilungsmuster (s.u.) und die Kanalfunk-
tion hin. Pannexine kommen sowohl bei Vertebraten als auch bei Wirbellosen
vor und stehen damit den Connexinen, die nur bei ersteren vorkommen, ge-
genuber (Panchin et al., 2000). Analog zu den Connexinen besitzen sie vier
Transmembrandoméanen (TMD), die durch zwei extra- (zwischen TMD1 und
TMD2) und eine intrazellulare (zwischen TMD2 und TMD3) Schleife miteinan-
der verbunden sind (Abbildung 1).

Daruiber hinaus verfiigen sie uber je ein intrazellular gelegenes carboxy- und
aminoterminales Ende (Baranova et al., 2004). Zu den Unterschieden zwischen
den beiden Proteinfamilien gehdrt, dass Pannexine, genauso wie die Innexine
der Invertebraten, nur zwei anstatt drei konservierte Cysteinreste an jeder ext-
razellularen Schleife besitzen (Barbe et al., 2006). Diese Cysteinreste sind an
der Regulation der Kanalfunktion beteiligt (Bunse et al., 2011; Lohman et al.,
2012, s.u.).

Hinzu kommt eine N-Glykosylierung (Anbindung eines Zuckerrests an einen
Asparaginrest), die sich an der ersten (Panx2 und Panx3) bzw. an der zweiten
(Panx1) extrazellularen Schleife befindet (Penuela et al., 2007; Penuela et al.,
2009). Diese verhindert vermutlich sterisch das Andocken benachbarter Pan-

nexine aneinander (Boassa et al., 2008; MacVicar et al., 2010) und ist fur die
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Positionierung des Proteins in der Zelle und an der Zellmembran von Bedeu-

tung (s.u., Boassa et al., 2007).

Panx1 Connexine

t,.,—"
a) b) Extrazellular

Zytosol

: COOH
NH, COOH NH,

Kationen/ Anionen
C) Kationen/ Anionen d)
Zytosol

oba ™
@
¥ Hemikanile

Membrankanal ' t
oo

2.B.ATP ol
2.B.ATP

Abbildung 1: Mogliche Sekundarstruktur von Panx1 (a) mit zwei extrazelluldaren
Cysteinresten (*) und Glykosylierung (roter Pfeil) im Vergleich zu der der Connexi-
ne (b) Panx1 fungiert vornehmlich als ¢) Membrankanal, wahrend Connexine als d) He-
mikanale durch das Andocken aneinander Gap Junctions zwischen dem Zytosol be-
nachbarter Zellen ausbilden (Modifiziert nach McVicar et al., 2010).

In friheren Publikationen wurde den Pannexinen wie auch den Connexinen
eine Funktion als sog. Hemikanale, die zur Ausbildung von Gap Junctions in der
Zellmembran dienen, zugeschrieben. Sie sind definiert als grof3e, nichtselektive
lonenkanale in der nicht-junktionalen Plasmamembran, bevor sie Gap Junctions
ausbilden (Ebihara, 2003). Diese Annahme basierte vor allem auf Versuchen
mit Xenopus-Oozyten, bei denen die Ausbildung dieser interzellularen Verbin-
dungen beobachtet worden war (Bruzzone et al., 2003). Sosinsky et al. fassten
2011 zusammen, weshalb diese Nomenklatur oftmals irrefihrend ist (Sosinsky
et al., 2011). Als Beleg flhrten sie u.a. an, dass die Paarung von Oozyten nur
unter Bedingungen sehr langer Paarungszeiten moglich ist (Bruzzone et al.,
2003; Boassa et al., 2007). Dies ist bisher nur experimentell gelungen, wodurch
die Frage nach der Bildung von Gap Junctions durch Panx1 in vivo nach wie
vor diskutiert wird (Locovei et al., 2006b). Des Weiteren zeigte die Arbeitsgrup-
pe um Gina Sosinsky mittels Immunfluoreszenz, dass sich Panx1 und Panx3 an
polarisierten Zellen wie z. B. dem Atemwegsepithel insbesondere apikal kon-

zentrieren, also dort, wo sich keine Nachbarzellen befinden. Kontrar dazu
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kommen Gap Junctions eher an der basolateralen Membran derartiger Zellen
vor. Aufgrund dieser und weiterer Unterschiede erscheint die Bezeichnung als
,Membrankanale“ korrekter. Pannexine sind demnach die Lipiddoppelschicht
Uberspannende Kandle, die einen Austausch zwischen dem Cytoplasma und
dem extrazellularen Raum (EZR) ermaoglichen.

Entgegen dieser Argumentation zeigten Sahu et al. klrzlich, dass sowohl
Panx1 als auch Panx3 sehr wohl Gap Junctions ausbilden. Dieses Verhalten ist
demnach zellspezifisch und nur bei einer Hypoglykosylierung mdglich. Eine
starkere Glykosylierung verhindert, wie bereits oben beschrieben, das Ando-
cken benachbarter Pannexine aneinander (Sahu et al., 2014). Auch im Zusam-
menhang mit der interzellularen Ca®*-Ausbreitung wurde bereits auf eine Gap-
Junction-Funktion des Panxl hingewiesen, jedoch unter Bedingungen einer
Uberexpression des Proteins (Vanden Abeele et al., 2006).

Alle drei Pannexin-Varianten erfahren im Anschluss an die Translation diese
unterschiedlich starke Glykosylierung (Boassa et al., 2007) und kénnen danach
sowohl intrazellular als auch in der Zellmembran vorkommen (Penuela et al.,
2009). Der Grad der Glykosylierung und die Lokalisation in der Zelle sind dabei
offensichtlich fir den zielgerichteten Transport der Pannexine an die Zellober-
flache von Bedeutung. Eine Verhinderung der Glykosylierung fihrt zu einer
ausschlief3lich intrazellularen Lokalisation von Panx1 (Boassa et al., 2007). Pe-
nuela et al., bestétigten dies in einer Publikation von 2009 und beschrieben
dariiber hinaus, dass der Glykosylierungsgrad auch fur die Interaktion der Pan-
nexine untereinander eine Rolle spielt. Weiterhin postulierten sie, dass die ver-
schiedenen Pannexin-Varianten bei Koexpression die gegenseitige Funktion

beeinflussen kdnnen (Penuela et al., 2009).

1.3.2 Genexpression

Die Sequenzen der Pannexine von Mensch und Maus sind stark konserviert.
Auf Proteinebene sind sie zu 93% (Panx2 und Panx3) bzw. 94% (Panx1l) iden-
tisch (Penuela et al., 2009). Innerhalb der Proteinfamilie besteht eine grtere
Ahnlichkeit zwischen Panx1 und Panx3: Die kodierenden Gene sind bei beiden
Spezies auf dem gleichen Chromosom lokalisiert und es wird vermutet, dass sie
ursprunglich durch eine chromosomale Duplikation entstanden sind (Baranova

et al., 2004). Auch das Verteilungsmuster untermauert diese Annahme: Panxl
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wird ubiquitéar exprimiert und Panx3 kommt in verschiedenen embryonalen Ge-
weben und beim Erwachsenen im Knochen, der Haut und dem Knorpelgewebe
vor, wohingegen Panx2 nur im ZNS exprimiert wird (Baranova et al., 2004). Au-
Berdem wurde eine Koexpression von Panx1l und Panx3 in verschiedenen Ge-
weben und Zelltypen nachgewiesen (Penuela et al., 2007; Penuela et al.,
2008).

Bisher am besten erforscht ist Panx1. Das kodierende Gen ist beim Menschen
auf dem Chromosom 11q14.3 lokalisiert. Es besitzt fiinf Exons, wovon das ftinf-
te in zwei Varianten gespleif3t wird. Hierdurch entstehen zwei Panx1-Subtypen:
Panxla und Panx1b, wovon Panxla mit 426 Aminosauren (AS) einen um 4 AS
kirzeren C-Terminus (Carboxy-Terminus) aufweist als Panx1b (430 AS) (Bara-
nova et al., 2004).

Offensichtlich wird die Pannexin-Expression dynamisch durch physiologische
und pathophysiologische Prozesse reguliert. So kommt Panx2 in intakten Ast-
rozyten normalerweise nicht vor, die Expression kann aber durch Ischamie und

Reperfusion induziert werden (Zappala et al., 2007).

1.3.3 Aktivierung und Funktionen von Panxl1

Von den drei Pannexin-Spezies ist die Funktion von Panxl bisher am besten
erforscht. Das Protein bildet einen aus sechs Monomeren bestehenden Kanal
(Boassa et al., 2007; Ambrosi et al., 2010). Je nach Gewebe ist auch die Aus-
bildung heteromultimerer Kandle (Panxl/Panx2) moglich (Bruzzone et al,
2003).

Alle Kanalformen haben gleiche pharmakologische Eigenschaften (Bruzzone et
al., 2005): Sie zeichnen sich durch eine hohe Leitfahigkeit (500pS) und geringe
Selektivitat aus und sind dadurch fur viele lonen und Molekile (< 1kDa), allen
voran ATP (Bao et al, 2004), aber auch Farbstoffe (Pelegrin et Suprenant,
2006), die experimentell eine grol3e Rolle spielen, durchlassig. Dadurch sind sie
insbesondere fur parakrine Signalwege von Bedeutung (D hondt et al., 2009).
Im Gegensatz zu den Connexin-Hemikanalen wird die Offnung von Panx1 nicht
durch physiologische extrazellulare lonenkonzentrationen reguliert (MacVicar et
Thompson, 2010; Shestopalov et Panchin, 2008). Vielmehr fiihren mechani-
scher Stress (Bao et al., 2004), ein Anstieg der zytoplasmatischen Ca®-

Konzentration (Locovei et al., 2006a), eine Depolarisation der Membran auf
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Uber -20mV (Bruzzone et al., 2005) und die Aktivierung durch ATP Uber puri-
nerge Rezeptoren (Locovei et al., 2007) zu einer Offnung von Panxl1.

Der genaue Mechanismus hinter der Panx1-Aktivierung wurde zuletzt 2012 von
Sandilos et al. beleuchtet. Ausgehend von der Beobachtung, dass eine Caspa-
se-Spaltstelle im C-Terminus von Panxl fur die Aktivierung von Bedeutung ist
(Chekeni et al., 2011), wurde dieser Bereich des Proteins mittels trunkierter
Panx1-Konstrukte genauer untersucht. Sie stellten fest, dass der C-Terminus
als Kanalblocker wirkt und erst seine Dissoziation von der Kanalpore zu einer
durch Caspase-Spaltung vermittelten Offnung fuhrt (Sandilos et al., 2012). Im
gleichen Jahr konnte auch in Kardiomyozyten eine Caspase-abhangige Panx1-
Aktivierung nachgewiesen werden (Dolmatova et al., 2012).

Panxl sind in der Vergangenheit aufgrund seiner elektrophysiologischen Ei-
genschaften und des weiten Expressionsmusters vielerlei Funktionen zuge-
schrieben worden. Insbesondere die Permeabilitat fur das extrazellular weit
verbreitete Nukleotid ATP (Locovei et al., 2006b), das als Signalmolekil im
Rahmen verschiedenster Signaltransduktionswege von essentieller Relevanz
ist, untermauert seine Bedeutung. Inzwischen ist sogar davon auszugehen,
dass Panxl das dominante Protein fur die Kanal-vermittelte ATP-Freisetzung
darstellt (Dahl et Keane, 2012). Die anschlieRende Wirkung von ATP wird Uber
purinerge Rezeptoren vermittelt, die ligandengesteuert oder G-Protein-
gekoppelt sein kénnen.

So kann Panx1 auf der einen Seite durch extrazellulares ATP Uber die Aktivie-
rung eines purinergen Rezeptors gedffnet werden (Locovei et al., 2007; Dahl et
al., 2012) oder direkt, als Antwort auf eine Offnung anderen Ursprungs (s.0.),
ATP freisetzen (z.B. Bao et al., 2004; Locovei et al., 2006a; Bruzzone et al.,
2005).

1.3.3.1 Funktion im Rahmen der Kalziumausbreitung

Die Ausbreitung von Kalziumionen tber mehrere Zellen hinweg kann tber Gap
Junctions oder Rezeptor-vermittelt tber lonenkanéle erfolgen. Panx1 erfullt die
notwendigen Kriterien fur einen solchen Kanal, weshalb ihm in diesem Zusam-
menhang eine primére Funktion zugeschrieben wird. Der Membrankanal wird
bspw. durch mechanischen Stress geo6ffnet und ATP gelangt in den EZR (Ab-
bildung 2). Von dort aus aktiviert es G-Protein-gekoppelte purinerge P2Y-



Einleitung 9

Rezeptoren, woraus die Stimulation einer Phospholipase C resultiert. Durch die
anschlieBende Produktion von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) wird die ver-
mehrte Freisetzung von Ca®* aus intrazellularen Speichern in das Zytoplasma
und die Aktivierung von Gap Junctions vermittelt. Uber diese gelangt das Ca®*
in benachbarte Zellen. Zusatzlich aktiviert eine erhdhte Ca?*-Konzentration in
der Zelle weitere Panx1-Kanale, wodurch eine so hohe extrazellulare ATP-
Konzentration entsteht, dass dieses auch zu weiter entfernten Zellen diffundie-
ren und so die Ausbreitung der Ca?*-Welle vorantreiben kann (Locovei et al.,
2006a). Auch innerhalb einer einzelnen Zelle tragt Panx1 zur Ca**-Homdostase
bei, als sog. intrazellularer Calcium Leak Channel im endoplasmatischen Reti-
kulum. So werden hier durch einen Ausstrom von Ca®" (iber diese ,Lecks” in
das Zytoplasma und einen aktiven Riicktransport iiber ATP-abhingige Ca*'-

Pumpen viele physiologische Prozesse reguliert (Vanden Abeele et al., 2006).

EZR

ATP ATP
\_\\> \

< Xy J

IP;
! IP, IP,
% ~ d
—  Gap Junction \ Mechanischer Stress
.. Panx1 Kalziumionen
@ Purinerger Rezeptor IP, Inositol-1,4,5-trisphosphat

ATP Adenosintriphosphat

Abbildung 2: Mégliche Rolle von Panx1 im Rahmen der Initilerung und Weiterleitung
einer Ca**-Welle. Panx1 wird durch mechanischen Stress gedffnet und ATP gelangt in den
IZR. Dort aktiviert es purinerge Rezeptoren, woraus die Stimulation einer Phospholipase C
und die Produktion von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) resultieren. IP; vermittelt die ver-
mehrte Freisetzung von Ca®* aus intrazelluldren Speichern in das Zytoplasma und die Akti-
vierung von Gap Junctions. Uber diese gelangt das Ca®* in benachbarte Zellen. Zusatzlich
aktiviert eine erhéhte Ca?*-Konzentration in der Zelle weitere Panx1-Kanale, wodurch eine
so hohe extrazellulare ATP-Konzentration entsteht, dass dieses auch zu weiter entfernten
Zellen diffundieren und so die Ausbreitung der Ca®"-Welle vorantreiben kann (Modifiziert
nach Locovei et al., 2006a).
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1.3.3.2 Funktion im Rahmen von Inflammation und Apoptose

Die Tatsache, dass Panx1 eine Permeabilitat fiir Ca®* besitzt und an der Steue-
rung des zellularen Ca**-Haushalts beteiligt ist, riickt das Protein auch im Zu-
sammenhang mit pathologischen Prozessen in den Fokus. Kalzium als ,Signal
des Lebens und des Todes" kontrolliert nicht nur die Entwicklung, Differenzie-
rung und Funktion der Zellen, sondern hat auch Einfluss auf den Zelltod
(Berridge et al, 1998). Hohe und lang anhaltende zytoplasmatische Ca?'-
Konzentrationen sind toxisch und kénnen zu Abbauprozessen im Rahmen von
Apoptose und Nekrose fuhren. So kommt es zur Aktivierung von Nukleasen, die
die DNA spalten und das Chromatin abbauen (Nicotera et al., 1994).

Die purinergen Rezeptoren P2X7 und P2Y kdnnen eine Aktivierung von Panxl
initiieren (Locovei et al., 2006a, 2007). Der P2X7-Rezeptor, der auf Makropha-
gen und anderen Immunzellen exprimiert und durch hohe extrazellulare ATP-
Konzentrationen geo6ffnet wird (Pelegrin et Suprenant, 2006), fihrt bei prolon-
gierter Applikation von ATP zur Formierung einer grof3en Pore und zum Zelltod
(Locovei et al., 2007). Das freigesetzte ATP mediiert Uber die Inflammasom-
Aktivierung und Spaltung der Pro-Caspase-1 in die aktive Form die Freisetzung
von Interleukin-1B (1I-1B), das als Initiator der akuten Entziindungsantwort be-
trachtet wird (Dinarello, 2005).

Pelegrin und Suprenant zeigten 2006 die Koexpression von Panx1l und P2X7
und wiesen nach, dass Panx1l sowohl firr die Caspase-1-Spaltung als auch fur
die Freisetzung von II-1B bendtigt wird. Diese Verbindung und Aktivierung der
P2X7-Panx1-Kopplung kann durch einen Abfall der extrazellularen Ca?'-
Konzentration, wie sie im Rahmen vieler pathophysiologischer Prozesse vor-
kommt, getriggert werden (Poornima et al., 2012). Damit kommt Panxl eine
Schlisselrolle in der P2X7-vermittelten Inflammasom-Aktivierung zu (Pelegrin
et Suprenant, 2006), insbesondere, da der Kanal auch durch die Freisetzung
von Nukleotiden als ,Find-me*“-Signale zur Monozyten-Rekrutierung beitragt
(Chekeni et al., 2010) und darUber hinaus ein positives Feedback-Signal (ATP-
induzierte ATP-Freisetzung) ausldst (Dahl et Keane, 2012). Nicht zuletzt unter-
mauert eine pharmakologische Panx1-Blockade durch die gleichen Verbindun-
gen, die auch die Inflammasom-Aktivitdt beeinflussen (Qiu et al., 2011; Lam-

kanfi et al., 2009), die Bedeutung des Proteins fur die Entziindungsantwort.
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Panx1 kann nicht nur durch ATP aktiviert werden, weshalb es weiterhin mit dem
sekundaren Zelltod in Verbindung gebracht wird. Primar geschadigte Zellen
setzen zahlreiche Komponenten wie bspw. Kaliumionen (K*; Silverman et al.,
2009) und Glutamat (Thompson et MacVicar, 2008) frei. Diese stimulieren
Panx1 so stark, dass der Regulationsmechanismus (vgl. Kapitel 1.3.3.5) ver-
sagt. Als Folge kommt es zum Absterben urspringlich nicht geschadigter Zel-

len.

1.3.3.3 Funktion im Gehirn

Neben Panx2 wird auch Panx1l in verschiedenen Teilen des Gehirns wie bspw.
dem Hippocampus, dem Bulbus olfactorius, dem Cortex und dem Cerebellum
exprimiert (Bruzzone et al., 2003). Daruber hinaus konnte eine Interaktion der
beiden Proteine nachgewiesen werden (Bruzzone et al., 2005).

Der Einfluss der Pannexine auf einen Hirninfarkt wurde 2011 von Bargiotas et
al. genauer untersucht: Eine Okklusion der A. cerebri media (Mittlere Gehirn-
schlagader) fihrte in Panx1”Panx2”-Mausen zu siginifikant kleineren Infarkten
und einem geringer ausgepragten neurologischen Folgeschaden (evaluiert mit-
+/+

tels des Corner-Tests und der Bewegungslatenz) im Vergleich zu Panx1

Tieren (Bargiotas et al., 2011).

1.3.3.4 Funktion im kardiovaskularen System

Panx1 wird eine wichtige Rolle im Rahmen der Blutdruckregulation zugeschrie-
ben. Die Beobachtung, dass Erythrozyten trotz fehlender Gap-Junction-Kanéle
bei niedriger O,-Spannung (Sauerstoff-Spannung) oder unter mechanischem
Stress ATP freisetzen, fuhrte zu der Hypothese, dass Panx1 als Mediator invol-
viert ist. Tatséchlich wird das Protein in den roten Blutkérperchen exprimiert und
vermittelt hier via ATP-Freisetzung eine Vasodilatation, d.h. die Erythrozyten
setzen das Nukleotid als Antwort auf eine verminderte Sauerstoffversorgung
des Blutes frei (Abbildung 3). Dieses bindet an purinerge Rezeptoren der En-
dothelzellen und an die roten Blutzellen selbst. An letzteren bewirkt es, ahnlich
wie im Rahmen der Entzindungsantwort (vgl. Kapitel 1.3.3.2), eine ATP-
induzierte ATP-Freisetzung und triggert so das ATP-Signal. Am GefalRendothel

fuhrt dies zur Initierung einer Ca®*-Welle und dariiber zur Freisetzung von
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Stickstoffmonoxid (NO). Dieses diffundiert in die benachbarten glatten Muskel-
zellen und verursacht dort eine Relaxation mit anschlieRender Vasodilatation,

was eine bessere Sauerstoffversorgung bewirkt (Locovei et al., 2006b).

Vasodilatation

\E/’ . m) ATP

2

Endothelzelle \./ =Purinrezeptor Il =Pannexin-1

Abbildung 3: Panx1-vermittelte ATP-Freisetzung aus Erythrozyten und dadurch initiierte Vasodila-
tation. Erythrozyten setzen als Antwort auf eine verminderte Sauerstoffversorgung des Blutes tUber Panx1
ATP frei. Dieses bindet an purinerge Rezeptoren der Endothelzellen und an die Erythrozyten selbst. An
letzteren bewirkt es eine ATP-induzierte ATP-Freisetzung und triggert so das ATP-Signal. Am Gefa-
Rendothel filhrt dies zur Initiierung einer Ca”*Welle und dariiber zur Freisetzung von Stickstoffmonoxid
(NO). Das NO diffundiert in die benachbarten glatten Muskelzellen und verursacht dort eine Relaxation mit
anschlieRender Vasodilatation, wodurch die Sauerstoffversorgung verbessert wird (Modifiziert nach
Locovei et al., 2006b).

Weiterhin zeigten Billaud et al. 2011, dass Panx1 in Arteriolen exprimiert wird.
Diese sind Uber a1D-adrenerge Rezeptoren maldgeblich an der Vasokonstrikti-
on und damit an der Blutdruckregulation beteiligt. Ko-Immunprazipitationen wie-
sen eine Kolokalisation von Panx1 mit dem Adrenozeptor nach. Eine pharmako-
logische Blockade von Panx1 resultierte schliel3lich in einer signifikant vermin-
derten Kontraktion nach Stimulation der Widerstandsgefalle mit Phenylephrin
(Billaud et al., 2011). Diese Beobachtungen stitzen die Annahme, dass Panx1
im Rahmen der systemischen Blutdruckregulation eine wichtige wenn auch je
nach Lokalisation sehr unterschiedliche Rolle zukommt.

Im Herzen wird Panx1 in den Vorhéfen und in den Ventrikeln von C57/BI6-
Mausen exprimiert (Petric et al., 2016). Die Beobachtung, dass das Protein in
isolierten Kardiomyozyten als Large Conductance Channel ein Ca'-
unabhangiges Aktionspotential (AP) auslésen kann, fuhrte zu der Hypothese,
dass Panx1 Einfluss auf die Entstehung von Arrhythmien haben kdnnte (Kienitz
etal., 2011).

Nishida et al. zeigten 2008, dass Panx1 in die Ausbildung einer kardialen Fibro-

se involviert ist. In einem Mausmodell wurde mittels transaortaler Konstriktion
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eine Druckbelastung des Herzens ausgeldst, wodurch Ga12/13-Proteine als
Teil des Rho-Signalwegs die Transkription fibrogenetischer Gene (TGF-f3, Peri-
ostin, Prokollagen Typ | und Ill) induzieren. Ga12/13-Proteine interagieren mit
dem purinergen Rezeptor P2Y6, der durch ATP-Bindung aktiviert wird. Das
hierfiir notwendige ATP stammt aus Pannexin-Kanalen, wie mittels Carbenoxo-
lon-(CBX)-Blockade gezeigt werden konnte (Nishida et al., 2008).

Die Rolle von Panx1 im Rahmen der kardialen Fibrose wurde 2012 durch die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Elena Dolmatova bekraftigt: Unter zellularem
Stress, hier induziert durch Sauerstoffentzug, setzen Kardiomyozyten Uber
Panx1 vermehrt ATP frei und der Transfer des glykosylierten Panx1 in die Zell-
membran wird forciert. ATP aktiviert die Transformation von Fibroblasten zu
Myofibroblasten. Ausgehend von diesen Ergebnissen ist denkbar, dass Panx1
in einem frihen Stadium nach kardialer Ischamie ein parakrines Signal liefert,
das die Fibroblastenaktivierung initiiert (Dolmatova et al., 2012). Fibrotisch
umgebautes Myokard fuhrt erneut auf eine Rolle des Panx1 im Zusammenhang
mit Arrhythmien zurtick, denn diese strukturellen Veranderungen sowie eine
veranderte lonenkanal-Expression tragen als wesentlicher pathogenetischer
Faktor zur Genese von Herzrhythmusstérungen bei (de Bakker et van
Rijen, 2007).

Indes gibt es erste Hinweise von In-vitro-Studien, die auf eine kardioprotektive
Wirkung von Panx1 hinweisen: Eine ischdmische Pra- bzw. Postkonditionierung
Uber ATP-Freisetzung fuhrt aus einem Panx1/P2X7-Komplex zur Freisetzung
multipler kardioprotektiver Substanzen. Dies wurde in einem Ex-vivo-
Rattenmodell am Langendorff-perfundierten Herzen anhand resultierender klei-
nerer Herzinfarkte evaluiert. Der schiitzende Effekt wird durch eine weitere Ka-
naléffnung innerhalb eines kurzen Zeitfensters wéhrend der Reperfusion nach
Ischamie noch verstarkt (Vessey et al., 2011).

Dieser, zur Rolle von Pannexin im Rahmen der Inflammation und Apoptose e-
her widersprtchliche Effekt, erklart sich wahrscheinlich aus der sehr kurzen
Offnungszeit der Kanale im Falle einer ischamischen Pra- und Postkonditionie-
rung (Vessey et al., 2010).
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1.3.3.5 Regulation von Panx1

Aufgrund der hohen Leitfahigkeit und geringen Selektivitat von Panxl kénnen
verlangerte oder wiederholte Aktivierungen durch einen Verlust des lonengradi-
enten und wichtiger intrazellularer Molekile zum Zelltod fihren (Qiu et Dahl,
2009; Locovei et al., 2007). Qiu et Dahl bezeichneten Panx1 in einer Publikation
von 2009 deshalb als ,potentiell todlichen Kanal® (Qiu et Dahl, 2009).

Umso wichtiger erscheinen vor diesem Hintergrund die Regulationsmechanis-
men, die eine unkontrollierte Offnung von Panx1 verhindern. Eine Schlusselrolle
kommt hierbei der Funktion des intrazellularen C-Terminus als Kanalblocker zu
(vgl. Kapitel 1.3.3). Dafur sprechen auch die Ergebnisse einer Studie von
2005, in der erstmals nachgewiesen wurde, dass Panx1 durch Interaktion sei-
nes C-terminalen Endes mit einem weiteren Protein reguliert werden kann
(Bunse et al., 2005). Wie genau diese Blockade auf molekularer Ebene vonstat-
tengeht, wird fur zukinftige Untersuchungen von grof3em Interesse sein (Bunse
et al., 2011), da dies die Mdoglichkeit eroffnet, Verbindungen zu entwickeln, die
Panx1 aktivieren oder blockieren (Sandilos et al., 2012).

Ebenso sind die Cystein-Reste an den extrazellularen Schleifen der Proteine
(vgl. Kapitel 1.3.1) sowie das transmembranose Cystein 40 (Cys-40; Bunse et
al.,, 2011) und das intrazellulare Cystein 346 (Cys-346; Bunse et al., 2010) an
der Panx1-Regulation beteiligt. So kann durch eine S-Nitrosylierung von Cys-40
und Cys-346 der Kanal blockiert und die chronische ATP-Freisetzung gestoppt
werden (Lohman et al., 2012). Neben der Kanal-internen Blockade sichern wei-
terhin 4uRere Faktoren wie die spannungsabhangige Offnung die Funktionsfa-
higkeit der Zelle (Bao et al., 2004).

Auch ATP als eigentlicher Aktivator kann nach der Offnung des Kanals durch
einen negativen Feedback-Mechanismus zur KanalschlieBung fuhren (Qiu et
Dahl, 2009).

Nicht zuletzt ist experimentell eine pharmakologische Blockade fir die Regula-
tion von Panx1 von Bedeutung. Carbenoxolon (CBX), ein synthetisches Derivat
der Glycyrrhetinsaure, ist ein potenter Blocker von Panx1 und inhibiert den Ka-
nal konzentrationsabhéngig und reversibel (Bruzzone et al., 2005). Es wurde
daher in der Vergangenheit in vielen Studien zur Kanalblockade verwendet (u.a.
Locovei et al., 2006b und 2007; Sandilos et al., 2012). CBX blockiert jedoch

auch Connexin-Kanale (Goldberg et al., 1995) weshalb inzwischen Probenecid



Einleitung 15

mehr und mehr in den Vordergrund riickt. Probenecid ist bekannt als Inhibitor
der organischen Anionentransporter 1 und 3 (Hagos et al., 2017) und wird Kli-
nisch zur Therapie einer chronischen Gichterkrankung eingesetzt (Pui et al.,
2013). Es ist ein potenter Blocker von Panxl und hat im Gegensatz zu CBX

keinen Einfluss auf Connexine (Silverman et al., 2008).

1.4 Die genetisch modifizierte Maus als Versuchsobjekt

Als genetisch modifiziert werden Tiere bezeichnet, bei denen gezielt in das
Erbmaterial eingegriffen wurde. Dies kann auf verschiedenen Wegen (s.u.) ge-
schehen. Das Ziel dieser Methoden besteht darin, dass durch das Einfligen,
Ausschalten, Entfernen oder Modifizieren eines Gens und die Analyse der
dadurch auftretenden Veranderungen im Organismus Ruckschliisse auf dessen
Funktion in der Zelle bzw. im Organismus gewonnen werden kdnnen.

Was in der zweiten Halfte des vorigen Jahrhunderts zundchst an Prokaryonten
und eukaryontischen Zellkulturen gelungen war, wurde schon bald auch auf
groRere Organismen ausgeweitet (Schenkel, 2006, S.1). Die ersten transgenen
Mause entstanden 1974 in den Laboratorien von Brinster (Brinster, 1974). Ei-
nen weiteren Meilenstein dieses Forschungszweigs stellte die 1982 erstmals
gelungene Integration eines Wachstumshormon-Gens aus der Ratte in die
Keimbahn der Maus dar. Das Resultat waren deutlich grél3ere Nachkommen.
Dieser Erfolg trug maf3geblich zum Verstandnis des Einbringens von Fremdge-
nen in Saugetiere bei (Palmiter et al., 1982).

Heute spielt das transgene Mausmodell vor allem in der Grundlagenforschung
eine bedeutende Rolle. Die Maus als Versuchstier vereint gleich mehrere Vor-
teile: Zunachst ahnelt das Mausegenom sehr stark dem des Menschen und ist
daher fur die Erforschung genetisch bedingter Krankheiten sehr gut geeignet
(Ahne, 2007, S.35). Hinzu kommen ein kurzer Reproduktionszyklus, einfache
Handhabung und niedrige Kosten fur die Haltung. Auch die genetische Manipu-
lation und die Méglichkeit, eine ausreichende Anzahl von Tieren innerhalb eines
realistischen Zeitraums zu untersuchen, bieten viele Vorteile (Stockigt et al.,
2014).

An dieser Stelle sei allerdings stets auch die Kehrseite der Medaille zu betrach-
ten: Die Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch die Haltung vor und wah-

rend der Versuche und durch zirkadiane Rhythmen, die Frage nach der Uber-
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tragbarkeit der Ergebnisse, insbesondere bei Krankheitsmodellen, und die hohe
Ausschlussrate von Tieren, die nicht fur den entsprechenden Versuch geeignet
sind, seien hier nur beispielhaft zu erwahnen. Diese und weitere Griinde riicken
Tierversuche auch zu Forschungszwecken immer wieder in ein ,Spannungsfeld
von Praxis und Bioethik® (Ahne, Buchtitel, 2007).

Die ethische Vertretbarkeit des vorliegenden Versuchsvorhabens wurde im
Vorhinein sorgfaltig abgewogen und im Tierversuchsantrag detailliert beschrie-
ben. Das vorliegende Projekt baut auf dem bereits abgeschlossenen Projekt zur
kardialen Phanotypisierung der Panx1-defizienten Maus auf. Mit der Panx-17-
Maus kann nun im zweiten Schritt die Beeinflussung der myokardialen Schadi-
gung nach kardialer Ischamie und Reperfusion durch Panxl genauer charakte-
risiert werden. Damit ist es erstmals mdglich, ohne Verwendung pharmakologi-
scher Inhibitoren und im In-vivo-Modell die Funktion von Panx1 weiter aufzukla-
ren. Aufgrund der Vergleichbarkeit physiologischer Prozesse in der Maus mit
denen im Menschen (vgl. Kapitel 4.3.2) und der starken Sequenzhomologie
zwischen humanem und murinem Panx1 (vgl. Kapitel 4.7) ist davon auszuge-
hen, dass die Ergebnisse weitestgehend transferiert werden kénnen, um so
zukunftig mogliche Therapieansatze im Rahmen eines Infarktgeschehens zu

entwickeln.

1.4.1 Die Generierung transgener Mause

Grundsatzlich unterscheidet man bei der Generierung transgener Tiere zwei
Methoden: Bei der Vorkerninjektion (Abbildung 4) wird das zuséatzliche Gen
zuféllig in das Genom des Individuums integriert. Hierzu wird zunéchst durch
das Herbeiflihren einer Superovulation bei geeigneten ,Spenderweibchen® eine
grof3e Zahl ovulierter Oozyten gewonnen, die dann nach der Verpaarung aus
dem Ovidukt entnommen werden. Unter dem Mikroskop wird anschlie3end die
zuvor molekularbiologisch aufbereitete Fremd-DNA als transgenes Konstrukt in
den mannlichen Vorkern der befruchteten Eizelle injiziert. Sind die Embryonen
nach der Mikroinjektion noch intakt, werden sie schlief3lich in die Eileiter schein-
trachtiger sog. ,Ammenweibchen® transferiert und ausgetragen. Wurde das
DNA-Konstrukt in das Genom des Nachkommen integriert, tragt dieser das Gen
in allen Korperzellen und vererbt es dementsprechend auch an die nachste Ge-

neration. Man bezeichnet solche Tiere als Founder, mit denen man eine eigene
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mutante Linie (Transgenic Founder Line) begrinden kann (Schenkel, 2006,
S.39f.). Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass das Genom nicht ge-
zielt verandert werden kann. Darlber hinaus gelingt die stabile Integration der
zugefuhrten DNA nur in ca. 30% der Falle (Henning et Graw, 2010, S.453).

Die zweite Methode stellt die Veranderung des Erbmaterials mittels homologer
Rekombination dar (Abbildung 4). Sie wird auch als Gene Targeting bezeich-
net, da hierbei ein bekanntes Gen zielgerichtet mutiert (Knock-in-Tiere) oder
ausgeschaltet (Knock-out-Tiere) werden kann. Zu diesem Zweck gewinnt und
kultiviert man zunachst embryonale Stammzellen (ES) aus frihen Embryonen.
Diese werden anschlieend mit Hilfe eines Targeting-Vektors transfiziert. Der
Vektor enthalt das mutierte Allel und flankierende genomische Sequenzen, so-
dass im Anschluss die Integration in das Erbgut mittels homologer Rekombina-
tion méglich ist. Diese tritt jedoch nur sehr selten auf (Wahrscheinlichkeit 10
bis 10 Henning et Graw, 2010, S. 445) und die wenigen Zellen miissen mittels
Selektionsmarker aussortiert, angereichert und in die Blastozysten einer ande-
ren Linie injiziert werden. AnschlieRend werden die frihen Embryonen in den
Uterus scheintrachtiger Ammenweibchen uUbertragen. Die Nachkommen be-
zeichnet man als Chimare, da sie die genetischen Veranderungen in einem Teil
ihrer Zellen tragen. Sind davon auch Keimzellen eines Tieres betroffen (Keim-
bahnchimares Tier), kann man durch die Verpaarung dieses Tieres mit einem
Wildtypen Nachkommen erzeugen, bei denen alle Kdrperzellen das verénderte
Gen tragen, und so die Zucht einer mutierten Linie aufbauen (Schenkel, 2006,
S.41ff)).
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Abbildung 4: Herstellung transgener Mause. Bei der Vorkerninjektion wird die zuvor molekularbiolo-
gisch aufbereitete Fremd-DNA in den mannlichen Vorkern injiziert. Die intakten Embryonen werden in die
Eileiter scheintrachtiger Ammen (weile Maus) transferiert und ausgetragen. Bei Intergration der Fremd-
DNA entstehen sog. Founder (graue Maus). Bei der Homologen Rekombination werden ES mit Hilfe eines
Targeting-Vektors transfiziert und in die Blastozysten einer anderen Linie injiziert. AnschlieRend werden
die frihen Embryonen in den Uterus scheintrachtiger Ammen (weile Maus) lbertragen. Die Nachkommen
bezeichnet man als Chimare (gefleckte Maus), da sie die genetischen Veranderungen in einem Teil ihrer
Zellen tragen. Sind davon auch Keimzellen eines Tieres betroffen (Keimbahnchiméares Tier), kann man
durch die Verpaarung mit einem Wildtyp (weiRe Maus) Nachkommen erzeugen, bei denen alle Kérperzel-
len das veranderte Gen tragen (graue Maus), und so die Zucht einer mutierten Linie aufbauen (Modifiziert
nach einer Darstellung aus: Lexikon der Neurowissenschaft, transgene Mause).

1.5 Ziel der Arbeit

Panx1 ist ein im menschlichen und tierischen Organismus ubiquitar exprimierter
lonenkanal, dem eine Funktion im Rahmen von Ischamie, Inflammation und
Apoptose zugeschrieben wird. Zur weiteren Untersuchung dieses lonenkanals
wurde in den vergangenen Jahren in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. med.
Hannah Monyer, Arztliche Direktorin der Abteilung fiir Klinische Neurobiologie
am Universitatsklinikum Heidelberg, ein Knockout-Mausmodell etabliert. Die

Untersuchung Panx71-defizienter Mause wurde bisher jedoch lediglich unter
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neurobiologischen Gesichtspunkten durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die
Deletion von Panx1l Auswirkungen auf die Folgeschaden einer zerebralen Is-
chamie und Reperfusion hat.

Die kardiale Funktion des lonenkanals ist noch weitgehend unerforscht. Auf-
grund seiner bisher bekannten Eigenschaften kénnte Panxl am Herzen die
Elektrophysiologie und somit die Entstehung und die Folgen eines Myokardin-
farkts wie z.B. Apoptose, Fibrose und konsekutive Funktionseinschrankungen
beeinflussen. Da die Ursachen eines Myokardinfarkts vielfaltig und viele kor-
pereigene Faktoren noch unbekannt sind, kommt der Aufklarung pathophysio-
logischer Mechanismen eines solchen Infarktgeschehens eine breite klinische
Bedeutung zu.

Vor diesem Hintergrund wurden im vorliegenden Projekt die Auswirkungen ei-

+/+_

ner kardialen Ischamie und Reperfusion in vivo an Panx1 und Panx1”-
M&ausen untersucht. Zu diesem Zweck wurden bei Mausen beider Genotypen
EKG-Transmitter implantiert. AnschlieRend wurde experimentell ein Myokardin-
farkt ausgel6st. Vor und nach Ischamie wurden von jedem Versuchstier 24h-
Elektrokardiogramme aufgezeichnet und echokardiographische Untersuchun-
gen sowie Untersuchungen mit dem Millar-Katheter durchgefiihrt. Final wurden
die Herzen entnommen und die Infarktgréf3en planimetrisch bestimmt. Die Er-
gebnisse vor und nach Ischamie und die Unterschiede zwischen den Genoty-
pen wurden miteinander verglichen. Parallel dazu wurden die Herzen nicht-
operierter Panx1™*- und Panx1”-Mause entnommen und histologisch unter-
sucht.

Ziel dieser Arbeit war es, einen moglichen Einfluss von Panx1 auf die Infarkt-
groRe sowie auf elektrophysiologische und hdmodynamische Parameter vor
und in der frihen Phase nach Ischamie und Reperfusion zu untersuchen, was
zu einem besseren Verstandnis der kardialen Funktion von Panxl beitragen

kdnnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Systematischer und zeitlicher Aufbau der Versuchsreihe

Insgesamt wurden 22 Tiere in das Projekt eingeschlossen. Ein Tier musste
nachtraglich wegen anatomischer Anomalien ausgeschlossen werden und drei
weitere verstarben wahrend der Versuchsreihe. Bei den 18 verbleibenden Tie-

1**- und zehn Panx1”-Mause.

ren handelte es sich um acht Panx
Der zeitliche Ablauf des Projekts (Abbildung 5) gestaltete sich derart, dass bei
den Tieren zunachst in einem Alter von 12-16 Wochen subkutan ein EKG-
Transmitter implantiert wurde. Danach wurde eine Pause von zehn Tagen an-
gesetzt, damit sie sich von der Operation erholen konnten. Au3erdem war die-
ser Zeitraum wichtig, um einen eventuellen Einfluss der vorausgegangenen An-
asthesie auf die Ergebnisse der nachfolgenden elektro- und echokardiographi-
schen Untersuchungen auszuschlie3en (Redel et al., 2009).

Nach dieser Pause fanden im Rahmen einer Baseline-Untersuchung eine EKG-
Aufzeichnung tUber 24h und die Echokardiographie statt, durch die die physiolo-
gischen Funktionsparameter des Herzens erfasst wurden. Drei Tage spater
wurde bei einer Vor-OP die proximale linke Koronararterie (LAD) ligiert und da-
mit die Ischamie vorbereitet. Nach dreitagiger Rekonvaleszenz wurde unter er-
neuter Narkose die Ischamie bei geschlossenem Thorax (Closed-Chest-Modell)
ausgelost und fur 60min aufrechterhalten. Danach erfolgte die postischdmische
EKG-Aufzeichnung Uber 24h und eine erneute Echokardiographie. Anschlie-
Bend wurde die Untersuchung mittels Druck-Volumen-Katheter durchgefihrt.
Mit der finalen Herzentnahme, -farbung und Infarktplanimetrie wurde die Ver-
suchsreihe jeweils beendet.

Parallel zu diesen Versuchen wurden von jeweils zwei nicht-operierten

+/+

Panx1™*- und Panx1”-Mausen die Herzen entnommen und Paraffinschnitte fiir

eine qualitative Analyse der Herzstruktur angefertigt.
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Versuchsreihe. Zunachst wurde bei jedem Tier ein EKG-
Transmitter implantiert und eine Habituation von zehn Tagen angesetzt. Danach fanden eine Echokardio-
graphie und die EKG-Aufzeichnung Uber 24h statt. Drei Tage spater wurde bei einer Vor-OP die LAD
ligiert und damit die Isch@mie vorbereitet. Nach dreitédgiger Rekonvaleszenz wurde die Ischamie und Re-
perfusion (I/R) induziert. Danach erfolgte die postischamische EKG-Aufzeichnung Uber 24h und eine er-
neute Echokardiographie. Anschlielend wurde die Untersuchung mittels Druck-Volumen-Katheter durch-
gefuihrt. Mit der finalen Herzentnahme, -farbung und Infarktplanimetrie wurde die Versuchsreihe jeweils
beendet. Die Paraffineinbettungen fir die Histologie fanden unabhangig von dieser Versuchsreihe zu
einem spateren Zeitpunkt statt (Fotographie der Maus von harlan.com).

2.2 Versuchstiere

2.2.1 Die Panx1-defiziente Maus

Die Etablierung der im vorliegenden Projekt verwendeten Panx7-defizienten
transgenen Mauslinie erfolgte durch die Arbeitsgruppe um Frau Prof. Dr. med.
Hannah Monyer am Institut fir Klinische Neurobiologie des Universitatsklini-
kums Heidelberg. Als genetischer Hintergrund wurde hierfir der Mausstamm
C57BL/6 verwendet. Das Panx1-Gen wurde durch das Einflgen eines lacZ-
Gens (Gen des Laktose-Operons von Escherichia coli) und einer von zwei loxP-
Stellen (Locus of Crossing Over in Phage P1; Erkennungssequenz fur Rekom-
binasen) flankierten Phosphoglycerat-Kinase-Neomycin-Kassette in Exon 1 un-
terbrochen. Das hierfur verwendete DNA-Fragment stammte von einer 129/SvJ-
Mausegenom-Bibliothek (Stratagene, California; Anselmi et al., 2008). Das ent-
standene Zielkonstrukt wurde anschlieRend nach Elektroporation in R1-ES
(Zelllinie R1) von 129/SvJ-Mausen eingebracht. Eine erfolgreiche homologe
Rekombination wurde mittels Nested PCR (geschachtelte PCR) und Southern
Blot-Analyse bestatigt. Hierbei kdbnnen ES, die die modifizierte DNA-Sequenz

integriert haben, durch ihre Neomycin-Resistenz selektioiert werden.
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Die selektionierten Neomycin-resistenten ES wurden anschlieBend in die
Blastozysten von C57BL/6NCrl-Mausen injiziert und die Nachkommen von
Ammen ausgetragen. Die Ubertragung des mutierten Allels in die Keimbahn
wurde erneut durch Southern Blot-Analyse Uberprift. Des Weiteren wurde die
Neomycin-Kassette durch Verpaarung der Nachkommen mit sog. Cre-deleter-
Mausen aus dem Genom der Tiere entfernt (Anselmi et al., 2008). Diese Tiere
tragen das Gen fur eine Cre-Rekombinase (Cyclization Recombination-
Rekombinase), die spezifisch loxP-Stellen erkennt und DNA-Abschnitte zwi-
schen diesen Stellen herausschneidet (Tang et al., 2002). Schliel3lich wurde die
neu entstandene transgene Linie zehn Generationen (N10) auf C57BL/6 ruck-
gekreuzt. Die fortgeflhrte Zucht mit fir die Mutation heterozygoten Tieren er-
zielte homozygote Panx1-Knockout-Mause in einem Mendelschen Verhaltnis.
Die vollstandige Panx1-Deletion wurde unter Verwendung von Hirngewebe funf
Monate alter Mause mittels RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) belegt. Die
verwendeten Primer waren: Px1ex3-F, 5-ACA CCT CTG CTC AGA CCT GAA-
3" und Pxlex4-R, 5°-TGC ACA GAA ACT CGT CCG AGA-3'. So konnte die
Panx1-DNA (336bp, Exon 3-4) beim Panx1-Wildtyp nachgewiesen werden,
beim Panx1-Knockout hingegen nicht (Anselmi et al., 2008).

Von dieser Stelle wurden unserer Arbeitsgruppe 2010 mehrere Zuchtpaare der
zehnten Ruckkreuzungsgeneration fir die kardiologische Forschung an Panxl
zur Verfugung gestellt. Mit diesen Tieren wurde nachfolgend unter der Leitung
von Frau Prof. Dr. med. Birgit C. Donner im kardiovaskularen Forschungslabor
der Kinderkardiologie, Universitats-Kinderklinik Disseldorf, eine neue Zuchtlinie
aufgebaut. Diese wurde als Auszucht gefihrt, da eine vorausgegangene In-

zucht zu schlechten Zuchtergebnissen und hohen Sterberaten gefiihrt hatte.
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2.2.2 Genotypisierungen

Die Genotypisierungen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Mariam Taleb im
kinderkardiologischen Labor des Universitatsklinikums Dusseldorf (UKD)

durchgefuhrt.

2.2.2.1 DNA-Praparation

Zur Bestimmung des Genotyps wurden den Tieren im Alter von 4-5 Wochen die
Schwanzspitzen (1-2mm Lange) abgetrennt, um daraus die genomische DNA
zu isolieren. Bis zur Durchfuhrung der Genotypisierung wurden die Schwanz-
spitzen zunachst in der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutz-
aufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat (HHU) bei -80°C und nach
dem Transport in das kardiologische Labor bei -20°C gelagert.

Zur DNA-Praparation wurde ein kommerzielles QIAGEN DNeasy Blood and
Tissue Kit verwendet und nach dem darin enthaltenen standardisierten Proto-
koll vorgegangen. Hierfir wurden die Schwanzspitzen unmittelbar nach Unter-
brechung der Kiuhlkette in einem 1ml-Reaktionsgefal? mit 180ul ATL-Puffer und
20ul Proteinase K Uber Nacht bei 56°C in einem Thermocycler inkubiert. An-
schlieend wurde das Lysat zur Isolierung der DNA in sog. Spin Columns mit
Collection Tubes (kleine FiltergefaRe mit integrierten Auffangbehé&ltnissen)
uberfuhrt.

In diese wurden nacheinander 200ul AL-Puffer und 200ul Ethanol gegeben und
die Proben zentrifugiert (1min, 8000RPM, = 6000 x g). Nach Verwerfen des
Durchflusses wurden 500ul AW17-Puffer hinzugeftigt und die Proben nochmals
zentrifugiert (1min, 8000RPM, = 6000 x g). Es folgte erneutes Verwerfen des
Durchflusses. Dann wurden weitere 500ul AW2-Puffer dazugegeben und die
Proben tber 3min (14000RPM, = 20000 x g) zentrifugiert. Diese Schritte dien-
ten dazu, im Lysat enthaltene Zellreste und Schmutz zu entfernen.

Das Spin Column wurde nun auf ein beschriftetes Auffanggefald tberfihrt.
Durch die Zugabe von 100ul AE-Puffer, eine Inkubation Gber 1min und eine
letzte Zentrifugierung (1min, 8000RPM, = 6000 x g) wurde die noch enthaltene
DNA durch eine in dem Spin Column enthaltene Membran in das Auffanggefaf

filtriert.
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2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation
der isolierten DNA

Zur Vorbereitung der PCR wurde zunéachst die enthaltene DNA-Menge in jeder
Probe bestimmt. Hierzu wurde eine Spektrophotometrie mittels Spektralphoto-
meter laut Herstellerangaben durchgefuhrt. Dieses misst in den Proben die Re-
flektion bzw. Transmission von Strahlen innerhalb verschiedener Wellenléangen,
die abhangig ist von der darin enthaltenden DNA-Menge. Daraus ergibt sich
eine Mengenbestimmung in ng/ul. Die DNA-Konzentration in den Proben wurde
auf einer Wellenlange von 260nm berechnet, da sich hier das Absorptionsma-
ximum von Nukleinsduren befindet. Die entsprechende Formel leitet sich aus

dem Lambert-Beer'schen Gesetz ab und lautet:

c[ng/ul]l = (0ODz6p X €;)/d

c Konzentration der Ausgangslésung

ODygp: Gemessene optische Dichte bei 260nm

& Extinktionskoeffizient (DNA: 50ug/ml)

d: Schichtdicke des durchstrahlten Kdrpers (m)

Zusatzlich lasst sich durch die Berechnung des Verhdaltnisses der ODygp zur
ODygp (Absorptionsmaximum von Proteinen) die Reinheit der DNA bestimmen.
Liegt der Quotient bei 1,8, gilt die DNA als rein ohne Hinweise auf signifikante
Verunreinigungen durch Proteine. Ein kleinerer Quotient weist auf eine Protein-
oder Phenol-Kontamination hin. Dies konnte im Folgenden zu einer Stérung der
Amplifikation durch die PCR fuhren. Zur Aufbereitung der Proben fur die PCR
wurden aus jeder DNA zwei Reaktionsansatze erstellt (s.u.) und jeweils 20ul

+/+

DNA-Polymerase hinein pipettiert. Fir die Detektion der Panx1”"-Méause wurde
anschlieRend in eine der Proben jeweils 1ul Primer 1 (Geno Pxnl, Konzentrati-
on 1:10) und Primer 2 (Geno Pxn2, Konzentration 1:10) pipettiert. Die Primer
flankierten einen DNA-Bereich von 330 Basenpaaren (BP), der amplifiziert wer-
den sollte. Fur die Markierung der Panx1”"-Tiere stand entsprechend eine Kom-
bination aus Primer 1 und Primer 3 (Geno Pxn3, Konzentration 1:10) zur Verfu-
gung, die in die zweite Probe pipettiert wurde und einen DNA-Bereich von
630BP flankierte. In beide Proben wurden zum Schluss, abh&ngig von der Kon-

zentration der DNA in der Ursprungsprobe, die DNA und Wasser (Aqua bidest)
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gegeben (Gesamtmenge der Probe: 40ul). Dartber hinaus wurde zum Aus-

schluss einer Kontamination je eine Probe mit beiden Primerpaaren, aber ohne

DNA, hergestellt (Leerprobe).

Die Amplifikation erfolgte in einer PCR-Maschine und wurde nach dem folgen-

den Schema durchgefuhrt:

Tabelle 1: Amplifikationsschema der PCR-Maschine. Nach der De-
naturierung der Mause-DNA und der Anlagerung der Primer (Primer-
hybridisierung) sowie der Polymerase an die Einzelstrange wird die
DNA in Richtung der Zielsequenz verlangert (Elongation). Durch die
Wiederholung dieser Schritte lasst sich die DNA exponentiell amplifi-

zieren.

Anzahl

Temperatur
(°C)

Zyklen Programm

1x Initiale
Denaturierung
Denaturierung
Primer-

= hybridisierung
Elongation

1x Finale
Elongation

1x Abkuhlung

95

95

55

72

72

300

15

20

30

300

Bis zur Entnahme
der Proben

2.2.2.3 Gelelektrophorese

Die Amplifikationsprodukte wurden auf einem 2%-Agarosegel (Agarose + TRIS-
Borat-EDTA-Puffer) separiert. Als Grofienmarker wurde eine 100BP-Ladder
verwendet (Markierung alle 100BP). Die DNA wurde durch Ethidiumbromid an-
gefarbt und mit Hilfe eines speziellen Geldokumentationssystems die in den

Proben enthaltene DNA sichtbar gemacht (Abbildung 6) und der Genotyp be-

stimmt.
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BM P1 P2 P3 P4 P35 LP

330BP

200BP
100BP

Panx1+* X X

Panx1" X X

Hetero-
zygot

Leerprobe X

Abbildung 6: Bandendarstellung nach der Gelelektrophorese. Das
Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und macht die Strange dadurch un-
ter ultraviolettem Licht auf einer Héhe von 330 und 630BP als Banden im
Gel sichtbar, sodass der Genotyp der Tiere bestimmt werden kann.

BM = Bandenmarker (markiert alle 100BP), P1-P5 = Jeweils zwei Reakti-
onsansatze der einzelnen Tiere, LP = Leerprobe.

2.2.3 Tierhaltung

Alle Versuchstiere wurden in der ZETT der HHU gehalten.

2.2.3.1 Zucht

Die Haltung der Zuchtpaare erfolgte in mit entstaubtem Weichholzgranulat ein-
gestreuten Makrolonkafigen Typ Il (350cm?, Héhe 14cm) oder Typ Il (800cm?,
Hohe 14cm). Als Ruckzugsmoglichkeit und flr den Nestbau dienten den Tieren
Kunststoffhauschen. Die drei Wochen alten Jungtiere wurden von der Mutter
abgesetzt, nach Geschlechtern getrennt und anschlieend in Geschwistergrup-
pen gehalten. Im Alter von vier bis funf Wochen wurde fiur die DNA-Analyse ei-
nes jeden Tieres die Schwanzspitze gekulrzt und eine individuelle Ohrlochung
zur genauen ldentifizierung durchgefuhrt. Nach der Bestimmung des Genotyps

und mit Erreichen der Geschlechtsreife (im Alter von mindestens 12 Wochen)
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gingen die Tiere entweder in den Versuch oder wurden zur weiteren Zucht ver-
paart. Es wurden bevorzugt heterozygote Geschwistertiere verpaart, um ho-
mozygote Merkmalstréger zu erhalten. Um die Linienfihrung zu verbreitern und
somit einer Inzucht entgegenzuwirken, wurden zwischenzeitlich auch C57BI/6-
Mause eingekreuzt. Auf diese Weise wurde die Zahl der Merkmalstrager erhoht.
Anhand des Zuchtbuchs und der Sterbetafeln wurde der Zuchterfolg (Wurfstéar-
ke/Uberlebende Welpen) kontinuierlich tiberpriift.

In den Zuchtraumen lagen die Raumtemperatur bei 22 +/-2 °C und die relative
Luftfeuchte bei 55 +/- 5%. Die Beleuchtung (320Ix) fand von 6:00 bis 18:00 Uhr
MEZ statt. Die Tiere wurden mit pelletiertem autoklaviertem Futter ad libitum
geflttert. Ebenfalls ad libitum stand den Tieren ozoniertes mit HCL angeséuer-
tes Leitungswasser (pH 2,6-3,0) in Nippel-Trinkflaschen zur Verfiigung.

2.2.3.2 Versuchstiere

Bis zum Tag der Transmitter-Implantation fand die Haltung der Versuchstiere
gemeinsam mit den Zuchttieren statt. Danach wurden sie einzeln in Makrolon-
kafigen Typ Il in Tierhaltungsraume verbracht, um eine gegenseitige Manipula-
tion an den Wundrandern zu vermeiden. Die Einstreu und Wasserversorgung
entsprachen hier der in den Zuchtraumen, genauso wie die Raumtemperatur
und relative Luftfeuchte. Die Tiere wurden weiterhin ad libitum gefuttert. Zur
Beschaftigung sowie als Riickzugsmaoglichkeit diente zerkleinerter Zellstoff. Es
wurden taglich das Allgemeinbefinden, das Verhalten und die Gewichtsentwick-
lung der Tiere Uberprift, auBerdem wurden nach erfolgten Operationen die
Wundrander kontrolliert und die Schmerzmedikation (entsprechend dem Proto-
koll des Tierversuchsantrags) vorgenommen.

Um den zirkadianen Rhythmus der Tiere nicht zu stéren, wenn tagsiber (zu
deren eigentlicher Ruhephase) mit ihnen gearbeitet wurde, unterlag die Be-

leuchtung in den Haltungsrdumen einem reversen Tag-Nacht-Rhythmus.
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2.2.3.3 Genehmigung

Das Versuchsvorhaben wurde von der Bezirksregierung Dusseldorf unter dem
Aktenzeichen 84-02.04.2012.A343G343/13 genehmigt. Die Organentnahmen
fur die Histologie wurden ebenfalls durch die Bezirksregierung Dusseldorf unter
der Kennziffer G/254/2012 genehmigt.

2.3 Funktionelle nicht-invasive Untersuchungen
mittels Echokardiographie

2.3.1 Grundlagen

Die Echokardiographie ermdglicht eine Analyse der Morphologie und der Funk-
tion des Herzens. Es handelt sich hierbei um ein sonographisches Verfahren,
bei dem Ultraschallwellen von einem Schallkopf ausgehend auf verschiedene
Gewebe treffen und an den Grenzflachen gebrochen, abgelenkt, absorbiert und
reflektiert werden. Die reflektierten Wellen werden zu ein- (M-Mode-Verfahren)
bzw. zweidimensionalen Bildern (B-Mode-Verfahren) umgewandelt. Anhand
dieser Bilder kdnnen anschlie3end bspw. Vorhof- und VentrikelgroRe, Klap-
penmorphologie und -verdnderungen sowie der Blutfluss lber die einzelnen

Klappen beurteilt werden.

2.3.2 Durchfiuhrung

Die Bildaquisition erfolgte durch Frau Dr. rer. nat. Simone Gorref3en im kardio-
logischen Labor des UKD.
Hierfir wurden ein hochauflosendes Ultraschallgerat und ein 18-38MHz-

+/+

Schallkopf verwendet. Alle Versuchstiere (acht Panx1™*- und zehn Panx1”-
Mause) wurden mindestens 24h vor der Ischédmie sowie 6h danach echokardio-
graphisch untersucht. Hierfir wurden die Tiere zunachst in einer Narkosekam-
mer durch Flutung mit einem Sauerstoff-lIsofluran-Gemisch (3Vol% Isofluran)
anasthesiert. Die Narkoseerhaltung erfolgte anschlie3end ebenfalls mit einem
Gasgemisch (1-1,5% Isofluran/O,) Uber eine Atemmaske.

Fir die Untersuchung wurden die Tiere nach Feststellung einer ausreichenden

Anasthesie in Rilckenlage auf ein beheizbares Elektroden-Kontakt-Pad ver-
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bracht und die Extremitaten auf den EKG-Elektroden fixiert (Abbildung 7). Zu-
satzlich wurde eine Temperatursonde rektal eingefuhrt. So konnten kontinuier-
lich die HF (400-550/min), die AF (80-120/min), ein EKG und die Kérpertempe-
ratur (36-38°C) aufgezeichnet und Uberpruft werden.

Die Vorbereitung der Thoraxregion erfolgte zunachst grob mit Hilfe eines Rasie-
rers, danach wurde dieser Bereich mittels Enthaarungscreme vollstandig ent-
haart. AnschlieRend wurde bereits angewarmtes blasenfreies Ultraschallgel auf
dem Thorax verteilt.

Abbildung 7: Positionierung des
Versuchstieres auf dem Elektro-
den-Kontaktpad.

Es folgte die standardisierte echokardiographische Untersuchung nach Collins
(Collins et al., 2003):
1. Parasternaler Langachsenschnitt (Darstellung des linken Ventrikels in-
klusive Apex, LVOT und Aorta ascendens)
Hierfir wurde der Tisch in Kopfrichtung der Maus (rostral) und schrag
nach links etwas geneigt. Der Schallkopf wurde leicht schrag parallel
zum Sternum bewegt und das Herz im B-Mode geschallt (Abbildung 8).
Dann wurde in den M-Mode gewechselt und das Herz in dieser Einstel-

lung auf Hohe der Papillarmuskeln untersucht.

Abbildung 8: Darstellung des Her-
zens im B-Mode der langen Achse.
Die grune Linie markiert die Umrisse
des Herzens in der Langsachse.
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. Parasternaler Kurzachsenschnitt (Darstellung des geringsten (apexnah)
und des groldten (basisnah) Ventrikeldurchmessers sowie in der Mitte
des Ventrikels auf Hohe der Papillarmuskeln)

Der Tisch blieb in 0.g. Position und der Schallkopf wurde im Uhrzeiger-
sinn in Projektion auf die linke Schulter rotiert (Abbildung 9). In dieser
Einstellung wurde das Herz im B-Mode dargestellt (Abbildung 10).

Abbildung 9: Positionie- Abbildung 10: Darstellung des
rung des Schallkopfs im Herzens im B-Mode der kurzen
parasternalen  Kurzach- Achse. Die griine Linie markiert
senschnitt. den Innendurchmesser des Ventri-

kels im Querschnitt, die rote Linie
den AuRendurchmesser.

Anschlieliend wurde das Herz auch im Kurzachsenschnitt im M-Mode
untersucht. Aus drei im B-Mode gewonnenen Aufnahmen (basal, medi-
al und apikal) lieRen sich zunachst basierend auf der Simpson-Formel
(Lang et al., 2006) das linksventrikulare endsystolische (LVESV) und
das enddiastolische (LVEDV) Volumen ermitteln. Anhand der Volumina
wurden die Ejektionsfraktion (EF), das Schlagvolumen (SV), sowie das
Herzminutenvolumen (CO) berechnet. Sie dienen als Parameter fir die

systolische Herzfunktion:

LVEDV — LVESV
EF (%) = —— = X 100

SV(ul) = LVEDV — LVESV

ml
co (—) =SV x HR

mn
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Die Untersuchung des linken Ventrikels im M-Mode diente der genaue-
ren Evaluierung der Wanddicken und Ventrikel-Dimensionen. Zusatzlich
wurde die Verkurzungsfraktion (FS) berechnet. Sie spiegelt wider, um
wie viel Prozent sich der linke Ventrikel in der Systole (LVESD) gegen-
uber der Diastole (LVEDD) verkleinert:

, LVEDD — LVESD
FS (in %) = VFDD X 100

. Apikaler Vier-Kammer-Blick (Darstellung der Vorhofe, der Mitral- und der
Trikuspidalklappe, der Ventrikel und des Septums)
Der Tisch wurde in rostraler Richtung geneigt und der Schallkopf flach

aus apikaler Richtung eingestellt:

Abbildung 11: Position
des Schallkopfes beim
apikalen Vierkammerblick.

Neben der morphologischen Analyse diente der apikale Vierkammerblick
der Messung des Flussprofils Uber die Mitralklappe (mittels PW-Doppler).
Aus den erhobenen Daten konnten folgende Parameter zur Bestimmung

der diastolischen Herzfunktion ermittelt werden:

MV A Vel (mm/s): A-Welle
MV E Vel (mm/s): E-Welle
MV E/A: Verhaltnis der E- zur A-Welle
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Die E-Welle reprasentiert den Einfluss des Blutes in den linken Ventrikel
durch die fruhdiastolische Relaxation, beschreibt also einen passiven
Prozess. Die A-Welle hingegen bezeichnet den aktiven Einstrom von
Blut durch die spatdiastolische Vorhofkontraktion. Physiologisch ist eine
hohere Geschwindigkeit der E-Welle. Eine diastolische Dysfunktion geht
im Frihstadium mit einer Stérung der Ventrikel-Relaxation einher und
verschiebt dadurch das Verhaltnis durch eine niedrigere Geschwindigkeit

der E-Welle in Richtung eines gréReren Quotienten.

4. Suprasternale Aufnahme (Darstellung der Aortenklappe und der Aorta
ascendens)
Hierfir wurde der Tisch aus horizontaler Position in rostraler Richtung
etwas erhoht eingestellt und der Schallkopf in gleicher Richtung leicht
gekippt bewegt.
Die suprasternale Aufnahme wurde fur die Bestimmung des Blutflusses
Uber die Aortenklappe mittels PW-Doppler verwendet. Daraus ergab sich

als Parameter:

AoV Peak Vel (mm/s): Maximale Blutflussgeschwindigkeit tber die
Aortenklappe

Alle Schnittebenen wurden hinsichtlich regionaler Wandbewegungsstorungen
(Dyskinesie, Hypokinesie, Akinesie) untersucht und diese dokumentiert.
Nach der Durchfuihrung der Echokardiographie wurden das Kontakt- und das
Ultraschallgel von dem Tier entfernt und das Tier wahrend der Aufwachphase
zur besseren Abflutung des Narkosegases mit 100% Sauerstoff begast. Der
Kafig des Tieres wurde anschlieRend zur Unterstlitzung der Thermoregulation
bis zur vollstdndigen Rekonvaleszenz von der Narkose unter einer Warmelam-

pe positioniert.

2.3.3 Auswertung

Die bei der echokardiographischen Untersuchung erhobenen Daten wurden
mittels der Software Vevo 2100 zusammen mit Frau Dr. rer. nat. Simone Gor-

relen ausgewertet und statistisch analysiert.
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2.4 Durchfuhrung einer Ischamie und Reperfusion

2.4.1 Hintergrund und Bedeutung des Closed-Chest-Modells

Bei der Ischamie und Reperfusion im Rahmen eines sog. Closed-Chest-Modells
handelt sich um ein im Jahr 1995 erstmals beschriebenes Tiermodell (Michael
et al., 1995), das u.a. in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. Marc W.
Merx etabliert und in zahlreichen Studien veré6ffentlicht wurde (u.a. Hendgen-
Cotta et al., 2008). Der Ursprungsgedanke dieses Modells bestand darin, die
Ligatur eines Gefalles (Vor-OP) und das eigentliche Festziehen dieser Ligatur
(Ischamie-Induktion) zeitlich durch einen Mindestabstand von 3 Tagen vonei-
nander zu trennen (Nossuli et al., 2000), sodass es moglich ist, bei der an-
schlieRenden Entzindungsantwort zwischen der Reaktion auf den chirurgi-
schen Eingriff und der auf die Ischamie zu unterscheiden.

Der durch die Ligatur der LAD kunstlich erzeugte akute Myokardinfarkt fuhrt
zum Verschluss der Arterie und folglich zur Nekrose des entsprechenden Ver-
sorgungsgebiets. Daraus resultieren, je nach Lokalisation des infarzierten Ge-
fales, Storungen des Erregungsbildungs- und Erregungsleitungssystems. Ab-
hangig von der Starke der Veranderungen werden diese im EKG sichtbar. Als
besonders charakteristisches reversibles Infarktzeichen gilt eine monophasisch
deformierte ST-Strecke (ST-Hebung), deren Auftreten beim Menschen auch fur
die Einteilung des Infarktes in STEMI (Myokardinfarkt mit ST-Hebung) und
NSTEMI (Myokardinfarkt ohne ST-Hebung) von Bedeutung ist (Arastéh et al.,
2009, S.58; Hahn, 2013).

Alle im Rahmen des Closed-Chest-Modells durchgefiihrten Untersuchungen
fanden als Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Dr. med.
Marc W. Merx im kardiologischen Labor des UKD statt. (Klinik fir Angiologie

und Pneumologie, Arztlicher Direktor Herr Prof. Dr. med. Malte Kelm).

2.4.2 Anlage einer Ligatur um die LAD (Vor-OP)

Die Vor-OP erfolgte in Zusammenarbeit mit der veterindrmedizinisch-
technischen Assistentin (VMTA) Frau Stefanie Becher.
Fur die Anlage der Ligatur um die proximale linke Koronararterie wurde das

Versuchstier zehn Tage nach der Transmitter-Implantation erneut mit einer int-
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raperitonealen Mischspritze (100mg/kg KGW Ketamin und 10mg/kg KGW Xyla-
zin) narkotisiert. Nach Feststellung einer ausreichenden Anasthesie wurde die
linkslaterale Seite des Thorax rasiert. Mittels einer modifizierten Venenverweil-
kanule erfolgte anschlieBend die Intubation (Der Kunststoffkatheter dieser Ka-
nile war zuvor gekirzt und abgerundet worden, um Verletzungen der Trachea
zu vermeiden). Der Kopf der Maus wird hierfiir in einem daflr geeigneten Intu-
bationsstander Uberstreckt. Zur besseren Orientierung wird eine Lichtquelle von
aulRen auf Hohe der Epiglottis auf die Kehle gerichtet. Die Zunge kann nun vor-
sichtig mit einer Pinzette so zur Seite geschoben werden, dass eine tracheale
Intubation maoglich ist. Danach wird das Tier umgehend an den Respirator an-
geschlossen und der korrekte Sitz des Tubus in der Trachea durch milde Aus-
schlage des Volumeters tberprift.

Die Fixierung in Ruckenlage erfolgte durch Klebestreifen auf einem beheizba-
ren Operationstisch fur Kleintiere (37°C), anschliel3end wurde das Tier zur Nar-
koseerhaltung mit einem Sauerstoff-Isoflurangemisch (FiO, 40%, 2Vol% Isoflu-
ran) bei einer Beatmungsfrequenz von 140 Atemzigen/min begast. Unmittelbar
vor OP-Beginn wurde die freirasierte Thoraxhélfte zusétzlich enthaart und mit-
tels lodlésung desinfiziert.

Der Zugang zum Herzen erfolgte Uber eine linksseitige Thorakotomie. Daftr
wurde zu Beginn die Haut auf ca. 1cm Lange inzidiert. Unter Verwendung eines
Operationsmikroskops wurde anschlieRend auf Hohe des 3. Interkostalraums
stumpf durch den Brustmuskel prapariert (ca. 0,5cm Schnittlange) und der
Brustkorb eroffnet. Um die weitere Praparation zu erleichtern, wurde die Brust-
muskulatur mit Hilfe zweier OP-Haken, die jeweils Uber einen dinnen Metall-
stab an einem Magnethalter befestigt waren, retrahiert.

Nach Eroffnung des Herzbeutels und Aufsuchen der LAD ca. 1mm kaudal des
linken Herzohrs wurde diese distal der Bifurkation von LAD und ihres Ramus
diagonalis mit Hilfe eines PROLENE 7-0-Fadens umschlungen. Die beiden En-
den des Fadens wurden nach Abschneiden der Nadel durch ein desinfiziertes
Stiickchen eines Polyethylen-Schlauchs (0,5mm @&, 1mm Lange, zuvor in Etha-
nol eingelegt) gefuhrt und so festgezogen, dass sich eine lockere Schlaufe um
die LAD bildete, diese jedoch nicht okkludiert war. Nur kurzzeitig wurde die Li-
gatur fester zugezogen, um durch die sofortige Durchblutungsminderung des

Apex den richtigen Sitz der Ligatur zu beurteilen.
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Der Verschluss des Thorax sowie der Muskelschicht erfolgte mit Einzelheften
(PERMA-HAND 4-0-Seidenfaden), wobei die Enden des PROLENE-Fadens
zwischen den Einzelheften nach subkutan gefuhrt und miteinander verknotet
wurden. Um einem Alveolarkollaps nach Eréffnung des Thorax entgegenzuwir-
ken, wurde unmittelbar vor dem endgultigen Verschluss des Thorax durch kurz-
zeitige (1-2s) Erhéhung des inspiratorischen Drucks ein Recruitment-Manoéver
ausgelost. Rechtsthorakal erfolgte die stumpfe Praparation einer Hauttasche
mit einer kleinen Hautschere, in die anschlieBend der PROLENE-Faden aufge-
rollt platziert werden konnte. Zum Schluss wurde die Haut mittels Einzelheften
(PROLENE 5-0) verschlossen.

Die Operationsnarbe wurde nochmals mit lodlésung desinfiziert. Die Isofluran-
narkose wurde beendet, das Tier aber noch weiter mit O,-angereicherter Raum-
luft (1/3 100%iger O, und 2/3 Raumluft) begast. Sobald es wieder Reflexe zeig-
te, erfolgte die Extubation, und das Tier wurde in seinen Kéafig verbracht, der zur
Unterstitzung der Thermoregulation bis zur vollstandigen Rekonvaleszenz von
der Narkose unter einer Warmelampe positioniert wurde.

In den folgenden 6-8 Tagen schlossen sich eine intensive Uberwachung der
Tiere und die Verabreichung von Buprenorphin (alle 6-8h, 0,05-0,1mg/kg, s.c.)

zur Schmerzstillung an.

2.4.3 Induktion der Ischamie bei geschlossenem Thorax

Die Induktion der Ischamie erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau VMTA Stefanie
Becher.

Zwischen der Anlage der Ligatur und der Ischamie-Induktion wurde ein Zeit-
fenster von 3 Tagen gewahlt. Am Tag der Ischamie wurde das Tier nach suffizi-
enter Anasthesie erneut in Riuckenlage auf den beheizten (37°C) Operations-
tisch verbracht und wie oben beschrieben fixiert. Zur Narkosetberwachung und
Kontrolle der Ischamie wurden dem Tier EKG-Elektroden angelegt. Die Narko-
seerhaltung erfolgte tGber eine Atemmaske (1/3 100%iger O, und 2/3 Raumluft,
2Vol% Isofluran). Nach Desinfektion des OP-Feldes im Bereich der Hautnaht
mit lodlésung wurde diese erneut erdffnet. Die subkutan verbliebenen Faden-
enden wurden freigelegt, der Knoten abgeschnitten und die beiden Enden von-
einander getrennt nach links bzw. rechts vom Tier weggefuhrt. Seitlich des Tie-

res wurden sie nun zunéchst jeweils mittels Klebestreifen locker an einem Mag-
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nethalter befestigt. Erst dann folgte die Ischamie-Induktion durch das vorsichti-
ge Wegziehen der Magnethalter vom Tier, wodurch die Fadenenden unter
Spannung gerieten. Die visuelle Kontrolle erfolgte parallel durch die ST-
Streckenhebung im EKG. Unter kontinuierlicher Kontrolle der Narkose und der
Fadenspannung wurde die Ischamie nun Uber einen Zeitraum von 60min fort-
gesetzt. Um ein Austrocknen und den Eintrag von Keimen zu vermeiden, wurde
die ertffnete Haut mit einem mit NaCl (0,9%) getrankten sterilen Gazetupfer
abgedeckt.

Nach Ablauf der 60min wurde die Ischamie durch das Durchtrennen der beiden
Fadenenden beendet. Diese wurden kurz abgeschnitten und die Hautnaht nach
Wundauffrischung erneut mit Einzelheften (PROLENE 5-0) verschlossen. Die
Isoflurannarkose wurde beendet und die Maus noch einige Minuten mit O,-
angereicherter Raumluft (s.0.) begast. Nach der Wiedereinstellung der Reflexe
wurde das Tier in den Kafig verbracht. Die postoperative Uberwachung und Be-

handlung gestaltete sich wie bereits weiter oben beschrieben.

2.4.4 Evans Blue- und TTC-Farbung zur Vorbereitung
einer Infarktplanimetrie

Diese erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau VMTA Stefanie Becher.

Um die Grol3e des durch die experimentelle Ischamie entstandenen Infarktes zu
bestimmen und zwischen den Genotypen zu vergleichen, wurden die Herzen
eines jeden Versuchstieres entnommen, zweifach gefarbt und anschliel3end
eine Infarktplanimetrie durchgefihrt.

Zeitlich schlossen sich die Herzentnahme und —farbung unmittelbar an die
Druck-Volumen-Messung mit dem Millar-Katheter (vgl. Kapitel 2.6) an. Hierfur
wurden die Tiere zun&chst tief narkotisiert (100mg/kg KG Ketamin und 10mg/kg
KG Xylazin, i.p.). Die Suffizienz der Narkose wurde Uberpruft und anschliel3end
der Brustkorb eroffnet und das Herz entnommen. Zur Vorbereitung der Farbung
musste das Herz in einer Kaltschale mit PBS (Phosphat-gepufferte Salzldsung;
4°C) unter einem Operationsmikroskop von umgebenden Geweberesten frei-
prapariert werden. Mittels zweier Mikropinzetten konnte der Aortenstumpf an-
schlielend auf eine spezielle Aortenkanile aufgezogen und mit einem Faden-
knoten (Seidenfaden SERAFEX 5-0) fixiert werden. Uber die Kaniile wurde das
Herz anschlie3end mittels NaCl blutfrei gespult. Au3erdem wurde an der Stelle,
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an der die LAD zuvor in vivo ligiert worden war, erneut eine Ligatur (SERAFEX
5-0) gesetzt. Durch die Kanile war es weiterhin mdglich, retrograd tber die Ko-
ronararterien das gesunde Herzgewebe mit 1%igem Evans Blue (1-2ml) blau
anzufarben. Das Versorgungsgebiet distal der Ligatur blieb entsprechend unge-
farbt.

Anschliel3end wurde das Herz gewogen und bei -20°C Uber den Zeitraum von
1h eingefroren. Im Anschluss wurde das Herz von der Herzspitze aufwarts mit
einer Rasierklinge transversal in ca. 1mm dicke Scheiben geschnitten und die
Schnitte auf einer Feinwaage gewogen. Fur die zweite Farbung wurde jeder
Schnitt in einem 1ml-Eppendorf-Reaktionsgefa? mittels 1%igem 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 5min bei 37°C in einem Thermomixer inku-
biert. Der wasserlosliche Redox-Farbstoff wird dabei von mitochondrialen De-
hydrogenasen noch intakter Zellen mit Hilfe der Coenzyme NAD und NADP zu
dem roten Indikator Formazan reduziert.

Die gefarbten Schnitte wurden schlie3lich unter einem Stereomikroskop abfoto-
graphiert und die Daten fur die Infarktplanimetrie auf einen angeschlossenen

PC transferiert und gespeichert.

2.4.5 Infarktplanimetrie zur Ermittlung der Infarktgrofe

Die Infarktplanimetrie (Abbildung 12) erfolgte mit dem Programm DISKUS
Software und wurde verblindet durchgefuhrt. Grundlage hierfur bot die unter-
schiedliche Anfarbung der Herzbereiche: Physiologisches Gewebe farbt sich
durch das Evans Blue blau-violett an, die sog. Area At Risk (AAR), die noch
lebende Zellen enthélt, jedoch im Versorgungsgebiet der ligierten Koronararte-
rie liegt, stellt sich durch die Reduktion des TTCs rot dar und vollstandig ligier-
tes und reaktionsloses Infarktgewebe erscheint weil3-rosa:

Abbildung 12: Infarktplanimetrie mit der DISKUS-Software. Im
unteren Bereich des Bildes befindet sich physiologisches Myokard
(blau-violett, rot umrandet), oben rechts der Infarkt (weiR-rosa,

blau umrandet), zwischen vitalem Myokard und Infarkt demarkiert
sich die AAR (rot, griin umrandet).
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Man umfahrt mit dem Cursor die entsprechenden Bereiche (Infarkt, AAR) fur die
computergestutzte Flachenberechnung. Durch das Ausmessen aller Herzschei-
ben ist eine Volumetrie moglich. Die GroRe des Myokardinfarkts berechnet sich

demnach wie folgt (Michael et al., 1995):

[(A1+ Wtl) + (A2 + Wt2) + (A3 + Wt3) + (A4 + Wt4) + (A5 + Wit5) + (A6 + Wt6)]
= Gewicht Infarktgewebe

A= Prozentuale Flache des Infarkts der Schnitte 1-6

Wt=  Gewicht der entsprechenden Schnitte 1-6

Anschlie3end lasst sich anhand folgender Formel der prozentuale Anteil des

Infarkts am linken Ventrikel (LV) berechnen:

Gewicht Infarkt
Gewicht LV

X 100 = Anteil Infarktam LV in %

Die AAR ergibt sich schlie3lich anhand dieser Formel:

(Gewicht LV — Gewicht blau gefiarbter Anteil LV)
Gewicht LV

= Anteil AARam LV in %

Sie wird bezogen auf die Gesamtflache des LV angegeben, um Schwankungen
der Herzgr63e auszugleichen.

2.5 Aufzeichnung eines telemetrischen Elektrokardiogramms

2.5.1 Das EKG - Grundlagen und Unterschiede
zwischen Mensch und Maus

Die Elektrokardiographie misst elektrische Potentiale wahrend der Herzaktion
(Arastéh et al., 2009, S.27). Durch die Depolarisation der Herzmuskelzellen
entstehen Spannungsunterschiede zu noch nicht erregten Zellen, die mittels
verschiedener Ableitungsformen gemessen werden kdnnen.

Die telemetrische EKG-Aufzeichnung erméglicht eine Analyse der Herzaktion

der Versuchstiere unter nahezu physiologischen Bedingungen und gilt derzeit
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als Goldstandard fur nicht-invasive elektrophysiologische Analysen an transge-
nen Mausen. Allerdings mussen bei der Bewertung des murinen EKGSs einige
Besonderheiten beachtet werden. Es bestehen Unterschiede zwischen dem
Ubergang von der De- in die Repolarisationsphase im menschlichen Herzen im
Vergleich zu dem in einem Méauseherzen. So fehlt bei der Maus eine deutliche
Plateauphase (Abbildung 13) wodurch es zu einer Uberlappung der De- und
Repolarisation kommt (Speerschneider et al., 2013).

Im menschlichen EKG ist das Ende der ventrikularen Depolarisation mit dem J-
Punkt klar vom Beginn der ST-Strecke abgrenzbar. Die ST-Strecke korreliert
mit der Plateauphase des APs, also dem Stadium, in dem alle Kardiomyozyten
des Ventrikels vollsténdig erregt sind. Da zu diesem Zeitpunkt keine Potential-
differenzen messbar sind, verlauft die Strecke im EKG entlang der isoelektri-

schen Linie, und leitet die intraventrikulare Erregungsruckbildung ein.

Phase 0

\

100 ms 25 ms

"-N‘__“_-—

————

Phase 4

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Aktionspotentials ventrikularer Myozyten eines
erwachsenen Menschen (links) im Vergleich mit dem einer Maus (rechts). Beim Menschen folgt
dem AP-Aufstrich (Phase 0) eine kurze Zeit der Repolarisation (Phase 1), der sich die typische Pla-
teauphase (Phase 2) anschlie3t. Der J-Punkt bildet den Ubergang zwischen Phase 1 und 2. Durch
den plétzlichen Verschluss der Ca®"-Kanale kommt es anschlieRend zur vollstandigen Repolarisati-
on (Phase 3), bis das Ruhemembranpotential (Phase 4) wieder erreicht ist. Die prominente Pla-
teauphase fehlt bei der Maus. (Modifiziert nach Nerbonne, 2004, vgl. auch Kapitel 4.3.2).
Bei der Maus schlief3t sich an den QRS-Komplex eine sog. J-Welle (Abbildung
14) an, wahrend ein deutliches isoelektrisches ST-Segment fehlen kann und
meist nur bei sedierten Tieren als negative Ablenkung sichtbar ist (Liu et al.,
2004). Die Erregungsruckbildung stellt sich hier also anders dar, was vermutlich
auf Spezies-spezifisch unterschiedlichen Repolarisationsstromen beruht (Liu et
al., 2004).
Die J-Welle fallt zeitlich in die frihe Repolarisationsphase und ist daher geeig-
net, um das Ende der Depolarisation und den Beginn der Repolarisation festzu-

legen (Liu et al., 2004), was im Zuge der vorliegenden Versuchsreihe die Basis
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fur die EKG-Auswertung (s.u.) darstellte. Hierfur wurde der Komplex aus J- und

T-Welle durch die verwendete Software als Rodent T-wave bezeichnet.

: ?
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Abbildung 14: Vergleich zwischen einem hu-
manen (1) und murinen (2) EKG. Deutlich er-
kennbar sind die P-Welle (A), der QRS-Komplex
(B) und die T-Welle des menschlichen EKGs (C),
sowie die J-Welle (D, roter Kreis) hinter dem QRS-
Komplex der Maus. (Ausschnitte aus dem Pro-
gramm LabChart Pro-Software).

Im postischamischen EKG von Mensch (Piper, 2012, S.166) und Maus (Jong et

al., 2003) qilt eine ST-Streckenveranderung als Infarktzeichen. Sie deutet auf

eine unvollstandige Ventrikeldepolarisation hin und kann als Hebung (aufstei-

gend) bei einem frischen Infarkt und anschlielend als Senkung (absteigend)

auftreten. Seinen Ursprung hat dieses Phanomen in der ischamisch geschadig-

ten Verletzungszone, die an das eigentliche Infarktareal angrenzt. Dort kommt

es zum Zeitpunkt der Vollerregung oder wahrend der Diastole zu einem Verlet-

zungsstrom, der die im EKG sichtbare Potentialdifferenz verursacht (Piper,

2012, S.166).

Diese Deformierung wurde im vorliegenden Projekt als sicheres Zeichen eines

experimentell ausgelosten Infarkts bewertet.
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2.5.2 Aufbau der Messeinheit

Die Ableitung eines telemetrischen EKGs an der sich frei bewegenden Maus
innerhalb ihres naturlichen Tag-Nacht-Rhythmus wurde unter Verwendung ei-
nes kommerziellen Transmittersystems durchgefuhrt (Abbildung 15). Der Kafig
der Maus wird dabei auf eine Ableitungsplatte gestellt. Die beiden Elektroden-
enden, die subkutan im Bereich von Herzspitze und —basis liegen und mit dem
ebenfalls subkutan implantierten 1,6g schweren Transmitter verbunden sind,
registrieren und verstarken elektrische Potentialveranderungen des Mauseher-
zens. Diese werden in Radiofrequenzsignale konvertiert und an eine Empfan-
ger-Platte (DSI PhysioTel Receiver RPC-1) gesendet. Die Platte ist wiederum
an eine Schalt-Matrix (Power-Lab 8/35) angeschlossen, die das Signal digital
filtert und an einen ebenfalls mit dem System verbundenen Computer weiterlei-
tet. Dieser akquiriert und speichert die Daten automatisch, au3erdem wird das

laufende EKG optisch sichtbar und dessen Fortlauf kann beobachtet und Uber-

pruft werden:

Abbildung 15: Aufbau der Messeinheit. Der Tierkafig auf der Ableitungsplatte (links), daneben das
Power-Lab (unteres Gerat in der Mitte) und der daran angeschlossene PC (rechts).

2.5.3 Implantation von EKG-Transmittern

Fir die Implantation der Telemetrie-Transmitter (Abbildung 16) wurden adulte
Mause (mindestens 10 Wochen alt) verwendet. Die Narkoseeinleitung erfolgte
mit einer intraperitonealen Mischinjektion (100 mg/kg KGW Ketamin und
10mg/kg KGW Xylazin). Nach Prufung der ausreichenden Anasthesie wurde
das OP-Feld rasiert (Kaudales Abdomen bis zum Sternum sowie Axillarbereich)
und desinfiziert.

Das Tier wurde auf einer beheizten OP-Platte (37°C) mit Hilfe von Klebestreifen
in Ruckenlage fixiert und zur Narkoseerhaltung Uber eine Atemmaske mit einem

Sauerstoff-Isoflurangemisch (FiO2 40%, 2Vol% Isofluran) begast.
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Abbildung 16: Fotographische Demonstration der Transmitter-Implantation: Spétere Position des
Transmitters und der Elektroden an dem bereits anasthesierten Versuchstier (links), der Schnittfiihrung fiir
die Implantation (Mitte) und Wundnahte nach Implantation (rechts).

FUr die Implantation erfolgte ein 1,5cm langer Hautschnitt paramedian im Be-
reich des kaudalen Abdomens. AnschlieRend wurde durch stumpfe Praparation
eine kleine Hauttasche geschaffen, in die der Transmitter so platziert wurde,
dass die Elektroden nach kranial zeigten. Der Transmitter wurde mit Hilfe eines
Einzelheftes mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial (PROLENE 7-0) um die
Elektroden herum am Bauchmuskel fixiert und der Hautschnitt durch mehrere
Einzelhefte mit ebenfalls nicht resorbierbarem Faden (PROLENE 5-0) ver-
schlossen.

Die beiden Elektrodenenden wurden nach stumpfer Untertunnelung mit einem
Trokar subkutan in Richtung der Axillarregion vorgeschoben. Im Bereich von
Herzspitze (rote Elektrode) und Herzbasis (weilte Elektrode) wurde jeweils eine
kleine Hautinzisur (2mm Schnittlange) gesetzt und dann die Elektrodenenden
mit Hilfe von Einzelheften mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial (PROLENE 7-
0) an der Brustmuskulatur fixiert. (Die daraus entstehende Ableitung entspricht
in etwa der Ableitung Il eines Oberflachen-EKGs). Anschlielend erfolgte auch
hier der Hautverschluss mit Einzelheften und bei Bedarf zusatzlich mit Metall-
klammern. Der operative Eingriff dauerte insgesamt 20-30min.

Die Operationsnarben wurden zum Schluss erneut desinfiziert. Zur Unterstut-
zung der Thermoregulation wurden die Kafige der Tiere in den ersten 2h post
operationem unter eine Warmelampe gestellt. Wasser und Futter ad libitum
wurden umgehend angeboten. Aulderdem erhielt jedes Tier Buprenorphin (0,05-
0,1mg/kg KGW, s.c.) zur Analgesie.

Im Rahmen der Nachsorge erhielten alle operierten Tiere Uber einen Zeitraum
von 5-6 Tagen alle 6-8h Buprenorphin (0,05-0,1mg/kg KGW, s.c.) zur Schmerz-
stillung. Die Aufzeichnung der Baseline-EKGs erfolgte erst nach vollstandigem

Abklingen der Anasthetika-Wirkung, 10 Tage nach der Transmitter-Implantation.
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2.5.4 Aufzeichnung der 24h-EKGs

Fur die pra- und postischamische EKG-Ableitung wurde die gesamte Messein-
heit im Tierhaltungsraum des kardiologischen Labors des UKD platziert und
jeweils ein Tierkafig auf eine Ableitungsplatte gestellt. AnschlieRend wurde Uber
einen Zeitraum von 24h ein Elektrokardiogramm aufgezeichnet.

2.5.5 Manuelle Grundauswertung der 24h-EKGs

Die Auswertung der EKGs (Abbildung 17) erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau
Mariam Taleb und wurde mit Hilfe der LabChart Pro-Software durchgefuhrt.

Sie fand getrennt nach Tag- und Nachtzyklus statt, um die Aktivitats- und Ru-
hephasen der Tiere zu bertcksichtigen. Hinsichtlich des Genotyps wurde sie
verblindet und von zwei unabhangigen Untersuchern durchgefihrt.

Die einzelnen EKGs wurden zundchst manuell auf technisch bedingte Artefakte
hin durchgesehen und diese exkludiert. Im Zuge dessen wurden dartber hinaus
samtliche Herzrhythmusstérungen (HRS) fur die spatere Auswertung markiert.
Anschliel3end wurde von jedem EKG (préa- und postischamisch) und aus jeder
Stunde ein Abschnitt von 20s selektiert. Eine solche Vorauswahl war notwen-
dig, um bei den anschlieRenden Analysen eine reprasentative Aussage treffen
zu kénnen, da viele kleine und nicht exkludierbare Artefakte (z.B. durch ruckar-
tige Bewegungen des Tieres) die automatische Schlagdetektion der Software
Uber das gesamte 24h-EKG uberlagerten.

Die resultierenden 48 Abschnitte pro Tier (24 pra- und 24 postischamische)
wurden mit bereits analysierten Daten unserer AG zusammengefuhrt und fur
die Untersuchung der HRV verwendet.

Die Analyse der Zeiten und Strecken wurde nur basierend auf dem praischami-
schen EKG und aus jedem zweiten Abschnitt der HRV-Vorauswahl durchge-
fuhrt. Daraus ergaben sich 12 Abschnitte, aus denen anschlie3end jeweils 60
Komplexe analysiert wurden.

Fir die HRT-Messung wurden aus den HRS, die im postischamischen EKG

aufgetreten waren, zehn Ventrikulare Extrasystolen (VES) pro Tier ausgewahilt.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Analysen pro Tier auf Basis der 24h-EKG-
Aufzeichnung. Die Pfeile bezeichnen, aus welchem EKG die Analysen jeweils hervorgingen. Die
Zahlen in den Klammern bezeichnen die Anzahl der Abschnitte pro EKG (Z&S = Zeiten und Strecken).

2.5.6 Arrhythmien-Detektion

Fir die Erkennung der pra- und postischamisch aufgetretenen Arrhythmien und
eventueller Unterschiede zwischen den Genotypen wurden die EKGs aller Ver-
suchstiere manuell durchgesehen. In der vorliegenden Ableitung, die in etwa
der Ableitung Il nach Einthoven entspricht, konnten die HRS anhand ihrer Mor-
phologie gut detektiert und mittels eines Cursors markiert werden. Dies erleich-

terte die anschlieRende Zahlung und Auswertung.

2.5.7 Auswertung von Zeiten und Strecken

Um den zeitlichen Verlauf der De- und Repolarisation und etwaige Stérungen
zu untersuchen und zu Uberprifen, ob Panx1 einen Einfluss auf die Zeiten- und
Streckenabschnitte des murinen EKGs hat, wurde mit Hilfe der automatisierten
ECG-Analysis-Funktion der LabChart Pro-Software jede zweite der 24 HRV-

Sequenzen aus dem praischamischen EKG jedes Versuchstieres genauer ana-
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lysiert. Eine postischamische Analyse war nicht méglich, da die Komplexe auf-
grund der Ischamie so deformiert waren, dass weder durch die automatische
Erkennung der Software noch manuell eine valide Aussage zu treffen war.

Bei der Software-basierten Auswertung werden zunachst im Analysemodul
Tierart-bezogene Standards festgelegt (Thierau et al., 2008; Donner et al.,
2011):

Data source Detection
@ whole channel
131209 ir24_ekg_ko_507_ro v ) Typical QRS widthis 10 ms
Selection
R waves are at least &0 ms apart
Detection and Analysis settings

Alignment: | QRS maximum -
Preset: Mouse ™ A e e o J

Analysis

fveragng PrePbaseine  Mawxmum PR Maximum RT
O Beats to average 1 beats 10 ms 50 ms 60 ms
Time to average s ‘A/\
s
irsighoiinazd ¥|Rodent T wave
Qic Measure ST heightat 10 ms from aignment

Select: ‘Ml.l:hel etal A

Abbildung 18: Voreinstellungen im Analysemodul ECG Analysis von

LabChart Pro.
Anhand dieser Voreinstellung berechnet das Programm automatisch den Be-
ginn, den maximalen Ausschlag und das Ende der P-Welle und des QRS-
Komplexes sowie den hochsten Punkt der ST-Hebung und das Maximum und
Ende der J- und T-Welle (hier als Rodent T Wave zusammengefasst, im Fol-
genden als T-Welle bezeichnet). Die automatische Erkennung des markanten
hochsten Punktes der P-Welle und R-Zacke war hierbei sehr zuverlassig, wo-
hingegen das System den Beginn und das Ende der einzelnen Abschnitte, ins-
besondere das Ende der T-Welle, oft nicht korrekt einordnete (Abbildung 19).
Um dennoch eine verlassliche Aussage Uber die atriale und ventrikulare Depo-
larisation sowie die Repolarisation treffen zu kénnen, mussten diese Markierun-
gen nachtraglich manuell versetzt werden. Dies wurde, basierend auf den Spe-
zies-spezifischen EKG-Eigenschaften (vgl. Kapitel 2.5.1) pro Abschnitt bei je-
weils 60 Herzaktionen, und somit bei insgesamt 720 Herzschlagen pro Ver-
suchstier, durchgefthrt.
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Abbildung 19: Ausschnitt aus dem Analysemodul ECG Avera-
ging View. Grau dargestellte Cursor wurden automatisch vom
System gesetzt, rote nachtraglich manuell korrigiert. Der Cursor fiir
das Ende der T-Welle misste hier manuell noch weiter nach
rechts zum Schnittpunkt der EKG-Linie mit der Nulllinie versetzt
werden (roter Pfeil).

Nach der Auswertung der teils automatisch und teils manuell gesetzten Markie-

rungen innerhalb der vorab selektierten EKG-Abschnitte ergaben sich folgende

Parameter:
Herzfrequenz (bpm):
RR-Intervall (ms):
P-Dauer (ms):
P-Amplitude (mV):
PR-Intervall (ms):

QRS-Intervall (ms):

R-Amplitude (mV):
QT-Zeit (ms):

QT.-Zeit (ms):

Herzschlage/ min

Abstand zwischen zwei R-Zacken
Dauer der P-Welle

Scheitelpunkt der P-Welle

Abstand zwischen Beginn der P- Welle
und Beginn der R-Zacke

Abstand zwischen Beginn der

Q- und Ende der S-Zacke
Scheitelpunkt der R-Zacke

Abstand zwischen Beginn der Q- Zacke
und Ende der T-Welle (Ende des Erregungszyklus)
Frequenzkorrigierte QT-Zeit

(Korrekturformel nach Mitchell, s.u.)

Da das QT-Intervall mit der Frequenz variiert, ist fur eine Vergleichbarkeit die-

ses Intervalls eine Frequenzkorrektur erforderlich. Diese wurde 1920 von Henry

C. Bazett eingefihrt (Bazett, 1920) und spater, basierend auf der Bazett-

Formel, von Gary F. Mitchel fir die Maus und deren deutlich héhere Herzfre-

quenz normiert:
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QT
QT = 1
(RRO)?
100
QT. (ms): korrigierte QT-Zeit
QTo (mMs): gemessene QT-Zeit
RRq (ms): Zykluslange des beurteilten Herzschlags

Ausgehend von den Werten der QRS-Strecke und der QT-Zeit wurde dartber
hinaus auch die sog. JT-Zeit ausgemessen. Die J-Welle ist ein Phdnomen der
frihen Repolarisation und ermdglicht die genauere Festlegung des Beginns der
Reizriickbildungsphase im Mauseherzen (Liu et al., 2004). Die Formel fur die

Berechnung der JT-Zeit lautet demnach:
QT — QRS =JT — Zeit

Die Bestimmung der JT-Zeit macht es mdglich, etwaige Reizleitungsstérungen
genauer der De- bzw. Repolarisationsphase zuzuordnen.

Sie reprasentiert ausschlie3lich die Repolarisationsdauer, wodurch etwaige
Verlangerungen der Depolarisation, die in die QT-Zeit mit einfliel3en, ausge-

schlossen werden kdnnen.

2.5.8 Ermittlung der Heart Rate Variability

Die Leistung des Herzens und die stete Anpassung an aktuelle Anforderungen
unterliegen der Regulation durch das Autonome Nervensystem (Sympathikus
und Parasympathikus). So steigt die Herzfrequenz bei steigender Belastung an
und sinkt in Ruhephasen ab. Diese Fahigkeit des gesunden Organismus be-
zeichnet man als Heart Rate Variability (Herzfrequenzvariabilitat oder Herzra-
tenvariabilitat, HRV). Sympathikus und Parasympathikus wirken hier als Ge-
genspieler (Abbildung 20).

Die Transmitter des Sympathischen Nervensystems sind Noradrenalin und Ad-
renalin, sie bewirken eine Steigerung der Herzfunktion. Die vagale Aktivierung
wird durch die Ausschittung von Acetylcholin vermittelt, das bei niedrigerer Be-

lastung wieder zu einer Reduktion der Leistungsbereitschaft flhrt.
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Sympathovagale
l Afferenzen

Zentrale - Sympathovagale Kardiovaskuldres

Integration + > Balance 3 System
| Barorezeptoren und A
vagale Afferenzen

Abbildung 20: Schema des Wechselspiels zwischen Parasympatikus und
Sympatikus zur kardiovaskularen Regulation (sympathovagale Balance).
Barorezeptoren und vagale Afferenzen aus der kardiopulmonalen Region vermit-
teln negative Feedbackmechanismen, die zentral integriert werden und zu einer
Steigerung der parasympathische Stimulation sowie einer Inhibition des Sympa-
thikus im kardiovaskularen System fiihren. Positive Feedback-Mechanismen
durch sympathische Afferenzen haben einen gegenséatzlichen Effekt. Daraus
ergibt sich die sympathovagale Balance (Modifiziert nach Malliani et al., 1992).

Moduliert werden diese sympathischen und parasympathischen Einflisse wei-
terhin durch sog. Oszillatoren. Hierbei handelt es sich um zentrale (z.B. durch
vasomotorische und respiratorische Zentren) sowie periphere (z.B. durch
Schwankungen des arteriellen Blutdrucks und Atembewegungen) ,Schwin-
gungserzeuger (Malliani et al., 1991), die die Herzfrequenz kurz- oder langdfris-
tig verandern kénnen (Malik et al., 1996).

Oft sind derartige Schwankungen der HF extrem geringfugig, weshalb sie we-
der optisch im EKG sichtbar sind, noch durch die durchschnittliche HF widerge-
spiegelt werden konnen. Die HRV-Analyse bemisst die Variation der RR-
Abstande. Eine geringe Standardabweichung bewirkt eine niedrige HRV. Dabei
spielt die Dauer der Messung eine bedeutende Rolle: Werden nur Abschnitte
von 2-5min ausgewertet, kann damit bspw. ein akuter kurzzeitiger Abfall der
HRV als Antwort auf eine voribergehende Stresssituation erkannt werden. Im
Gegenzug tragt eine Langzeitanalyse, z.B. mit Hilfe eines 24h-EKGs, zur Erfas-
sung langfristiger sympathovagaler Dysbalancen in Form einer reduzierten HRV
bei.

Eine reduzierte HRV gilt als Zeichen einer verminderten Anpassungsfahigkeit
des Herzens. Daher wird sie bei Menschen, die an verschiedenen Formen von
Herzerkrankungen wie bspw. einem Myokardinfarkt (Bigger et al., 1992) leiden,
als unabhangiger Indikator kardialer Morbiditat und Mortalitdt angesehen (Thi-
reau et al., 2008).

Um die HRV-Analyse zu vereinfachen und vergleichbare Ergebnisse zu erzie-
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len, wurden 1996 Standards fur die Messung, die physiologische Interpretation
und den klinischen Nutzen beim Menschen veroffentlicht (Malik et al., 1996).

Da die Maus als Tiermodell in der kardiovaskularen Forschung eine bedeuten-
de Rolle spielt, wurde die HRV-Analyse in der Vergangenheit vielfach genutzt,
bspw. um den kardialen Phanotyp transgener Mause zu bestimmen (Gehrmann
et al., 2000). Durch die hohe Herzfrequenz und oft auftretende Artefakte erwies
es sich als schwierig, die HRV-Analyse auch fur diese Spezies zu standardisie-
ren. Daher beschrieben Thireau et al. (2008) basierend auf den Empfehlungen
fur die Analyse beim Menschen (Task Force) eine theoretische und praktische
Anleitung fur die Messung der HRV bei Mausen (Thireau et al., 2008). Ausge-
hend von dieser Anleitung wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits eine redu-
zierte HRV bei TASK-1-defizienten Mausen detektiert (Donner et al., 2011).
Auch die folgenden Untersuchungen wurden basierend auf Jerome Thieraus
Empfehlungen durchgefuhrt.

Als Material dienten die bereits zu Anfang der EKG-Analyse selektierten 48 Ab-
schnitte (24 aus dem praischamischen und weitere 24 aus dem postischami-
schen EKG) a 20s pro Tier (Abbildung 17). Die grof3e Zahl der Sequenzen von
kurzer Dauer war hier von Vorteil, da das Signal in Mausen nicht stationér und
oft instabil ist und nur mit Hilfe multipler Kurzsequenzen verlassliche Durch-
schnittswerte erzielt werden kdnnen (Malik et al., 1996). Die so selektierten Se-
qguenzen wurden mit bereits analysierten Daten unserer Arbeitsgruppe zusam-
mengefuhrt und daraus die HRV bestimmit.

Die HRV wird standardmaRig anhand zweier verschiedener Verfahren ermittelt:
Zum einen werden die RR-Abstande und deren Abweichung deskriptiv-
statistisch innerhalb einer Time Domain dargestellt und zum anderen — basie-
rend auf der Fast Fourier Transformation (FFT) — innerhalb einer Frequency

Domain ermittelt.

2.5.8.1 Analyse der Time Domain

Bei der Zeitbereichsanalyse werden die normalen RR-Abstande und deren
kurzfristige Veradnderungen erfasst und Mittelwert, Standardabweichung und
weitere Parameter (s.u.) bestimmt. Es gilt: Je geringer die berechneten Zahlen-
werte der Standardabweichung der RR-Intervalle sind, desto niedriger die HRV.

Zunachst wird festgelegt, welche RR-Intervalle verwendet und welche ausge-
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schlossen werden. Diese Voreinstellung wurde bei der vorliegenden Studie un-
ter Berufung auf eigene vorausgegangene Untersuchungen (24h-EKGs und
Belastungs-EKGs) und die dabei ermittelten Grenzen der Herzfrequenzen ge-

troffen:

Interval dassification
Artifact | Ectopic | MNormal | |Ectopic | Artifact
57 < 70 < 214 < 300 ms

|| Exdude ectopics from analysis

Abbildung 21: In LabChart Pro manuell festgelegte Grenzen fiur die
HRV-Analyse in der Time Domain-Analysefunktion.

Hieraus ergab sich, dass Herzfrequenzen im Intervall zwischen 70 bis 214ms
dem Sinusrhythmus zugeordnet wurden, wohingegen alle Schlage, die in einem
geringeren oder hdheren Intervall auftraten, als Artefakte und ektope Schlage
von der Berechnung exkludiert wurden.

Fur eine korrekte Analyse ist dariber hinaus eine verlassliche R-Zacken-
Erkennung essentiell. Diese wurde durch die sehr variable Morphologie des
EKGs einzelner Tiere (z.B. durch eine unterschiedlich starke Deformierung des
QRS-Komplexes nach Ischamie) erschwert. Um dennoch eine exakte Erken-
nung zu gewahrleisten, wurde die R-Zackenerkennung mit Hilfe des Features
R-Wave-Detector der Software tberpruft und ggf. manuell nachbearbeitet (Ab-
bildung 22). Im Zuge dieser Analyse wird fir jedes EKG-Segment ein elektri-
scher Schwellenwert (Threshold, z.B. 0,25mV) festgelegt. Uberschreitet das
EKG-Signal diesen Wert, erkennt das System dies automatisch als R-Zacke

und setzt einen Eventmarker (blau):

R Wave Detector | Analysis
Data source
@ Whole channel

i [cha:
Channel: |Ch1:BL _477_wt_blau2 v Selection

Preview
Abbildung 22: Beispiel fiir die
‘ V\,«—J/\»"’I -1 Festlegung des Schwellen-
*\Jﬁ—*ﬂr‘w"ﬁ-\fj _ M"\“J"‘“ wertes zur R-Zacken-
detektion in LabChart Pro.

>
-

N A O = N

@)

« 7T

Signal pre-processing Position of event
Derivative @ Threshold

Retrigger delay: 0,0001 s

Invert Max after threshold
45 Hz low-pass filter Zero after threshold

Threshold: 0,310460662 =/ v
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Innerhalb der Time Domain wurden somit folgende Parameter bestimmit:

Mean NN (ms):
SDNN (ms):

RMSSD (ms):

NNG6 (%):

mittleres RR-Intervall

Standardabweichung aller normalen RR-Intervalle
einer Messung (Gesamtvariabilitat), Marker fur die
gesamte autonome Variabilitat

Quadratwurzel des quadrierten Mittelwerts der
Summe aller Differenzen sukzessiver RR-Intervalle,
reflektiert kurzfristige Veranderungen der HF von ei-
nem Schlag zum anderen, Indikator der parasympa-
thischen Aktivitat

Prozentsatz normaler konsekutiver RR-Intervalle, die
sich um mehr als 6ms unterscheiden,

Surrogat der parasympathischen Herzaktivitat
(abgeleitet aus dem fur Menschen definierten NN50,
bei dem 50ms ca. 10% der durchschnittlichen RR-
Intervalle entsprechen (Thireau et al., 2008)

2.5.8.2 Analyse der Frequency Domain

Fur die Daten-Auswertung im Rahmen der Frequency Domain werden drei Fre-

quenzbander (VLF = Very Low Frequency, LF = Low Frequency, HF = High

Frequency) festgelegt (Abbildung 23) und die Herzfrequenz anhand ihrer Vari-

abilitét in diese drei Frequenzspektren eingeteilt. Die Berechnung der Parame-

ter erfolgt dann mittels Spektralanalyse, die die periodische Oszillation der

Herzfrequenz (RR-Abstdnde) nach Haufigkeit verschiedenen Frequenzspektren
und Amplituden zuordnet (Thireau et al, 2008). 1 Hz entspricht dabei 1

Schwingung/ s. Die FFT liefert den hierflr notwendigen mathematischen Algo-

rithmus.

Spectrum
FFT size: | 1024 v | Window: iWeld'u w | Overlap: | 1/2 v
Max frequency: 5 Hz
Frequency bands: 0,15 <iF< | 15 <HF < |5 Hz

Abbildung 23: Manuelle Voreinstellung der Frequenzbénder in
LabChart Pro basierend auf Empfehlungen von Thireau et al.,
2008. Herzfrequenzen zwischen 0,0 und 0,15Hz werden dadurch au-
tomatisch dem VLF-Band zugeordnet, wohingegen Frequenzen zwi-
schen 0,15 und 1,5Hz in den Bereich des LF-Bandes und solche zwi-
schen 1,5 und 5Hz in den des HF-Bandes eingeteilt werden.
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Innerhalb der Frequency Domain wurden ausgehend vom Menschen (Malik et

al., 1996) folgende Parameter bestimmt:

TP (ms?): Total Power, definiert die Gesamtflache unter der Kurve
innerhalb aller Frequenzbereiche, quantifiziert dadurch die
Gesamtleistung Uber alle Frequenzbéander. Gilt als Mal3 fur
den globalen Einfluss des Autonomen Nervensystems auf
das Herz-Kreislaufsystem.

HF (ms?): High Frequency Band (Hochfrequenz-Band), Bereich zwi-
schen 1,5 und 5Hz, Frequenzen im HF-Band dienen als
Malf fur die vornehmlich vagal vermittelte Variation der Fre-
quenz, z.B. durch Atmung

LF (ms?): Low Frequency Band (Niedrigfrequenz-Band), Bereich
zwischen 0,15 und 1,5Hz) Frequenzen in diesem Band ha-
ben ihren Ursprung sowohl in parasympathischen als auch
sympathischen Einflissen, dariber hinaus reprasentieren
sie die Aktivitat der Barorezeptoren

VLF (ms?): Very Low Frequency Band (Niedrigfrequenz-Band), Be-
reich zwischen 0,0 und 0,15Hz), Frequenzen in diesem
Band korrespondieren bis zu 95% mit denen der TP, das
physiologische Korrelat ist jedoch unbekannt

LF/HF: Verhiltnis des HF- zum LF-Band, reprasentiert die vege-
tative Balance zwischen Sympathikus und Parasympathi-
kus, je groRRer der Quotient, desto mehr sympathische Akti-
vitat

2.5.9 Untersuchung der Heart Rate Turbulence

Als Heart Rate Turbulence (HRT), 1999 erstmals von Schmidt et al., beschrie-
ben (Schmidt et al., 1999), bezeichnet man kurzzeitige Schwankungen der
Lange der Sinuszyklen, die auf eine spontane VES folgen. Sie gilt als Mal3 fur
den Barorezeptorreflex, der nach einem Blutdruckabfall, wie er durch eine un-
vollstandige und hamodynamisch ineffiziente Kontraktion im Rahmen einer VES
sowie die anschlielRende kompensatorische Pause hervorgerufen wird, zu einer
Gegenregulation durch Sympathikus-Aktivierung fuhrt (Malik et al., 1999).

Die von einem ektopen Zentrum im Ventrikel ausgehende Erregung fuhrt dazu,
dass die nachste regulare Herzerregung durch den Sinusknoten in die absolute
Refraktarzeit des Kammermyokards fallt. Dadurch entsteht die kompensatori-
sche Pause. Die hamodynamisch unzureichende Kontraktion des Myokards
verursacht eine verminderte Ventrikelfillung und es kommt zum Blutdruckabfall.

Der rasch abfallende Blutdruck fungiert nachfolgend als Trigger fir das Auto-
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nome Nervensystem: Die Barorezeptoren in der aufsteigenden Aorta und dem
Aortenbogen werden weniger gedehnt. Dies bewirkt, dass das kardiovaskulare
Zentrum in der Medulla oblongata die vagale afferente Stimulation reduziert und
die sympathische Stimulation steigert. Als Folge steigen die Herzfrequenz und
der GefalRwiderstand an und die Herzleistung wird verbessert. Dies fuhrt zur
Ruckkehr des Blutdrucks auf Normalniveau bis hin zu einem kurzzeitigen Over-
shoot, also Werten oberhalb des Normalniveaus (auch Malik et al., 1999).

In zahlreichen Studien (u.a. Schmidt et al., 1999; Ghuran et al., 2002; Barthel et
al., 2003; Wichterle et al., 2004) wurde gezeigt, dass die HRT bei Patienten, die
einen myokardialen Infarkt erlitten haben, reduziert ist oder vollstandig fehlt.
Dadurch hat sie klinisch, insbesondere aufgrund der Unabhangigkeit von ande-
ren Risiko-Markern (z.B. LVEF), prognostische Relevanz erlangt (Barthel et al.,
2003).

Da die HRT beim Auftreten einzelner VES haufig durch eine HRV anderen Ur-
sprungs uberlagert wird (Bauer et al., 2008), mussen, um eine korrekte Analyse
des HRT-Musters durchfiihren zu kdnnen, mehrere VES aus einem 24h-EKG
selektiert und die berechneten Werte gemittelt werden (Bauer et al., 2008).

Im vorliegenden Projekt wurden aus dem postischamischen 24h-EKG eines
jeden Versuchstieres zehn VES selektiert und hinsichtlich einer Veranderung
der HRT nach Ischdmie und Unterschieden zwischen den Genotypen analy-

siert.

2.5.9.1 Turbulence Onset und Turbulence Slope

Fur die Berechnung der HRT wird die initiale Phase nach einer VES, also die
des Blutdruckabfalls und kompensatorischen Herzfrequenzanstiegs (Early Ac-
celeration), mit dem Parameter Turbulence Onset (TO) bezeichnet. Die spate
Phase der HRT, in der Blutdruck und Herzfrequenz sich allmahlich wieder nor-
malisieren, bezeichnet man als Turbulence Slope (TS).

Der TO entspricht der prozentualen Veranderung der RR-Intervalle nach der
VES in Bezug auf die L&nge der RR-Intervalle vor der VES. Bestimmt wird er
anhand folgender Formel:
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[(RRy + RR;) — (RR_, + RR_;)] y

TO (in %) = RR_, + RR_,

100

Hierbei bezeichnen RR; und RR.4 die beiden letzten Normalintervalle vor der
VES und RR4 und RR; die beiden ersten Normalintervalle nach der kompensa-
torischen Pause. Das Intervall zwischen RR_ und der VES bezeichnet man als
Kopplungsintervall (Abbildung 24). Um die Intervalle zu bestimmen, wird der

maximale Ausschlag der R-Zacke als Referenzpunkt genutzt:

<> = Kopplungsintervall
<«€—>>» = kompensatorische Pause

Abbildung 24: Bezeichnung der Intervalle um eine Ventrikulédre Extra-
systole. Der friihzeitig eintreffenden VES aus einem ektopen Zentrum (hellgri-
ner Pfeil) geht ein Kopplungsintervall voraus. AnschlieRend folgt eine kompen-
satorische Pause. Die beiden Normalintervalle vor (RR-1, RR-2) und nach (RRj,
RR:) der VES werden fur die Berechnung des TO verwendet.

Ein Turbulence Onset < 0% bedeutet somit eine Beschleunigung des Sinus-
rhythmus und gilt sowohl beim Menschen (u.a. Schmidt et al., 1999; Barthel et
al., 2003) als auch bei der Maus (Mersmann et al., 2010) als physiologisch, wo-
hingegen Werte > 0% eine Verlangsamung bedeuten und als pathologisch be-
wertet werden.

Der TS berechnet sich aus der steilsten Regressionsgeraden finf aufeinander
folgender RR-Intervalle innerhalb der ersten 15 Sinusintervalle nach der kom-
pensatorischen Pause. Da die Standardwerte des Turbulence Slope flr den
Menschen gelten, muss jedes RR-Intervall (RRy) der Maus vor der Berechnung

des TS nach folgender Formel umgerechnet werden:

RR. — RR,
no (RR_Z + RR_1)
2 X 800ms
RR,: Normiertes RR-Intervall

RR 1, RR »: Die beiden letzten Normalintervalle vor der VES
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Auf diese Weise ist es moglich, die Herzfrequenzen der Tiere, entsprechend
einem RR-Intervall von 800ms, auf die menschliche Standardfrequenz von
75min™ zu normieren.

Aus den 15 konsekutiven RR-Intervallen einer VES (RRy) erhélt man 11 mogli-
che Regressionsgeraden (Intervall 1-5, 2-6, 3-7, 4-8, 5-9, 6-10, 7-11, 8-12, 9-
13, 10-14 und 12-15). Mit Excel werden anschlieRend die Steigungen aller Ge-
raden berechnet und der hdchste, der entsprechend den TS beschreibt, bewer-
tet. Angegeben wird der Turbulence Slope in ms/RR-Intervall (ms/RRI). Zeigt
die Maus einen positiven Wert, gilt dies als physiologisch und entspricht einer
Zunahme der RR-Intervalldauer und damit Verlangsamung der HF in der spaten
Phase nach einer VES (Bauer et al., 2008).

2.6 Invasive LV-Funktionsanalyse mittels Druck-Volumen-Katheter

2.6.1 Durchfihrung

Diese wurde in Zusammenarbeit mit Frau VMTA Stefanie Becher durchgefihrt.
Die simultane invasive Messung der Druckverhéaltnisse in der Aorta und dem
Herzen mit Hilfe eines Druck-Volumen-Katheters (sog. Millar-Katheter oder Mik-
ro-Tip-Katheter) gilt sowohl in der Klinik als auch in der Grundlagenforschung
als Goldstandard fur die Messung der kardiovaskularen Dynamik und die Un-
tersuchung der Herzphysiologie (Georgapoulos et al., 1998).

Der verwendete Katheter kann in ein Gefal3 eingefuhrt werden und ist am dista-
len Ende mit einem Ultra-Miniatur-Drucksensor ausgestattet, der ein elektri-
sches Ausgangssignal erzeugt, das sich proportional zur Gro3e des wahrge-
nommenen Drucks verandert (Millar Instruments, Inc., 2008). Er dient also als
Druckumwandler, der so hohe Frequenzen (bis 10kHz) erfasst, dass trotz der
extrem hohen Herzfrequenz der Blutdruck von Mausen gemessen werden kann
(Lorenz et Robbins, 1997). Die so entstandenen Daten werden auf einen ange-
schlossenen Computer Ubertragen, wo sie mittels der Software jox 2.0 gra-
phisch als Druckkurve und als Druckwert visualisiert und digital gespeichert
werden. Die Analyse wurde unmittelbar vor der finalen Herzentnahme nach ei-
nem von Pacher et al. im Jahr 2008 empfohlenen Protokoll durchgefuhrt (Pa-
cher et al., 2008).
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Zur Vorbereitung wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Mischinjektion
(100 mg/kg KGW Ketamin und 10 mg/kg KGW Xylazin) anasthesiert und in RU-
ckenlage auf einer Warmeplatte (37°C) fixiert (Abbildung 25).

Unter Verwendung eines Operationsmikroskops folgte ein Hautschnitt rechtsla-
teral am Hals auf HOhe des Kehlkopfes (ca. 1,5cm Schnittlange) sowie die
stumpfe Praparation und Darstellung der A. carotis communis (Halsschlagader)
unter behutsamer Schonung der Schilddrise, umliegender Gefalke und Nerven

(insbesondere des N. vagus).

Abbildung 25: Fotographische Darstellung der Millar-
Katheter-Untersuchung mit A) Positionierung des Ver-
suchstieres in Rickenlage fiir den Zugang zur A. carotis
communis, B) Druck-Volumen-Katheter, C) Perfusor, tber
den im Laufe der Untersuchung intraperitoneal NA zuge-
leitet werden kann.

Danach wurde kaudal der Bifurcatio carotidis die A. carotis communis mit einem
SERAFLEX-Faden (5-0) ligiert. Etwa 1cm kaudal davon wurde eine Gefal3-
klemme positioniert. Es folgte die vorsichtige Inzision der GefalRwand im Be-
reich der zuvor durch GefalRklemme und Ligatur von der Blutzirkulation abge-
trennten Gefallstelle und das Einfuhren des Druck-Volumen-Katheters in die

A. carotis communis (Abbildung 26).

Die Gefalkklemme wurde umgehend gedffnet und der Katheter unter Aufzeich-
nung der Druckkurve weiter in die Aorta vorgeschoben und fixiert (Abbildung
27). Es folgte die Aufzeichnung des Pmax und des P, in der Aorta als Parame-
ter flr den systolischen bzw. diastolischen Blutdruck Uber einen Zeitraum von

1min.
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Abbildung 26: Der Druck-Volu-
men-Katheter am Tier unmittelbar
vor der Offnung der GefalRklemme
und dem Vorschieben in die A. ca-
rotis communis.

Abbildung 27: Positionierung
des  Druck-Volumen-Kathe-
ters im linken Ventrikel (Dar-
stellung aus Pacher et al,
2008).

AnschlieRend wurde der Katheter vorsichtig Uber die Aortenklappe in den linken
Ventrikel vorgeschoben, erneut fixiert und die Werteaufzeichnung uber den
Zeitraum von 1min fortgesetzt. Von Bedeutung waren dabei vor allem folgende

Parameter:

dP/dtmax mmHg/s): maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
der Herzmuskulatur
dP/dt.i, (mmHg/s):  maximale Erschlaffungsgeschwindigkeit

der Herzmuskulatur

PES (mmHg): endsystolischer Druck im linken Ventrikel
PED (mmHg): enddiastolischer Druck im linken Ventrikel
HF (bpm): Herzschlage/min

Bei dP/dtnax und dP/dtn,in handelt es sich um den Differentialquotient von Druck
(p) nach Zeit (t). Abschlieend wurde eine an einen Perfusor angeschlossene
Injektionsnadel im Bereich des kaudalen Abdomens intraperitoneal eingesto-
chen und Uber einen Zeitraum von 12min kontinuierlich Noradrenalin (0,04ug/g
KGW/min) appliziert. Auch Uber diesen Zeitraum wurden die Druckwerte im lin-

ken Ventrikel weiter aufgezeichnet.
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2.6.2 Auswertung

Die mit Hilfe der Software iox 2.0 digital gespeicherten Druckwerte wurden zu-
nachst in Excel 2010 und dann in das Statistikprogramm GraphPad Prism Ver-

sion 5.02 ubertragen und ausgewertet.

2.7 Paraffineinbettung fur die histologische Untersuchung

Diese Methode wurde in Zusammenarbeit mit der Biologielaborantin (BTA) Frau
Sonja Green in der ZETT der HHU durchgefuhrt. Die mikroskopische Untersu-
chung fand in Zusammenarbeit mit der Biologin Frau Gesine Weber im kardio-

logischen Labor des UKD statt.

2.7.1 Vorbereitung fur die Einbettung

+/+

Zur Vorbereitung fir die Einbettung wurden jeweils 2 Panx1**- und Panx1”-
Tiere mittels CO,-Begasung (100% Kohlendioxid) getttet und die Herzen um-
gehend entnommen. Diese wurden anschlieend in 4%igem Formaldehyd fi-
xiert. Nach zwei Tagen wurde das Formaldehyd abgegossen, die Herzen in
Einbettkassetten Ubertragen und in A. dest. (destilliertes Wasser) gewassert
sowie zusatzlich 1h unter flieBendem Leitungswasser abgespult, um das restli-
che Formalin zu entfernen.

Dann erfolgte tber einen Zeitraum von 12h die Entziehung aller Gewebsflussig-
keit in einem Einbettautomaten. Dabei wird die Flussigkeit zunachst durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 99,5%) entwassert und der Alkohol an-
schlieBend durch ein Intermedium (Xylol-Ersatz) ausgetauscht. Dies ist von
grof3er Wichtigkeit, da Paraffin weder wasser-, noch alkoholléslich ist und nur
das Intermedium sich mit dem Paraffin verbinden kann.

Nach der Entwasserung wurden die Einbettkassetten in einer Ausgief3station in
flussiges Paraffin (65°C) gelegt, bis dieses die Herzen durchdrungen hatte. Im
Anschluss wurden sie in einem Giel3schalchen mit hei3em Paraffin tberschich-
tet, auf einer Kélteplatte abgekuhlt und mit dem Deckel der Einbettkassette als
Abdeckung versehen. Die Ausgiel3form konnte schlief3lich von dem erkalteten

Paraffinblock entfernt werden.
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2.7.2 Anfertigung der histologischen Schnitte

Fir die Schnittanfertigung wurde jeder einzelne Paraffinblock in einem Rotati-
onsmikrotom fixiert und Schnitte in einer Dicke von 3um angefertigt. Jeder
Schnitt wurde umgehend in ein 35°C warmes Wasserbad (1250ml A. dest. und
12,5ml Haftmittel fir Gewebeschnitte) Ubertragen und dann auf einen beschrif-
teten Objekttrager aufgezogen (Abbildung 28). Das Haftmittel bewirkt, dass
sich der Schnitt besser mit dem Objekttrager verbindet. Danach wurden die

Schnitte in einem Kivetteneinsatz getrocknet und aufbewahrt.

Abbildung 28: Fotographische Darstellung von A) Rota-
tionsmikrotom mit eingespanntem Paraffinblock und B)
Wasserbad mit darin enthaltenen Schnitten.

2.7.3 Farbung der histologischen Schnitte

Zur besseren Darstellung der anatomischen Strukturen wurden die Paraffin-
schnitte mittels HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) nach standardisier-
tem Protokoll angefarbt und dann mit einem speziellen Filterpapier getrocknet.
Damit das Deckglas fest dem Objekt anhaftet und dieses geschutzt ist, wurde
ein Eindeckmedium aufgetragen und dann das Deckglas darauf platziert. Nach
erneutem Trocknen konnten die Praparate schlieRlich mikroskopisch untersucht

werden.

2.7.4 Mikroskopie der histologischen Schnitte

Alle Praparate wurden lichtmikroskopisch untersucht und nach Qualitat selek-
tiert. Verwendbare Schnitte wurden abfotographiert, mittels Leica Application
Suite-Software bearbeitet und schliel3lich auf einem an das Mikroskop ange-

schlossenen PC gespeichert.
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2.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung aller Versuchsergebnisse wurde mit der Software GraphPad
Prism Version 5.02 durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert
+ Standardabweichung (SD) der jeweils angegebenen Anzahl an Versuchstie-
ren. Als statistische Testverfahren wurden der ungepaarte bzw. gepaarte para-
metrische t-Test sowie der nicht-parametrische U-Test nach Mann und Whitney
angewendet.

Ein p-Wert > 0,05 wurde als statistisch nicht signifikanter (n.s.) Unterschied ge-
kennzeichnet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikanter (*) Unter-
schied zwischen den Messgro3en betrachtet. Als zusatzliche Signifikanzni-

veaus wurden ein p-Wert < 0,01 (**) und ein p-Wert < 0,001 (***) verwendet.
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2.9 Materiallisten

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Materialien fir die Zucht und Genotypisierungen

Gerat/ Material Hersteller

Futtermittel fir Mause
ssniff M-Z, @ 15mm
ssniff R/M-H, @ 15mm

sshiff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland

TiefkUhlschrank (Hera freeze, 78°C) Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutsch-
land

TiefkUihlschrank (-24°C) Vaust GbR, Weilmunster, Deutschland

Thermocycler Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Spin Columns

QIAprep Spin Miniprep Columns

( ) Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Auffanggefalle

(Collection Tubes)

Zentrifuge Heraeus Holding GmbH,
(Multifuge 3 S-R) Hanau, Deutschland
Spektralphotometer Nanodrop Products,
(NanoDrop1000) Wilmington, USA

PCR-Maschine

LABREPCO, Horsham, USA
(TPersonal 20 Thermal Cycler)

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien fur die Genotypisierungen

Chemikalie Hersteller

QIAGEN DNeasy Blood and Tissue Kit

ATL-Puffer

AL-Puffer

AW1-Puffer Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
AW2-Puffer

AE-Puffer

Proteinase K

Ethanol Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Polymerase: SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Red Taq DNA Polymerase Steinheim, Deutschland
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Ethidiumbromid

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Primer:
Geno Pxnl (wtgin3 —-5"to 3°)
GGAAAGTCAACAGAGGTACCC

Geno Pxn2 (wtex15 -5 to 37)
GGCCACGGAGTATGTGTT

Geno Pxn3 (lacseql2 — 5" to 37)
GTCCCTCTCACCACTTTTCTTACC

Eurofins, MWG/Operon,
Ebersberg, Deutschland

Agarose

Bio-Budget Technologies GmbH,
Krefeld, Deutschland

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Bandenmarker
(DNA Ladder, Markierung alle 100BP)

Invitrogen, life TechnologiesTM,
Carlsbad, USA

Tabelle 4: Verwendete Gerate und Materialien fur die Ischdmie und Reperfusion

Gerat Hersteller

Rasierklinge

Wilkinson Sword GmbH,
Solingen, Deutschland

Venenverweilkanule
(Vasofix Safety 20G)

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Intubationsstander
(UNO BV)

Zevenaar, Niederlande

Lichtquelle (KL 1500 LCD)
Operationsmikroskop (MS5)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Beheizter Operationstisch fur Kleintiere

Harvard Apparatus, Holliston, USA

Operationsschere, gerade (10,5cm)
Sprungschere, gebogen (8,5cm)
Magnethalter

(Blunt Retractors, Wirehandles und
Short Fixators)

Hautschere

FST GmbH, Heidelberg, Deutschland

Mikropinzette

(Uhrmachermodell), gebogen (115mm)

Aesculap Suhl GmbH, Suhl, Deutschland
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Chirurgische Faden:
PROLENE 7-0
PERMA-HAND Seide 4-0
PROLENE 5-0

Ethicon, Johnson&Johnson GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Polyethylen-Schlauch

(Intramedic Polyethylene Tubing PE-10)

BD, Heidelberg, Deutschland

Warmelampe (Rotlichtlampe)

Beurer, Ulm, Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Medikamente fiir die Ischdmie und Reperfusion

Chemikalie/ Medikament Hersteller
Ketamin
Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland
(Ketanest S)
Xylazin

(Rompun 2%)

Bayer, Leverkusen, Germany

Buprenorphinhydrochlorid

(Temgesic)

Isofluran Abbott GmbH & Co KG,

(Forene) Wiesbaden, Deutschland
Haarentfernungscreme

(Veet) Reckitt Benckiser Deutschland GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Desinfektionsspray

(Octenisept)

Schilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Deutschland

NacCl 0,9%

B. Braun Melsungen AG

Tabelle 6: Verwendete Gerate und Materialien fur die Evan's Blue- und TTC-Farbung sowie die

Infarktplanimetrie

Gerat Hersteller

Operationsmikroskop
(SMZ645)

Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Mikropinzette

FST GmbH, Heidelberg, Deutschland

Aortenkantle

Harvard Apparatus, Holliston, USA

Tiefkuihlschrank (-20°C)

Vaust GbR, Weilminster, Deutschland

Seidenfaden (SERAFLEX 5-0)

Serag-Wiessner GmbH & Co KG,
Naila, Deutschland
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Rasierklinge Wilkinson Sword GmbH,
Solingen, Deutschland
Feinwaage Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Thermomixer

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Stereomikroskop
(MZ9.5)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Kamera
(Hitachi HV-C20AMP)

Hitachi Kokusai Electric Europe GmbH,
Neu-Isenburg, Deutschland

DISKUS Software

Hilgers Technisches Biiro,
Koénigswinter, Deutschland

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien und Medikamente fir die Evan’s Blue- und TTC-Farbung sowie

die Infarktplanimetrie

Chemikalie/ Medikament Hersteller

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung)

Serag-Wiessner GmbH&Co. KG,
Naila, Deutschland

NacCl 0,9%

B. Braun Melsungen GmbH

Evans Blue (Farbstoff)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid)

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karsruhe, Deutschland

Tabelle 8: Verwendete Gerate und Materialien fur die EKG-Aufzeichnung

Gerat Hersteller

Transmitter
EKG-Transmitter
(Modell ETA F-10)

Ableitungsplatte
(DSI PhysioTel Receiver RPC-1)

Magnet zur Aktivierung

Data Sciences International (DSI),
Minneapolis

Analog-Digital-Umwandler
(Power-Lab 8/35)
Analysesoftware
(LabChart Pro 7)

ADInstruments Ltd, Oxford, UK
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Detergenzien zur Reinigung
und Sterilisation der Transmitter:

Enzymatischer Reiniger Schiilke & Mayr GmbH,
(gigazyme) Norderstedt, Deutschland

Formaldehydfreie Spezialdesinfektion

(gigasept)

Operationsschere, gerade (10,5cm)

Sprungschere, gebogen (8,5cm)

Mikropinzetten FST GmbH, Heidelberg, Deutschland
Trokar

Hautschere

Chirurgische Faden:
PROLENE 7-0
PROLENE 5-0

Ethicon, Johnson&Johnson GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Metallklammern
o FST GmbH, Heidelberg, Deutschland
(Perfect Agrafes Chirurgicales)

Warmelampe (Rotlichtlampe) Beurer, Ulm, Deutschland

Tabelle 9: Verwendete Gerate und Materialien fur die Echokardiographie

Gerat Hersteller

Ultraschallgerat und Analysesoftware (Vevo
2100 Imaging system) VisualSonics Inc., Toronto, Ontario, Canada
Ultraschallkopf (MS400)

Rasierklinge Wilkinson Sword GmbH

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien und Medikamente fur die Echokardiographie

Chemikalie/ Medikament Hersteller

Ketamim

Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland
(Ketanest S)

Xylazin

Bayer, Leverkusen, Deutschland
(Rompun 2%)

Desinfektionsspray Schilke & Mayr GmbH,
(Octenisept) Norderstedt, Deutschland

Abbott GmbH & Co KG,

Isofluran (Forene) Wiesbaden, Deutschland




2 Material und Methoden 66

Buprenorphinhydrochlorid Reckitt Benckiser Deutschland GmbH,
(Temgesic) Heidelberg, Deutschland

Tabelle 11: Verwendete Gerate und Materialien fur die Katheter-Untersuchung

Gerat Hersteller

Mikro-Tip-Katheter-Drucksensor .
Millar Instruments, Inc., Houston, USA

(SPR-839)
Auswertungssoftware (iox 2.0) emka Technologies S.A., Paris, Frankreich
Beheizter Operationstisch fur Kleintiere Harvard Apparatus, Holliston, USA

Lichtquelle (KL 1500 LCD)

] ) Leica, Wetzlar, Deutschland
Operationsmikroskop (MS5)

Sprungschere, gebogen (8,5cm)
Hautschere FST GmbH, Heidelberg, Deutschland

Gefaliclip (Micro Serrefines)

Mikropinzette (Uhrmachermodell),
Aesculap Suhl GmbH, Suhl, Deutschland
gebogen (115mm)

Perfusor (Precidor HT) Infors AG, Basel ,Schweiz

Seidenfaden (SERAFLEX 5-0) Serag-Wiessner GmbH&Co. KG

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien und Medikamente fur die Katheter-Untersuchung

Chemikalie/ Medikament Hersteller

Ketamin

Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland
(Ketanest S)

Xylazin

Bayer, Leverkusen, Deutschland
(Rompun 2%)

Noradrenalin

Sanofi-Aventis GmbH, Berlin, Deutschland
(Arterenol)

Tabelle 13: Verwendete Gerate und Materialien fur die Paraffineinbettungen

Gerat Hersteller

Kabe Labortechnik,

Gewebe-Einbettkassetten NUmbrecht-Elsenroth, Deutschland

Einbettautomat Sakura Finetek Europe B.V.,
(Tissue Tek VIP5Jr., Vacuum Infiltr.Proc.) | Alphen aan den Rijn, Niederlande
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Ausgiel3station (Modell EG1150H)
Leica, Wetzlar, Deutschland
Kalteplatte (Modell EG1150C)

MEDAX GmbH & Co KG,

Paraffinsteckbad, rund (Typ 25900) Neumiinster. Deutschland

Lichtmikroskop
(Modell R DM4000 M)

Rotationsmikrotom
(Modell M2135) ]
Leica, Wetzlar, Deutschland
Mikroskop-Kamera
(Modell DFC425 C)

Software
(Leica Application Suite LAS V3.7)

Objekttrager mit Mattrand Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,

Deckglaschen Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

Filterpapier Vogel GmbH & Co. KG, Essen, Deutschland

Tabelle 14: Verwendete Chemikalien fur die Paraffineinbettungen

Chemikalie Hersteller

Formalin 4% (Roti Histofix)
Ethanol = 99,5%

Intermedium (Roti-Histol)

Carl Roth GmbH + CO. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Merck Chemicals GmbH,

Paraffin Pastillen fur die Histologie Darmstadt, Deutschland

Haftmittel (Q Path Stick On) Labonord S.A.S., Templemars, Frankreich
Mayer's Hematoxylin VWR International, Leuven, Belgien
Eosin G Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sakura Finetek Europe B.V.,

Eindeckmedium (Tissue-Mount) Alphen aan den Rijn, Niederlande
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Tabelle 15: Verwendete Software fir die statistische Auswertung

Software Hersteller

Microsoft Deutschland GmbH,

Microsoft Office Excel 2010 UnterschleiRheim, Deutschland

GraphPad Prism Version 5.02 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
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3 Ergebnisse
3.1 Tierdaten

Insgesamt wurden 22 Tiere in das Projekt eingeschlossen. Ein Tier musste
nachtraglich wegen anatomischer Anomalien ausgeschlossen werden und drei
weitere verstarben wahrend der Versuchsreihe. So konnten die Messdaten von

18 Tieren fur die Auswertung verwendet werden.

Tabelle 16: Anzahl der Tiere in den einzelnen Methoden jeder Versuchsreihe.

Anzahl der Tiere

Methode

Praischamisch

Postischamisch

Arrhythmien

Zeiten und Strecken
HRV-Analyse
HRT-Analyse
Echokardiographie
Millar-Katheter

Infarktplanimetrie

18 (8 WT, 10 KO)
18 (8 WT, 10 KO)
18 (8 WT, 10 KO)
Keine Analyse
18 (8 WT, 10 KO)
Keine Analyse

Keine Analyse

15 (6 WT, 9 KO)
Keine Analyse

18 (8 WT, 10 KO)
14 (6 WT, 8 KO)
16 (6 WT, 10 KO)
16 (7 WT, 9 KO)

17 (7 WT, 10 KO)

Paraffineinbettungen 4 (2 WT, 2 KO) Keine Analyse

3.2 Ergebnisse der EKG-Auswertung

3.2.1 Ergebnisse der Arrhythmien-Detektion

Nach der telemetrischen Aufzeichnung der EKGs wurden diese zunachst auf
Artefakte und Herzrhythmusstérungen hin durchgesehen, artefaktreiche Berei-
che exkludiert und Pathologien markiert. Praischamisch waren alle EKGs der

+/+

18 Versuchstiere (acht Panx1”"- und zehn Panx1'/'-Mause) technisch von guter

Qualitdt und konnten folglich fur die Analyse verwendet werden. Postischa-

+/+

misch wurden die EKGs von 15 Tieren (sechs Panx1*”*- und neun Panx1”-
M&ause) mit einbezogen. Die postischamischen EKGs der drei weiteren Tiere
waren durch Bewegungsartefakte fur eine valide Auswertung nicht mehr ver-

wendbar.
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Hauptziel der Auswertung war es, ST-Streckenveranderungen und das Auftre-
ten von Arrhythmien vor und nach Ischamie zu detektieren und Unterschiede
zwischen den Genotypen aufzuzeigen.

Praischamisch zeigten alle Versuchstiere Herzrhythmusstérungen (Abbildung
29). Sinuatriale Blockierungen konnten bei jeweils einer Panx1**- und einer

Panx1”-Maus festgestellt werden. Atrioventrikulare Blockierungen (AV-Blécke)

+/+ -/-

traten bei allen Tieren auf. Bei sieben Panx1™"- und acht Panx1”"-Tieren wiesen

die praischamisch aufgezeichneten EKGs VES auf. Vereinzelt wurden Couplets
+/+

(bei vier Panx1™*- und funf Panx1”-Tieren) und Triplets (bei einem Panx1

und einem Panx1'/'-Tier) beobachtet.
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Abbildung 29: Pathologien im praischamischen Mause-EKG (jeweils hellgriin umrandet). A) AV-
Block (Grad 1), eine Vorhofaktion wird nicht auf die Ventrikel Ubergeleitet, es fehlt der QRS-Komplex B)
VES mit charakteristischer Vorzeitigkeit, Uberlagerter P-Welle, verbreitertem und deformiertem QRS-
Komplex und kompensatorischer Pause, C) VES-Couplet, D) VES-Triplet.

Da am haufigsten VES und AV-Blécke auftraten, wurden diese fir beide Geno-
typen statistisch analysiert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede:
Tabelle 17: Durchschnittliche Anzahl praischamisch aufgetretener Atri-

oventrikuldrer Blockierungen und Ventrikuldrer Extrasystolen.
n.s. = nicht signifikant.

Parameter Panx1* (n=8) Panx1” (n=10) p-value
AV-Blocke 31+ 31 22+24 n.s
VES 61+90 12+ 18 n.s.

In den postischamischen EKGs von 15 untersuchten Tieren zeigten alle eine
deutliche monophasische Deformierung und einen R-Zacken-Verlust (Abbil-
dung 30).
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Abbildung 30: Priaischamisches (A) und postischdmisches (B) EKG vom gleichen Tier mit deut-
lich sichtbarer monophasisch deformierter ST-Strecke (x und griiner Pfeil) und R-Zacken-
Verlust.

Weiterhin wurden bei allen Versuchstieren nach Ischamie in der Reperfusions-

+/+

phase Herzrhythmusstorungen festgestellt (Abbildung 31). FUnf Panx7™"- und

alle neun Panx1”-Mause zeigten AV-Blocke. Sinuatriale Blockierungen wiesen

1 +/+

funf Panx1”*-Mause und eine Panx1”-Maus auf. Bei allen Panx1"*- und acht

Panx1”-Mausen konnten nach Ischamie VES beobachtet werden. Vereinzelt

traten VES-Couplets (fiinf Panx1**- und sieben Panx1”-Mause) und VES-

+/+ -/-

Triplets (drei Panx1”"- und funf Panx1

-

-Mause) auf, aullerdem Tachykardien
(drei Panx1”-Mause), Bigemini (zwei Panx1”*- und zwei Panx1’-M&use) und

Salven (eine Panx1**- und eine Panx1”-Maus).

Tt

Abbildung 31: Pathologien im postischdmischen Mause-EKG beider Genotypen. A) Sinuatrialer
Block mit totaler Blockierung des Sinusimpulses, praautomatischer Pause und Knotenersatzrhythmus
mit normalem QRS-Komplex ohne vorausgehende P-Welle (Grad 3, roter Pfeil), B) Ventrikuldre Ta-
chykardie mit mehr als vier VES hintereinander (Beginn markiert durch den roten Pfeil), C) Bigeminus
mit zwei aufeinander folgenden VES mit einer (roter Pfeil) normalen Erregung dazwischen, D) Salve
mit mehr als drei aufeinander folgenden VES (Beginn markiert durch den roten Pfeil).

Am haufigsten traten postischamisch AV-Blocke und VES auf. Bei den AV-

Blocken zeigte sich postischamisch ein signifikanter (p-value 0,03*) Unterschied

+/+

zwischen den Versuchsgruppen: Die Panx1”"-Mause wiesen signifikant weni-
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ger (2,8 + 4,2) AV-Blocke auf als die Panx1”-Tiere (19,4 + 22,6). Hinsichtlich
des Auftretens von VES konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt wer-

den:

Tabelle 18: Durchschnittliche Anzahl postischamisch aufgetretener
Atrioventrikuldarer Blockierungen und Ventrikuldrer Extrasystolen.
Ein Stern (*) kennzeichnet einen signifikanten Unterschied

(p-value < 0,05) der Messdaten. n.s. = nicht signifikant.

Parameter Panx1"* (n=6) Panx1”(n=9) p-value
AV-Bldcke 2,8+42 19,4 £ 22,6 0,03*
VES 92,7 £ 109,3 38,7 £ 36,6 n.s.
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Abbildung 32: Vergleich der durchschnittlichen Anzahl von AV-Blockierungen im post-
ischamischen EKG zwischen Panx1**- (n=6) und Panx1”-Mausen (n=9). Ein Stern (*) kenn-
zeichnet einen signifikanten Unterschied (p-value < 0,05) der Messdaten.

3.2.2 Ergebnisse der Zeiten- und Streckenanalyse

Fur die genauere Untersuchung der De- und Repolarisation der Versuchstiere
wurde mit Hilfe der ECG-Analysis-Funktion der LabChart Pro-Software eine
Auswahl von je zwolf Abschnitten aus den praischdmischen EKGs von acht
Panx1**- und zehn Panx1”-Tieren getroffen und die einzelnen Streckenab-
schnitte und Amplituden untersucht. Daflr wurden aus jedem Abschnitt 60
Komplexe, also insgesamt 720 Herzaktionen pro Tier, verwendet.

Die Auswertung ergab eine statistisch signifikant verlangerte QT.-Zeit bei den
Panx1”"-Tieren (p-value 0,0003***). Wahrend diese eine durchschnittliche QT.-
Zeit von 46,3 + 1,6ms aufwiesen, lag der Wert bei den Panx?™*-Tieren bei
durchschnittich 42,0 + 2,4ms. Ahnlich verhielt es sich mit der nicht-
frequenzkorrigierten QT-Zeit (Panx1'/'-Tiere 48 + 2,5ms, Panx1™*-Tiere 42,9 +
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3,7ms, p-value 0,003**). Auch die Dauer des QRS-Streckenabschnitts war bei

“-Mé&usen mit 12,2 + 0,9ms statistisch signifikant langer als bei den

den Panx1
Panx1**- Mausen (10,8 + 1,1ms, p-value 0,007**).

Fur die Gbrigen Parameter, die im Rahmen der Zeiten- und Streckenauswertung
analysiert wurden, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Genotypen:

Tabelle 19: Ergebnisse der Zeiten- und Streckenauswertung. Es bestehen statistisch
signifikante Unterschiede des QRS-, bzw. QTc-Intervalls zwischen den Genotypen. Zwei
Sterne (**) bezeichnen einen p-value < 0,01, drei Sterne (***) bezeichnen einen p-value

< 0,001.

Parameter Panx1*"* (n=8)  Panx1" (n=10) p-value
Herzfrequenz (bpm) 588 + 66 559 + 69 n.s.
RR-Intervall (ms) 106 + 13 112+ 145 n.s.
P-Dauer (ms) 14+3.2 13+3 n.s.
PR-Intervall (ms) 36+2 35+27 n.s.
QRS-Intervall (ms) 10811 12,2+0,9 0,007**
QT-Zeit (ms) 42,9+ 3,7 48+2,5 0,003**
QTc-Zeit (ms) 42 +2.4 46,3+1,6 0,0003***

Um zu ermitteln, ob es sich bei der verlangerten QT- bzw. QT.-Zeit um die Fol-
ge des ebenfalls verlangerten QRS-Streckenabschnitts, also eine Stérung der
Reizweiterleitung, handelt, oder ob die Panx1-Defizienz viel mehr zu einer ge-
storten Repolarisation fuhrt, wurde weiterhin die Differenz zwischen QT- und
QRS-Abschnitt (sog. JT-Zeit) aller Tiere berechnet und verglichen.

Hierbei zeigten die Panx1”-Tiere mit einer durchschnittlichen Dauer von 35,8 +
2,4ms eine signifikant verlangerte Differenz zwischen QT- und QRS-Zeit im
Vergleich mit den Panx1"*-Mausen (32,1 + 3,6ms, p-value 0,0208*):

Tabelle 20: Differenz zwischen QT- und QRS-Abschnitt (sog. JT-Zeit). Diese ist bei den
Panx1”-Mausen signifikant (p-value < 0,05*) langer als bei den Panx1"*-Mausen.

Parameter Panx1"* (n=8)  Panx1” (n=10) p-value

JT-Zeit (ms) 32,1+3,6 358+24 0,0208*
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Abbildung 33: Graphische Darstellung der Differenz zwischen den QRS- und den QT-
Intervallen (JT-Zeit) beider Genotypen. Diese ist bei den Panx1”-Mausen (n=10) signifikant
(p-value < 0,05*) langer als bei den Panx1"*-Mausen (n=8).

3.2.3 Ergebnisse der Heart Rate Variability

Zur Detektion einer verminderten Anpassungsfahigkeit des Herzens an unter-
schiedliche Belastungen wurde die Heart Rate Variability pra- und postischa-
misch untersucht und Genotypen-vergleichend betrachtet. Hierfir wurden die
selektierten 48 Abschnitte pro Tier (24 pra- und 24 postischamische) ausgewer-
tet.

Die Auswertung erfolgte innerhalb der deskriptiv-statistischen Time Domain
Analysis und der auf der Fast Fourier Transformation basierenden Frequency

-Tiere und zehn Panx1”-

+/+

Domain Analysis. Insgesamt wurden acht Panx1
Tiere untersucht. Die Daten weiterer 17 Panx1**-Tiere und 20 Panx1”-Tiere
unserer Arbeitsgruppe flossen nachtraglich in die praischamische Analyse mit

ein.
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Time Domain

Bei der Zeitbereichsanalyse zeigten sich sowohl vor als auch nach Ischamie
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen:

Tabelle 21: Ergebnisse der Zeitbereichsanalyse vor und nach Ischémie: Vergleich der Genotypen
untereinander. n.s. = nicht signifikant.

Vor Ischéamie Nach Ischdmie
Parameter P(i’:;gh 73:;3)/ p-value P?::;)+/+ 7;:’1(;)/ p-value
Mean NN (ms) 116 + 18 117+ 15 n.s. 99+6 101 +7 n.s.
SDNN (ms) 9+3 9+2 n.s. 312 3x1 n.s.
RMSSD (ms) 6+3 7+3 n.s. 2+1 2+1 n.s.
NNG6 (%) 30+16 38+18 n.s. 2+1 2+1 n.s.

Deutliche Veranderungen zeigten sich beim Vergleich der Parameter vor und
nach Ischamie, bezogen auf die einzelnen Genotypen. Bei beiden verschlech-

terten sich die Messwerte nach Ischamie statistisch signifikant:

Tabelle 22: Ergebnisse der Zeitbereichsanalyse: Pra- und postischdmische Werte der einzelnen
Genotypen im Vergleich. Ein Stern (*) bezeichnet einen p-value < 0,05, zwei Sterne (**) bezeichnen

einen p-value < 0,01, drei Sterne (***) bezeichnen einen p-value < 0,001.

Panx1*"* Panx1”
Parameter pré post p-value pré post p-value
(n=8) (n=8) préa/post (n=10) (n=10) préa/post
Mean NN (ms) 1079 99+ 6 0,0117* 116 £ 10 1017 < 0,0001***
SDNN (ms) 7+3 3+2 0,0002*** 9+1 3x1 <0,0001***
RMSSD (ms) 52 2+1 0,0043** 7+2 2+1 <0,0001***
NNG6 (%) 12+5 1+1 0,0001*** 28+9 2%2 <0,0001***
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Frequency Domain

Nach Analyse der verschiedenen Frequenzbéander zeigten sich beim Vergleich

der Genotypen untereinander vor und nach Ischamie keine Unterschiede zwi-

+/+

schen Panx1™*- und Panx1”-Mausen:

Tabelle 23: Ergebnisse der Frequenzbereichsanalyse vor und nach Ischamie: Vergleich der Genoty-
pen untereinander. n.s. = nicht sianifikant.

Vor Ischamie Nach Ischamie
Parameter Panx1** Panx1” value Panx1** Panx1” value
(n=25) (n=30) & (n=8) (n=10) P
TP (ms? 91 +58 82 + 34 n.s. 11+6 13+7 n.s.
VLF (msz) 27 £ 17 23+13 n.s. 4+3 5£3 n.s.
LF (ms?) 45 + 33 39+18 n.s. 5+3 6+4 n.s.
HF (ms?) 26+7 30+9 n.s. 2+2 1+1 n.s.
LF/HF 542 4+2 n.s. 5+2 5+3 n.s.

Beim Vergleich der frequenzbasierten Parameter vor und nach Ischamie zeig-
ten sich, in Korrelation mit den Ergebnissen der Zeitbereichsanalyse, statistisch

signifikante Unterschiede bei beiden Genotypen:

Tabelle 24: Ergebnisse der Frequenzbereichsanalyse: Pré- und postischamische Werte der einzel-
nen Genotypen im Vergleich. Ein Stern (*) bezeichnet einen p-value < 0,05, zwei Sterne (**) bezeichnen
einen p-value < 0,01, drei Sterne (***) bezeichnen einen p-value < 0,001. n.s. = nicht sianifikant.

Panx1** Panx1”
Parameter o P ibest | (w10 (1)) prdpost
TP (ms? 54 26 11+6 0,0113** 87 + 27 13+6 < 0,0001***
VLF (msz) 19+ 10 4+3 0,0034** 26+ 12 5+3 <0,0001***
LF (mSZ) 26 £ 14 5+£3 0,0011** 41 +13 64 <0,0001***
HF (mSZ) 814 2+2 0,0009*** 21+12 1+1 <0,0001***
LF/HF 6+1 5+2 n.s. 4+1 5+3 0,0138*
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3.2.4 Ergebnisse der Heart Rate Turbulence-Analyse
nach myokardialer Ischamie

Eine reduzierte oder vollstandig aufgehobene HRT nach Myokardinfarkt gilt in
der Klinik als Risikomarker fur die Mortalitat. Um in dem vorliegenden Tiermo-
dell eine verminderte Baroreflexsensitivitdit nach Ischamie und Unterschiede
zwischen den Genotypen aufzuzeigen, wurde anhand einer Auswahl spontan
auftretender VES die Heart Rate Turbulence ermittelt.

Praischamisch konnte die HRT nicht bestimmt werden, da zu wenige Versuchs-
tiere VES zeigten. Die Berechnung wurde daher ausschlief3lich postischamisch

+/+

bei sechs Panx1™*- und acht Panx1”-Tieren durchgefiihrt, da auch nach der
Ischamie die EKGs von vier Tieren keine VES aufwiesen.

Es wurden jeweils zehn VES aus dem postischdmischen EKG selektiert und
daran die Parameter Turbulence Onset und Turbulence Slope bestimmt. Es
konnten fir beide Parameter keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen festgestellt werden. Der Mittelwert fir den TO, der die prozentuale
Anderung des RR-Intervalls in der initialen Phase nach einer VES beschreibt,
lag fiir die Panx1"*-Mé&use bei -0,49% bei einer Standardabweichung von 1,2%.
Zwei von sechs Tieren wiesen einen TO > 0% auf, was einer Verlangsamung
der Herzfrequenz entspricht und als pathologisch bewertet wird.

Bei den Panx1”-Mausen lag der TO im Mittel bei 0,76% und zeigte eine Stan-
dardabweichung von 2%. Einzeln betrachtet wies die Halfte der Tiere Werte >
0% auf, die andere Halfte zeigte einen physiologischen TO < 0%, also einen
Anstieg der Herzfrequenz.

Auch die Werte fir den TS, der die Normalisierung der Herzfrequenz in der spéa-
ten Phase nach einer VES repréasentiert, wiesen keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den Genotypen auf. Bis auf eine Panx1”- Maus zeigten alle Tiere
einen positiven TS, der bei den Panx1**-Tieren im Mittel bei 0,32ms/RRI mit
einer SD von 0,2ms/RR-Intervall und bei den Panx1”-Tieren im Mittel bei
0,51ms/RRI bei einer SD von 0,3ms/RRI lag. Somit wiesen alle Tiere einen
Turbulence Slope unterhalb des physiologischen Grenzwertes von 2,5ms/RRI

auf.
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Tabelle 25: Ergebnisse des Turbulence Onset (TO) und des Turbulence Slope (TS)
beider Genotypen. n.s. = nicht signifikant.

Parameter Pan-1*"* (n=6) Pan-1" (n=8) p-value
TO (%) -0,49 +1,2 076 +2 n.s.
TS (ms/ RRI) 0,32+0,2 0,51+0,3 n.s.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir den Turbulence Onset
(TO) beider Genotypen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
n = 6 (Panx1"*-Mause) und 8 (Panx1”-Mause).
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir den Turbulence Slope (TS)
beider Genotypen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
n= 6 (Panx1”*-Mause) und 8 (Panx1”-Mause).
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3.3 Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung

Zur Ermittlung der Morphologie und Funktion des Herzens und deren Verande-

+/+

rungen durch den Myokardinfarkt wurde bei acht Panx?™*- und zehn Panx1”-
Tieren eine pra-, respektive bei sechs Panx1”*- und zehn Panx1”-Mausen eine
postischamische echokardiographische Untersuchung durchgefiihrt. Sowohl bei
pra- als auch bei postischamischer Betrachtung zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen.

Praischamisch wies die Ejektionsfraktion (EF) bei den Panx1”-Tieren nicht sig-
nifikant niedrigere Werte (51 + 9%) auf als bei den Panx1”*-Tieren (55 + 11%).
Weiterhin zeigten die Panx1”-Tiere ein nicht signifikant geringeres (38 + 6pl)

+/+

Schlagvolumen (SV) als die Panx1”"-Mause (41 + 5pl). Analog dazu war bei

den Panx1”-Mausen das Herzzeitvolumen (CO) nicht signifikant kleiner (17 +

+/+

5ml/min) als bei ihren Panx1™" -Wurfgeschwistern (19 £ 3ml/min). Die Verkur-

zungsfraktion (FS) war bei den Panx1**
7%) als bei den Panx1”-Méausen (26 + 6%).

Die Maximalgeschwindigkeit des Flusses Uber die Aortenklappe (AoV Peak Vel)

-Méausen nicht signifikant grof3er (29 +

zeigte bei den Panx1”-Tieren nicht signifikant hohere Werte (1516 + 343mm/s)
als bei den Panx1"*-Méausen (1380 + 265mm/s).

Der Blutfluss Uber die Mitralklappen zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Genotypen. Die Geschwindigkeit der E-Welle (MV E) lag bei den
Panx1** -Tieren bei 704 + 101mm/s und die der A-Welle (MV A) bei 486 +
115mm/s. Bei den Panx1” -Mausen lag die der E-Welle bei 629 + 85mm/s und
die der A-Welle bei 434 + 93mm/s. Das Verhdaltnis der E- zur A-Welle zeigte bei
beiden Genotypen den gleichen Quotienten von 1,5 + 0,2.

Die durchschnittliche Herzfrequenz lag bei den Panx1”*-Tieren bei 464 =+
47bpm und war bei den Panx1”-Wurfgeschwistern mit 453 + 62bpm nicht signi-
fikant geringer.

Postischamisch verschlechterten sich die Funktionsparameter erwartungsge-
malf3 bei beiden Genotypen, wobei sich diese Einschrankung bei den Panx1**-
Tieren als signifikanter erwies als bei den Panx1”"-Tieren. Die EF lag bei den
Panx1**-Mausen bei 34 + 19% und bei den Panx1”-Tieren bei 43 + 5%. Hier
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen. Auch die Un-
terschiede zwischen dem Herzminutenvolumen (CO, Panx1™*-Mause: 13 +

+/+

5ml/min und Panx1”-Mause: 16 + 3ml/min), dem Schlagvolumen (SV, Panx1
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Tiere: 27 + 9ul und Panx1”-Tiere: 33 + 6pl) und der Verkirzungsfraktion (FS,
Panx1**-Mause: 17 + 10% und Panx1’-Mause: 21 + 3%) waren postischa-
misch nicht signifikant.

Weiterhin zeigte die maximale Geschwindigkeit des Blutflusses Uber die Aor-
tenklappe (AoV Peak Vel), die bei den Panx1"*-Mausen bei 1208 + 202mm/s
und bei den Panx1”-Mausen bei 1364 + 258mm/s lag, keine signifikante Ab-
weichung zwischen den Versuchsgruppen.

+/+

Der Fluss uber die Mitralklappe hatte bei den Panx1”"-Mausen fur die E-Welle
eine Geschwindigkeit von 478 = 76mm/s und fur die A-Welle 285 + 107mm/s.
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu den Werten der Panx1”-
Wurfgeschwister: Bei ihnen lag die Geschwindigkeit der E-Welle bei 501 *
112mm/s und die der A-Welle bei 354 + 92mm/s. Der Quotient aus E- und A-
Welle (MV E/A), der bei den Panx1”*-Tieren bei 1,9 + 0,8 und bei den Panx1”-
Tieren bei 1,4 + 0,2 lag, wies ebenfalls keinen signifikanten Unterschied auf.
Gleiches galt fur die postischamische Herzfrequenz beider Genotypen: Diese
zeigte bei den Panx1**-Tieren einen Durchschnittswert von 492 + 48bpm und
bei den Panx1”Tieren 476 + 41bpm.

Um die Folgen des Myokardinfarkts Genotyp-spezifisch zu beurteilen, wurden
aulBerdem die Parameter der pra- mit denen der postischamischen Echokardio-
graphie verglichen. Dabei zeigte sich postischamisch bei den Panx1™*-Mausen
eine signifikante (p-value 0,0173*) Abnahme der Ejektionsfraktion, auch das
Schlagvolumen, das Herzzeitvolumen und die Verkiurzungsfraktion waren signi-
fikant verringert (SV: p-value 0,0125* CO: p-value 0,0342*, FS: p-value
0,0174%).

Darlber hinaus war bei diesen Tieren der Fluss Uber die Mitralklappe nach der
Ischamie signifikant reduziert (MV E Vel: p-value 0,0066**, MV A Vel: p-value
0,0284*). Der Quotient aus E- und A-Welle verschob sich bei dieser Versuchs-
gruppe nach Ischamie in Richtung einer hoheren Geschwindigkeit der A-Welle.
Diese Verschiebung erwies sich als nicht signifikant.

Obige Signifikanzen waren bei den Panx1”", abgesehen von einer statistisch
signifikanten Abnahme der Ejektions- und der Verkirzungsfraktion (p-value
0,0368* bzw. p-value 0,0308*) sowie einer statistisch signifikanten Verlangsa-

mung der E-Welle (p-value 0,0216%*), nicht zu beobachten. Insgesamt war somit
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bei den Panx1”Tieren postischamisch eine weniger starke Einschrankung der

echokardiographisch erhobenen Funktionsparameter zu verzeichnen.

Tabelle 26: Darstellung der echokardiographisch erhobenen systolischen Funktionsparameter.
Vergleich zwischen pra- und postischamischen Werten sowie zwischen den Genotypen. Ein Stern (*)
bezeichnet einen p-value < 0,05. n.s. = nicht signifikant.

Para- Panx1™  Panx1”* Panx1” Panx1” p-value p-value p-value p-value
meter pré post préa post wTt KO WT/KO WT/KO

(n=8) (n=6) (n=10) (n=10) préd/post  préa/post pra post
bom 464 + 492 + 453 + 476 + ns ns ns ns

P 47 48 62 41 S S S S

FS (%) 29+7 17+10 26+ 6 21+3 0,0174* 0,0308* n.s. n.s.
co 19+3 135 175 16+£3 0,0342* n.s n.s n.s
(ml/min) - - - - ’ e = =
EF (%) 55+11 34+£19 51+9 43+5 0,0173* 0,0368* n.s. n.s.
SV (ul) 41+5 27+9 386 336 0,0125* n.s. n.s. n.s.
AoV

1380 + 1208 + 1516 + 1364 +
Peak Vel n.s. n.s. n.s. n.s.
(mm/s) 265 202 343 258

Tabelle 27: Darstellung der echokardiographisch erhobenen diastolischen Funktionsparameter.
Vergleich zwischen pra- und postischamischen Werten sowie zwischen den Genotypen. Ein Stern (*) be-
zeichnet einen p-value < 0,05, zwei Sterne (**) bezeichnen einen p-value < 0,01. n.s. = nicht signifikant.

Para- Panx1”*  Panx1”* Panx1” Panx1” p-value p-value p-value p-value

meter préa post pra post wrt KO WT/KO WT/KO
(n=8) (n=6) (n=10) (n=10) préd/post préa/post préa post

MV E 704 + 478 + 629 + 501 + " .

(mm/s) 101 76 85 112 0,0066 0,0216 n.s. n.s.

MV A 486 + 285+ 434 + 354 + .

(mm/s) 115 107 93 92 0,0284 n.s. n.s. n.s.
15+ 19+ 15+ 14+

MV E/A 02 08 02 0.2 n.s. n.s. n.s. n.s.
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3.4 Ergebnisse der Untersuchungen mit dem Millar-Katheter

Als invasive Technik zur Bestimmung der linksventrikularen Funktion fand vor
der finalen Herzentnahme eine Analyse der kardialen Hamodynamik mittels
eines Druck-Volumen-Katheters statt. Diese Untersuchung konnte nicht bei al-
len Versuchstieren erfolgreich durchgefihrt werden, da insbesondere beim Vor-
schieben des Katheters Uber die Aortenklappe in den linken Ventrikel diese
leicht verletzt wird oder ein Vorschieben gar nicht méglich ist, sodass nur intra-
aortale Messwerte erhoben werden konnen. Bei einer Panx1”*- und einer
Panx1”-Maus konnten weder in der Aorta noch im Herzen Messungen erfolgen.
Bei diesen Tieren fanden umgehend die Herzentnahme und —farbung statt (vgl.
Kapitel 2.4.4). Bei den Ubrigen Versuchstieren wurden die erhobenen Parame-
ter der Messung in der Aorta, im linken Ventrikel und nach Zuleitung von Norad-
renalin (NA) uber einen Perfusor verglichen. Bei beiden Genotypen verbesser-
ten sich nach der Verabreichung von Noradrenalin der endsystolische Druck
(PES, Panx1"*-Tiere: p-value 0,0281*, Panx1”-Tiere: p-value 0,0429*) und die
maximale systolische Druckentwicklung (dP/dtmax, Panx1**-Tiere: p-value
0,0040**, Panx1”-Tiere: p-value 0,0368*) im linken Ventrikel statistisch signifi-
kant (Tabelle 28). Alle anderen Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede
vor und nach der Noradrenalin-Perfusion und es ergaben sich keine Unter-

schiede zwischen den Genotypen.
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Tabelle 28: Mittels Millar-Katheter erhobene Druckwerte aus der Aorta und dem linken Ventrikel.
Nach der ersten intrakardialen Messung wurden weitere Werte unter Noradrenalin-Einwirkung (+NA) ge-
messen. Nach Zuleitung von NA verbesserten sich der PES und die dP/dtynax statistisch signifikant. Ein
Stern (*) bezeichnet einen p-value < 0,05, zwei Sterne (**) bezeichnen einen p-value < 0,01. n.s. = nicht
signifikant.

p-value p-value

Panx1™ Panx1™ Panx1” Panx1” p-value  p-value

Para- BASE  +NA  BASE  +NA T KO- wrko  wiko
(n=7) (n=7) (n=9) (n=9) +NA +NA BASE +NA

Pmax Aorta 82,8+ ) 80,8 £ ) ) } e )

(mmHg) 4,9 7,9 e

Pmin Aorta 55,6 £ ) 53,8+ ) ) } n.s.- _

(mmHg) 53 8,7 ‘

PED -0,5+ 0,3 19+ 0,6 = G N, G s

(mmHg) 1,7 4,6 2,7 1,1 S S -S- S

PES 80,5+ 91+ 84,4 + 93,9+

(mmHg) 50 83 80 112 0,0281* 0,0429* n.s. n.s.

dP/dtmax 9168 + 10881 + 8732 + 11336 +

(mmHgls) 1381 1490 1772 203p  0.0040™ 0,0368* n.s. n.s.

dP/dtmin -8005 + -8208+ -7323+ -8519% ns n.s ns n.s

(mmHg/s) 1029 1112 1282 1722 > > > >

HR (bpm) 636 + 596+ 636 + 625+ n.s. n.s. n.s. n.s.

24 70 27 49

3.5 Ergebnisse der Infarktplanimetrie

Mit Hilfe der TTC-Farbung und der anschlielenden Infarktplanimetrie ist es
moglich, infarziertes Gewebe zu visualisieren. Dariliber hinaus kann auf diese
Weise zwischen nekrotischen Arealen und solchen, die zwar zum Versor-
gungsgebiet der ligierten Koronararterie gehoéren, jedoch noch lebende Zellen
enthalten, unterschieden werden (sog. Area At Risk, AAR).

Bei der anschlieRenden Auswertung wurden die Infarkte von sieben Panx1™*-
und zehn Panx1”-Mausen analysiert.

Die Infarktgrof3e wurde in % der AAR angegeben und zeigte keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen den Panx1**-Tieren (40 + 8%) und den Panx1”-

Tieren (29 £ 5%):
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der InfarktgroBen nach TTC-Farbung. Diese wer-
den in % der AAR angegeben. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Panx™*-
Mausen (n=7) und Panx1”-Mausen (n=10).

Auch die Area At Risk (AAR), also der Bereich, der zum Versorgungsgebiet der

ligierten Koronararterie gehort, in dem sich jedoch neben nekrotischen Zellen

A

auch noch lebende befinden, war bei den Panx1”-Tieren (53 + 8%) bezogen

+/+

auf die gesamte VentrikelgroRe nicht signifikant kleiner als bei den Panx1
Tieren (56 £ 6%):

80- = Panx1*/*
-Panxl/
— 60-
§_
>
—
S 404
<
<
204
0

Abbildung 37: Graphische Darstellung der GroRe der Area At Risk (AAR). Diese wird in %
des linken Ventrikels (LV) angegeben. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

Panx™*-Mausen (n=7) und Panx1”-Mausen (n=10).
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3.6 Ergebnisse der Paraffineinbettungen

Fur die qualitative Analyse der kardialen Zellmorphologie wurden Paraffinschnit-

te der Herzen von jeweils zwei Panx1**- und zwei Panx1”

-Mausen angefertigt
und lichtmikroskopisch untersucht.

Dabei wurde jeder verwendbare Schnitt in verschiedenen VergrofRerungen (25-,
50- und 100-fach) méanderartig durchgemustert und auf morphologische Auffal-
ligkeiten wie entziindliche Vorgange, Fibrose, Hypertrophie und Anzeichen des
Zelluntergangs hin untersucht.

Es konnten keine qualitativen Unterschiede hinsichtlich der Anatomie der
Schnitte (Myokardtextur, Klappenapparat, Papillarmuskeln) zwischen den bei-

den Genotypen festgestellt werden:

Abbildung 38: Herzschnitt (quer) auf Mitte der
T Ventrikel. (Panx1"*-Maus, 25-fache VergréRerung,

_,/ L A ‘ it — g \j HE-FarbUng)

Abbildung 39: Trikuspidalklappe
(Panx1'/'-Maus, 50-fache VergroRerung, HE-Farbung).

Abbildung 40: Aortenklappe (Bildmitte) und Teile
der Vorhéfe (links und rechts im Bild).
(Panx1'/'-Maus, 50-fache VergroRRerung, HE-Farbung).
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4 Diskussion

Die vorliegende Dissertation baut auf dem vorausgegangenen Projekt unserer
Arbeitsgruppe, der kardialen Phanotypisierung der Panx1”-Maus, auf. Ziel des
aktuellen Projekts war es, die akuten Auswirkungen einer kardialen Ischamie
und Reperfusion in vivo an Panx1™*- und Panx1”-M&usen zu untersuchen und
zu vergleichen. Dazu wurden zunachst EKG-Transmitter fur die telemetrische
Elektrokardiographie implantiert, nachfolgend experimentell eine kardiale Is-
chamie ausgel6st und anschlie3end deren Auswirkungen auf elektrophysiologi-
sche und h&dmodynamische sowie histologische Parameter bestimmt. Parallel
dazu fand eine rein qualitative histologische Untersuchung der Herzmorpholo-

gie Panx1"*- und Panx1”"-Tiere statt.

4.1 Diskussion der Panx1”-Maus als transgenes Tiermodell

Wenngleich Maus und Mensch taxonomisch beide zu den Mammalia, also den
Saugern, gehoren, erscheint es zunéchst fragwtrdig, ausgerechnet ein Tier,
dessen Herzfrequenz beinahe zehnmal so hoch ist, wie die eines Erwachsenen,
und dessen Blutdruckwerte beim Menschen als hyperton bewertet wurden, als
Modelltier fur die vorliegende Fragestellung zu verwenden.

Auch das AP der Maus unterscheidet sich von dem des Menschen (vgl. Kapitel
2.5.1) und die Gro3e des Herzens sowie weitere strukturelle Unterschiede sind
offensichtlich. Aufgrund der guten Verfugbarkeit transgener und Knockout-
Linien und der relativ leichten genetischen Modifikation stellt die Maus jedoch
eines der ,attraktivsten Tiermodelle flr die Erforschung molekularer Grundlagen
des Herzversagens dar“ (Zaragoza et al., 2011).

Insbesondere mit der Entwicklung eines Modells, bei dem der experimentellen
Ischamie eine Reperfusion folgt, erdffneten Michael et al. 1995 neue Mdglich-
keiten, die histopathologischen Auswirkungen eines Infarktes im Mausmodell-
genauer zu untersuchen (Michael et al., 1995).

Wird sonst bei kardiovaskularen Fragestellungen in vielen Féallen das Schwein
mit seiner dem Menschen ahnlichen kardialen Blutversorgung (Beidseitig koro-
narer Versorgungstyp, vgl. Mensch: Intermediartyp, ausgeglichene Versorgung)
und einer geringfiigigen Ausbildung von myokardialen Kollateralen (O Konski et

al., 1987) bspw. als Modelltier im Rahmen von Katheter-Untersuchungen ver-
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wendet (Suzuki et al., 2011), kam dieses Tier im vorliegenden Projekt als Mo-
dell nicht infrage, da uns bis zum jetzigen Zeitpunkt keine entsprechende
Knockout-Zuchtlinie bekannt ist.

Auch die vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, bei denen
Expressionsanalysen ein panx71-Expressionslevel von 72,3 £ 14% im murinen
Vorhof und 44,6 £ 19,5% im Ventrikel zeigten (Petric et al., 2016), und die Tat-
sache, dass Mensch und Maus ein ahnliches Expressionsmuster der kardialen
lonenkanéle aufweisen (vgl. Kapitel 4.3.2), machten die Maus als Modelltier fur
weitere Untersuchungen attraktiv.

Die Expressionsmuster von murinem panx2 und -3 wurden von uns bisher nicht
untersucht, da beide Proteine nicht im Herzen exprimiert werden (Baranova et
al., 2004). Auch fur andere lonenkanéle, die in unserer Zuchtlinie kompensato-
risch hochreguliert sein kbnnten, wurden von unserer Arbeitsgruppe keine sog.
Gene Expression Arrays durchgefihrt, da die Hochregulation eines Fremdgens
in den Panx1”-Tieren bisher in der Literatur nicht beschrieben ist. Wir kénnen
dies nicht endgultig ausschlieen, dennoch sind alle Unterschiede zwischen
den beiden Genotypen als Folge der Panx1-Defizienz zu interpretieren.

Eine weitere Mdglichkeit, die Rolle des Panxl im Rahmen der Ischdmie und
Reperfusion zu untersuchen, ware eine pharmakologische Blockade gewesen.
Hierflr stehen unseres Wissens bis zum jetzigen Zeitpunkt zwar mehrere po-
tente, jedoch keine spezifischen Inhibitoren zur Verfigung (vgl. Kapitel
1.3.3.5).

4.2 Diskussion der Methodik einer experimentellen
Ischamie und Reperfusion

Die Okklusion der linken Koronararterie ist eine gut etablierte Methode, um ei-
nen myokardialen Schaden in Ratten oder anderen Tiermodellen zu induzieren
(Zaragoza et al., 2011). Durch die permanente Okklusion kann die kardiale,
strukturelle und funktionelle Antwort auf eine chronische myokardiale Infarzie-
rung untersucht werden (Lutgens et al., 1999).

Sie kann jedoch auch reversibel als sog. Open-Chest-Modell durchgefihrt wer-
den (Michael et al., 1995). In beiden Fallen ist sie mit einer Thorakothomie ver-
bunden. Diese flhrt stets zu einer Immunantwort, die potentiell die Infarktgrol3e

beeinflussen (Kim et al, 2012) und zu einer héheren Variabilitat der Ergebnisse
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fuhren kann (Nossuli et al., 2000). Wird die Ligatur in einer sog. Vor-OP nur lo-
cker um das Gefal3 gelegt, und dann ein Mindestzeitraum von drei Tagen bis
zur Ischamie-Induktion abgewartet, sinken TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und
IL-6 (Interleukin-6), zwei bedeutende Entziindungsfaktoren, nach einem signifi-
kanten Anstieg durch das chirurgische Trauma auf Kontrollwerte zurick
(Nossuli et al., 2000). Dadurch kann, wenn im nachsten Schritt die eigentliche
Ischamie ohne Er6ffnung des Thorax (im sog. Closed-Chest-Modell) eingeleitet
wird, die nachfolgende Entziindungsantwort auf den Schaden durch die Ischéa-
mie zurtickgefuhrt und entsprechend bewertet werden.

Auch die Operationstechnik fur die Vor-OP hat Einfluss auf die Ergebnisse. So
stellt der Zugang zum Herzbeutel Uber eine laterale Thorakotomie ein alternati-
ves und weniger invasives Modell im Vergleich zum Zugang tber den medialen
Thorax dar (Jong et al., 2003).

Im vorliegenden Projekt wurde die Ischamie und Reperfusion anhand eines
Standardprotokolls (Nossuli et al., 2000) und im Anschluss an eine laterale Tho-
rakotomie durchgefiihrt. Es wurde ein Zeitraum von drei Tagen zwischen der
Vor-OP und der Ischamieinduktion gewéhlt. Als sicheres Zeichen einer erfolg-
reich angewandten Methodik galt eine ST-Hebung unmittelbar nach Induktion
der Ischamie (Nossuli et al., 2000). AuRerdem konnte das Abbinden der Arterie
durch ein sofort einsetzendes Erblassen des umgebenden Gewebes kontrolliert
werden.

Die grofite Limitation des Modells bei der Maus stellt wohl die Tatsache dar,
dass die LAD ein sehr variables Verteilungsmuster aufweist (Abbildung 41)
und aufgrund ihrer GroRe auch unter dem Operationsmikroskop schwierig zu
erkennen ist. Nur mittels Perfusionsversuchen kann der Verlauf genau reprodu-
ziert werden (Salto-Tellez et al., 2003). Im vorliegenden Projekt wurde die LAD
sehr weit proximal, unmittelbar unterhalb des linken Herzohrs, ligiert. Die ge-
messenen InfarktgréRen der Wildtypen sind mit denen anderer Wildtyplinien
vergleichbar, weshalb davon auszugehen ist, dass die LAD korrekt abgebunden

wurde.
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1,
(A

Abbildung 41: Graphische Darstel-
lung der LAD mit zwei typischen Ver-
teilungsmustern: Links ohne Bifurkati-
on, rechts mit Bifurkation (rot umrandet)
und abzweigendem Ramus diagonalis
(gruner Pfeil, modifiziert nach Michael et
al., 1995).

4.3 Diskussion der elektrophysiologischen Befunde

4.3.1 Diskussion der Arrhythmien bei Panx1**- und Panx1”-M&usen

Der Auswertung der pra- und postischamischen Langzeit-EKGs (24h) von acht
Panx-"*- und zehn Panx™-Tieren (postischamisch sechs und neun) lagen zwei

Fragestellungen zugrunde:

1. Hat die Panx1-Defizienz Einfluss auf das Erregungsbildungs- und Erregungs-

leitungssystem?

2. Beeinflusst die Panx1-Defizienz die frihe Phase nach einer experimentell

ausgeldsten Ischamie?

Die Elektrokardiogramme waren sowohl pra- als auch postischamisch von guter
Qualitat, sodass sie fast alle fur die Auswertungen herangezogen werden konn-

1**-und einem Panx1”-Tier von

ten. Postischamisch wurden die von zwei Panx
der Analyse ausgeschlossen, da sie so deformiert waren, dass eine verlassliche
Analyse nicht mehr moglich war. Herzrhythmusstorungen traten sowohl vor als
auch nach der Ischamie und bei allen Tieren auf. Ein besonderes Augenmerk
bei der Analyse galt den AV-Bl6cken und den VES.

Durch die Ligatur der LAD wird der Zellverbund, der sonst durch diese Koronar-
arterie und ihre abzweigenden Aste versorgt wird, geschadigt. In dem infarzier-
ten Gewebe entsteht eine Entziindungsreaktion. Es kommt zum Verlust nekroti-
scher Kardiomyozyten (Bakker et van Rijen, 2007) und zur exzessiven Ablage-

rung von Proteinen der extrazellularen Matrix (EZM, Nishida et al., 2008).
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Dieser reparative Prozess fuhrt im Langzeitverlauf dazu, dass noch intaktes
Myokard von fibrotischen Strangen durchzogen wird (Bakker et van Rijen,
2007). Je nach Ausmal’ und Verteilung kann dieses Remodeling eine elektri-
sche lIsolation von Kardiomyozyten herbeifiihren, sodass die gezielte Weiterlei-
tung der AP von Zelle zu Zelle nicht mehr mdglich ist und z.B. die Entstehung
von Arrhythmien begunstigt wird.

In den praischamischen Elektrokardiogrammen fiel auf, dass alle Versuchstiere
Arrhythmien zeigten. So waren bspw. unter den Panx1**-Tieren zwei Tiere, die
iIm gesamten EKG 196 bzw. 216 VES aufwiesen, wohingegen ein anderes Tier
keine einzige VES zeigte. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtun-
gen unserer Arbeitsgruppe bei anderen Panx1**- und Panx1’-Mé&usen und
machten sich auch in der Standardabweichung bemerkbar. AuRerlich waren
alle Tiere unauffallig und zeigten keinerlei Leistungseinbuf3en, weshalb davon
auszugehen ist, dass es sich hierbei um klinisch nicht-relevante Herzrhythmus-
stérungen handelt. Mogliche Griinde fur die Arrhythmien waren die vorausge-
gangene Implantation der Transmitter, die Elektrodenposition, die Narkose und
die Belastung durch das Handling.

Alle Tiere zeigten postischAmisch eine deutliche monophasische ST-
Streckenveranderung, was als Kriterium einer erfolgreich durchgeflihrten expe-
rimentellen Okklusion der Koronararterie und Ischamie mit anschlieRender In-
farktbildung bewertet werden kann. Durch den akuten Infarkt kommt es an der
Grenze zwischen den physiologischen und den unvollstandig depolarisierten
geschadigten Kardiomyozyten zu einem sog. Verletzungsstrom, da das intakte
Gewebe bereits repolarisiert ist, wahrend das geschadigte Gewebe sich noch in
der Depolarisation befindet (Luderitz in: Schaper et Gottwik, 1981). Die entste-
hende Potentialdifferenz verursacht eine Hebung der sonst auf der isoelektri-
schen Linie verlaufenden ST-Strecke. So wurde die experimentelle Ischamie
bei allen Tieren erfolgreich durchgefinhrt.

Beide Genotypen zeigten vor und nach der Ischamie keinen signifikanten Un-
terschied zwischen der Haufigkeit des Auftretens von VES. Das EKG der
Panx1”"-Tiere wies nach Ischamie signifikant mehr AV-Blécke auf als das der

+/+

Panx1”"-Tiere. Diese Beobachtung spricht fir eine mogliche praferentielle Ex-
pression von Panxl im Reizleitungssystem des Herzens und deutet auf eine

Verzogerung der Reizweiterleitung in der Phase der Depolarisation hin. Eine
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solche Verzdgerung konnte zu einem erhdhten Risiko flr elektrisch induziertes
Vorhofflimmern (Burststimulation) beitragen, wie es von unserer Arbeitsgruppe
bei Panx1”-Mausen beobachtet wurde (Petric et al., 2016). Die Ergebnisse der
Zeiten- und Streckenanalyse, bei der eine statistisch signifikant hohere Diffe-
renz zwischen QT- und QRS-Zeit bei den Panx1”-Mausen auffiel, weisen auf
eine verzogerte Repolarisation hin. Zusammengefasst liegen daher Hinweise
darauf vor, dass sowohl die De- als auch die Repolarisation in der frihen Phase
nach Ischamie durch Panx1 modifiziert werden.

Auch ein durch die vorausgegangene Ischamie geschadigtes Gewebe im Be-
reich des AV-Knotens konnte zu einer erhohten Anféalligkeit fur die Entwicklung
von AV-Bldcken beitragen. Méglicherweise greifen hier mehrere der 0.g. Ursa-

chen ineinander.

4.3.2 Diskussion der Zeiten- und Streckenanalyse

,veranderungen des QT-Intervalls im EKG korrelieren mit dem Risiko potentiell
fataler Arrhythmien, fir die die Herzen transgener Mause ein zunehmend nutz-
liches Modell darstellen“ (Zhang et al., 2014).

Bei der EKG-Analyse der 24h-EKGs zeigte sich, dass die Panx1”Tiere gegen-
tiber ihren Panx1"*-Wurfgeschwistern eine statistisch signifikant verlangerte
QT.-Zeit (p-value < 0,0001) aufwiesen. Auch die QRS-Strecke war bei den

+/+

Panx1”-Tieren statistisch signifikant langer als bei den Panx1™*-Tieren. Durch
die Bestimmung der Differenz zwischen QT- und QRS-Zeit konnte im Folgen-
den herausgearbeitet werden, dass zwar durch die QRS-Verlangerung die De-
polarisation der Panx1”-Mause verlangert ist, dariiber hinaus aber mit der Ver-
langerung der JT-Zeit auch die Repolarisation signifikant langer dauert. Diese
Streckenverlangerungen weisen auf eine De- und Repolarisationsstorung bei
Panx1”-Mausen hin. Sie unterstiitzen die Resultate des vorausgegangenen
Projekts unserer Arbeitsgruppe, in dem Frau Stella Schulte die QT.-Zeiten unter

+/+

Avertin- und Isofluran-Narkose sowie an wachen Panx1™*- und Panx1” -Tieren
telemetrisch untersuchte. Dabei zeigten sich ebenfalls eine signifikant verlan-
gerte QRS- sowie QT.-Zeit (Schulte, unv. Dissertation).

Wie eingangs bereits erwahnt besitzt Panx1 eine hohe Leitfahigkeit und geringe
Selektivitat (Bao et al., 2004). Gleichzeitig wird ihm eine Schlisselrolle bei der

Ausbreitung von Ca*" zugeschrieben (vgl. Kapitel 1.3.3.1). Diese Ausbreitung
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erfolgt auf dem schnellsten Weg tber Gap Junctions, von denen insbesondere
das Arbeitsmyokard besonders viele besitzt.

Vor diesem Hintergrund wére bei den vorliegenden Untersuchungen zu erwar-
ten gewesen, dass die Expression von Panxl die Depolarisation beschleunigt,
indem bspw. zusétzlich zu dem Ca**-Influx Uber die spannungsgesteuerten L-
Typ-Ca®*-Kanéle (Icaq, S.U.) Ca® aus intrazellularen Speichern freigesetzt wird.
Dafiir sprache auch, dass Panxl sowohl durch zytoplasmatisches Ca®" als
auch durch ein positives Membranpotential getffnet werden kann (Locovei et
al., 2006a).

In der Repolarisation findet ein genau reguliertes Zusammenspiel zwischen
langsamen, spannungsgesteuerten und depolarisierenden Icay und den eben-
falls spannungsgesteuerten und repolarisierenden K*-Kanalen (langsam und
schnell, Ixs und Ik, statt. Beim Menschen wird das durch eine deutliche Pla-
teauphase sichtbar (Abbildung 42).

Auch die Maus besitzt sowohl den depolarisierenden Icaq) als auch den schnel-
len Ik, zwei der langsamen Kanal-Komponenten (Iks; und Ikso. Nerbonne, 2004)
sowie den transienten schnellen Il und den langsamen s (Xu et al., 1999).
Die K*-Kandle tragen zur Repolarisation bei (Zhou et al., 1998; Xu et al., 1999).
Die Aktivierung dieser Kanale erfolgt schnell, die Inaktivierung und ,Erholung*
der langsamen Kanéle dauert jedoch lange.

Moglicherweise begiinstigt Panx1 den Ca**-Einstrom als Large Conductance
Channel (Kienitz et al., 2011) und damit das Erreichen des AP-Peaks, sodass
sich die repolarisierenden Kanale schneller 6ffnen und ,erholen* kbnnen. Damit
wirde Panxl eine Rolle flr den geregelten Ablauf der Repolarisation spielen.
Fehlt das Panxl1, wird der Spannungs-Peak des APs verhaltnismafig langsa-
mer erreicht und die repolarisierenden K'-Kanéle 6ffnen sich erst verzogert.

Dadurch kommt es zu einer Stérung der Repolarisation.
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Abbildung 42: Vergleich des Aktionspotentials eines Menschen (links) mit dem einer
Maus (rechts). Es wird deutlich, dass sich die lonenflusse trotz gleicher Kandle in den ver-
schiedenen Phasen des APs teilweise sehr unterschiedlich darstellen. (Modifiziert nach
Nerbonne, 2004)

Anatomische oder funktionelle Auffalligkeiten am Herzen, die bei den transge-
nen Tieren zu einer verlangerten QT.-Zeit fihren, konnten bei der histologi-
schen (vgl. Kapitel 3.6) und echokardiographischen (vgl. Kapitel 3.3) Untersu-
chung ausgeschlossen werden. Diesbeziiglich waren bspw. eine Hypertrophie
der Kammermuskulatur oder eine Dilatation denkbar gewesen.

Uber die Antwort auf die Frage, inwiefern Panx1 mit K*-Kanalen interagiert, ist
bisher wenig bekannt. Es wurde aber bereits nachgewiesen, dass die Unterein-
heit KvB3 der Kv-, also der spannungsgesteuerten K*-Kanale, mit Panx1 intera-
giert und seine Empfindlichkeit gegentber Verdnderungen von Redoxpotentia-
len reduziert (Bunse et al., 2009). Vor diesem Hintergrund sind auch andere
bisher unentdeckte Interaktionen von Panx1 mit Proteinuntereinheiten der K*-
Kanale denkbar, die den Ablauf der Repolarisation oder des gesamten APs be-
einflussen kénnen.

Zukiunftig konnten Genexpressionsanalysen, immunhistochemische Untersu-

chungen und Patch Clamp-Experimente weitere Aufschliisse geben.



4 Diskussion 94

4.3.3 Diskussion der Heart Rate Variability im Rahmen der
Ischamie und Reperfusion in Panx1*”*- und Panx1” -M&usen

An einem gesunden Herzen passt das Autonome Nervensystem (ANS) die
Kontraktilitat und die Herzfrequenz und damit das Herzzeitvolumen den aktuel-
len Anforderungen des Organismus an. Es kontrolliert die elektrischen Fahigkei-
ten von Schrittmacherzellen, indem es auf lonenkanéle wirkt, die die Automati-
zitat des Sinusknotens modifizieren (Couette et al., 2006).

Nach einem Myokardinfarkt verringert sich diese Anpassungsfahigkeit, was sich
in einer reduzierten HRV widerspiegelt. Die autonomen Einflisse geraten aus
dem Gleichgewicht: Der Vagotonus sinkt und/ oder der Sympathotonus steigt
kompensatorisch an, um das Herzzeitvolumen aufrecht zu erhalten. Ausgehend
davon wurde in den vergangenen Jahrzehnten in zahlreichen Studien nachge-
wiesen, dass eine reduzierte HRV nach Infarkt mit einem erhdhten Mortalitatsri-
siko korreliert (u.a. Kleiger et al., 1987; La Rovere et al., 2003; Erdogan et al.,
2008).

Im vorliegenden Projekt wurde die Heart Rate Variability sowohl pra- als auch
postischamisch untersucht, um die physiologischen Parameter der Tiere, die
Veranderungen durch den Myokardinfarkt und eventuelle Unterschiede zwi-
schen den Genotypen aufzuzeigen.

Wahrend die Bestimmung der HRV-Parameter beim Menschen inzwischen zu
den Standardverfahren gehort, erweist sich die Standardisierung dieser Analyse
bei Mausen nach wie vor als schwierig. Dies liegt vor allem an der hohen Herz-
frequenz und dem oft instabilen Signal bei der Aufzeichnung, z.B. durch Bewe-
gungsartefakte (Thireau et al., 2008). Solche Faktoren erschweren die Interpre-
tation und Bewertung der Ergebnisse.

Auch existieren fur die HRV-Messung bei der Maus bis heute keine Guidelines,
wie sie 1996 fur die Berechnung beim Menschen etabliert wurden (Malik et al.,
1996). Dadurch wird die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert. Weiterhin
haben Schwankungen des arteriellen Blutdrucks und die Atembewegungen Ein-
fluss auf die Parameter der HRV. Auch die Interpretierbarkeit der einzelnen Pa-
rameter der HRV muss nach wie vor kritisch betrachtet werden. In diesem Zu-
sammenhang steht insbesondere die Low Frequency immer wieder im Fokus
kontroverser Diskussionen. Bereits Malik et al. beschrieben 1996 in ihren Emp-

fehlungen fir die HRV-Analyse, dass bzgl. der Interpretation der LF-



4 Diskussion 95

Komponente noch keine abschlieRende Beurteilung moglich sei. Aus einigen
Studien ginge demnach die Betrachtung der LF als quantitativer Marker fur
sympathische Modulationen hervor, andere wiederum héatten gezeigt, dass die
LF sowohl sympathische als auch vagale Aktivitat reflektiert (Malik et al., 1996).
In der Zwischenzeit ist die Bedeutung der LF-Komponente viel diskutiert worden
(Goldstein et al., 2011). Erst kirzlich wurde erneut im Tiermodell bestétigt, dass
die Low Frequency weder als Mal} fir den Sympathotonus noch als solches fur
den Baroreflex betrachtet werden kann (Martelli et al., 2014). Es bleibt also
schwierig, die LF-Komponente der Frequency Domain korrelierenden physiolo-
gischen bzw. pathologischen Prozessen im Individuum zuzuordnen.

Unsere Versuchstiere zeigten beim Vergleich der post- mit den praischami-
schen Ergebnissen eine statistisch signifikante Verschlechterung der HRV. Dies
galt fur beide Genotypen. Den Tierart-bezogenen Empfehlungen (Thireau et al.,
2008) folgend wurde zwischen der Transmitter-Implantation und der ersten
HRV-Analyse ein Habituations-Zeitraum von zehn Tagen eingehalten. Dement-
sprechend ist davon auszugehen, dass die praischamischen Werte der Tiere
nicht durch die vorausgegangene Narkose moduliert waren. Die postischami-
sche Verschlechterung der Parameter ist folglich als Bestatigung einer erfolg-
reich durchgefuihrten Ischamie und Reperfusion zu betrachten und lasst erken-
nen, dass sie bei allen Tieren zu einer reduzierten globalen Herzfrequenzvaria-
bilitat gefuhrt hat.

Unter physiologischen Bedingungen wirkt der Parasympathikus am Herzen
Uber die Bindung von Acetylcholin an muscarinergen Rezeptoren und die nach-
folgende Aktivierung von K*-Kanélen (Ikachy). Es kommt zu einem gesteigerten
K*-Ausstrom und der K*- und Ca?*-Einstrom nehmen ab, wodurch die Zelle hy-
perpolarisiert und eine Depolarisation erschwert wird. Am Sinusknoten hat dies
eine negativ chronotrope Wirkung zur Folge, auf den AV-Knoten wirkt sich die
Kanalaktivierung negativ dromotrop aus und verlangsamt die Weiterleitung des
APs.

Durch die Isch&mie und den damit verbundenen funktionellen Schaden nehmen
sympathische Einflisse zu. So muss bspw. dem reduzierten Schlagvolumen mit
einer Erh6hung der Herzfrequenz regulatorisch entgegengewirkt werden. Dies
zeigte sich in der Analyse u.a. in dem signifikant klirzeren mittleren RR-Intervall

aller Tiere. Gleichzeitig nehmen parasympathische Einflisse ab, was durch die
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signifikant verminderten Werte des RMSSD und NN6 verdeutlicht wurde. Glei-
ches galt fur die frequenzbasierte Analyse: Die Gesamtleistung auf allen Fre-
guenzbandern nahm ab, was ebenfalls mit der Beobachtung einer geringeren
Gesamtvariabilitdt im Einklang steht. Beim Vergleich der Genotypen miteinan-
der konnten sowohl préa- als auch postischdmisch keine signifikanten Unter-
schiede beobachtet werden. Ob Panx1 exprimiert wird, scheint also keinen Ein-
fluss auf die Anpassungsfahigkeit des Herzens und deren Veradnderung durch

einen Myokardinfarkt zu haben.

4.3.4 Diskussion der Heart Rate Turbulence

Die Heart Rate Turbulence, die den initialen Herzfrequenzanstieg nach einer
VES (TO) und den anschlieBenden Abfall auf die Ausgangswerte (TS) be-
schreibt, gilt als indirektes Mal3 fur den Barorezeptorreflex. Sie reflektiert damit
die komplexe Interaktion von Sympathikus und Parasympathikus, die insbeson-
dere nach einem Myokardinfarkt reduziert sein kann. Diese Funktionsein-
schrankung der autonomen Anpassungsfahigkeit hat einen hohen prognosti-
schen Wert (Bauer et al., 2006), weshalb die HRT in der Klinik als einer der po-
tentesten unabhangigen Marker fur das Sterblichkeitsrisiko nach Myokardinfarkt
herangezogen wird (Bauer et al., 2008).

Wahrend die Standards fur die HRT-Messung beim Menschen klar definiert
sind (Bauer et al., 2008), liegen seit der erstmaligen Beschreibung der Messung
im Rahmen des Mausmodells (Mersmann et al., 2010) wenige weitere Studien
vor, die die murinen HRT-Parameter und deren Veranderung durch auf3ere Ein-
flisse beschreiben. Es bleibt daher fraglich, ob die existierenden Grenzwerte
fur den Menschen direkt auf das Mausmodell Ubertragbar sind (s.u., Stockigt et
al., 2014). Demzufolge erwies sich die Beurteilung der Ergebnisse im vorlie-
genden Projekt als schwierig, sodass ein Vergleich von post- und praischami-
schen Werten von groRem Vorteil gewesen wéare. Ein solcher Vergleich war
nicht mdglich, da die Tiere praischamisch gar keine oder zu wenige spontane
VES aufwiesen. Um eine verlassliche Aussage treffen zu kénnen, sollten jedoch
> 5 VES pro Tier mit in die Analyse einflie3en (Bauer et al., 2008).

So wurden die HRT-Parameter nur nach kinstlicher Herbeifihrung eines Myo-
kardinfarktes bestimmt, um zu Uberprifen, ob die Deletion von Panx1 einen

Einfluss auf die HRT-Werte und damit auf den Barorezeptorreflex hat. Dabei-
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wiesen die beiden untersuchten Genotypen keine statistisch signifikanten Un-
terschiede auf. Es bleibt also fraglich, ob der initiale Herzfrequenzanstieg und
damit die sympathische Gegenregulation bei den Panx7**-Tieren postischa-
misch besser funktioniert als bei Panx1”-Mausen.

Hinzu kam eine Auffalligkeit, die sich bei der Berechnung des TO bei beiden
Genotypen auftat. Die Formel fir den TO beim Menschen bezieht sich auf die
beiden RR-Abstande vor dem Kopplungsintervall (RR., und RR_;) und die bei-
den RR-Abstande nach der kompensatorischen Pause (RR; und RRy). Letztere
sollen bei adaquatem Baroreflex verhaltnismafig kirzer sein und somit die fri-
he Beschleunigung der Herzfrequenz widerspiegeln. Jedoch zeigte sich im vor-

+/+

liegenden Projekt bei vier von sechs Panx1**- und sechs von acht Panx1”-
Tieren, dass erst das Intervall RR3 kiirzer war als die beiden vorausgegange-
nen RR-Intervalle. Dies konnte darauf hindeuten, dass der Blutdruck hier lang-
samer abfiel, sodass es erst bei der dritten Herzaktion nach der VES zu dem
bereits beschriebenen Trigger-Effekt und der sympathischen Gegenregulation
mit der Early Acceleration, also einer Herzfrequenz-Erh6hung, kam.

Um dies zu uberprifen, wurde neben der Bestimmung der HRT wie oben be-
schrieben eine weitere Analyse durchgefuhrt, bei der anstelle des RR; und RR>
das Intervall zwischen RR; und RR3 in die Berechnungsformel eingesetzt wur-
de. Der Vergleich mit der urspringlichen Analyse zeigte jedoch keine Unter-
schiede.

Die genauen Mechanismen, die der HRT zugrunde liegen, sind immer noch
nicht vollstandig erforscht (Bauer et al., 2006). Die Widerspiegelung der Barore-
flexsensibilitat erscheint jedoch unter physiologischen Gesichtspunkten plausi-
bel. Da die HRT in einem direkten Zusammenhang mit der HRV steht, wird sie
Uber den Barorezeptorreflex hinaus auch mit der gesamten autonomen Variabi-
litat in Verbindung gebracht. So korrelieren bspw. die Herzfrequenz (mittleres
RR-Intervall) und der TS miteinander: Eine héhere Herzfrequenz (kirzeres RR-
Intervall) pradisponiert flr einen niedrigeren TS, da die Reaktionsfahigkeit des
Sinusknotens auf Veradnderungen des Blutdrucks durch eine VES reduziert
wird.

Aus diesem Grund kann ein Vergleich des TS nur bei &hnlichen mittleren Herz-
frequenzen stattfinden (Cygankiewicz et al., 2004), was bei den verwendeten

Gruppen gegeben war. Auch hier korrelierten die postischamisch erhdhten
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Herzfrequenzen mit einem niedrigeren TS. Alle Tiere zeigten einen TS <
2,5ms/RR-Intervall, was einer ausbleibenden Verlangsamung der HR und damit
einer schlechten Normalisierung der Baroreflexantwort nach einer VES ent-
spricht. Es ist also davon auszugehen, dass der kinstlich herbeigefihrte Myo-
kardinfarkt unabhéngig vom Genotyp der Mause zu einer reduzierten HRT ge-
fuhrt hat. Ob die Expression von Panx1 eine Rolle spielt, kann in diesem Zu-
sammenhang nicht endgtiltig geklart werden.

Im vorliegenden Projekt fand die HRT-Analyse basierend auf einem 24h-EKG
statt, das unmittelbar in Anschluss an die Ischamie aufgezeichnet worden war.
Fur zukuinftige Studien an der Panx1”-Maus ware eine Untersuchung der zeitli-
chen Entwicklung der Parameter nach einem Myokardinfarkt und damit die Fra-
ge nach einer Beeinflussung durch Heilungsprozesse von Interesse. Auch die
Einwirkung eines hdheren Alters der Mause konnte neue Erkenntnisse erbrin-
gen. Beim Menschen wird ein zunehmendes Alter mit einer schlechteren HRT
assoziiert (Schwab et al., 2005).

Die HRT-Messung hat sich in zahlreichen Studien am Menschen als verlassli-
che Methode zur Risikostratifizierung nach einem Myokardinfarkt bewiesen
(u.a. Ghuran et al., 2002; Barthel et al., 2003; Bauer et al., 2006). Im Tierexpe-
riment an der Maus stellen jedoch nicht nur die hohe Herzfrequenz oder das
Nichtvorhandensein praischamischer Daten eine Hirde dar: Erst kirzlich besta-
tigten Stdckigt et al. in einer Studie, dass sich eine HRT-Messung bei der Maus
zwar gut durchfuhren lasst, dass jedoch der TO und das Kopplungsintervall in-
vers korrelieren, was insbesondere bei kunstlich stimulierten VES (Pacing) eine
Rolle spielt (Stockigt et al., 2014).

Wie gut und unter welchen Gesichtspunkten sich die so gewonnenen Erkennt-
nisse also tatsachlich vom Menschen auf die Maus und umgekehrt Ubertragen
lassen, kann zukunftig erst durch weitere Studien am Mausmodell eruiert wer-

den.
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4.4 Diskussion der hAmodynamischen Befunde

4.4.1 Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung fand anhand eines standardisierten
Untersuchungsprotokolls nach Collins (Collins et al., 2003) statt, um mdoglichst
gut vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Hierzu gehdrte u.a., dass zwischen
der Echokardiographie und der Ischamie-Induktion und auch zwischen letzterer
und einer weiteren postischamischen Echokardiographie jeweils mindestens
24h Zeitabstand eingehalten wurde. Diese Pause sollte mogliche Einflisse auf
den Schaden durch die Ischamie, hervorgerufen durch eine Pra- bzw. Postkon-
ditionierung mittels Isoflurannarkose wahrend der Echokardiographie, aus-
schlieBen (Redel et al., 2009). Alle Tiere zeigten vor der Ischamie-Induktion
eine mit anderen C57BL/6-Wildtypen vergleichbare physiologische LV-Funktion
(Pachon et al., 2015; Stypmann et al., 2007, Stypmann et al., 2009). Es bestan-
den keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen.
Die transthorakale echokardiographische Untersuchung dient als exzellente und
nicht-invasive Methode, um die Veranderungen der linksventrikularen Geomet-
rie und Funktion nach Ischamie in vivo zu beurteilen (Gao et al., 2000). Gleich-
zeitig stellen die Anatomie und die physiologischen Parameter der Maus als
Versuchstier fir den Untersucher eine Herausforderung dar. Umso grof3er ist
die Bedeutung einer in dieser Versuchsreihe verwendeten Standarduntersu-
chung nach Collins (Collins et al., 2003) sowie die Tatsache, dass alle Ver-
suchstiere von der gleichen Person geschallt wurden. Diese Voraussetzungen
gewabhrleisten eine optimale Vergleichbarkeit und Verlasslichkeit der Ergebnis-
se.

Ein Vergleich der Genotypen untereinander zeigte keine signifikanten Unter-
schiede, was darauf hindeutet, dass Panx1 keinen echokardiographisch erfass-
baren Einfluss auf die linksventrikulare Funktion hat, und durch die Beobach-
tungen bei der Katheter-Untersuchung (vgl. Kapitel 3.4) gestitzt wird. Aul3er-
dem deuten die Ergebnisse der praischamischen echokardiographischen Un-
tersuchung darauf hin, dass die Herzmorphologie der Panx1”-Tieren keine
strukturellen Anomalien aufweist, die die bei der EKG-Analyse vor Ischamie
festgestellte Verlangerung der QT.-Zeit bedingen kdnnten.

Die Ischamie und der damit verbundene Gewebsschaden fuhren, je nach Loka-
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lisation und Ausmal3, zu einer Stérung des funktionellen Synzytiums der Herz-
muskelzellen. Dies hat zur Folge, dass die Erregungsbildung und —weiterleitung
nicht mehr adaquat erfolgen kann, was sich echokardiographisch anhand
schlechterer Funktionsparameter darstellen lasst.

So zeigten alle Tiere 24h nach der Ischamie, in der akuten Reperfusionsphase,
eine signifikante Verschlechterung der linksventrikularen Funktionswerte. Dies
kann als Qualitatsmerkmal der verwendeten Methode und Zeichen eines erfolg-
reich ausgeldsten Infarkts betrachtet werden. Die kardiale Funktion verminderte
sich bei beiden Genotypen nach Ischamie ahnlich signifikant.

Eine Verschlechterung der Funktionswerte wie bspw. der EF hat in der Klinik
prognostische Bedeutung. Jedoch wurde nachgewiesen, dass die EF sich ins-
besondere innerhalb der ersten zwei Wochen nach dem Myokardinfarkt durch
Remodeling-Vorgange wieder verbessert (Solomon et al., 2001) und dass auch
der Zeitraum zwischen dem Infarktgeschehen und der Reperfusion des infar-
zierten GefalRes fiur die linksventrikulare Funktion von Infarkt-Patienten eine
grof3e Rolle spielt (Sheiban et al., 2001). Vor diesem Hintergrund ware eine kla-
re Entscheidung hinsichtlich der prognostischen Aussagekraft einer verschlech-
terten Ejektionsfraktion nur nach erneuter Echokardiographie 14 Tage oder spéa-
ter nach Ischamie moglich.

Bei normaler Funktion des linken Ventrikels sollte die E-Welle, die die passive
Fullung des linken Ventrikels durch die frihdiastolische Relaxation beschreibt,
eine hohere Geschwindigkeit aufweisen als die A-Welle. Diese entspricht dem
spatdiastolischen aktiven Einstrom durch die Vorhofkontraktion. Eine diastoli-
sche Dysfunktion geht im Frihstadium mit einer Stérung der Ventrikel-
Relaxation einher und verschiebt dadurch das Gleichgewicht durch eine niedri-
gere Geschwindigkeit der E-Welle in Richtung eines grél3eren Quotienten. Die
Geschwindigkeit der E-Welle sank bei beiden Genotypen statistisch signifikant
ab (Panx1**-Tiere: p-value 0,0066**, Panx1”-Tiere: p-value 0,0216*). Da es
jedoch parallel hierzu auch zu einem Absinken der A-Wellen-Geschwindigkeit
kam, schlug sich dies nicht als statistisch signifikante Verschiebung des Quoti-
enten nieder. Die Beobachtungen weisen jedoch bei beiden Genotypen auf eine
nach Ischamie verminderte systolische und diastolische Funktion hin und ste-
hen damit im Einklang mit den Ergebnissen der Untersuchung mit dem Druck-

Volumen-Katheter.
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4.4.2 Diskussion der Untersuchungen
mit dem Druck-Volumen-Katheter

Die intravasale und intrakardiale Druck- und Volumenmessung mit dem sog.
Mikro-Tip-Katheter tragt durch ihre hohe Prazision und Genauigkeit zur Mes-
sung der isovolumetrischen Kennzahlen kardialer Kontraktilitdt bei (Lorenz et
Robbins, 1997). Im vorliegenden Projekt wurde diese Untersuchung durchge-
fuhrt, um die Funktionsparameter vor und nach der Ischamie zu bestimmen und
zwischen Panx1**- und Panx1”-Tieren zu vergleichen. Die so erhobenen ha-
modynamischen Messwerte erganzen damit die der Bildgebung mittels Echo-
kardiogaphie.

Panx1 tragt Uber eine Kolokalisation und Interaktion mit dem a1D-adrenergen
Rezeptor zur Blutdruckregulation in den kleinen Widerstandsgefaf3en bei (Bil-
laud et al., 2011). Abweichungen der Blutdruckwerte zwischen den Genotypen
waren basierend auf diesen Beobachtungen denkbar gewesen, konnten aber
im vorliegenden Projekt nicht bestatigt werden.

Vermutlich hat die Panxl-vermittelte Blutdruckregulation Uberwiegend lokale
Effekte und wirkt sich nicht auf den Gesamtblutdruck aus. Der systolische (Pmax)
und diastolische (Pmin) Druck in der Aorta war bei beiden Genotypen im Ver-
gleich zu physiologischen Werten bei der Maus reduziert (Wolfensohn et Lloyd,
2003), was zum einen auf die Allgemeinanasthesie zurtickzufuhren ist, zum
anderen auch mit der zuvor durchgefiihrten Ischamie und einer dadurch redu-
zierten Fahigkeit der Blutdruckregulation zusammenhangen kann. Auch die Ub-
rigen Messwerte waren im Vergleich zu physiologischen Daten in gleicher Nar-
kose schlechter (Pacher et al., 2008; Abraham et Mao, 2015) und spiegeln den
funktionellen Schaden durch die Ischamie wider. Die mittlere Herzfrequenz war
als einziger Messwert gegeniber den o.g. physiologischen Durchschnittswerten
unter gleicher Narkose erhdht, was auf eine Kompensation des reduzierten
Blutdrucks durch eine erhdéhte Herzfrequenz hinweist.

Zuletzt wurde eine intraperitoneale Perfusion mit Noradrenalin durchgefihrt, um
zu Uberprufen, ob bei beiden Genotypen trotz des Ischdmieschadens noch eine
adaquate Antwort auf adrenerge Stimulation gegeben ist und ob und wie sich
diese unterscheidet. Die Panx1"*- und Panx1”-Mause zeigten nach der Verab-
reichung von Noradrenalin eine signifikant bessere systolische Druckentwick-

lung und einen hoéheren endsystolischen Druck im linken Ventrikel. Die Druck-



4 Diskussion 102

entwicklung war vergleichbar mit Referenzwerten anderer Autoren (Pacher et
al., 2008; Abraham et Mao, 2015), der endsystolische Druck lag jedoch auch
nach der Wirkung von Noradrenalin noch unter den Durchschnittswerten ande-
rer Tiere in gleicher Narkose, ohne vorausgegangene Ischamie (Pacher et al.,
2008). Die Ansprechbarkeit myokardialer a- und 3-Adreneozeptoren auf Norad-
renalin wurde offensichtlich durch die vorausgegangene Ischamie beeintrach-
tigt. Panx1 scheint jedoch keinen Einfluss auf die durch die adrenerge Wirkung
hervorgerufene Steigerung des Ca®*-Stroms oder die Sensitivitat der Myofila-
mente fiir Ca®*, das dort an Troponin bindet und so zur kontraktilen Aktivierung

von Aktomyosin fuhrt (Prasad et Inesi, 2012), zu haben.

4.5 Diskussion der Infarktplanimetrie

Bei neurobiologischen Untersuchungen fiihrte eine permanente Okklusion der
A. cerebri media in Panx1”Panx2"-Mausen zu kleineren Infarkten und einem
geringeren neurologischen Folgeschaden im Vergleich zu Wildtypen und Ein-
fach-Knockout-Tieren (Bargiotas et al., 2011).

Vor diesem Hintergrund wurde im vorliegenden Projekt nach der experimentel-
len Ischamie und Reperfusion eine Infarktplanimetrie der M&useherzen durch-
gefuhrt, um zu Gberprufen, ob Panxl unter den oben aufgefiihrten experimen-
tellen Bedingungen auch kardial einen Einfluss auf die InfarktgréRe hat. Hierbei
gilt die TTC-Farbung fur die GroRenbestimmung bis heute als Methode der
Wabhl (u.a. Fisher et Marber, 2002; Redfors et al., 2012). Das Ausmal} der Far-
bung korreliert mit der Anzahl intakter Mitochondrien (Ferrera et al., 1993) und
reprasentiert damit die Zellvitalitat. In Kombination mit der Evans Blue-Farbung
lassen sich so das Infarktareal und die Area At Risk gut bestimmen und vom
umliegenden gesunden Gewebe abgrenzen.

Die Infarktbestimmung kann flachen- oder langenbasiert erfolgen (Takagawa et
al., 2007). Da die Bemessung der Flachen bzw. Langen manuell durchgefihrt
wird, bergen diese Methoden jedoch auch das Risiko, sehr subjektive und
schlecht vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Umso wichtiger ist es, wie im
vorliegenden Projekt nach einem standardisierten Protokoll (Michael et al.,
1995) vorzugehen. Auch die Anzahl der verwendeten Herzschnitte pro Tier tragt
zu einem besser reproduzierbaren Ergebnis bei (Takagawa et al., 2007), wes-

halb alle Herzschnitte fr die InfarktgréRenmessung verwendet wurden.
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Aufgrund des unterschiedlichen Verteilungsmusters der LAD in C57BL6/J-
Mausen (Salto-Tellez et al., 2003; Abbildung 41) die den genetischen Hinter-
grund der Panx1”-Tiere bilden, ist auch die korrekte Positionierung der Ligatur
eine Herausforderung. Je nach Position der Ligatur variieren die Infarktgrof3e,
funktionelle Einschrankungen und die Uberlebensrate der Tiere deutlich (De-
gabriele et al., 2004). Daher wurde die Ligatur im vorliegenden Projekt unmittel-
bar unterhalb des linken Vorhofs gesetzt, was einen ,hdchst reproduzierbaren
Bereich und Umfang des Infarktes® erlaubt (Salto-Tellez et al., 2003).

Die ermittelten InfarktgroRen der Panx1™*-Tiere standen im Einklang mit den zu
erwartenden Infarktgro3en bei Wildtypen (Michael et al., 1995), was als Quali-
tatsmerkmal der verwendeten Methode bewertet werden kann.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den InfarktgroBen von

+/+

Panx1**- und Panx1”-Mausen festgestellt werden. Dies galt auch fir die Area
At Risk. Unsere Beobachtungen weichen damit von denen, die unter neurobio-
logischen Gesichtspunkten gemacht wurden, ab. Offensichtlich hat Panx1 trotz
seiner bekannten Funktion im Rahmen von Ischamie, Inflammation und
Apoptose unter den von uns gewahlten experimentellen Bedingungen keinen
Einfluss auf die Grol3e eines Herzinfarktes. Als moéglicher Grund hierfur hierftr
kdme infrage, dass im Falle der Ausschaltung von Panx1 ein anderes Gen
kompensatorisch hochreguliert wird, und zum Infarktgeschehen beitragt. Ein
solcher Kompensationsmechanismus wurde bereits bei der o0.g. Studie disku-

tiert (Bargiotas et al., 2011).

4.6 Diskussion der histologischen Befunde

Strukturelle Veranderungen der Herzmorphologie begilnstigen die Entstehung
funktioneller Stérungen. Vermehrte bindegewebige Ablagerungen zwischen den
Kardiomyozyten konnen die elektromechanische Kopplung behindern. Diese
Fibrosierung kann als Folge eines Myokardinfarktes auftreten (vgl. Kapitel
4.3.1) und ist eine der Ursachen flr Herzversagen, das finale Stadium kardialer
Erkrankungen (Nishida et al., 2008).

Als grol3er und unselektiver lonenkanal (Qiu et Dahl, 2009) stellt Panx1 einen
Transferweg fiir kleine Signalmolekiile wie Ca®* (Vanden Abeele et al., 2006)
und ATP dar und interagiert mit dem P2X7-Rezeptor (Pelegrin et Suprenant,
2006). Hohe Ca*-Konzentrationen filhren zum Zelltod (Nicotera et al., 1994)
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und apoptotische Zellen setzen Uber Panxl sog. ,Find-me*“Signale frei, die
Phagozyten anlocken (Chekeni et al., 2010). Wird ATP in den EZR freigesetzt,
kann dies ein physiologischer Prozess zur interzellularen Kommunikation sein,
jedoch auch den Zelltod begtinstigen (D hondt et al., 2011). Die Aktivierung von
P2X7 fordert die Freisetzung von biologisch aktivem IL-1B (Hanley et al., 2012).
Damit spielt Panxl eine funktionelle Rolle in elementaren Prozessen wie
Apoptose, Entziindungen und Infektionen (Shestopalov et Panchin, 2008) sowie
Fibrosierung (Nishida et al., 2008, s.u.).

Bei Versuchen, in denen im Mausmodell experimentell durch eine transaortale
Konstriktion eine Druckbelastung des Herzens ausgeldst wurde, fuhrte ATP-
Freisetzung aus Pannexin-Kanalen tber dessen Bindung an P2Y6 zur Aktivie-
rung von Ga12/13-Proteinen. Diese G-Proteine induzieren Uber den Rho-
Signalweg die Transkription fibrogenetischer Gene wie TGF-3, Periostin und
Prokollagen Typ | und Ill. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde postuliert,
dass eine Druckbelastung des Herzens Uber die Aktivierung von Panxl eine
kardiale Fibrose vermittelt (Nishida et al., 2008).

Es wére also denkbar, dass die Expression von Panx1 auch bei kurzzeitig ver-
mehrter Druckbelastung des Herzens, z.B. durch eine stressvermittelte Steige-
rung des Sympathotonus, die Entstehung einer kardialen Fibrose beginstigt
und sich dies vor allem in den Vorhofen, wo Panx1 signifikant héher exprimiert
wird als in den Ventrikeln (Petric et al., 2016), histologisch nachweisen lasst.
Basierend auf diesen Beobachtungen wurden in Vorversuchen der Arbeitsgrup-

+/+

pe bereits histopathologische Untersuchungen von Herzen Panx1 und
Panx1”"-Tiere durchgefiihrt, bei denen die Dicke der Ventrikelwand, die Lange
der kardialen Myozyten und das Ausmal} einer evtl. Fibrose quantifiziert wurde.
Es konnten keine signifikanten qualitativen Unterschiede zwischen den Genoty-
pen festgestellt werden (Petric et al., 2016).

Um diese Ergebnisse nochmals zu untermauern, wurden im vorliegenden Pro-
jekt ebenfalls Paraffinschnitte der Herzen angefertigt und lichtmikroskopisch
untersucht. Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen

+/+

Panx1"*- und Panx1”-Mausen aufgezeigt werden. Offensichtlich hat die Ex-
pression von Panx1 im Falle kurzzeitiger Druckbelastungen des Herzens keinen

Einfluss auf die Ausbildung einer Fibrose.
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4.7 Ausblick

Im vorliegenden Projekt wurde die Rolle von Panx1 in einem akuten murinen
myokardialen Modell der Ischamie und Reperfusion untersucht. Hieraus erga-
ben sich bei den elektrophysiologischen Untersuchungen Hinweise auf eine De-
und Repolarisationsstorung bei Panx71-Defizienz. Zukulnftig ware ein chroni-
sches Modell im Sinne einer Untersuchung der frihen Reperfusionsphase bis 7
Tage nach dem Infarktgeschehen von Interesse. Remodeling-Prozesse, die zur
Bildung eines fibrotischen Narbengewebes (de Bakker et an Rijen 2007) und zu
Veranderungen der kardialen Elektrophysiologie fuhren (Pinto et al., 1999),
kénnten so genauer untersucht werden.

Moglicherweise zeigen sich Unterschiede zwischen den Genotypen erst zu ei-
nem spateren Zeitpunkt nach der Ischamie. Da Panx1 mit der Initiierung einer
Fibrose (Nishida et al., 2008) und dem Zelltod (Locovei et al., 2007) in Verbin-
dung gebracht wird und die Fibrosierung nach Myokardinfarkt auch nicht-
infarziertes Gewebe betrifft (Weber et al., 1996), ware bspw. die Entwicklung
einer groReren Infarktzone bei den Panx1”-Tieren denkbar.

Auch eine Untersuchung mittels Burststimulation nach Ischamie, also ein Ka-
theter-induziertes Auslosen von Vorhofflimmern, kénnte weitere Aufschlisse
Uber den Einfluss von Panx-1 auf die kardiale Elektrophysiologie geben. Bei
Versuchen unserer Arbeitsgruppe mit Tieren, an deren Herzen zuvor keine Is-
chamie ausgeldst worden war, zeigten die Panx1-"-Tiere eine signifikant hohe-
re Anfalligkeit fur atriales Flimmern (Petric et al., 2016).

Im Rahmen immunhistochemischer Analysen konnte zukinftig die Expression
von Panxl im Myokard oder sogar innerhalb einzelner Myozyten noch besser
untersucht und die Rolle des Proteins bei der Impulsbildung und —weiterleitung
im Herzen genauer definiert werden. Genexpressionsanalysen unter Verwen-
dung von Gene Expression Arrays kdnnten dazu dienen, eine kompensatori-
sche Hochregulation anderer Gene bei den Panx1”-Tieren, die eventuelle Un-
terschiede zwischen den Genotypen maskieren, aufzudecken.

In diesem Zusammenhang ware auch die Untersuchung der Expressionsmuster
von K*- oder anderen lonenkanalen und einer méglichen Interaktion mit Panx1
interessant. Mittels Patch-Clamp-Untersuchungen konnten mdogliche lonen-
strome an der Zellmembran einzelner Kardiomyozyten dargestellt werden. Wei-

terhin kamen gewebespezifische Knockout-Tiere infrage, um die kardiale Funk-
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tion des Proteins genauer zu beleuchten. Aufgrund der nachgewiesenen Koex-
pression von Panx1 und Panx3 in anderen Geweben (Penuela et al., 2007; Pe-
nuela et al., 2008) kdonnte so z.B. eine Koexpression und gegenseitige Beein-

flussung der beiden Proteine am Herzen endgultig ausgeschlossen werden.

Trotz einer Verbindung zwischen Panx1l und der Pathogenese diverser Krank-
heiten konnten bis heute keine Keimbahn-Mutationen nachgewiesen und mit
dem lonenkanal in Verbindung gebracht werden (Penuela et al., 2014). Die Tat-
sache, dass zu 94% eine konservierte Sequenzhomologie zwischen humanem
und murinem Panx1 herrscht (Penuela et al., 2009), deutet dennoch darauf hin,
dass sich die Beobachtungen in Mausen auf den Menschen tbertragen lassen.
Dies wird fur zukunftige Studien, insbesondere im Hinblick auf die Pathogenese
des Vorhofflimmerns und des myokardialen Schadens nach einem Infarkt beim

Menschen, von Bedeutung sein.
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