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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kaliumkandile

lonenkanale sind porenbildende Proteine in der Lipiddoppelschicht der Zellmembran,
die den selektiven Transport von lonen entlang eines elektrochemischen Gradienten
ermoglichen. Der damit verbundene Austausch elektrischer Ladungen ist Grundlage
zellphysiologischer Vorgange, wie der Erregungsausbildung und -fortleitung in Herz-
muskel- und Nervenzellen, der Muskelkontraktion oder der Freisetzung von Transmit-
tern. lonenkanale kénnen anhand ihrer ausgepragten beziehungsweise fehlenden Se-
lektivitat fir bestimmte lonen klassifiziert werden. Man kennt unspezifische Kanile,
wie z.B. die TPR-Kanale (transient receptor potential channels), die eine dhnliche Leit-
fahigkeit fur Kalium-, Natrium- und Kalziumionen aufweisen. Daneben gibt es aber
auch hochselektive Kanale, durch die nur ein bestimmtes lon permeieren kann. Inner-
halb dieser Gruppe lonen-selektiver Kandle sind die Kaliumkanale mit gegenwartig
Uber 100 molekular charakterisierten Kandlen am haufigsten vertreten. Sie werden in
fast allen erregbaren und nicht erregbaren Zellen exprimiert und bilden somit eine
nahezu ubiquitar vorkommende Familie von Membranproteinen, welche an einer Viel-
zahl unterschiedlicher Prozesse beteiligt sind. Die enorme Vielfalt funktionell unter-
schiedlicher Kaliumkanale wird durch mehrere Faktoren ermoglicht. Es existiert zu-
nachst eine groBe Anzahl von Genen, die fiir Proteine verschiedener Kaliumkanal-
Untereinheiten kodieren. Daneben kénnen aus einem Gen durch alternatives Splicing
mehrere mRNA-Transkripte erzeugt werden. Die Moglichkeit von RNA-Edition und
posttranslationaler Modifikation, sowie auf Protein-Ebene das Zusammenfligen ver-
schiedener Kanal-Untereinheiten zu Heteromeren, erweitern das Spektrum zusatzlich
[26].

Den Kaliumkanalen kommt eine entscheidende Rolle bei der Erregungsweiterleitung in
Nerven und Muskeln, aber auch bei der Kaliumhomd&ostase und der Regulation des
Zellvolumens zu [26, 124]. In der Herzmuskelzelle sind sie neben der Regulation des
Ruhemembranpotentials auch essentiell flr die Steuerung der Aktionspotentialdauer

sowie der Automatie der Schrittmacherzellen [107].
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Einleitung

1.1.1 Einteilung, Aufbau und Funktion der Kaliumkanile

Die bislang bekannten Kaliumkandle lassen sich entsprechend der elektro-
physiologischen Eigenschaften und der angenommenen Membrantopologie ihrer po-

renbildenden Untereinheiten in drei grolRe Klassen einteilen:

1. Spannungsabhingige (engl. voltage gated) Kaliumkandle (Kv), die aus vier a—
Untereinheiten mit je sechs membrandurchspannenden Segmenten bestehen

2. Einwidrtsgleichrichtend, (engl. inwardly rectifying) Kaliumkandle (Kir), die aus vier
Untereinheiten mit je zwei Transmembrandomanen bestehen

3. Zwei-Porendomdnen (engl. two pore domain) Kaliumkandle (K2P), die zuletzt ent-
deckte Gruppe, zu der auch der in dieser Arbeit ndaher untersuchte Kaliumkanal

TASK-1 gehort

Spannungsabhdngige Kaliumkandle (Kv)

Die a-Untereinheit der spannungsabhdngigen Kv-Kanale besteht aus sechs helikalen
Transmembrandomanen (S1-S6) und besitzt eine Porendoméne zwischen S5 und S6.
(siehe Abbildung 1A). Die S4 Domane enthélt positiv geladene Aminosauren, insbeson-
dere Lysin und Arginin und dient als Spannungssensor [97]. Kv-Kandle 6ffnen sich
durch eine Anderung des Membranpotentials zu positiveren Werten.

Funktionell sind ihre Hauptvertreter auswarts gleichrichtend und die zugehdrigen lo-
nenstrome |y, Igs und Iy, tragen beim Herzaktionspotential zur Plateauphase und zur

Repolarisaton bei [3, 18].

Einwdrtsgleichrichtende Kaliumkandle (Kir)

Eine Untereinheit dieses Kanals besteht aus zwei Transmembrandomanen (M1 und
M2) mit einer porenbildenden Schlaufe, die diese verbindet. (Abbildung 1B) Die Be-
zeichnung einwartsgleichrichtend bezieht sich auf die Eigenschaft der Kanale, bei ei-
nem Membranpotential (Ey) niedriger als das Gleichgewichtspotential fiir Kalium (Eg)
eine besonders gute Leitfahigkeit in Einwartsrichtung zu besitzen. In Auswartsrichtung
bei Ey> Ex wird der Kanal hingegen mittels intrazelluldrer Kationen (Mg2+, Polyamine)

blockiert [92].
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Einleitung

Der ubiquitare Einwartsgleichrichter Kir 2.x, mit dem dazugehdrigen Strom Ik1ist in der
Herzmuskelzelle fir die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials verantwort-
lich. AuRerdem gehort zu dieser Gruppe ein durch Acetylcholin aktivierter,
rezeptorgesteuerter Kaliumkanal (Strom lgach), Uber den die negativ chronotrope Wir-

kung des Nervus vagus vermittelt wird [103].

Abbildung 1 Kaliumkanéle - Molekula-
rer Aufbau der Untereinheiten. Aus
[25]

A Spannungsabhéangiger Kaliumkanal
(Kv) mit 6 Transmembrandomanen
(51-S6) und einer porenbildenden
Domaéne (P) B Einwartsgleichrichtender
Kaliumkanal (Kir) mit 2
Transmembrandoméanen (M1-M2) und
einer porenbildenden Domédne (P) C
K2P-Kanal

1.1.2 K2P-Kandle

Die Familie der Zwei-Porendomanen-Kaliumkanédle (K2P) ist die zuletzt entdeckte
Gruppe von Kaliumkanalen. Der Name der Kanalfamilie bezieht sich auf den strukturel-
len Aufbau der Kanalproteine in der Membran: Zwei porenbildende Doméanen werden
flankiert von vier Transmembrandomanen, die wiederum als Tandem verbunden sind.
Diese in der Nomenklatur als 4TM/2P abgekirzte molekulare Konfiguration ist bislang
einzigartig. Im Gegensatz zur Kv- und Kir-Gruppe, welche Tetramere ausbilden, as-
semblieren je zwei solcher Untereinheiten als Dimer [69] (Abbildung 2).

Funktionell vermitteln die K2P—Kanale weitgehend zeit - und spannungsunabhangig K*-
Hintergrundstrome. Die lonenpermeation folgt hierbei den Gesetzen fiir offenen
Gleichstrom im Sinne der Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung, weshalb ihnen ein wich-
tiger Beitrag an der K*-Leckleitfahigkeit zugesprochen wird. Sie tragen somit entschei-

dend zur Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials bei [16, 37, 41, 69].
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Einleitung

Abbildung 2 Die Familie der Zwei-
Porendomanen-Kaliumkanale (K2P)

NH,

A Membrantopologie der K2P-Kanale

B — T mit vier Transmembrandomanen (M1-
ettt AARALd M4) und zwei porenbildenden Doma-
nen (P1 und P2). B zwei solcher Unter-
COOOCOCC OOOO0 . . . .
NH, | o einheiten lagern sich als Dimer zum
\7 funktionellen Kanal zusammen.

Regulierbarkeit der K2P-Kandile

Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass es sich bei vielen Subtypen der K2P-
Kanalfamilie nicht um einfache Leckkanale mit gleichbleibender Offenwahrscheinlich-
keit handelt. Die meisten K2P-Kanéle konnen aktiv reguliert werden. Faktoren, die zur
Aktivierung bzw. Hemmung beitragen sind unter anderem intra- und extrazelluldre pH-
Anderungen [37, 52, 109], mechanische Dehnung der Zellmembran [99, 138], Inhalati-
onsanasthetika [98, 119, 122], ungesattigte Fettsdauren und inflammatorische
Phospholipide [14, 70], sowie Anderung des Sauerstoffpartialdrucks [19, 137].

Bislang wurden bei Saugetieren 15 unterschiedliche K2P-Kanalproteine identifiziert, die
aufgrund funktioneller Eigenschaften und Sequenzhomologien in sechs Unterfamilien
eingeteilt werden [11, 69]. Es sind verschiedene Schemata zur Benennung der K2P-
Kanale gebrauchlich. Die ,Human Genome Organisation (HUGO)“ verwendet fir die
Gene der K2P-Kanéle die Bezeichnung , KCNK” gefolgt von einer Nummer, die die Rei-
henfolge der Entdeckung jedes der Gene reflektiert (siehe Tabelle 1). Die “Internatio-
nal Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR)“ gebraucht fiir die Proteinpro-
dukte ein sehr ahnliches Schema, wobei , KCNK“ durch das Prafix ,K2P“ ersetzt ist
[104].

Im Gegensatz dazu basiert die in der Literatur am haufigsten gebrauchte Nomenklatur
auf Akronymen, welche physiologische oder pharmakologische Eigenschaften des Ka-

nals beschreiben und die Kanale in sechs Untergruppen zusammenfassen:

1. TWIK (tandem of P domains in a weak inward rectifier K' channel)

14



Einleitung

Kanile dieser Gruppe werden durch Aktivitit der Proteinkinase C und Ande-
rungen des intrazellularen pH-Wertes reguliert.

2. TREK (TWIK-related K:channel)
Kanale dieser Gruppe werden durch ungesattigte Fettsduren und mechanische
Dehnung aktiviert.

3. TALK (TWIK-related alkaline pH activated K’ channel)
Diese Kanalgruppe wird bei alkalischem pH-Wert aktiviert.

4. TASK (TWIK-related acid sensitive K’ channel)
Kanale dieser Gruppe werden bereits durch eine geringe Abnahme des pH-
Wertes in einem noch physiologischen Bereich gehemmt.

5. THIK (Tandem pore domain halothane-inhibited K’ channel)
Uber diese Kanalgruppe ist noch wenig bekannt.

6. TRESK ( TWIK — related spinal cord K’ channel)

Im kardialen Reizleitungssystem und in den Ubrigen Kardiomyozyten werden vor allem
Mitglieder der TASK-, TREK- und TWIK-Subfamilien exprimiert [45].
Zur TASK-Familie (TWIK-related acid sensitive K* channel) zihlen, neben dem in dieser

Arbeit untersuchten TASK-1 Kanal, auch noch die Kanale TASK—3 und TASK-5.
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Subfamilie K2P-Kanal Name im Humanen Genom

TWIK TWIK 1 KCNK1  ———
TWIK 2 KCNK ———
- KCNK7 &——————
TREK TREK 1 KCNK 2
TREK 2 KCNK 10 :l_
TRAAK KCNK4  ————
TALK TALK 1 KCNK 16 —
TALK 2 KCNK 17 :l—
TASK 2 KCNK5 &~ ———
TASK TASK 1 KCNK 3 ]
TASK 3 KCNK9  —
TASK 5 KCNK 15 ———
THIK THIK 1 KCNK 13—
THIK 2 KCNK 12 —
TRESK TRESK KCNK 18

Tabelle 1 Phylogenetischer Stammbaum der 15 bisher entdeckten humanen K2P-Kanale
Modifiziert nach [39].

1.2 Charakteristika des TASK-1 Kanals

Zum ersten Mal beschrieben und elektrophysiologisch charakterisiert wurde TASK-1
1997 von Duprat et al [37]. An mit dem TASK-1-Gen transfektierten Zellkulturen zeigte
sich, dass bei physiologischen extrazelluldren K*-Konzentrationen ein Kaliumauswérts-
strom aus der Zelle resultiert, der ndaherungsweise mit der Goldmann-Hodgkin-Katz
Gleichung beschrieben werden kann. Das bedeutet, dass sich TASK-1 wie eine K'-
selektive Pore in der Zellmembran verhalt, und der lonenstrom nur auf der asymmetri-
schen Verteilung von Kalium intra- und extrazellular beruht. Diese Unabhéangigkeit von
Spannung und Zeit ist das klassische Kriterium fiir einen so genannten Leck- bzw. Hin-
tergrundkanal.

Die Besonderheit des TASK-1 Kanals liegt jedoch in seiner Regulierbarkeit. TASK-Kanale
scheinen in der Zelle eine signalintegrierende Funktion zu libernehmen. Sie reagieren
auf eine Vielzahl von physiologischen und pathologischen Einfliissen mit einer Zu- oder
Abnahme der Aktivitat, bei Erhaltung der spannungsunabhangigen Kinetik des lonen-

stroms [37]. Im Einzelnen konnte bisher gezeigt werden, dass Hypoxie oder Verande-
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rungen des extrazelluldren pH-Wertes innerhalb physiologischer Grenzen ihre Aktivitat
modulieren. So flhrte in Zellen mit heterologer TASK-1 Expression eine Erniedrigung
des pH-Werts von 7,6 auf 6,4 zu einer Hemmung des Kaliumstroms durch den TASK-1-
Kanal um 90 % [37]. Experimentell wird TASK-1 nicht durch die klassischen Kaliumka-
nalblocker, sondern durch zweiwertige lonen wie Zink und Barium gehemmt [68]. Au-
Rerdem kann TASK-1 durch verschiedene pharmakologische Substanzen gehemmt
werden. Dazu gehdren das Endocannabionoid Anandamid und sein stabiles Analogon
Methanandamid [77]. Aktiviert wird TASK-1 durch klinisch gebrauchliche Konzentratio-
nen volatiler Andesthetika wie Halothan und Isofluran [98, 119, 122]. Zellulare Signal-
molekile spielen bei der Modulation ebenfalls eine Rolle. Phosholipase C und
Proteinkinase C vermitteln eine Inhibition des Kanals, [14, 31] wahrend die

Proteinkinase A bei einer TASK-1 Aktivierung beteiligt ist [94].

1.2.1 Expression und Funktion — bisherige Erkenntnisse

Der Kanal wird bei Sdugetieren (iberwiegend im Zentralnervensystem und im kardio-
vaskuldaren System exprimiert [11]. Eine relevante Expression von TASK-1 konnte in
Herzmuskelzellen [56, 75], im Glomus caroticum [140], sowie in der glatten Muskulatur
von Pulmonalarterien [40, 46, 94] und Aorta [61] nachgewiesen werden. In
Glomerulosazellen der Nebennierenrinde spielt TASK-1 eine Rolle fir die Kaliumleitfa-
higkeit [30]. Auch in humanem Pankreas- und Plazentagewebe wurden eine hohe Ex-
pressionsrate des TASK-1-Gens gefunden [37].

Entsprechend den elektrophysiologischen Eigenschaften des Kanals (ibernimmt dieser
in exprimierenden Geweben eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des
Ruhemembranpotentials der Zelle. Interessant und Gegenstand der derzeitigen For-
schung ist die vielfaltige Modulation des Kanals im organspezifischen Kontext und die
damit verbundene funktionelle Bedeutung von TASK-1. Im Gehirn findet man beson-
ders in den Kornerzellen des Kleinhirns, in somatischen Motoneuronen und im Locus
coeruleus eine hohe Expression des TASK-1 Kanals [11]. Es konnte gezeigt werden, dass
der Kaliumkanal neben seiner pH-Sensitivitat auch durch Neurotransmitter wie Sero-
tonin, Substanz P oder TRH gehemmt wird [123]. Es wird zudem angenommen, dass
TASK-1 im ZNS eine wichtige Zielstruktur fiir die klinischen Effekte volatiler Andsthetika

darstellt. Man vermutet, dass die Andsthetika unter anderem UGber TASK-1-Aktivierung
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und der damit assoziierten verminderten Erregbarkeit der Neuronen wirken [119]. Die
Bedeutung von TASK-1 im Kleinhirn konnten Aller et al an TASK- 1 defizienten Mausen
demonstrieren, die eine kompromittierte motorische Leistung zeigten [85].

In Untersuchungen an glatten Muskelzellen aus humanen Pulmonalarterien konnte
eine wichtige Rolle von TASK-1 bei der Regulation des pulmonalen Gefafltonus gefun-
den werden. TASK-1 wird hier durch Endothelin-1 gehemmt [125] und durch das
Prostacyclin-Analogon Treprostinil aktiviert. Die TASK-1 Aktivierung kdnnte im klini-
schen Kontext der pulmonalarteriellen Hypertonie somit einen zugrundeliegenden
Mechanismus der therapeutischen Gefaldrelaxierung durch Prostacycline darstellen

[94].

1.2.2 Untersuchungen von TASK-1 in transgenen Mausen

Die Funktion von TASK-1 in vivo am transgenen Mausmodell ist bislang primar aus neu-
rologischer Sicht untersucht worden. Die TASK-1-defizienten Mause zeigten gegeniiber
ihren nicht manipulierten Artgenossen eingeschrankte motorische Funktionen, die
sich, vereinbar mit veranderter zerebellarer Funktion, in schlechterer Balance und
langsamerer Erkundung ihrer Umwelt ausdriickten [2].

Eine andere Arbeit untersuchte die Rolle von TASK-1 im chemosensorischen Regelkreis
der Atmung und zeigte bei TASK-1-defizienten Mausen eine verzogerte ventilatorische
Reaktion auf Hypoxie und normoxische Hyperkapnie. Dies fiihrte zu der Annahme, dass
TASK-1 in den Chemorezeptoren des Karotissinus zur regulatorischen Antwort auf er-
niedrigten p0O,, beziehungsweise erhohten pCO, beitragt [129]. In der Nebenniere re-
sultiert aus dem Fehlen von TASK-1 eine Aufhebung der Zonengliederung mit gestor-
tem Mineralkorticoid-Haushalt. Phanotypisch fihrt dies bei den Tieren zu einem

primaren Hyperaldosteronismus [32, 50].

1.2.3 Die Rolle von TASK-1 am Herzen

Kaliumhintergrundstromen kommt in atrialen und ventrikuldaren Kardiomyozyten eine
kritische Rolle zu, da sie das Ruhemembranpotential auf hyperpolarisiertem Niveau
halten und unter variierenden physiologischen und pathologischen Bedingungen die
Dauer des Aktionspotentials (APD = action potential duration) regulieren. Hauptsach-

lich verantwortlich fir diese Funktion sind die einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale
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(Kir) mit den zugehorigen lonenstromen lgs, lkate Und lgach [120]. Daneben existiert je-
doch ein weiterer Kaliumhintergrundstrom, lkp, der auswarts gerichtet ist und eben-
falls eine Rolle fir RMP und APD spielt. K2P-Kanédle und insbesondere TASK-1 scheinen
zu diesem Hintergrundstrom beizutragen.

In ventrikuldaren Kardiomyozyten des Meerschweinchens ist die Funktion von TASK-1
mit einem Hintergrundstrom assoziiert, der die Dauer des Aktionspotentials (APD) be-
einflusst [5]. An isolierten Mause-Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass der
Entzindungsmediator PAF (platelet activating factor) TASK-1 via Proteinkinase C inhi-
biert. PAF ist ein biologisch hochaktives Phosphoglycerin, welches im Fall einer Ischa-
mie beziehungsweise einer postischamischen Reperfusion des Herzmuskels vermehrt
freigesetzt wird und Arrhythmien induzieren kann. Die Hemmung des Kanals durch PAF
fihrte an der murinen Herzmuskelzelle zu einer Verlangerung des Aktionspotentials
mit verzogerter Repolarisation und zum Auftreten von sogenannten ,early
afterdepolarizations” [9, 14]. TASK- 1 scheint somit als Zielstruktur zu den
arrhythmogenen Effekten des PAF beizutragen. Zu (ibereinstimmenden Ergebnissen
kam eine andere Forschungsgruppe, die einen spezifischen TASK-1-Kanal-Blocker
(A293) entwickelte. A293 inhibiert den lonenstrom durch TASK-1 (I;ask) an isolierten
Ratten-Kardiomyozyten in gleichem Ausmald wie eine Erniedrigung des extrazellularen
pH- Werts auf 6. In der Folge resultiert eine signifikante Verlangerung des Aktionspo-
tentials. Dieser Effekt der TASK-1 Inhibition konnte sowohl in den Kardiomyozyten als

auch in TASK-1 transfektierten Xenopus Oozyten gezeigt werden [108].

Aus den bisherigen Untersuchungen an Hezmuskelzellen in vitro kann man schlussfol-
gern, dass TASK-1 wahrend der Plateauphase des kardialen Aktionspotentials signifi-
kant zum Netto-lonen-Strom beitrdgt und damit eine Rolle fiir die Stabilisierung dieses
Plateaus sowie fir die anschliefende Repolarisation spielt. Die TASK-17"-Knockout-
Maus stellt ein ideales Modell dar, um Uber die Zellexperimente hinaus gehende Er-
kenntnisse lber die funktionelle Rolle von TASK-1 im lebenden Organismus zu gewin-
nen. Uber den kardialen Phanotyp von TASK-1-Knockout-M&usen war zum Zeitpunkt
der Aufnahme der Doktorarbeit wenig bekannt.

Diese Arbeit ist Teil eines Forschungsprojektes, welches anhand des transgenen

Mausmodells die Auswirkungen einer TASK-1-Defizienz auf die Herzfunktion in vitro
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und in vivo untersucht. Die Forschungsgruppe konnte an Tieren der Kontrollgruppe
zeigen, dass TASK-1 vorwiegend im Ventrikelmyokard exprimiert wird. Wichtig fir die
Interpretation der gefundenen Ergebnisse war auch die Erkenntnis, dass die Expression
von sieben anderen Kandlen aus der K2P-Familie durch das Fehlen von TASK-1 nicht
beeinflusst wird. Echokardiographisch und histologisch konnten bei den Herzen von
TASK-17"-Tieren keine strukturellen oder funktionellen Abnormititen nachgewiesen
werden. In vergleichenden elektrophysiologischen Untersuchungen an isoliert
perfundierten Herzen konnte die Arbeitsgruppe eine signifikante Verlangerung der
Repolarisationsdauer in monophasischen Aktionspotentialen von TASK-17"-Herzen
feststellen. Dieser Unterschied in der Dauer der Repolaristation zwischen den Genoty-
pen war wahrend des spontanen Herzrhythmus und wahrend einer niedrigen Stimula-
tionsrate im Bereich der physiologischen Zykluslange am ausgepragtesten[36]. Diese
Erkenntnisse bestatigten die Annahme, dass TASK-1 zur kardialen Repolarisation bei-
tragt und zeigten, dass sich die friiheren Erkenntnisse an isolierten Kardiomyozyten auf

das Herz im Ganzen Ulibertragen lassen.

1.3 Klinische Bedeutung von lonenkanaldefekten am Beispiel des Long-

QT-Syndroms

Es gibt eine wachsende Liste erblicher und angeborener Herzerkrankungen, flr die
defekte lonenkanalproteine verantwortlich sind. Diese , Kanalopathien" wie das Long-
QT-Syndrom, Short-QT-Syndrom, Brugada-Syndrom oder die Catecholaminerge poly-
morphe ventrikuldare Tachykardie (CPVT) gehen mit einem erhohten Risiko fiir ventri-
kuldre Tachykardien und einen plétzlichen Herztod einher. Am Beispiel dieser mono-
gen bedingten Herzrhythmusstorungen wird deutlich, welche Konsequenzen sich aus
der Mutation eines einzelnen kardialen Kanaltyps ergeben kdnnen. Die erhéhte Vulne-
rabilitat fur die Entstehung von Kammertachykardien steht bei vielen lonenkanaldefek-
ten mit einer Verlangerung des Aktionspotentials und/oder einer regionalen Dispersi-
on der Repolarisation mit unterschiedlichen Refraktdrzeiten in Zusammenhang. Beim
erblichen Long-QT-Syndrom mit derzeit 12 genetisch identifizierten Subtypen sind so-

wohl Natrium- und Kalium-, als auch Kalziumkanéle betroffen (siehe Tabelle 2). Durch
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die Mutation des jeweiligen Kanals, beziehungsweise assoziierter regulatorischer
Membranproteine, kommt es wihrend der Ventrikelrepolarisation zu einer Uberla-
dung der Myozyten mit positiv geladenen lonen, was wiederum eine verzogerte und
verlangerte Repolarisation entweder im gesamten Herzmuskel oder in einzelnen
Schichten des Myokards zur Folge hat. Der ursachliche , Overload” mit positiv gelade-
nen lonen ist je nach genetischem Typ der Krankheit durch eine Verminderung des
Kaliumausstroms (LQT1, LQT2, LQT5, LQT6, LQT7 und LQT11) oder durch eine Zunah-
me des Natrium- (LQT3, LQT4, LQTY, LQT10 und LQT12) bzw. Kalziumeinstroms (LQT8)
bedingt [17, 143].

In den vergangenen Jahren wurden fiir einige der Kanalkrankheiten genetisch manipu-
lierte Mausmodelle entwickelt um die Pathomechanismen zu verstehen und neue The-

rapiestrategien zu erproben.

Beispiel LQT Typ 1

Exemplarisch liegt dem Long-QT-Syndrom Typ 1 eine Mutation im KCNQ1-Gen vor,
dessen zugehoriger Kaliumkanal K,LQT1 im Kardiomyozyten fiir die langsame Kompo-
nente des verzogerten Gleichrichter-Kaliumstroms (lks) verantwortlich ist. Dieser lo-
nenstrom tragt beim kardialen Aktionspotential vor allem zur Plateauphase und zur
spaten Repolarisation bei. Ist dieser Beitrag nun abgeschwacht, ist die Balance zwi-
schen Kaliumausstrom und Kalziumeinstrom zugunsten des Kalziumeinstroms ver-
schoben. Es kommt zu einem insgesamt verlangerten Aktionspotential mit verspateter
Repolarisation, was sich am Oberflachen-EKG in einer verlangerten QT-Zeit widerspie-
gelt. Das abnorm veranderte Aktionspotential mit seinem verspateten
Repolarisationsprozess triggert sogenannte frihe Nachdepolarisationen (engl. ,early
afterdepolarizations”), von denen man annimmt, dass sie zum Beispiel Torsades-de-
pointes-Tachykardien induzieren kénnen [141].

Klinisch teilt man die familidaren Formen des LQT-Syndroms nach dem Vererbungsmo-
dus in das autosomal dominant vererbte Romano-Ward-Syndrom (RWS) und das selte-
nere Jervell-und-Lange-Nielsen -Syndrom (JLNS) ein, welches rezessiv vererbt wird und
mit Innenohrschwerhorigkeit assoziiert ist. Seit der Erstbeschreibung eines
Syndromenkomplexes mit kongenitaler Taubstummheit, Herzerkrankung mit Verlange-

rung des QT-Intervalls und plotzlichem Herztod” [55] durch A. Jervell und F. Lange-
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Nielsen 1957 gab es zahlreiche weitere Fallberichte (iber Familien mit entsprechenden
EKG-Veranderungen und der Neigung zu ventrikuldaren Tachyarrhythmien. Mitte der
1960er-Jahre beschrieben beiden Kinderarzte Cesarino Romano und Owen Conor
Ward voneinander unabhangig einen zweiten klinischen Phanotyp, welcher sich durch
autosomal dominante Vererbung und das Fehlen von kongenitaler Taubheit vom JLNS
abgrenzte. In jlingerer Zeit konnte den klinischen Syndromen entsprechende lonenka-
nal-Mutationen zugeordnet werden [121, 126].

Viel haufiger als diese erblichen Formen sind medikamentds induzierte oder durch
andere Herzerkrankungen sekundar erworbene Long-QT-Syndrome. Man geht davon
aus, dass bei den erworbenen Formen dieselben kardialen lonenkanale beeintrachtigt
sind wie beim kongenitalen LQT-Syndrom, weshalb die Forschung an genetisch veran-

derten Mausmodellen auch fiir dieses grol3e Feld von Bedeutung ist [21].
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Genotyp Chromosom Betroffene Gene  Betroffener lonenstrom
LQT1(RWS/ILNS*) 11 KCNQ1 Kaliumstrom (Gleichrichter) Ixsd,
LQT2(RWS) 7 KCNH2 Kaliumstrom (Gleichrichter) I
LQT3(RWS) 3 SCN5A Natriumstrom Iy,

LQT4 4 ANK2 (Ankyrin-B)  Natriumstrom Iy,
LQT5(RWS/JLNS)* 21 KCNE1 Kaliumstrom (Gleichrichter) Igsd
LQT6(RWS) 21 KCNE2 Kaliumstrom (Gleichrichter) I
LQT7(Anderson Syndrom) 17 KCNJ2 Kaliumstrom (Einwarts) lgs
LQT8(Timothy Syndrom) 6 CACNA1C L-Typ-Kalziumstrom I,

LQT9 3 CAV3 (caveolin) Natriumstrom Iy,

LQT10(RWS) 11 SCN4B Natriumstrom Iy,

LQT11 7 AKAP9 Kaliumstrom (Gleichrichter) Igsd,
LQT 12 20 STNA1 Natriumstrom Iy, P

Tabelle 2 Genetische Typen des LQT-Syndroms. Nach [17]
*heterozygote Mutation=RWS, homozygote Mutation=JLNS

Anhand der bisherigen Untersuchungen ergeben sich keine Hinweise darauf, dass die
Mutation im TASK-1-Kanal zu einer derart monokausalen Herzrhythmusstorung fihrt.
Die phanotypische Konsequenz der TASK-1 Defizienz fur die kardiale Funktion ist Ge-
genstand der Forschung und wird in dieser Arbeit unter besonderer Bericksichtigung

der autonomen Regulationsleistung des Herzens betrachtet.

1.4 Mausmodelle mit genetisch modifizierter Kaliumkanalexpression

Es gibt zahlreiche Mausmodelle, in denen die Expression und Funktion von Kaliumka-
ndlen genetisch verandert wurde, um mehr tGber den Zusammenhang zwischen Kanal-
protein und dessen funktioneller Bedeutung fiir die Erregungsvorgange am Herzen
herauszufinden. Ein grolRer Vorteil dieser Untersuchungsmethode liegt darin, dass ne-
ben den elektrophysiologischen Veranderungen auf zelluldrer Ebene auch eventuelle
phanotypische Konsequenzen des Kanaldefekts in vivo beschrieben werden kdnnen. In
»Patch-clamp“-Experimenten konnte auf zellularer Ebene bei ungefahr flinfzig Prozent
der untersuchten Modelle eine Verlangerung des Aktionspotentials durch Beeintrach-
tigung der an der Repolarisation beteiligten Kalium-Auswartsstrome gemessen wer-
den. In acht von zehn dieser Falle resultierte aus den fehlenden bzw. defekt
exprimierten Kaliumkanalen auch in vivo eine verlangerte QT-Zeit. Einzelne transgene
Modelle fielen phanotypisch durch strukturelle Anomalien des Herzens, Arrhythmien

oder eine veranderte Herzfrequenzvariabilitat auf [91]. Im Mausmodell mit Expression
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einer dominant negativen Kv4.2-Untereinheit kam es beispielsweise zur Myokardhy-
pertrophie [135]. Eine andere Maus, welcher zusatzlich noch ein weiterer spannungs-
abhdngiger Kaliumkanal (Kv1.4) fehlte, zeigte neben einer ausgepragten QT-Zeit-
Verlangerung auch AV-Blockierungen und ventrikuldare Tachykardien [44]. Selten traten
extrakardiale Fehlbildungen, wie zum Beispiel eine Gaumenspalte bei der Kir2.1-Knock-
Out-Maus [144], auf. In der Zusammenschau stellte man jedoch fest, dass die deutli-
chen elektrophysiologischen Konsequenzen der Gen-Mutation in den meisten Fallen

im Kontrast zu einem scheinbar unbeeintrachtigten Phanotyp stehen [91].

1.4.1 Variable phanotypische Relevanz mutierter kardialer lonenkanale

Die phanotypische Relevanz mutierter kardialer lonenkanale ist sehr variabel. Zwi-
schen Mutation eines Kanalgens und klinischer Konsequenz stehen komplexe Regulati-
ons- und Kompensationsmechanismen des Organismus. Mutationen eines einzelnen
Allels konnen verschiedene Effekte haben. Entweder fihren sie dazu, dass die Genex-
pression zu 50% reduziert wird, oder sie werden durch eine vermehrte Gentranskripti-
on bzw. gesteigerte Biosynthese des intakten Allels kompensiert [130].

Unter Umstdanden reicht jedoch bereits die Mutation nur eines Allels aus, um einen
Phanotyp zu manifestieren. So verursachen Mutationen in nur einem Allel der Gene
KCNQ1 oder KCNH2 (HERG) das Krankheitsbild der autosomal-dominanten Form des
Long QT-Syndroms, welches mit einer signifikant erhéhten Mortalitat durch ventrikula-
re Tachykardien verbunden ist. In anderen Fallen zeigen sogar homozygote Knockout-
Mause einen nur gering beeintrachtigten oder ganz unauffalligen Phanotyp. Mecha-
nismen, die hier zu Grunde liegen sind zum Beispiel die Aktivierung kompensatorischer
Gene oder eine funktionelle Redundanz des entsprechenden Proteins [43]. Bei Mdusen
mit einer Defizienz fur den Kalziumkanal Cav1.2 konnte beispielsweise eine kompensa-
torische Hochregulation des Cavl.3-Kanals nachgewiesen werden. Trotzdem war die
Mutation bei der Cav1.2 —Knock-Out-Maus bereits wahrend der Embryonalentwicklung
letal [139]. Auch in transgenen Mausen, bei denen durch die Expression eines verkiirz-
ten, funktionslosen Kv1-Kanals der lksow: (Kvl-kodierter Kaliumstrom) fehlte, wurde
kompensatorisch mehr lksow2 (Kv2-kodierter Kaliumstrom) beobachtet [145].

Nach unserem Kenntnisstand wurde noch keine lonenkanalkrankheit, die mit Mutatio-

nen von TASK-1 assoziiert ist, publiziert.
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Fir die phanotypische Relevanz eines Kanaldefekts ist das Herz als integrierter Be-

standteil des Gesamtorganismus zu sehen.

Bei der heterozygoten Knockout-Maus flir das Gen SCN5a, welches fiir eine Unterein-
heit des kardialen, spannungsgesteuerten Natriumkanal Navl.5 kodiert, wurde deut-
lich, dass man die klinische Relevanz eines Defekts nicht nur am isolierten Herz bewer-
ten kann. Es zeigte sich, welche herausragende Rolle auch das autonome
Nervensystem bei der Kompensation veranderter physiologischer Voraussetzungen
spielt. Die kardiale Expression von Scn5a war in den Scn5a*-M3usen zu flinfzig Pro-
zent reduziert. Untersuchungen an den isolierten Herzen zeigten aufgrund der auf die
Halfte verminderten Anzahl von Navl.5-Kandlen eine verminderte Erregbarkeit. Die
Konsequenz war eine dramatisch niedrigere Schlagfrequenz der Langendorff-
perfundierten Scn5a*’ -Herzen im Vergleich zum Wildtyp. In vivo war dieser Effekt
durch den signifikanten Beitrag des autonomen Nervensystems bei der Impulsinitiation
und Erregungsweiterleitung nicht nachweisbar [96].

Ein gegenteiliges Beispiel stellt ein Mausmodell flir das Jervell-und-Lange-Nielson-
Syndrom dar. Die transgene Maus (KCNQl'/') ist charakterisiert durch ein
verlangertertes QT-Intervall in vivo, bei jedoch normaler APD in der Messung am iso-
lierten KCNQ17 Herzen. Diese Beobachtung weist daraufhin, dass die abnormale Repo-
larisation bei diesen Mausen auf extrakardiale Effekte zurickzufihren ist [21].

Mit der Betrachtung von Herzfrequenzvariabilitat und Herzfrequenzturbulenz liegt der
Schwerpunkt dieser Arbeit in der Untersuchung von Parametern, die von der autono-
men Regulation des Herzens beeinflusst werden. Durch seine Prasenz im Zentralner-
vensystem konnte TASK-1 neben intrinsisch kardialen Effekten auch extrakardial die

sympathovagale Balance der Herzfunktion beeintrachtigen.
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1.5 Marker autonomer Aktivitdit in der Regulation der Herzfunktion

Die sogenannte intrinsische Herzrate, die in Abwesenheit neuraler und hormoneller
Einfliisse im Sinusknoten erzeugt wird, untersteht standiger Modulation des autono-
men Nervensystems (ANS). Der parasympathische Einfluss des Nervus vagus Gberwiegt
unter Ruhebedingungen. Demgegenliber steht der Sympathikus, der Uber die Nervi
cardiaci Einfluss auf die Sinusknotenfrequenz nimmt. Die Bedeutung des ANS fir die
kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat wurde in den letzten drei Jahrzehnten mehr
und mehr aufgedeckt [28, 71, 76, 117]. Anhaltspunkte auf eine Assoziation zwischen
der Neigung zu lebensbedrohlichen Arrhythmien und Zeichen einer gesteigerten sym-
pathischen, beziehungsweise reduzierten vagalen Aktivitdit haben dazu angeregt,
guantitative Marker der autonomen Aktivitdt zu entwickeln. Die Herzfrequenzvariabili-
tat (HRV) stellt hierfiir einen der vielversprechendsten Marker dar, da die Methode
relativ einfach anzuwenden und wenig invasiv ist. Ein weiterer Marker, der zur Ab-
schatzung der Baroreflexsensitivitat (BRS) dient, wurde in der Herzfrequenzturbulenz

nach ventrikularer Extrasystole (HRT) gefunden.
1.5.1 Die Herzfrequenzvariabilitat (HRV)

1.5.1.1 Physiologischer Hintergrund und klinische Relevanz

Das Herz eines gesunden Organismus schlagt nicht exakt regelmaRig, sondern zeigt
neben der Frequenzadaptation an korperliche und psychische Belastung auch dezente
Variationen von Schlag zu Schlag. Bereits im 3. Jahrhundert erkannte der chinesische
Arzt Wang Shu-he, dass ein variabler Herzschlag ein Zeichen fiir Gesundheit ist. Er soll
in diesem Zusammenhang gesagt haben: ,Wenn das Herz so regelmdpfig wie das Klop-
fen eines Spechtes oder das Trépfeln des Regens auf dem Dach wird, wird der Patient
innerhalb von 4 Tagen sterben” [89].

Im Saugerherz bestimmt der Sinusknoten als dominanter Impulsgenerator die Herzfre-
guenz. Hierbei unterliegt das kardiovaskuldre System jedoch permanent Reflex-
vermittelten Regulationen durch das autonome Nervensystem. Die gegensatzlichen
Effekte von Sympathikus und Parasympathikus modulieren die Impulsinitiation im Si-

nusknoten. Das Phanomen der daraus resultierenden Herzfrequenzschwankungen von
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Schlag zu Schlag wird als Herzfrequenzvariabilitdt oder Herzratenvariabilitdat (HRV) be-
zeichnet [1].

Der Einfluss des Parasympathikus auf die Herzfrequenz beruht liberwiegend auf der
Freisetzung von Acetylcholin im Sinusknoten mit nachfolgender Abnahme der Schritt-
macherfrequenz. Vermittelt wird die negative Chronotropie liber muskarinartige Re-
zeptoren und schliefRlich einer Zunahme der Kaliumleitfahigkeit durch den Kach-Kanal in
der Zellmembran. Die sympathische Stimulation beruht auf einer Freisetzung der
Transmitter Adrenalin und Noradrenalin, die B- adrenerge Rezeptoren aktivieren. Das
Resultat ist eine Beschleunigung der spontanen diastolischen Depolarisation im Sinus-
knoten. In Ruhe liberwiegt der Einfluss des Parasympathikus, so dass Anderungen der
HRV in erster Linie auf Anderungen des Vagotonus beruhen. Im Allgemeinen wird eine
reduzierte HRV als Marker flr eingeschranktes Anpassungsvermogen des Organismus
angesehen. Bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen ist die HRV verringert und weist
auf eine Verschiebung der sympathovagalen Balance in Richtung Sympathikus hin [78].
Bei der Interpretation ist jedoch zu bedenken, dass die HRV zahlreichen EinflussgroRen

wie Alter, Geschlecht, Atmung und Trainingszustand unterliegt.

Die klinische Relevanz der Herzfrequenzvariabilitat wurde in den 1960er-Jahren zu-
nachst in der Geburtshilfe erkannt. Man erkannte, dass fetale Hypoxie mit einer Ab-
nahme der HRV einherging, und nutzt die HRV-Analyse in der Kardiotokographie auch
heute noch zur friihzeitigen Erkennung von fetalem Distress [51, 112].

In den 1970er Jahren etablierten B.M. Sayers und andere Wissenschaftler die Metho-
de, um den Einfluss des autonomen Nervensystems beim Menschen zu untersuchen
[115]. In jlngerer Zeit ist die HRV zu einem nitzlichen Diagnose- und
Prognoseparameter in klinischen Studien geworden. Da die Herzfrequenzvariabilitat
die Fahigkeit des Herzens beschreibt, die Herzschlagabfolge zu variieren und sie wech-
selnden Anforderungen anzupassen, gilt die HRV fiir verschiedene Herzerkrankungen
des Menschen, wie Myokardinfarkt, kongestiver Herzinsuffizienz und plétzlichem Herz-
tod, als unabhangiger Risikopradiktor fur die kardiale Morbiditat und Mortalitat [15,
24, 113].

Des Weiteren nutzt man die HRV-Analyse in der Diagnostik der diabetischen Neuropa-

thie. Eine reduzierte HRV gilt hier als frihes Anzeichen einer kardiovaskuldren, auto-
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nomen Neuropathie. Auch in der Sportwissenschaft hat die Analyse der Herzratenvari-
abilitat Einzug gehalten. Die HRV hat sich als KenngréRe in Leistungsdiagnostik und
Trainingssteuerung etabliert und es werden mit groflem Interesse die Auswirkungen

korperlichen Trainings auf die HRV untersucht [53].
1.5.1.2 HRV-Analyseverfahren - Time Domain und Frequency Domain

Generell unterscheidet man bei der Herzratenvariabilitdt die Analyse von kurzen Mess-
zeitrdumen (zwei bis funf Minuten), welche akute Verdanderungen, wie zum Beispiel
einen kurzzeitigen Abfall der HRV durch eine Stresssituation erfasst, von einer Lang-
zeitanalyse (z. B. anhand von 24h-EKGs), die eine langfristige sympathovagale
Dysbalance erfassen. Die Darstellung der RR-Abstande Uber einen bestimmten Zeit-
raum erfolgt in einem Tachogramm, in dem jedem Intervall auf der X-Achse ein Zeit-
wert auf der Y-Achse zugeordnet ist (siehe Abbildung 3). Die Auswertung HRV kann in
zwei wesentliche Verfahren unterteilt werden: Die Time Domain und die Frequency

Domain.

Die Zeitbereichsanalyse - Time Domain

Bei der Zeitbereichsanalyse handelt es sich um eine deskriptive statistische Darstellung
der aufeinanderfolgenden RR-Abstiande und deren Differenzen. Man betrachtet die
RR-Intervalle Uber eine definierte Zeit, um ihren Mittelwert und die Standardabwei-
chung, sowie weitere, hieraus rechnerisch ermittelte Parameter, zu bestimmen. Es gilt,
je kleiner die Standardabweichung der RR-Intervalle, desto niedriger ist die HRV. Der

Parameter RMSSD (Quadratwurzel aus dem Mittelwert der quadrierten Differenzen
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sukzessiver RR-Intervalle) korreliert hierbei mit der vagalen Aktivitat [78]. Weitere, in
dieser Arbeit nicht berlcksichtigte Verfahren in der Time Domain sind Histogramme,

RR-Poincaré- und Delta-RR-Poincaré-Diagramme.

Die freuenzbezogene Analyse - Frequency Domain
Die technisch aufwandigere frequenzbezogene Analyse basiert auf der Periodizitat
vieler biologischer Systeme. Das bedeutet, ein biologisches Signal wiederholt sich in-
nerhalb eines festgelegten Zeitraums und weist damit eine bestimmte Frequenz (Ein-
heit s’l) auf. Auch das Gesamtsignal der HRV besteht aus einer Vielzahl von sich wie-
derholenden Einzelfrequenzen.
Die auf die Frequenz bezogenen Leistung (Energie pro Zeit), die das Signal in einem
unendlich kleinen Frequenzband hat, wird als spektrale Leistungsdichte bezeichnet.
Das Integral Uber alle Frequenzen ergibt die Gesamtleistung eines Signals [93]. Die
Analyse des Leistungsdichtespektrums (power spectral density = PDS) liefert nun die
Information dariber, wie sich die Gesamtleistung auf die einzelnen, definierten Fre-
guenzbereiche verteilt. Diese Spektralanalyse erfolgt anhand des Tachogramms aus
denselben EKG-Daten, die auch fiir die zeitbezogene Analyse herangezogen werden.
Der hierfiir notigen Umwandlung des zeitbezogenen Datensignals (RR-Abstande) in ein
frequenzbezogenes Signal liegen mathematisch-physikalische Verfahren, wie die
schnelle Fourier-Analyse (fast Fourier transformation = FFT) zugrunde. Die Abbildung 4
zeigt exemplarisch ein Tachogramm und die grafische Darstellung des sich hieraus er-
gebenden Leistungsdichtespektrums.
Fir die Auswertung unter funktionellen Gesichtspunkten haben sich fir die Analyse
der HRV beim Menschen folgende charakteristische Parameter ergeben [78]:
(1) Total Frequency Power (TFP)
Die TFP mit der Einheit msist definiert als Gesamtflache unter der Kurve innerhalb
aller Frequenzbereiche. Sie gilt als Mal’ fiir den globalen Einfluss des autonomen
Nervensystems auf das Herz-Kreislaufsystem.
(2) High Frequency Power (HF)
Die Hochfrequenz-Bande (Bereich zwischen 0,18 und 0,4 Hz) reflektiert hauptsach-
lich die vagal vermittelten Frequenzvariationen, wie zum Beispiel die respiratori-

sche Sinusarrhythmie.
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(3) Low Frequency Power (LF)
Die Niedrigfrequenz-Bande (Bereich zwischen 0,04 und 0,15 Hz) leitet sich sowohl
von parasympathischer als auch von sympathischer Aktivitat ab. In normierten Ein-
heiten ausgedriickt wird die LF von vielen Autoren aber als Marker der sympathi-
schen Modulation angesehen [81, 88].

(4) Very Low und Ultra Low Frequency Power (VLF;ULF)
Der Frequenzbereich unter 0,04 Hz ist in seiner physiologischen Bedeutung bisher
nicht geklart. Diskutiert wird der Einfluss thermoregulatorischer Prozesse und des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems.

(5) Quotient aus LF und HF (LF/HF)
Das Verhaltnis der niedrigen Frequenzen (LF) zu den hoheren Frequenzen (HF)
spiegelt die sympathovagale Balance wieder. Eine VergroBerung des Quotienten

deutet auf einen starkeren Einfluss des Sympathikus hin.
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1.5.2 Die Herzfrequenzturbulenz nach ventrikuldrer Extrasystole (HRT)

Die HRT (engl.: Heart Rate Turbulence) stellt einen weiteren Marker zur Tonusmessung
des autonomen Nervensystems dar. Er dient als nicht invasiver Ersatzparameter fiir die
Baroreflexsensitivitat (BRS), nachdem eine enge Korrelation zwischen HRT und BRS

nachgewiesen werden konnte [73].
1.5.2.1 Physiologischer Hintergrund und klinische Relevanz

Der Begriff Heart Rate Turbulence beschreibt kurzfristige Fluktuationen des Sinus-
rhythmus um eine ventrikulare Extrasystole herum [116]. Bei einer ventrikuldaren Ext-
rasystole (VES) breitet sich die Erregung von einem ventrikuldren, ektopen Fokus tber
die Herzkammern aus. Der QRS-Komplex erscheint daher verbreitert und deformiert.
Einzelne VES kommen haufig auch bei Herzgesunden vor. Leitet man wahrend einer
solchen Extrasystole ein EKG ab, lasst sich das Phanomen der HRT beobachten. In ei-
nem gesunden Organismus besteht das physiologische Reaktionsmuster auf eine VES
aus einer initialen Beschleunigung und einer darauffolgenden Verlangsamung der
Herzfrequenz im Vergleich zur praextrasystolischen Frequenz [10]. Es kommt hierbei
weder zu einer Abweichung vom Sinusrhythmus noch dndern sich die Uberleitungszei-
ten. Der Anderung des Schlagintervalls liegt also eine Verdnderung der Impulsinitiation
im Sinusknoten zugrunde. Hierbei macht es keinen Unterschied, ob es sich um eine
spontane oder eine durch Elektrostimulation induzierte VES handelt [49, 111]. Zahlrei-
che Studien haben zur Aufklarung der relevanten physiologischen Mechanismen beige-
tragen [47, 133, 134], so dass sich eine anerkannte Hypothese zur Entstehung des Pha-
nomens HRT herausgebildet hat. Demnach wird die initiale Herzfrequenzzunahme
durch Vagusinhibition, als Antwort auf die fehlenden Baroreflexafferenz nach
hamodynamisch ineffizienter Ventrikelkontraktion, vermittelt. Eine durch den Sympa-
thikus vermittelte (iberschieBende Gegenregulation zur Aufrechterhaltung des arteriel-
len Blutdrucks fihrt schliellich tber eine Vagusstimulation zur Herzfrequenzabnahme
in der zweiten Phase. [48, 79]

Die hamodynamische Unzulanglichkeit des Extraschlages, die die Kaskade in Gang
bringt, kommt durch verschiedene Faktoren zustande. Aus der Vorzeitigkeit ergibt sich
eine verkirzte diastolische Fillungsphase, die spatdiastolische Vorhofkontraktion

fehlt, und die Kontraktilitdit des Myokards ist reduziert. AuBerdem kénnen zum Zeit-
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punkt des Erregungseinfalls einige Bereiche des Myokards noch refraktar sein, und
nehmen somit nicht an der Kontraktion teil. Diese Faktoren fihren dazu, dass im Ver-
gleich mit einem regelrechten Sinusschlag, der durch eine VES erzeugte systolische
Blutdruck deutlich niedriger ausfallt [134]. Die Absenkung des systolischen Blutdrucks
wird von den Barorezeptoren in Aorta und Karotissinus als verminderte Dehnung der
GefalBwand registriert, was die Herzfrequenzbeschleunigung durch Inhibition des
vagalen Einflusses auf den Sinusknoten bewirkt. Gleichzeitig stimuliert die relative
Hypotension nach der Extrasystole den sympathischen Anteil des autonomen Nerven-
systems zur Gegenregulation. Es kommt mit einer Latenz von ungefédhr finf Sekunden
zur  Erhohung des peripheren Widerstands durch arterielle und vendse
Vasokonstriktion [48, 132]. Diese Gegenregulation fiihrt zu einer UberschieBenden
Blutdruckerhéhung und leitet iber eine Vagusaktivierung die zweite Phase der HRT
ein. An der zweiten Phase, in der es zu einer graduellen Absenkung der Herzfrequenz
auf prasystolisches Niveau kommt, sind somit beide Arme des autonomen Nervensys-
tems maligeblich beteiligt.

Die HRT reflektiert die Baroreflexsensitivitat und wird daher in der Risikostratifikation
bei Pathologien des kardiovaskularen Systems eingesetzt, bei denen eine verminderte
autonome Aktivitat mit einer Verschlechterung des Outcomes einhergeht. Es hat sich
gezeigt, dass es bei Patienten nach einem Myokardinfarkt oft zu einer gestérten HRT
kommt. Sowohl Herfrequenzbeschleunigung (Turbulence Onset, TO) als auch Herzfre-
quenzverlangsamung (Turbulence Slope, TS) nach einer VES sind bei diesen Patienten
haufig deutlich weniger ausgepragt als bei Herzgesunden. Die HRT ist mit der Evidenz
groRer klinischen Studien ein starker und unabhangiger Risikopradiktor fur die Mortali-
tat nach Uberlebtem Myokardinfarkt [116]. Auch bei kongenitalen Herzerkrankungen
wird die HRT zur Pradiktion des plotzlichen Herztodes eingesetzt. Eine prospektive
Studie an 43 Patienten mit operativ korrigierten, kongenitalen Herzerkrankungen, wie
zum Beispiel einer Transposition der grofRen Arterien nach arterieller Switch-
Operation, untersuchte anhand von 24-h-EKGs die Korrelation zwischen den Parame-
ter der HRV und der HRT und den Endpunkten ,plotzlicher Herztod” oder ,,(iberlebter
plotzlicher Herztod” [65]. Die Studie ergab, dass alle Patienten mit pathologischen
Werten fiir TO und TS einen der Endpunkte erreichten, wahrend nur ein Patient inner-

halb der Gruppe mit normalem TO und TS im Beobachtungszeitraum verstarb [65].
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Abbildung 5 Physiologischer Hintergrund der HRT

Die hamodynamisch ineffiziente Ventrikelkontraktion fihrt Gber eine kurzfristige Absenkung
des systolischen Blutdrucks zur Unterbrechung des Baroreflexes. Als Folge der fehlenden
Baroreflexafferenz kommt es zu einer transienten Inhibition des vagalen Einflusses auf den
Sinusknoten. Es resultiert eine Zunahme der Herzfrequenz. Die iberschieRende sympathische
Kompensation der relativen Hypotension durch Zunahme des arteriellen Blutdrucks ist ver-
antwortlich fir die nachfolgende vagal vermittelte Herzfrequenzabnahme.

1.5.2.2 Messmethodik der HRT

Das physiologische Reaktionsmuster auf eine ventrikuldre Extrasystole besteht also aus
einer kurzen initialen Beschleunigung, gefolgt von einer allmahlichen Verlangsamung
der Herzfrequenz. Zugrunde liegt die durch das autonome Nervensystem vermittelte
Antwort auf die inaddaquate Auswurfleistung durch den Extraschlag. Da sich diese
postextrasystolischen Intervallschwankungen im Bereich von wenigen Millisekunden
abspielen und von Herzfrequenzvariabilitdt anderen Ursprungs (Atmung, korperliche
Anstrengung etc.) Gberlagert werden, wird die HRT in einem sogenannten signalgemit-
telten lokalen Tachogramm dargestellt [116]. Hierzu werden die RR-Intervalle, welche

die einzelnen ventrikuldren Extrasystolen (VES) umgeben, gegen ihre relative Position
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zur VES aufgetragen. Das Signal aller Ereignisse im Betrachtungszeitraum wird an-

schlieBend zum lokalen Tachogramm gemittelt. Abbildung 6 zeigt schematisch ein je

ein lokales Tachogramm mit physiologischer, beziehungsweise pathologisch abge-

schwachter Reaktion auf ventrikuldre Extrasystolen. Quantifiziert werden die Fre-

guenzianderungen durch die Parameter Turbulence Onset (TO) und Turbulence

Slope(TS).
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Der Turbulence Onset (TO) wird angegeben als die prozentuale Anderung des RR-

Intervalls und vergleicht die beiden RR-Abstande unmittelbar vor der einfallenden Ext-

rasystole mit den beiden unmittelbar auf die Extrasystole folgenden RR-Abstdnden.

Berechnet wird der Turbulence Onset nach folgender Formel:

TO [%] = ((RR1 + RR2) — (RR-2+ RR-1)/(RR-2 + RR-1)) *100
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Ein Wert < 0% des Turbulence Onset bedeutete demnach eine Beschleunigung des Si-
nusrhythmus nach einer Extrasystole, ein Wert > 0% bedeutete eine Verlangsamung
des Sinusrhythmus nach einer Extrasystole.

Die Turbulence slope (TS) quantifiziert die allmahliche Verlangsamung der Herzfre-
guenz in der zweiten Phase und entspricht der Steigung der steilsten Regressionsgera-
den von funf aufeinanderfolgenden Normalintervallen im lokalen Tachogramm. Be-
trachtet werden fir die Berechnung die 15 auf eine VES folgenden RR-Intervalle,
woraus sich rechnerisch 11 mogliche Geraden ergeben. Nur die am steilsten anstei-
gende Gerade definiert die Turbulence Slope. Sie wird in der Einheit Millisekunden pro
RR-Intervall (ms/RR-1) angegeben.

In den meisten klinischen Studien, die die HRT bei Menschen als Risikopradiktor unter-
suchen wird fir den Turbulence Onset ein Wert grofRer als 0% und fiir die Turbulence
Slope ein Wert groRer als 2,5 ms/RR-Intervall als normal angenommen. Diese ,Cut-
Off“-Werte wurden in zwei groRen Studien an Post-Myokardinfarkt-Patienten validiert

[10, 116].
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Der kardiale Phanotyp TASK-1-defizienter Mause ist im Rahmen dieses Forschungspro-
jekts zum ersten Mal untersucht worden. Es ist bekannt, dass Mutationen in bestimm-
ten Kaliumkanalen durch Beeinflussung der kardialen Repolarisation das Risiko fur Ar-
rhythmien und den plétzlichen Herztod erhéhen. Vor diesem Hintergrund befasste sich
die Forschungsgruppe mithilfe umfassender in-vitro- und in-vivo-Methoden mit den
Konsequenzen, die das Fehlen des TASK-1-Kanals fir die Herzfunktion hat.

Flr diese Arbeit lag der Schwerpunkt auf dem Vergleich des EKG-Signals von TASK1"-
Mausen und Wildtyp-Mausen. Es wurden an sedierten Tieren abgeleitete Oberflachen-
EKGs analysiert, um Morphologie und Zeitintervalle des EKG-Signals miteinander zu
vergleichen. Denkbar schien zum Beispiel ein Unterschied der Herzfrequenz zwischen
den Genotypen, weshalb ein Aspekt die Analyse der RR-Intervalle darstellte.

Da der lonenstrom durch TASK-1 nach den bisherigen Erkenntnissen vor allem zur kar-
dialen Repolarisation beitragt, lag ein besonderes Augenmerk auch auf Analyse der QT-
Zeit. Vorhergehende Untersuchungen hatten eine Verlangerung der Aktionspotential-
dauer (APD) in isolierten TASK-l'/'-Kardiomyozyten gezeigt [36]. In dieser Arbeit sollte
nun untersucht werden, ob dies auch einen Einfluss auf das EKG der Maus in vivo hat.
Um moglichst lebensnahe Messungen der Herzfrequenz an sich frei bewegenden Tie-
ren zu machen, kamen in einem zweiten Schritt telemetrisch tGber 24 Stunden abgelei-
tete EKGs zum Einsatz.

Nun ist die Herzfunktion nicht allein auf kardialer Ebene determiniert, sondern unter-
liegt im Organismus der Regulation durch das autonome Nervensystem. Ein weiteres
Ziel war daher die vergleichende Untersuchung autonomer Regulationsmechanismen
im kardiovaskularen System von TASK1”- und Wildtyp-Mausen. Es stellte sich die Fra-
ge, ob sich die TASK-1-Defizienz auf die Balance von sympathischem und parasympa-
thischem Einfluss auf die Herzfunktion auswirkt. Hierfiir wurde anhand der 24h-EKG-
Daten die Herzratenvariabilitat (HRV) und die Herzfrequenzturbulenz (HRT) analysiert.
Einige Mutationen in kardialen Kaliumkanélen gehen auch mit einem morphologischen
Korrelat im Sinne einer Herzhypertrophie einher [135]. Vor diesem Hintergrund wur-

den in dieser Arbeit auch die Kérperindices Korpergewicht, Herzgewicht und Tibialange
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der TASK-1-defizienten und der unveranderten Mause verglichen, um Hinweise auf
eine eventuelle Herzhypertrophie der TASK-17"-M3use zu erhalten.

Zusammenfassend soll die Arbeit anhand von vergleichenden Analysen im Tiermodell
einen Beitrag zur Aufdeckung der funktionellen Bedeutung des TASK-1-Kanals, Mitglied

der relativ kiirzlich entdeckten K2P-Kanalfamilie, leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

2.1.1 Die Task-1-Knockout-Maus

Die Entwicklung der TASK-1-defizienten Maus (C57/Bl6 X 129Sv) erfolgte durch die
Arbeitsgruppe von Dr. Isabel Aller und Dr. William Wisden an der Universitat Heidel-
berg, Abteilung fiir Klinische Neurobiologie und Neurologie [2]. Als genetischer Hinter-
grund diente der weit verbreitete Mausstamm C57/Bl6. Im Rahmen einer Zusammen-
arbeit mit der Abteilung fir Kinderkardiologie und - Pneumologie des
Universitatsklinikums Disseldorf wurden zwei heterozygote Zuchtpaare aus der sechs-
ten Rickkreuzungsgeneration abgegeben und hier zum Aufbau einer entsprechenden
Zucht eingesetzt. Die Herstellung der transgenen Maus ist von Aller et al bereits detail-
liert beschrieben [2] und wird daher hier nur kurz umrissen.

Um die fiir den TASK-1-Kanal kodierende Sequenz des Mausegenoms zu erhalten wur-
de mittels reverser Transkription von mRNA eine cDNA-Probe hergestellt, mit der eine
129-BAC-cDNA-Bibliothek durchsucht werden konnte. Die mRNA wurde hierfir aus
Hirngewebe der Maus extrahiert. Die verwendeten Primer waren: 5-AAG GAC CAG
GCG CTG CAG AC-3’ (Nukleotide 554-573, sense) und 5’-TGC ACC GTG CCA AGA GGG-3’
(Nukleotide 1343-1326, antisense). Nachdem die entsprechende Stelle der TASK-1-
Sequenz identifiziert war, wurde durch homologe Rekombination in embryonischen
Mause-Stammzellen das Exon 1 des TASK-1 Gens unterbrochen. Exon 1 kodiert die
erste Transmembrandomane des K,p-Kanals bis hin zum Beginn von P1, der ersten von
insgesamt zwei porenbildenden Domanen [75]. Der eingebrachte klonierende Vektor
bestand aus einem 7,3kb langen Grundgeriist des TASK-1 Gens, das mit einer
TAGsIRESlacZpAneopA-Kassette [56] versehen wurde. Die anschlieBende Sequenzie-
rung zeigte die korrekte Platzierung des Vektors mit Beginn 15 Nukleotide ,strangauf-
warts” des TASK-1 Startcodons ATG. Zusatzlich resultierte eine Deletion von 72
Basenpaaren im Exon 1 des TASK-1-Gens. Die fehlenden 72 Basenpaare kodieren fiir

die ersten 21 Aminosauren des TASK-1-Kanals. SchliefSlich wurde das Konstrukt per
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Elektroporation in embryonische Stammzellen eingebracht und der Erfolg des Einbaus

mittels Southern Blot Analyse Gberpruft.
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Abbildung 7 Strategie der homologen Rekombination von Exon 1 des TASK-1 Gens
Darstellung des nativen Gens (oben), des Vektors (Mitte) und der Position des eingebrachten
Vektors im Genom (unten); aus [2].

Durch Injektion der erfolgreich manipulierten Zellen in C57BL/6-Blastozysten entstan-
den chimare Mause, die kiinftig mit C57/Bl6-Mausen verpaart wurden. Die nachfolg-
endend geborenen Mduse wurden weiterhin mittels Southern Blot auf das korrekte
Blockieren des TASK-1 Gens genotypisiert. Alle weiteren Zuchtschritte wurden streng
auf C57/Bl6-Hintergrund gehalten.

Alle Experimente an den Versuchstieren wurden an bezlglich Alter- und Geschlecht
Ubereinstimmenden Wourfgeschwisterpaaren durchgefliihrt. So existierte zu jeder
Knockout-Maus (TASK—l"/") ein entsprechender Littermate vom Wildtyp (Task—1+/+) in
der Kontrollgruppe. Samtliche Versuche entsprechen den Konventionen des ,National
Institute of Health Guide for the care and use of Laboratory Animals“ (NIH Publikation
Nr. 85-23, (iberarbeitet 1996). Die Tierversuchsgenehmigung bei der Bezirksregierung
Dusseldorf erfolgte unter den Aktenzeichen 50.05-230-85/05 und 50.05-230-29/06.
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2.1.2 Zucht und Genotypisierung

Die Mause wurden in der zentralen Tierversuchsanlage der Universitat Disseldorf ge-
halten. Den Tieren, die nicht dort geboren wurden, wurde eine mindestens 14-tagige
Adaptationsphase vor Beginn weiterer Mallnahmen eingerdumt. Um die zirkadiane
Rhythmik der Tiere zu berlicksichtigen, und trotzdem eine spatere Belastung der Tiere
in deren aktiver Tageszeit zu ermoglichen, blieb die Beleuchtung in den Kafigen ent-
sprechend eines reversen Tag-Nacht Rhythmus in der Zeit von 2:00 bis 14:00 Uhr MEZ
eingeschaltet.

Zur Bestimmung des Genotyps erfolgte drei Wochen nach der Geburt der Tiere die
Isolation von genomischer DNA aus der Schwanzspitze. Die Genotypisierung erfolgte
durch Frau Dr. med Anja Hiining und Frau Martina Schullenberg mittels eines durch die
Arbeitsgruppe etablierten PCR-Protokolls [54]. Es wurde ein Primer verwendet, wel-
cher innerhalb der Region des Task-1-Gens bindet, die in den Knockout-Mausen durch
Deletion unterbrochen ist. (Del TASK-1 Primers: Forward primer: 5'-aga atg tgc gca cgt
tgg c — 3’, Reverse Primer: 5'- cgg cgc cca cca gca -37). Ein zweites Primerpaar erkannte
das LacZ-Gen, welches einen Teil des eingebrachten Vektors darstellt (LacZ Primers:
Forward primer: 5’- ccc att acg gtc aat ccg c —37).

In TASK-1*"*-Tieren lieR sich ein Amplifikationsprodukt des Del TASK-1-Primerpaares,
aber kein Produkt des LacZ-Primers nachweisen. Fehlende Amplifikation des
Deletionsprimers, aber ein positives Floureszenzsignal fiir den LacZ-Primer, charakteri-
sierten eine TASK-17 Maus. Durch Nachweis sowohl des einen, als auch des anderen

Amplifikats wurden heterozygote Tiere detektiert.
2.1.3 Bestimmung der Korperindices

Zum Vergleich der Phanotypen von Task-1** und Task-17" wurden neben den physiolo-
gischen Merkmalen, auf denen das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt, auch morpho-
logische Eigenschaften der Tiere betrachtet. Es wurden bei 15 Wildtyp-Mausen und 16
Knockout-Mausen die Parameter Korpergewicht, Herzgewicht sowie die Tibialange
untersucht.

Bei kleinen Nagern wie Mausen und Ratten unterliegt das Korpergewicht erheblichen
Schwankungen. Nicht nur andert sich im Laufe des Alterungsprozesses die Relation von

Herzgewicht zu Kérpergewicht [128], sondern vor allem auch der klinische Status be-
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einflusst neben dem Geschlecht und der Wurfstarke das Korpergewicht, und kann so

bei Tieren mit herabgesetzter Vitalitat oder veranderter Futter- und Wasseraufnahme

zu unterschiedlichen Werten fiihren. Die Tibialdnge hingegen unterliegt bei einmal

ausgewachsenen Tieren weder Befindlichkeitsschwankungen, noch differiert sie stark

zwischen den Geschlechtern [128, 142].

Die Erfassung der Parameter erfolgte postmortal nach einer mittleren Lebensdauer

tibiae

Fibula

/ Tipiaschgft

—— Tuberositgs.

{ Tibiald

nge (mm)

Mallzolus

WMalenlus: \
<) medialis

lateralis.

Abbildung 8 Tibia der Maus

von 306 Tagen. Das Herzgewicht wurde
nach Explantation und Spllung mit phos-
phatgepufferter Salzlésung (PBS) bestimmt.
Nach Herauslésen des Knochens aus Mus-
keln und anderen Gewebeteilen wurde die
Tibialdnge mithilfe einer Prazisionsschieb-
lehre ermittelt. Gemessen wurde von der
Einziehung zwischen den Kondylen an der
Proximalseite bis zur Einziehung der Cochlea

an der distalen Seite.

Schema nach: Margaret J. Cook. The Anatomy of the Laboratory Mouse. [27]
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2.2 Oberflichen-Elektrokardiographie

Die fiir die Auswertung herangezogenen EKGs wurden durch die Tieradrztin Frau Marti-
na Schullenberg aufgezeichnet. Die Erstellung des 3-Kanal-Oberflachen-EKGs erfolgte
hierbei nicht invasiv in Form eines Kontakt-EKGs. Um Artefakte, welche eine spatere
Auswertung unmoglich machen, zu minimieren wurden die Mause wahrend der Auf-
zeichnung sediert. Zu diesem Zweck wurde den Tieren intraperitoneal Ketamin (50
mg/kg) und Xylazin (20 mg/kg) per Mischspritze injiziert. Verwendet wurden fir
menschliche Neugeborene entwickelte EKG-Elektroden (Ambu® Blue Sensor NF), die
mit Kontaktgel bedeckt und an allen vier Extremitaten der Maus befestigt wurden.
Mithilfe eines Datenakquisitionssystems der Firma ADInstruments (PowerLab®8/30
erweitert um Animal BioAmp®) konnte auf diese Weise ein Standard-3-Kanal-EKG abge-

leitet und aufgezeichnet werden.
2.2.1 Auswertung der Elektrokardiogramme

Die Oberflichen-EKGs von 7 TASK-1"* - und 11 TASK-17" -Mausen gingen in die Analyse
ein, wobei die Zugehorigkeit zum Genotyp vor der Analyse fir den Untersucher
verblindet wurden. Die Auswertung der EKGs erfolgte mit der Software LabChartPro”
ECGAnalysis Version 2.1.1. von ADInstruments. Es wurde hierzu nur die qualitativ beste
Ableitung Il herangezogen. Zunachst wurden die EKGs mit einer Aufzeichnungsdauer
von drei Minuten hinsichtlich der Qualitat des Signals beurteilt. Alle EKGs wurden auf
Rhythmusstérungen oder grobe Abweichungen der Signalmorphologie hin durchgese-
hen. Zur groben Orientierung wurden die EKGs anschlieRend durch das automatisierte
Analysemodul der Software ausgewertet. Das Programm detektiert anhand individuell
vorgegebener Kriterien den Beginn, den maximalen Ausschlag und das Ende der P-
Welle, den Beginn, den maximalen Ausschlag und Ende des QRS-Komplexes, sowie den
hochsten Punkt und das Ende der T-Welle. Um dem EKG-Zyklus der Maus gerecht zu

werden, musste eine individuelle Voreinstellung gewahlt werden.
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Im Analysemodul wurden daher folgende, fir die Maus passende Standards festgelegt:

— die typische QRS- Breite betrage 10 ms

— zwischen zwei R-Zacken liege mindestens ein Intervall von 60 ms

— einer P Welle gehe eine isoelektrische Linie von mindestens 10 ms Dauer vor-

her

— das maximale PR-Intervall betrage 50 ms und

— das RT Intervall sei maximal 40 ms.
Zur Analyse der Herzfrequenz war diese Methode geeignet, da regelrechte Kammer-
komplexe zuverlassig erkannt wurden. Die Kennzeichnung erfolgte jeweils am grofiten
positiven Ausschlag eines QRS-Komplexes. Lediglich Bewegungsartefakte und grobere
Schwankungen der Nulllinie fihrten zu fehlerhaften Messungen. Das korrekte Erken-
nen der weniger markanten P- und T-Welle gelang durch das Programm dagegen nicht
zuverlassig. Um Aussagen Uber eventuelle Veranderungen in der Erregungsbildung,
Erregungsausbreitung und Erregungsriickbildung zu treffen, war jedoch eine korrekte
Zuordnung von atrialer Depolarisation sowie ventrikuldarer Depolarisation und Repola-
risation notig. Somit diente die automatische Voranalyse einer ersten orientierenden
Auswertung. Fiur eine korrekte Messung aller relevanten Intervalle wurde anschliel3end

eine manuelle Analyse des EKGs durchgefiihrt.

Data source Detection
" - _ Whole channel Typical QRS widthis 10 e
) @ Selection
R waves are at least 60 ms apart
Detection and Analysis settings
Aignment: | QRS maximum ¥
Preset: Mouse A
Analysis
Averaging Pre-P baselins Manimum PR, Maximum BT
@ Beats to average 1 beats B R 50 ms 0 ms
|
_ Time to average 10 s
D Shick avernrg [7]Rodent T wave
QTc Measure ST hasght at 10 ms from alignment
Select: | Mitchell et al -

Abbildung 9 Einstellungen im Analysemodul LabChartPro® ECGAnalysis
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2.2.1.1 Manuelle Auswertung der EKG-Zyklen

Es wurde hierzu eine Sequenz innerhalb der drei Minuten ausgewahlt, in der das EKG
ein qualitativ zufriedenstellendes Signal ohne Bewegungsartefakte und mit stabiler
Nulllinie zeigte. An einer solchen Stelle wurde die manuelle Analyse gestartet. Schlage,
bei denen das EKG Signal den Qualitatskriterien nicht entsprach wurden von der Analy-
se ausgenommen und es wurde entsprechend erst der (ibernachste Schlag wieder aus-
gewertet. Zugeordnet und markiert wurden:

— Start, Peak und Ende der P-Welle

— Start, Maximum (R Peak) und Ende des QRS-Komplexes

— Peak der T-Welle (siehe Anmerkung)

— Ende der T- Welle

Hierbei wurden, angelehnt an die Standards der humanen EKG- Interpretation und
unter Berlicksichtigung der Besonderheiten des murinen EKGs, folgende Konventionen
angelegt:
— Die P Welle ist in der verwendeten Ableitung Il positiv und geht dem QRS-
Komplex voraus.
— Der Start des QRS-Komplexes ist gekennzeichnet durch eine negative Q-Zacke,
beziehungsweise dem Beginn des Aufstrichs der R-Zacke.

— Der positiven R-Zacke folgt in der Regel eine negative S-Zacke.

Bezlglich der oben genannten Parameter ist das Mause-EKG dem menschlichen sehr
dhnlich, wenn sich auch der EKG-Zyklus, aufgrund der etwa zehnfach héheren Herzfre-
quenz, in anderen zeitlichen Dimensionen abspielt. Die ventrikuldre
Repolarisationsphase unterscheidet sich im Mausmodell jedoch deutlich vom mensch-
lichen EKG. Im humanen EKG gibt es anschlieRend an den Kammerkomplex einen
Punkt, der das Ende der ventrikuldaren Erregungsausbreitung reprasentiert. Dieser so-
genannten J-Punkt ist der Punkt in der Stromkurve, der den Ubergang der S-Zacke in
die isoelektrische ST-Strecke bildet. Die folgende deutlich abzugrenzende T-Welle ist
Ausdruck der ventrikularen Repolarisation.

Im murinen EKG ist es schwieriger, das Ende des QRS-Komplexes sowie Beginn und
Ende der repolarisationsgenerierten Welle zu unterscheiden, da eine isoelektrische ST-
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Strecke fehlt. Dem QRS-Komplex schlief3t sich direkt eine zweite Welle an, welche in
einigen Publikationen als ,,J-Welle“ bezeichnet wird und die klar der friihen Repolarisa-
tion zugeordnet ist [74]. Eine negativer Anteil (T-Welle), wie er entsprechend auch im
humanen EKG zu erwarten ist, kann sich anschliefen, kann aber vor allem bei nicht
sedierten Mausen auch fehlen [74].

In unseren an sedierten Mausen abgeleiteten EKGs wurde als Ende des QRS-Komplexes

der Punkt definiert, an dem die

I— QT
. S-Zacke in die ,J-Welle” Uber-
H geht. Der sich anschlielende

Komplex aus ,J-Welle“ und ,T-
R S Welle” wurde durch die hier
verwendete  Software  zur

_/"\_ w it .

,Rodent T wave”, also einer fir
Nagetiere typische T-Welle

w
]: LTWE"E zusammengefasst. Im Folgen-

“J-Welle™

Abbildung 10 Schematische Darstellung des abgeleiteten den wird diese einfach als T-

EKGs (Ableitung Il nach Eindhoven) Welle bezeichnet. Entspre-

chend galten bei der Auswertung die Konventionen:
— Der QRS-Komplex endet mit Erreichen der Nulllinie nach der negativen S-Zacke
und Ubergang dieser in die ,,J-Welle*
— ,J-Welle“ und , T-Welle” werden zur ,,Rodent T wave” zusammengefasst.

—> Die Ruckkehr der T-Welle zur Nulllinie kennzeichnet ihr Ende.

Auf Grundlage dieser standardisierten Kennzeichnung wurden folgende Intervalle be-
rechnet:

— RR Intervall: Abstand zweier aufeinanderfolgender R-Zacken in ms

— Herzfrequenz: Anzahl der Herzschldge pro min (bpm)

— P-Dauer: Dauer der P-Welle in ms

— PR Intervall: Abstand vom Beginn der P-Welle bis zum Anfang der R-

Zacke (bzw. Q-Zacke) in ms
— QRS Intervall:  Abstand vom Beginn der Q- bzw. R-Zacke bis zum Ende der S-

Zacke in ms
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— QT-Zeit: Abstand vom Beginn der Q-Zacke bis zum Ende der T-Welle
- QT: Korrigierte QT-Zeit nach Mitchell [87] nach der Formel:

QT. = QTo/(RRy/100)*? mit

QT. = korrigierte QT-Zeit (ms)
QTy= gemessene QT-Zeit (ms)

RRo= Zyklusldnge des beurteilten Herzschlages (ms)

Die Formel wurde 1998 von Mitchell et al auf Grundlage der Bazett Formel [13] entwi-
ckelt um einen sensitiven Parameter fiir Veranderungen des QT-Intervalls bei transge-
nen Mausen mit verdanderter lonenkanalexpression zu erhalten. Wie beim Menschen
weist auch das QT-Intervall bei Mausen eine starke Korrelation zum jeweiligen RR-
Intervall auf. Mitchells Formel normiert das jeweilige RR-Intervall auf ein fir die Spezi-
es Maus anzunehmendes, durchschnittliches RR-Intervall von 100 ms [87].

Nach oben genanntem Vorgehen erfolgte eine prazise Charakterisierung von 70 kon-
sekutiven EKG-Zyklen. Die erhaltenen Daten jedes einzelnen Tieres (n =7 TASK—1+/+/ 11

TASK-1'/') wurden fir die nachfolgende Statistik gemittelt.

0.5 +

0.0 S~
/

Ableitung I (mi)

}
i
§

P St
P End
RS Stant

0.5

Zeit(s)

Abbildung 11 Manuelle EKG-Auswertung - exemplarisches Analysesetting einer
TASK-17-Maus in Labchart®

46



Material und Methoden

2.3 Telemetrische Elektrokardiographie

2.3.1 Aufbau der Messeinheit

Zur telemetrischen EKG Ableitung an der sich frei bewegenden Maus wurde ein kom-
merzielles Transmittersystem verwendet (Model TA10EA-F20, Data Sciences Internati-
onal, Minneapolis). Dieses registriert und verstarkt elektrische Potentialdanderungen
des Mauseherzens mittels zweier Elektroden, die an der Herzspitze und der Herzbasis
liegen, und mit dem intraperitoneal implantierten Transmitter verbunden sind. Die so
erhaltenen Signale werden in Radiofrequenzsignale konvertiert und an einen Empfan-
ger gesendet. Letzterer ist an eine Schalt-Matrix angeschlossen, die das Signal digital
filtert und an einen Computer leitet. Dort werden die Daten akquiriert, gespeichert
und optisch dargestellt, so dass die Uberpriifung der Funktionsfihigkeit der Einheit
gegeben ist. AuRerdem ist mit diesem System auch eine orientierende Auswertung der
Daten moglich. Zur exakteren Auswertung wurden die Daten jedoch anschlieRend kon-
vertiert und mit der von Data Science International angebotenen Software Ponemah

Physiology Platform’ Version 4.60 bearbeitet.
2.3.2 Implantation der Transmitter und Aufzeichnung des 24Stunden-EKGs

Der chirurgische Eingriff wurde unter Allgemeinanasthesie mit 50 mg Ketamin und 20
mg Xylazin pro Kilogramm Koérpergewicht, intraperitoneal injiziert, durch die Tierarztin
Frau Martina Schullenberg durchgefiihrt. Hierbei wurden die Elektroden so platziert,
dass das Signal der Ableitung Il nach Einthoven entsprach. Nur adulte Mause (mindes-
tens 8 Wochen alt) wurden mit einem Implantat versehen. Frithestens 10 Tage posto-
perativ, nach vollstandigem Abklingen der Anasthetikaeinwirkung, erfolgte die Auf-
zeichnung eines 24h-EKGs. Hierzu wurde die oben beschriebene Messeinheit unter
dem Kafig platziert und je Maus eine Zeitspanne von 24 Stunden aufgezeichnet. Der

Tageszyklus aus jeweils 12 stlindiger Hell- bzw. Dunkelphase wurde beibehalten.
2.3.3 Auswertung der 24-Stunden-EKGs

Die Auswertung der 24h-EKGs erfolgte blind hinsichtlich des Genotyps und getrennt
nach Tag- und Nachtzyklus, um den verschiedenen Aktivitatsniveaus der Tiere gerecht

zu werden. Zur Ermittlung der minimalen, mittleren und maximalen Herzfrequenz
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wurden alle 12 Minuten jeweils einminitige Segmente mithilfe der automatischen R-
Zacken-Detektion ausgewertet. Auf diese Weise kamen pro Tier und 12 Stunden 60
einminlitige Sequenzen zusammen, welche den gesamten Zeitraum gut reprasentie-
ren. Diese Vorgehensweise war fiir eine valide Aussage notig, da die automatische
Schlagdetektion der Software liber das gesamte Langzeit-EKG durch zu viele Artefakte
Uberlagert war. Die minimale, mittlere und maximale Herzfrequenz jedes Tieres wurde
anschlieRend fir die Genotyp-vergleichende Statistik gemittelt. Die gesamte Zeitspan-

ne wurde hinsichtlich auftretender Arrhythmien durchgesehen.

Transmitterimplantation

A 4

Telemetrisches 24-h-EKG
(nach 2 Wochen Erholungszeit)

A 4

Digitalisierung

A 4

Separation von Hell- und Dunkelphase

Herzfrequenzanalyse HRV-Analyse

A 4 v
Manuelle Selektion von 1-min -
Fragmenten alle 12 Minuten
Ohne Artefakte und ektope Schlage

Konversion der Datensitze

A 4

Manuelle Selektion von 2 bis 3-min-
Fragmenten alle 2 Stunden

A 4

Automatische RR Detektion Ohne Artefakte und ektope Schlage
\ 4 A 4

Time domain Frequency domain
A4 A\ 4

Mittelung von mindestens 6
Analysen/12 Stunden

A 4 A 4

Interpretation der Ergebnisse

Abbildung 12 Telemetrische 24-Stunden-EKGs zur Analyse von Herzfrequenz
und Herzfrequenzvariabilitit bei TASK-1"*- und TASK”-Mausen.
Protokoll der Vorgehensweise bei der Auswertung.
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2.4 Die Berechnung der Herzratenvariabilitéit (HRV)

Bei der Analyse der HRV werden die Zeitbereichsanalyse und die Frequenzanalyse un-
terschieden. Im Folgenden werden die gebrduchlicheren, englischen Begriffe Time

Domain und Frequency Domain verwendet.
2.4.1 Aufbereitung der Daten fiir die Analyse

Die EKG-Aufzeichnungen von sechs TASK-1-defizienten und sechs Kontrollmdusen
wurden zur vergleichenden HRV-Analyse herangezogen. Da die HRV zirkadianen
Schwankungen unterliegt wurden die Hell -und Dunkelphasen getrennt ausgewertet.
Zunichst wurden die Datensitze aus der PoNehMah” Software (Data Sciences Interna-
tional) in das Programm mit entsprechendem Analysemodul konvertiert (LabChart®
HRV Module Vers. .2, ADInstruments). Dazu wurden zundchst der Tag- und Nachtanteil
der bereits ausgewerteten EKGs separiert und die jeweiligen Rohdaten mit einer Ab-
tastrate von 1000 Hz als ASCII-Datei kodiert und gespeichert. Der American Standard
Code for Information Interchange (ASCIl) ist eine 7-Bit-Zeichenkodierung; sie dient als
Grundlage fiur spatere auf mehr Bits basierende Kodierungen fiir Zeichensatze. An-
schlieend erfolgte die Weiterverarbeitung mit Cygwin® (Version 1.5.25-15), nach wel-
cher nur noch die bereinigten Rohmesswerte in chronologischer Reihenfolge Ubrig
blieben. In einem letzten Schritt erfolgte die Umwandlung der ASClI-kodierten Datei in
eine fir LabChart” lesbare Text-Datei (*.txt), die dann von letztgenanntem Programm
als Rohdatensatz eingelesen werden konnte. Die einmal eingelesene Datei konnte
dann im Chart -typischen Format gespeichert (*.adicht) und fiir beliebige Analysen

genutzt werden.
2.4.1.1 Manuelle Selektion von Fragmenten ohne Artefakte

Arrhythmien, ektope Schlage und Artefakte missen fir eine valide Messung der HRV
von der Analyse ausgeschlossen werden. Von besonderer Bedeutung ist dies flr die
Analyse der Frequency Domain, welche auf der schnellen Fourier-Analyse (fast Fourier
transformation = FFT) basiert. Die FFT ist ein mathematisches Verfahren zur Umwand-
lung zeitbezogener in frequenzbezogene Daten. Dieses mathematisch-physikalische
Verfahren setzt ein stationdres Signal voraus, welches im 12h-Langzeit-EKG der Maus

so nicht gegeben ist. Daher wird empfohlen, mehrere kurze EKG Segmente zu analysie-
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ren und anschlieBend einen Mittelwert zu bestimmen. Diese Segmente sollten ein sta-
tiondres Signal mit ruhiger Baseline zeigen, und frei von Artefakten und Ektopien sein
[78].

Dem vorgeschlagenen Protokoll fiir die HRV-Analyse bei Mausen folgend, wurden pro
12 Stunden mindestens sechs Sequenzen von zwei bis drei minttiger Dauer selektiert
und einzeln der HRV-Analyse unterzogen [127]. Die Auswahl geeigneter EKG Fragmen-
te erfolgte anhand mehrstufiger Kriterien. Im Zuge der automatischen Detektion der R-
Zacken durch das EKG-Analysemodul wurden solche Schlage als nicht dem Sinus-
rhythmus zugehorig ausgeschlossen, die friiher als 70 ms bzw. spater als 214 ms auf
den Vorherigen folgten. In einem zweiten Schritt wurden die Segmente manuell unter
Bericksichtigung nachfolgender Kriterien ausgesucht:

Eine stabile EKG Periode wurde definiert durch das Fehlen von Artefakten, ventrikula-
ren Extrasystolen, Sinusknotenarrest und AV-Blockierungen. AuBerdem wurde in den
Tagableitungen darauf geachtet, dass nur solche Abschnitte ausgewdhlt wurden, in
denen das Tier inaktiv war. Erkennbar war dies an fehlenden Bewegungsartefakten,
sowie einer niedrigen Herzfrequenz, welche bei den meisten Individuen in Ruhe unter
500 Schlagen pro Minute lag. Daneben wurde auch darauf geachtet, dass die analysier-
ten Sequenzen moglichst gleichmaRig liber die 12 Stunden verteilt lagen, um eine Aus-

sage Uber die langerfristige autonome Modulation zu treffen.
2.4.1.2 Detektion der R-Zacken durch das HRV-Analysemodul

Bevor die RR-Intervalle hinsichtlich ihrer Variation klassifiziert und statistische Unter-
suchungen in Time- und Frequency Domain gemacht kénnen, musste das HRV-
Analysemodul die Herzschlage erkennen, welche die Intervalle determinieren. Das
EKG-Signal unterschied sich in Gestalt und Amplitude zwischen den Individuen. Um
innerhalb der selektierten Frequenz eine llickenlose und fehlerfreie Detektion jeder R-
Zacke zu gewahrleisten, mussten daher individuelle QRS Bezugspunkte und Schwel-
lenwerte festgelegt werden. Je nach Signalgestalt und war es nétig, das EKG-Signal
einem sogenannten Pre-Processing zu unterziehen damit der Start eines jeden RR In-
tervalls korrekt erkannt werden konnte. Durch diesen Prozess wurden Stérfrequenzen,
welche die EKG-Nulllinie fluktuieren lieRBen, herausgefiltert.

AnschlieBend wurde fir jedes zu analysierende EKG-Segment ein elektrischer Schwel-

lenwert festgelegt, so dass pro Herzzyklus ein einzelner Schlag detektiert wurde. Uber-
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schritt das Signal diesen Schwellenwert von zum Beispiel 0,25 mV, wurde dies als auf-
steigende R-Zacke gewertet und ein Eventmarker gesetzt. Flr jeden EKG-Datensatz
war somit gewahrleistet, dass durch einen korrekt gesetzten QRS-Bezugspunkt valide
Messungen des tatsachlichen RR-Abstands erfolgten. Die so ermittelten EKG-Daten
liegen sowohl der Time Domain- (Tag- und Nachtanteil) als auch der Frequency Domain

Analyse (Taganteil) zugrunde.
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Abbildung 13 Exemplarische Einstellungen zur R-Zacken-Detektion fiir
die HRV-Analyse

2.4.2 Analyse der Time domain

Fir die Zeitbereichsanalyse wurden folgende Parameter getrennt fur die 12-stiindige

Hell-, sowie fiir die 12-stiindige Dunkelperiode berechnet:

(1) Der mittlere Abstand zweier aufeinanderfolgender regularer Herzschlage (normal
to normal =NN),
(2) Die Standardabweichung (SD) aller NN-Intervalle, welche die Gesamtheit der au-

tonomen Variabilitat reflektiert,

51



Material und Methoden

(3) Der RMSDD-Wert, die Quadratwurzel aus dem Mittelwert der quadrierten Diffe-
renzen benachbarter NN-Intervalle. Dieser Parameter erfasst kurzfristige Variati-

onen der Herzfrequenz.

(RR1— RR2)? + (RR2 — RR3)? + (RRn — 1+ RRn)?
n

(4) Der pNN6-Wert, der prozentuale Anteil aufeinanderfolgender NN-Intervalle, die
mehr als 6 ms voneinander abweichen.

Dieser letzte Parameter pNN6 ist ein MaR fir die parasympathische Aktivitat und ori-

entiert sich am flir den Menschen festgelegten pNN50, in dem 50 ms ca. 10 % des mitt-

leren RR Intervalls entsprechen. Empirisch getestet, scheint die dieser cutoff Wert von

6 ms am besten geeignet, die parasympathische Aktivitat bei der Maus zu evaluieren

[127].

Parameter Definition
(Einheit)

Mean NN (ms) mittlerer Abstand zweier reguldrer Herzschldage (normal to normal)

SDNN (ms) Standardabweichung aller NN-Intervalle

RMSSD (ms) Die Quadratwurzel aus dem Mittelwert der quadrierten Differenzen suk-
zessiver RR-Intervalle (in ms)

PNNG6 (%) Anteil aufeinanderfolgender NN-Intervalle, die mehr als 6 ms voneinander
abweichen

Tabelle 3 Auszug aus den Parametern der Zeitbereichsanalyse (Time Domain)

2.4.3 Analyse der Frequency Domain

Die Analyse der Frequency Domain erfolgte innerhalb der 12 stiindigen Inaktivitatspha-
se der Tiere, in welcher die das EKG-Signal storende Muskelaktivitat auf ein Minimum
reduziert war. Die selektierten Segmente wurden nach Detektion der R-Zacken (s.o)
einzeln der Spektralanalyse unterzogen. Die hierfiir notige Umwandlung des zeitbezo-
genen Datensignals (RR-Abstdnde) in ein frequenzbezogenes Signal erfolgte Gber die

schnelle Fourier-Analyse (fast Fourier transformation = FFT). Die Spektren wurden mit
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einer FFT-GréRe von 1025, half overlap und unter Verwendung des Welch Windows
berechnet. Das resultierende Spektrum ldsst sich in hochfrequente (HF),
niedrigfrequente (LF) und sehr niedrigfrequente (VLF) Bereiche einteilen, welche Aus-
sagen Uber den Anteil sympathischer beziehungsweise parasympathischer Modulation
ermoglichen. Die fiir den Menschen festgelegten Grenzen der Frequenzbereiche muss-
ten in deutlich hohere Frequenzbereiche verschoben werden, um eine gute Kalibrie-
rung fur die Maus zu erreichen. Basierend auf publizierten Studien der HRV bei Mau-
sen, wurde die HF auf den Bereich von 1,5 bis 5 Hz, und die LF auf den Bereich von 0,15
bis 1,5 Hz festgelegt. Der VLF wurde entsprechend der Frequenzbereich unter 0,15 Hz
zugewiesen. Diese Bereichsdefinitionen haben sich bei der Maus als valide fiir die Mes-
sung der sympathischen und parasympathischen Komponenten der HRV erwiesen
[127].

Untersucht wurde die Gesamtleistung (in ms?) (im Folgenden wird auch der Begriff
Total Power verwendet), sowie die Leistung in den entsprechenden Frequenzberei-
chen. Zur Verdeutlichung des relativen Werts der jeweiligen Komponente an der Ge-
samtleistung wurden die LF und die HF jeweils als normierte GrofRen ausgedriickt be-
trachtet. Die Umrechnung in normierte Einheiten erfolgte durch Division der Leistung

im jeweiligen Frequenzbereich durch die Gesamtleistung abziglich der VLF.

(1) Total Frequency Power (TFP)
Die TFP mit der Einheit ms” ist definiert als Gesamtflache unter der Kurve inner-
halb aller Frequenzbereiche.
(2) High Frequency Power (HF)
Die Leistung in der Hochfrequenz-Bande (Bereich zwischen 1,5 und 5 Hz)
(3) Low Frequency Power (LF)
Die Leistung in der Niedrigfrequenz-Bande (Bereich zwischen 0,15 und 1,5 Hz)
(4) Very Low Frequency Power (VLF)

Die Leistung im Frequenzbereich unter 0,15 Hz
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Parameter Definition

(Einheit)

TP (ms’) Gesamtleistung (Total Power)

HF (ms?) Power im Bereich der High Frequency (1,5 — 5 Hz)

HF (n.u.) HF Power in normierter Einheit [HF/(TP-VLF) x 100]

LF (ms?) Power im Bereich der Low Frequency (0,15 — 1,5 Hz)

LF (n.u.) LF Power in normierter Einheit [LF/(TP-VLF) x 100]

VLF (ms?) Power im Bereich der Very Low Frequency ( 0 — 0,15 Hz)
LF/HF Verhaltnis der LF zur HF

Tabelle 4 Auszug aus den Parametern der Frequenzanalyse (Frequency Domain)

2.5 Heart rate turbulence (HRT) nach Myokardischdmie

Zur Provokation der ventrikuldaren Extrasystolen diente ein durch Ischamie, bezie-
hungsweise die darauffolgende Reperfusion, gesetzter unspezifischer Gewebsschaden,
der neben dem Arbeitsmyokard auch das Reizleitungssystems betraf. Das 15 Tiere um-
fassende Kollektiv fiir dieses Experiment bestand aus acht Mausen vom Genotyp TASK-
17" und sieben ihrer TASK—1+/+—Wurfgeschwister. Dem bereits in anderen Studien publi-
zierten operativen Vorgehen folgend, wurde im Myokard der Versuchstiere ein Ischa-
mie-/Reperfusionsschaden induziert [101]. Unter orotrachealer Intubation und ma-
schineller Beatmung erfolgte in einem ersten Eingriff die Implantation eines
Transmitters zur EKG-Ableitung. Der Transmitter (Modell TA10EA-F20, Data Sciences
International) wurde hierzu unter die Nackenhaut des Tieres implantiert, die zwei
Elektroden durch einen subkutanen Tunnel nach vorne gefiihrt und mit einer Naht im
Bereich der rechten Schulter, beziehungsweise im Bereich der Herzspitze an der
Brustmuskulatur fixiert. AnschlieBend wurde linksseitig im vierten Interkostalraum
thorakotomiert, perikardiotomiert und das Herz freigelegt. Der Ramus
interventricularis anterior der linken Koronararterie wurde identifiziert und mittels
einer Fadenschlaufe fir 40 Minuten okkludiert. Ein erkennbares Abblassen des Myo-

kards zeigte den erfolgreichen Verschluss an. Fiur Narkose und Analgesie wurde
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Pentobarbital (90mg/kg) als intraperitoneale Injektion sowie subkutan appliziertes
Buprenorphin (0,05 — 0,1 mg/kg) verwendet.

Nach Wiedereroffnung des GefaBes und Beendigung der Operation folgte eine 6-
stiindige Reperfusionszeit, in der die Mause extubiert und zurlick in ihre Kafige gesetzt
wurden. Wahrend des gesamten Experiments wurde ein EKG aufgezeichnet, welches
auch zur Uberpriifung des erfolgreich gesetzten Myokardinfarktes diente. Die Eingriffe

an den Tieren wurden durch die Tierarztin Frau Martina Schullenberg durchgefiihrt.
2.5.1 Auswertung der EKGs und Detektion ventrikuldrer Extrasystolen

Zur Analyse der HRT wurde nur der wahrend der 6-stiindigen Reperfusion aufgezeich-
nete Abschnitt des EKGs herangezogen. Die Auswertung wurde mithilfe der Software
Ponemah Physiology Platform” (Data Sciences International) durchgefiihrt. Hierzu
wurden die EKG-Daten zunachst aus dem Datenakquisitionssystem in ein entsprechen-
des fiir Ponemah’ lesbares Dateiformat (*.raw) konvertiert. Im gleichen Arbeitsschritt
erfolgte die Trennung der EKG-Abschnitte anhand der aus dem Versuchsprotokoll er-
sichtlichen Zeitangaben. So erhielt man fiir jedes Tier eine ca. 30-60 minitige EKG-
Aufzeichnung vor Beginn der Ischamie, die Aufzeichnung wahrend der 40 Minuten
Ischamiezeit und schliefllich das Langzeit-EKG Uber 6 Stunden wahrend der
Reperfusionsphase.

Zundachst mussten die ventrikuldaren Extrasystolen detektiert werden. Im EKG-
Analysemodul der Ponemah’ Software wurde der gesamte Reperfusionsabschnitt
durchgesehen und anhand des Tachogramms jeder vorzeitige, von der aktuellen
Grundfrequenz abweichende, Herzschlag fiir eine spatere Analyse markiert. In einem
zweiten Schritt wurden Artefakte aussortiert und die vorzeitigen Schldge hinsichtlich
des vermutlichen Entstehungsortes kategorisiert. In die Kalkulation eingeschlossen
wurden dann nur solche Schlage, die eindeutig den unten genannten Kriterien einer
ventrikuldren Extrasystole (VES) entsprachen. Folgende Kriterien mussten erfillt sein,

damit eine VES fir die Berechnung der HRT herangezogen wurde:

— verbreiterter (und deformierter) QRS-Komplex

— eine Vorzeitigkeit von mindestens 20%
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— eine postextrasystolischen Pause, die um mindestens 20% langer als das Nor-
malintervall ist
—> ein Sinusrhythmus frei von Artefakten und Arrhythmien von > 3 Sinusinterval-
len vor der VES und > 15 Sinusintervallen nach der VES
Interpolierte VES ohne Einfluss auf den Sinusrhythmus sowie supraventrikuldre Extra-
systolen wurden, den von Malik et al vorgeschlagenen Standards folgend, ausgeschlos-
sen [78]. Es wurde zunachst ein Vergleich hinsichtlich der Anzahl aufgetretener VES

zwischen den Genotypen gezogen, bevor die Heart Rate Turbulence berechnet wurde.

NIRRT RN
YV

Abbildung 14 Ventrikuldre Extrasystole aus dem 6-h-EKG nach Myokardischamie ei-
ner TASK-17-Maus

Verbreiter und deformierter QRS-Komplex, Kriterien der Vorzeitigkeit und der post-
extrasystolischen Pause erfullt.

2.5.2 Berechnung der HRT

Die Daten von 10 der 15 Tiere des Versuchskollektivs konnten in die Analyse der HRT
verwendet werden. Drei Mause (darunter zwei TASK-17" und eine TASK-1"*) verstar-
ben vor Ende der sechs Stunden post Ischamie, so dass fir diese Tiere keine mit dem
Kollektiv vergleichbare sechs stlindige EKG-Aufzeichnung zur Verfligung stand. Ausge-
schlossen wurden desweiteren je eine TASK-1"" - und eine TASK-1"/*- Maus, weil diese
Individuen keine einzige ventrikuldre Extrasystole wahrend der gesamten Aufzeich-
nungsdauer der Reperfusion aufwiesen.

Die HRT wurde anhand der Anderung der RR-Abstinde um eine ventrikulire Extrasys-
tole herum berechnet. Die Messungen im Analysemodul von Ponemah’ erfolgten mit
einer Genauigkeit von einer Millisekunde. Quantifiziert wurden die Frequenzanderun-

gen durch die Parameter Turbulence Onset (TO) und Turbulence Slope (TS).
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2.5.2.1 Turbulence Onset (TO)

Der Turbulence Onset (TO), entsprechend der prozentualen Anderung der Herzfre-
guenz unmittelbar nach der VES im Vergleich zur Herzfrequenz unmittelbar vor der

VES, wurde nach der Formel

TO [%] = ((RR1 + RR3) — (RR.+ RR.1)/(RR., + RR.1)) *100

berechnet. Hierbei stellen RR., und RR.; die beiden ersten Normalintervalle vor der
ventrikuldren Extrasystole (VES) und RR; und RR; die beiden ersten Normalintervalle
nach der kompensatorischen Pause (P) dar. Das Schlagintervall vor der ventrikuldren
Extrasystole wird als Kopplungsintervall (K) definiert. Als Bezugspunkt fir die Inter-

vallmessung diente der grofSte positive Ausschlag der R-Zacke.

RR, RR, K P RR,:, RR,,

= L P
F |‘\ fl'\

-

Ein Wert < 0% des Turbulence Onset entsprach also eine Beschleunigung des Sinus-
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Abbildung 15 Nomenklatur der Intervalle um eine VES

rhythmus nach einer Extrasystole, ein Wert > 0% bedeutete eine Verlangsamung des
Sinusrhythmus nach einer Extrasystole. Da es sich beim TO um einen relativen Wert
handelt, musste keine Frequenznormierung vorgenommen werden um auf normale,
beziehungsweise pathologische Werte zu schlieRen. Wie auch beim Menschen wurden

Werte < 0% als normale Reaktion, Werte > 0% als abnormale Reaktion gewertet.
2.5.2.2 Turbulence Slope (TS)

Der Turbulence Slope (TS) quantifiziert die allmahliche Verlangsamung der Herzfre-
guenz in der zweiten Phase der HRT-Antwort. Zur Berechnung des TS wurde die steilste
Regressionsgerade einer Sequenz von fiinf aufeinanderfolgenden Normalintervallen im
gemittelten Tachogramm bestimmt. Hierzu wurden 15 RR-Intervalle (in ms) nach dem

Triggerereignis zur Berechnung herangezogen. Weil die Normalwerte flr den
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Turbulence Slope sich auf den Menschen beziehen, wurde von Mersmann et al eine
Normierung der Herzfrequenzen der Mause auf die menschliche Standardfrequenz von
75 min’, entsprechend eines RR-Intervalls von 800 ms, vorgeschlagen [84]. Fiir die
Auswertung wurde daher jedes RR-Intervall (RR,) vor Berechnung des TS nach folgen-
der Formel normiert:

RR_, + RR_
RR, := RR, /(;

* 800 ms) mit:

RR, = normiertes RR-Intervall

RR_, bzw. RR_; = die beiden der VES vorangehenden RR-Intervalle

Fir diese normierten 15 RR-Intervalle (RR,,) ergaben sich rein rechnerisch 11 mogliche
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). Die Steigungen aller moglichen Geraden wurden in Excel” berechnet und der
hochste der 11 Werte als TS verwendet. Aus der Steigungsfunktion ergibt sich fir den
TS die Einheit Millisekunden pro RR-Intervall (ms/RRl).

Der Turbulence Slope sollte bei addaquater Reaktion, entsprechend einer Zunahme der

RR-Intervalldauer, positiv sein.

. A
» Kempensatorische Pause
340
820
800 o
780
= Turbulence slope
é_ 760 o
=
o
740
B
4 —
1 1 I I 1 I 1
-10 -5 0 5 10 15 Schlag-
nummer

Abbildung 16 Turbulence Slope im lokalen Tachogramm anhand nor-
mierter RR-Intervalle
Modifiziert nach Schmidt et al [116].
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2.6 Statistische Analyse

Im Ergebnisteil werden die Daten als Mittelwert = Standardabweichung einer be-
stimmten Anzahl Mause (n) angegeben, welche in den verschiedenen experimentellen
Versuchsansdtzen jeweils variiert. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des
ungepaarten T-Tests ermittelt. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 ange-
nommen. Fir die Berechnungen wurde das Programm GraphPad Prism” Version 5.02

verwendet.

2.7 Liste der verwendeten Gerdite und Programme

Oberflidchen-EKG:
Akquisition
— Ambu’ Blue Sensor NF, Ambu GmbH, Bad Nauheim, DE
—  Powerlab’ 8/30, ADInstruments Germany, Spechbach, DE

— Animal Bio Amp®, Model ML, ADInstruments Germany, Spechbach, DE

Auswertung
— PC mit Betriebssystem Windows Vista’ Microsoft Deutschland GmbH, Unter-

schleilheim, DE

— LabChartPro” Version 6.1.1 fiir Windows erweitert um ECGAnalysis Version
2.1.1., ADInstruments Germany, Spechbach, DE

—  Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,
DE

Telemetrie/HRV-Analyse:

Akquisition
—  DSI DataQuest” A.R.T. Silver Version 4.0, Data Sciences International, St. Paul,

Minnesota, USA
— PC mit Betriebssystem Windows XP®, Microsoft Deutschland GmbH, Unter-

schleiRheim, DE
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DSI PhysioTeI® Transmitter, TA10EA-F20, Data Science International, St. Paul,
Minnesota, USA
DSI PhysioTeI® Receiver RPC-1, Data Science International, St. Paul, Minnesota,

USA

Auswertung

PC mit Betriebssystem Windows XP®, Microsoft Deutschland GmbH, Unter-
schleiRheim, DE

DSI P3 Raw Convert®, Version 1.0, Data Sciences International, St. Paul, Minne-
sota, USA

DSI PoNeMah Physiology Platform” Vers. 4.60, Real Time Analysis Module ECG,
Data Science International, St. Paul, Minnesota, USA

Cygwin®Version 1.5.25-15, Red Hat Europe, Grasbrunn, DE

PC mit Betriebssystem Windows Vista’ Microsoft Deutschland GmbH, Unter-
schleiRheim, DE

LabChartPro” Version 6.1.1 fur Windows erweitert um ECGAnalysis Version
2.1.1., ADInstruments Germany, Spechbach, DE

LabChart” HRV Module Version 1.2, ADInstruments Germany, Spechbach, DE
Microsoft Office Excel” 2007, Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,

DE

HRT-Analyse:

DSI PoNeMah Physiology Platform” Vers. 4.60, Real Time Analysis Module ECG,
Data Science International, St. Paul, Minnesota, USA

Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,
DE

Statistik:

GraphPad Prism” Version 5.02 fiir Windows, GraphPad Software, San Diego,
California, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Korperindices

Zur Bestimmung der Korperindices wurden 16 TASK-1 " und 15 Littermate-M3use un-
tersucht. Als Parameter wurden Geschlecht, Korpergewicht, Herzgewicht,
Herz/Korpergewicht-Ratio und Herzgewicht/Tibia-Ratio ausgewertet. Wie zu erwarten,
waren mannliche Tiere im Durchschnitt schwerer als ihre weiblichen Wurfgeschwister.
Auch das durchschnittliche Herzgewicht differierte mit 0,2 g versus 0,15 g zwischen
den Geschlechtern. Bei der Auswertung der Tibialange bestatigte sich die anerkannte
Annahme, dass dieser Parameter zwischen den Geschlechtern nur wenig abweicht. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Tibialdnge zwischen den méannlichen und
weiblichen Versuchstieren.

Um trotz der geschlechtsspezifischen Differenzen eine gute Vergleichbarkeit der Geno-
typen zu gewadhrleisten wurden mannliche und weibliche Genotypen in ausgegliche-
nem Verhaltnis in die Versuchsreihen mit einbezogen. Keiner der Parameter zeigte
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen. Insbesondere die
vom Lebensalter unabhangige, und auch zwischen den Geschlechtern sowie Tieren aus
unterschiedlichen Wurfstarken vergleichbare MessgrofRe Herzgewicht zu Tibia Ratio
war zwischen den Genotypen absolut vergleichbar. Es gab keinen Anhalt fiir eine sich
messbar auf das Herzgewicht auswirkende Herzhypertrophie bei TASK-1-defizienten
Mausen. TASK-17"-Mause zeigten keine Anzeichen fir eine kardial bedingte Wachs-

tumsrestriktion oder Kachexie.
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mdnnlich weiblich
(n=15) (n =16)
Kérpergewicht (g) 39,1+ 5,1 30,6 £6,9 *k
Herzgewicht (g) 0,2+0,02 0,15 +0,03 *k
Tibialange (cm) 1,81+0,03 1,82 +0,03 n.s.
HG/KG 0,005 £ 0,0006 0,005 + 0,0008 n.s.
HG/TL 0.111 +0.012 0.084 + 0.004 o
Tabelle 5 Gewichtsanalytische Parameter - Vergleich Geschlechter
** p <0,0005
TASK-17* TASK-1""
(n =15, 7w/8m) (n =16, 9w/7m)
Korpergewicht (g) 333+7.7 36.5+6.7 n.s.
Herzgewicht (g) 0,17 £ 0,04 0,18 £ 0,03 n.s.
Tibialange (cm) 1,81 +0,03 1,82 £ 0,04 n.s.
HG/KG 0.005 + 0.001 0.005 + 0.001 n.s.
HG/TL 0.091 + 0.022 0.101 £ 0.017 n.s.

Tabelle 6 Gewichtsanalytische Parameter — Vergleich Genotypen
HG Herzgewicht, KG Kérpergewicht, TL Tibialange. Mittelwert + SD, n.s.
nicht signifikant

3.2 Analyse der Oberflichen-EKGs

Zur Analyse der Zeitintervalle im elektrischen Herzzyklus wurden unter Sedierungen
mit Ketamin und Xylazin Kontakt-EKGs aufgezeichnet. Zur Auswertung wurde nur die
qualitativ beste Ableitung (Abl. Il) verwendet. Fiir jedes Tier wurden tber 70 konseku-
tive Herzschlage folgende Parameter ermittelt:

— Herzfrequenz

— P-Dauer

— PR Intervall

— QRS Intervall

- QT-Zeit

— QT. nach Mitchell[87]
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TASK-17"-Knockout-M3use zeigten wahrend der Ableitung der Oberflachen-EKGs eine

+/+

signifikant héhere Herzfrequenz im Vergleich zu ihren TASK-1"" Wurfgeschwistern.
Eine mittlere Herzfrequenz von 310 + 38 min™ bei den Wildtypen stand einer mittleren
Frequenz von 402 + 82 min™ bei den TASK-1""-Tieren gegeniber. Die Dauer der P-
Welle und das QRS Intervall unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen, wah-
rend das PR Intervall im Vergleich bei den TASK-17" M3usen geringflgig verlangert war.
Die korrigierte QT-Zeit (QT.) war bei den TASK-17"-Tieren mit 26,3 £ 3 ms im Vergleich
zur Kontrollgruppe mit 22,8 + 1,5 ms signifikant verlangert, was auf eine Rolle von
TASK-1 bei der kardialen Repolarisation hindeutet. Die Untersuchung der kumulativen

Verteilung aller ausgemessenen QT. in dieser Gruppe ergab darlber hinaus, dass jede

Maus mit einer QT. Uber 27 ms eine TASK—1'/'—Maus war.

ASK-P’" \ ASK-H' _ \
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E | A
b | Uﬁ‘-x,wl ﬁu\_‘w-.‘;\nmwv\:"} v r\,\.‘;\ FANPI ||n \Mwl Iir-\w
- | I
25ms
AR 187 ms RR 145 ms
QT 29 ms QT 34 ms
QT. 21 ms QT.28 ms
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Abbildung 17 Manuelle Analyse der Oberflachen-EKGs.
Exemplarische EKG-Aufzeichnung von TASK-1+/+ (li) und TASK-1-/- (re) mit den ent-
sprechenden Zeitmessungen (kleiner Kasten).

s st
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TASK-1"* TASK-1"

(n=7) (n=11)
HF (min™) 310 £ 62 402 + 83 *
P Welle, Dauer (ms) 8.5+1.4 8.5+1.7 n.s.
PR Intervall (ms) 43.6+4.0 47.6+2.2 *
QRS Intervall (ms) 11.9+0.7 11.8+0.7 n.s.
QT. Intervall (ms) 22,8+ 1.5 26,3+3 *

Tabelle 7 Intervalle im Oberflachen-EKG.

Analyse von 70 konsekutiven Herzschldgen. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabwei-
chung. TASK-17-Méuse zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant héhere Herzfre-
quenz sowie eine verlangerte QT-Zeit. Auch das PR-Intervall ist bei TASK-1-/- verlangert. *p

< 0,05
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Abbildung 18 Vergleichende Analyse der Oberflachen-EKGs: Grafische Darstellung der Ergeb-

nisse
Auswertung von 70 konsekutiven EKG-Zyklen.

A: Signifikant hohere Herzfrequenz bei TASK-17-Tieren. Dargestellt sind Mittelwert + Stan-

dardabweichung. (402 + 83 min™ vs. 310 + 62 min™)

B: Signifikant verlangerte korrigierte QT-Zeit, QT, nach Mitchell[87]. Dargestellt sind Mittelwert
+ Standardabweichung. (22,8 + 1.5 ms TASK-1"* vs. 26,3 + 3 bei TASK-17)
C: Kaplan-Meier-Kurve zur Verdeutlichung der kumulativen Verteilung der QT.-Intervalle. Jedes

QT.-Intervall Gber 27 ms gehort zu einer TASK-17-Maus.
(n=7/11 *p < 0,05)
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3.3 Telemetrische Elektrokardiographie und Analyse der HRV

Anhand von telemetrischen EKG-Aufzeichnungen lber einen Zeitraum von 24 Stunden
wurden die Herzfrequenz sowie die Herzfrequenzvariabilitat der TASK-1**- und TASK-
17"-Méuse untersucht. Die Auswertung der Langzeit-EKGs erfolgte getrennt nach Tag-

und Nachtzyklus, um aktive und inaktive Phasen getrennt beurteilen zu kénnen.
3.3.1 Ergebnisse fiir die Herzfrequenz

Im Beobachtungszeitraum von 24 Stunden hatten die TASK-1 " _Mézuse im Vergleich
zur Kontrollgruppe eine signifikant hohere mittlere Herzfrequenz. Besonders akzentu-
iert war dieser Unterschied in der mittleren Herzfrequenz in Phasen korperlicher Akti-

+/+

vitat, also wahrend der 12 stiindigen Dunkelheitsphase. TASK-1"" -Mause hatten wah-
rend dieser 12 Stunden im Durchschnitt eine Frequenz von 543 Herzschlagen pro
Minute. Demgegeniiber stand die signifikant hohere Frequenz von 611 pro Minute bei
der durchschnittlichen TASK-17-Maus. In der inaktiven Phase wurde fiir die TASK-1-
defizienten Mause eine durchschnittliche Herzfrequenz von 557 pro Minute ermittelt.
Die Gruppe der Wurfgeschwister kam auf einen Durchschnittswert von nur 510 pro

Minute. Fir die minimale und maximale Herzfrequenz der Tiere wurde hingegen kein

Unterschied zwischen den Genotypen gefunden.

Aktiv Inaktiv
TASK-1"*  TASK-17 TASK-1"*  TASK-17

Mittlere Herzfrequenz (min™) 543 +15 611+9 ** 510+ 13 557 +12 *
Minimale Herzfrequenz (min™) 363+17 381+12 n.s. 350+25 350£14 n.s.

Maximale Herzfrequenz (min?) 747 +14 765+16 n.s. 754 + 6 774 +9 n.s.

Tabelle 8 Ergebnisse der Herzfrequenzanalyse im 24h-EKG von TASK-1 **- und TASK-17- M&u-
sen.

Getrennt nach Aktivitatsniveau in Nacht- und Taganteil.

n=8 TASK-1"* und 6 TASK-17, *p < 0,05, **p < 0,005
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Abbildung 19 Herzfrequenz von TASK-1"*-Mausen und TASK-17-M&usen im 24h-EKG.
Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung der mittleren, minimalen und maximalen
Herzfrequenz im Vergleich zwischen den Genotypen, sowie aufgetrennt nach Aktivitdts- und
Inaktivitatsphase. Deutlich signifikant ist der Unterschied der mittleren Herzfrequenz wahrend
der aktiven Phase (543 + 15 fir TASK-1"*vs. 611 + 9 fiir TASK-l'/'). Auch wahrend der inaktiven
Phase wurde bei TASK-17" eine signifikant héhere Herzfrequenz gefunden (510 + 13 fiir TASK-
1** vs. 557 + 12 fur TASK-17). Keine signifikante Abweichung besteht dagegen bezuglich der
minimalen und maximalen Herzfrequenzen, welche die Tiere lber die Langzeitmessung zeig-
ten. ( n=8 TASK-1"* und 6 TASK-17, *p < 0,05, **p < 0,005)

3.3.2 Herzfrequenzvariabilitat (HRV)

Die Analyse der Herzfrequenzvariabilitat erfolgte anhand der telemetrisch aufgezeich-
neten 24 Stunden EKGs von sechs TASK-1"*- und sechs TASK-17-Mzusen. In EKG-
Segmenten ohne Artefakt generierte Signalschwankungen wurden die Parameter der

Time Domain und Frequency Domain erfasst.
3.3.2.1 Time Domain

Die Analyse der Time Domain bestatigte, dass die mittleren RR-Abstdande bei TASK-17"-
Mausen signifikant kiirzer waren als bei ihren Wurfgeschwistern, sie also auch in dieser
Untersuchung eine héhere mittlere Herzfrequenz aufwiesen. Der Wert fiir die Stan-
dardabweichung aller regularen RR-Intervalle (NN Intervalle), SDNN, welcher ein MaR
fur die Gesamtheit der autonomen Variabilitdt darstellt, war bei den TASK-1-

defizienten Tieren signifikant niedriger. Dieses Ergebnis deutet auf eine global redu-

66



Ergebnisse

zierte Herzratenvariabilitat der TASK-17-Mzuse im Vergleich zur Kontrollgruppe hin.
Die Quadratwurzel aus dem Mittelwert der quadrierten Differenzen benachbarter NN-
Intervalle (RMSSD) und der prozentuale Anteil aufeinanderfolgender NN-Intervalle, die
mehr als 6 ms voneinander abweichen (pNN6) sind Malizahlen fiir die schnellen (hoch-
frequenten) Schwankungen der Herzfrequenz. Beide Parameter waren bei den TASK-1
"_Msusen sowohl wihrend der aktiven Nachtphase als auch am Tage signifikant klei-
ner als bei den TASK-1**-Mzusen (Tabelle 9). Diese geringeren Werte indizieren einen

verminderten Einfluss des Parasympathikus auf die Herzaktion der TASK-1-defizienten

Tiere.
Nacht (aktiv) TASK-1"*  TASK-17" Tag (inaktiv) TASK-1"*  TASK-17
Mean NN (ms) 1136 100+4 *k Mean RR (ms) 12716 111+6) *E
SDNN (ms) 9+1 3+1 *#x || SDNN (ms) 7+1 41 *k
RMSSD (ms) 943 2+1 ** | RMSSD (ms) 7+1 3+1 *ok
pNN6 (%) 29+2 1+1 *#x% | ONNG (%) 3615 543 *okx

Tabelle 9 Herzfrequenzvariabilitat: Ergebnisse in der Time Domain

TASK-17-Méuse zeigen eine deutlich geringere Gesamtvariabilitat (SDNN). Die Indikatoren
parasympathischer Aktivitdt (RMSSD und pNN6) sind hoch signifikant niedriger als bei den
TASK—l”"-Wurfgeschwistern. Mean NN: Mittelwert aller ,,normal-to-normal“-Intervalle), SDNN:
Standardabweichung aller ,normal-to-normal“-Intervalle, RMSSD: Quadratwurzel aus dem
Mittelwert der quadrierten Differenzen benachbarter NN-Intervalle, pNN6: prozentualer Anteil
aufeinanderfolgender NN-Intervalle, die mehr als 6 ms voneinander abweichen. n=6/6 , ** p <
0,002, *** p <0,0001

3.3.2.2 Frequency Domain

Die Analyse der Frequency Domain in den 12h-EKGs der hellen Phase ergab, dass TASK-
17"-M4use in allen der drei untersuchten Frequenzbereichen eine signifikant geringere
Leistung zeigten. Diese verringerte Gesamtleistung (Total Power in msz) zeigt in Uber-
einstimmung mit der reduzierten Standardabweichung aus der Time Domain eine glo-
bal reduzierte Herzfrequenzvariabilitdt an. Auch das Muster der Leistungsdichtespek-
tren unterschied sich zwischen den Genotypen. Die Leistung in der
Hochfrequenzbande (HF) war bei den TASK-17"-Tieren reduziert, wie in Abbildung 19
exemplarisch dargestellt. Fiir die quantitative Erfassung dieses Unterschieds Uber ei-
nen langeren Zeitraum wurden fir alle Parameter der Frequency Domain pro Tier min-

destens sechs 3-Minuten-Analysen pro 12 Stunden gemittelt. Es zeigte sich, dass die
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TASK-17"-M3use im Vergleich mit ihren Wurfgeschwistern neben der geringeren Ge-
samtleistung vor allem eine signifikant niedrigere Leistung in der Hochfrequenz-Bande
aufwiesen. Besonders deutlich wird dieses Ungleichgewicht, wenn man die Leistung in
Niedrigfrequenz- (LF) und Hochfrequenz-Bande (HF) in normierten GréRen ausdriickt.
Die normierte HF-Power, die Uberwiegend den parasympathisch gesteuerten Anteil
der Herzratenvariabilitdt reprasentiert, war bei den TASK-1-defizienten Mausen signifi-
kant reduziert. Die normierte LF-Power, welche unter Einfluss sowohl des sympathi-
schen als auch des parasympathischen Systems steht, war dagegen bei den TASK-17-
Mausen im Vergleich zu den Littermates signifikant erhoht. TASK-1-defiziente Mause
zeigen also im Vergleich zu genetisch unbeeintrachtigten Tieren eine reduzierte Herz-
ratenvariabilitat mit betonter Reduktion des parasympathischen Anteils. Das Verhalt-
nis LF/HF reflektiert die sympathovagale Balance in der HRV. TASK-17"-M3use wiesen
eine signifikant erniedrigte LF/HF-Relation auf, ein Ergebnis, das ebenfalls auf ein rela-
tives Ubergewicht des Sympathikus hinweist. Die Tabelle in Abbildung 20 zeigt die Er-

gebnisse der frequenzbezogenen HRV-Analyse im Detail.
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Abbildung 20 Herzfrequenzvariabilitat: Reprdsentative Leistungsdichtespektren der Frequenz-
analyse

Abgebildet ist die Analyse eines 3-Minuten-Segments des Langzeit-EKGs einer TASK-1""-Maus
(A) und einer TASK-17"- Maus (B). Das resultierende Spektrum wurde fir die Analyse in 3 Fre-
quenzbander unterteilt: Die ,Very Low Frequency” (VLF) von 0-0,15 Hz, die “Low Frequency”
(LF) von 0,15-1,5 Hz und die “High Frequency” (HF) von 1,5-5 Hz. Die Leistung in der LF leitet
sich sowohl von parasympathischer als auch von sympathischer Aktivitat ab, wahrend die HF
die parasympathisch gesteuerte Komponente der HRV reprasentiert. Wie in diesem Beispiel-
spektrum weisen TASK-17-Miuse eine deutlich niedrigere Leistung im Bereich der HF auf, was
auf eine verminderte parasympathische Komponente der Herzratenvariation hindeutet.

+/+
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Abbildung 21 Herzfrequenzvariabilitat bei TASK"*-und TASK-17"-M3usen: Grafische Darstellung
der Ergebnisse.

Analyse der Frequency Domain anhand telemetrisch aufgezeichneter 12-Stunden-EKG. a Die
Frequenzbdnder wurden auf die Bereiche VLF (0-0,15 Hz), LF (0,15-1,5 Hz) und HF (1,5-5 Hz)
festgelegt. TASK-17-Mzuse zeigten in allen drei Bereichen eine signifikant geringere Leistung.
b Darstellung der LF und HF normiert auf die Gesamtleistung abziiglich der VLF: Hier wiesen
die TASK-17"-Mause im Vergleich mit ihren TASK”*-Wurfgeschwistern einen signifikant héhe-
ren Wert fir die LF-Komponente und einen signifikant niedrigeren Wert fir die HF-
Komponente auf. ¢ Das Verhaltnis LF/HF war bei den TASK-1""-Tieren signifikant groRer. (n=
6/6, *p < 0,05, *** p < 0,0001)

3.4 Heart Rate Turbulence nach Myokardischimie

Die  Anzahl ventrikularer  Extrasystolen innerhalb der sechsstlindigen
Reperfusionsphase nach Myokardischamie variierte zwischen den Individuen von 1 bis
14. Drei Tiere wurden von der Auswertung ausgeschlossen, da sie kurze Zeit nach Ende
der Ischamiezeit verstarben, und somit fir diese Tiere keine mit dem Kollektiv ver-
gleichbare sechsstiindige EKG-Aufzeichnung zur Verfligung stand. Hierunter waren
zwei Knockout-Mause und eine Wildtyp-Maus. Es gab keinen Hinweis auf einen Unter-
schied zwischen TASK-1"*- und TASK-17"-M&usen hinsichtlich des Auftretens von vent-

rikularen Extrasystolen als Reaktion auf eine Myokardischamie.
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TASK-1*  TASK-1"

VES Couplets (n=5) (n=5)
TASK-1" VES 8#3,7 5+3,7 n.s.
(n=5)
1 9 1
2 6 0
3 5 0
4 6 0
5 14 2
TASK-17"
(n=5) Tabelle 10 Ventrikulare Extrasysto-
1 7 0 len nach Myokardischamie
2 5 0 Zwischen den Genotypen wurde
3 10 3 kein signifikanter Unterschied in der
4 1 0 mittleren Anzahl ventrikuldrer Extra-
5 5 0 systolen pro 6 Stunden gefunden.

Fir die beiden Parameter der Heart Rate Turbulence konnte kein statistisch signifikan-
ter Unterschied zwischen den Genotypen gefunden werden. Fir den Turbulence Onset
(TO) als Parameter fir die initiale Reaktion auf eine vorzeitige Ventrikelkontraktion
ergab sich fir die TASK-1 **_Mause im Mittel ein Wert von -1,8% bei einer Standard-
abweichung von + 0,67%. Die interindividuelle Spannbreite in dieser Gruppe lag zwi-
schen einem Turbulence Onset von minimal - 0,44% bis maximal - 4,16%. Alle Tiere
lagen somit bei einem TO < 0%, was einer normalen Reaktion entspricht.

Die TASK-1 7 Mause kamen im Mittel auf einen TO von — 0,39% bei einer Standardab-
weichung von 0,56%. Es fiel auf, dass fir drei der fiinf TASK-1 7 M3use ein TO > 0%
errechnet wurde, was einer Herzfrequenzverlangsamung (RR-Intervall-Verlangerung)
entspricht. Definitionsgemal gilt ein Wert von 0% als Cut-off zur Abgrenzung einer
normalen Reaktion mit einem TO < 0% von einer pathologischen Reaktion mit einem
TO > 0%. Anhand dieser Ergebnisse lasst sich also ein Trend ablesen, dass TASK-17" -

**_Miuse.

Mause haufiger einen pathologischen Wert fiir den TO aufweisen als TASK-1
Diese Beobachtung ist jedoch statistisch nicht signifikant.

Der mittlere Turbulence Slope (TS) normiert auf eine humane Standardfrequenz von 75
min lag im Mittel bei den Wildtyp-M&usen minimal und statistisch nicht signifikant
hoher als bei den TASK-1-defizienten Mausen. Zusammenfassend ergab sich aus der

Untersuchung der HRT somit kein sicherer Anhalt flir eine reduzierte

Baroreflexaktivitit bei TASK-1 7" -Mausen.
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Abbildung 22 Parameter der Heart Rate Turbulence bei TASK-1"*- und TASK-17"-Mausen nach
Myokardischamie.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen. Beim
Turbulence Onset lagen drei Knockout-Mause im pathologischen Bereich, wahrend die Wildty-
pen alle einen Wert im Normbereich aufwiesen. Fiir den TS wurden die RR-Intervalle auf 75
min™ normiert. ( Mittelwert + SD, n=5/5)
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4 Diskussion

4.1 Die funktionelle Rolle von TASK-1 fiir das Herz

4.1.1 Bedeutung von TASK-1 fiir das kardiale Aktionspotential

Neben den spannungs- und zeitabhangigen Kaliumauswartsstromen ly,, lxs und Iy, die
beim Aktionspotential das wesentliche Gegengewicht zum Natriumeinstrom bilden,
existiert an der Herzmuskelzelle ein weiterer weitgehend zeitunabhangiger, auswarts-
gerichteter (Hintergrund-) Kaliumstrom, der als Iy, bezeichnet wird [120]. Mitglieder
der K2P-Kanale scheinen fir diesen Hintergrundstrom, der im Patch-Clamp-Experiment
an Einzelzellen die Aktionspotentialdauer maRgeblich beeinflusst, eine entscheidende
Rolle zu spielen [5]. Dem TASK-1-Kanal wird in ventrikuldren Kardiomyozyten ein ent-
scheidender Beitrag zu Iy, zugesprochen [108], liber seine funktionellen Eigenschaften
im Tiermodell liefert diese Arbeit erste Erkenntnisse.

Frihere Arbeiten an isolierten Kardiomyozyten zeigen nach Hemmung von TASK-1
durch Pharmaka, pH-Veranderungen oder PAF eine Verlangerung des kardialen Akti-
onspotentials und das Auftreten von frihen Nachdepolarisationen (early
afterdepolarizations) [9, 14, 108]. Diese Feststellungen weisen auf eine Rolle von TASK-
1 fur die kardiale Repolarisation hin und sprechen TASK-1 einen potentiellen Beitrag
zur Entstehung von Herzrhythmusstorungen zu. Einen Interessanten Ansatz stellt ins-
besondere die Tatsache dar, dass mit einer Erniedrigung des pH-Werts beziehungswei-
se mit dem Mediator PAF, Indikatoren zellularen Energiemangels TASK-1 als Zielstruk-
tur zu nutzen scheinen um die Entstehung von Arrhythmien zu beglinstigen. Bei einer
chronischen oder akuten ischamischen Herzerkrankung gelten gehauft auftretende
ventrikuldre Extrasystolen und ventrikulare Tachykardien als Risikopradiktoren fir den
weiteren Krankheitsverlauf.

Barbuti et al konnten zeigen, dass PAF den TASK-1-Kanal blockiert und tber eine Zu-
nahme der Aktionspotentialdauer mit Arrest in der Plateauphase zu friihen
Nachdepolarisationen fihrt [9]. Unsere Ergebnisse im Tiermodell stiitzen mit einer
verlangerten Aktionspotentialdauer bei TASK-17"-M3usen die Hypothese, dass der Ka-

liumhintergrundstrom durch TASK-1 auch im Tiermodell eine physiologische Rolle in
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der Regulation der Aktionspotentialdauer hat. Er ware somit zum Beispiel als Zielstruk-

tur fir Medikamente zur Pravention von Arrhythmien denkbar.
4.1.2 Verlangerte kardiale Repolarisaton bei TASK-17"-Miusen (APD und QT,)

In Studien an der Langendorff-Apparatur konnte unsere Arbeitsgrupe bereits eine Ver-
langerung der Aktionspotentialdauer (APDgy) fiir die isolierten TASK-17"-Herzen de-
monstrieren. [36]. Diese APD-Verlangerung durch Wegfall des TASK-1-Kanals war be-
sonders ausgepragt bei niedriger Stimulationsfrequenz, also langerer Zykluslange, und
wahrend des spontanen Rhythmus [36]. Eine umgekehrte Proportionalitat von APD
und Frequenz bestand in unseren Experimenten bei allen Organen, so dass anzuneh-
men ist, dass dies ein generelles Phanomen in beiden Genotypen darstellt. Dies steht
in Einklang mit kiirzlich auch an menschlichen und an Kaninchen-Kardiomyozyten ge-
fundenen Beobachtungen zum Einfluss verschiedener, die APD modifizierender
Pharmaka, und unterstiitzt die Hypothese, dass es in allen Spezies eine positive Bezie-
hung zwischen APD und Herzzykluslange gibt, die auf den intrinsischen Eigenschaften
der kardialen Zellmembran beruht [7, 8].

In unseren Untersuchungen zeigte sich die verlangerte APD der TASK”-Herzen bei
niedrigen  Herzfrequenzen besonders prononciert. Die  Messungen der
monophasischen Aktionspotentiale untermauern einen Beitrag von TASK-1 zur kardia-
len Repolarisation und die Arbeitsgruppe konnte zum ersten Mal zeigen, dass die Be-
obachtungen an isolierten Kardiomyozyten sich auch auf das gesamte Organ Ubertra-

gen lassen.

Es wurde in anderen Studien bereits gezeigt, dass die volatilen Anasthetika Halothan
und Isofluran TASK-1 in Neuronen aktivieren und somit zu einer Hyperpolarisation der
neuronalen Membran flhren. Diese Eigenschaft lasst vermuten, dass TASK eine wichti-
ge Zielstruktur fur die Wirkung von Narkosegasen darstellt [69, 98]. Isofluran kdnnte
analog auch die kardialen TASK-1-Kanadle beeinflussen und zu einem vermehrten Kali-
umausstrom mit resultierender Hyperpolarisation fiihren. Daher scheint Isofluran kein
geeignetes Andsthetikum, um TASK-1*"* Tiere mit TASK-1 7" M&usen zu vergleichen. Es
wurde stattdessen fir die vergleichende Analyse der Oberflachen-EKGs eine Sedierung

mit Ketamin/Xylazin gewahlt, fir die es bisher keinen Hinweis auf einen Effekt auf K2P-
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Kanale gibt. Studien zeigen zwar, dass Ketamin den ATP-abhangigen Kaliumkanal (Katp)
an isolierten Ratten-Kardiomyozyten hemmt und Nebenwirkungen auf das Herz-
Kreislaufsystem hat [63], dieser Effekt sollte jedoch bei beiden Genotypen den gleichen
Einfluss ausuben.

Die Herzfrequenz bei den sedierten Mdusen war im Wesentlichen vergleichbar mit der
Frequenz, die die nicht sedierten Mduse wahrend ihrer Ruhephasen in den telemetri-
schen 24-Stunden-EKGs zeigten. Die etwas niedrigere Frequenz wahrend der Sedierung
ist neben moglichen bradykardisierenden Effekten des Xylazins auch konsistent mit
den Beobachtungen anderer Studien, dass die Herzfrequenz bei Mdusen mit implan-
tiertem Transmitter generell etwas hoher ist als bei Mausen ohne diesen Eingriff [136].
Fir die Berechnung der korrigierten QT-Zeit (QT.) wurde die Formel nach Mitchell ver-
wendet, die einer fir das murine EKG modifizierten Bazett-Formel entspricht. Sie un-
terscheidet sich von dieser durch eine Normierung des jeweilige RR-Intervalls auf ein
fir die Spezies Maus anzunehmendes, durchschnittliches RR-Intervall von 100 ms [87].
Die frequenzkorrigierte QT-Zeit war bei den TASK-17"-Tieren signifikant langer als bei
den Kontrollmausen. Dieses Ergebnis weitet also die vermutete Signifikanz von TASK-1
fir die kardiale Repolarisation auf eine dritte Ebene aus. Fiir die Messergebnisse an
Einzelzelle und Organ in-vitro kann mit der verlangerten QT-Zeit auch eine Entspre-
chung in-vivo gefunden werden. Bestatigt werden die Daten durch eine kiirzlich verof-
fentlichte Studie derselben Knockout-Maus von Decher et al, die ebenfalls eine verlan-
gerte QT. und eine verlangerte APD beschreibt [33].

Interessanterweise ist der Zusammenhang von verlangertem MAP und verlangerter
QTc-Zeit im EKG keineswegs obligat, und lasst auch keinen Rickschluss auf die klini-
sche Relevanz zu. Das Mausmodell fir das Jervell-und-Lange-Nielsen-Syndrom bei-
spielsweise ist charakterisiert durch eine normale APD in isolierten KCNQl'/’-Herzen,
aber eine Verlangerung der frequenzkorrigierten QT-Zeit im EKG. Die EKG-
Veranderungen bei JLNS scheinen also auf extrakardiale Effekte zurtickzufiihren sein.
Beim TASK-17"-Mausmodell dagegen scheinen die Verdanderungen in der Repolarisation
durch die kardiale TASK-1-Defizienz und nicht durch extrakardiale Effekte bedingt zu
sein. Zudem konnte in unserer [36], und spater auch in einer zweiten unabhangigen
Studie der Knockout-Maus [33] keine signifikant veranderte Expression anderer kardia-

ler lonenkanéle gefunden werden. Eine Tatsache, die dafir spricht, dass die verlanger-
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te APD und QT.-Zeit tatsachlich der Abwesenheit von TASK-1 geschuldet ist. Zur Dis-
kussion steht noch, welche Rolle die Expression von TASK-1 im murinen Reizleitungs-
system [42] fur die Verdanderungen im Oberflaichen-EKG bei TASK-1-Knock-Out—
Mausen spielt. Decher et al vermuten, auch vor dem Hintergrund der von ihnen gefun-
denen Abweichung des QRS-Komplexes bei TASK-l'/', dass die substantielle Verlange-
rung der QT.-Zeit nicht allein durch die veranderte APD in den ventrikuldren
Kardiomyozyten zu erkldren ist, sondern dass zusatzliche eine vom Wildtyp abwei-
chenden Erregungsausbreitung Uber die Ventrikel hierzu beitragt [33]. Um in dieser
Frage weiterzukommen, misste man die Erregungsausbreitung der Langendorff-
perfundierten und am AV-Knoten stimulierten Herzen vergleichen. Eine relativ neue
und vielversprechende Methode zur Darstellung der zeitlichen und raumlichen Erre-
gungsausbreitung und -rickbildung ist die optische Erfassung der elektrischen Potenti-

alanderungen auf Grundlage spannungsensitiver floureszierender Farbstoffe [66].

4.1.3 TASK-17-Miusen zeigen hohere mittlere Herzfrequenzen als ihre Wurfge-

schwister

Neben der verlangerten QT-Zeit fiel in den Oberflachen-EKGs der TASK-1-Knockout-
Mause eine signifikant hohere Herzfrequenz auf. Zwar unterlagen alle Tiere wahrend
der Aufzeichnung den gleichen Bedingungen, trotzdem handelt es sich bei den 70 aus-
gewerteten Schlagen nur um eine Momentaufnahme. Um die Herzfrequenzunter-
schiede zu verifizieren und zu quantifizieren wurden daher telemetrisch abgeleitete
EKGs nach einem standardisierten Schema ausgewertet. So wurde gewahrleistet, dass
ein tatsachlich reprasentatives Ergebnis fiir die Frequenzen der Versuchstiere gemes-
sen wurde. Es zeigte sich im Vergleich der Genotypen, dass die TASK-1"" auch wihrend
der 24 Stunden-EKG-Aufzeichnung eine signifikant hohere mittlere Herzfrequenz auf-
wiesen. Somit bestatigte sich der in der kurzfristigen Oberflachen-Elektrokardiographie
und auch wahrend der Echokardiographie gefundene Unterschied der mittleren Herz-
frequenz auch Uber die langfristige Betrachtung.

Der Unterschied bestand sowohl wahrend Phasen der Inaktivitat, als auch wahrend der
aktiven Nachtphase. Da die Streuung in den beiden Gruppen nicht signifikant differier-
te, kann man ausschlielRen, dass individuelle AusreiRer das Ergebnis malRgeblich beein-

flusst haben. Keiner der Tiere wich wahrend der Aufzeichnung vom Sinusrhythmus ab,
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so dass intermittierende AV-Blocke oder irregulare Tachykardien nicht verantwortlich
gemacht werden kénnen. Um mehr Uber das Zustandekommen dieses hoheren Mit-
telwerts zu verstehen, wurden zusatzlich die minimalen und maximalen Herzfrequen-
zen evaluiert, die die Mause lber den Zeitraum von 24 Stunden zeigten. Interessan-
terweise zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied, das heif3t, TASK-17"-M3use
erreichten in Ruhephasen dhnlich niedrige und in Phasen korperlicher Aktivitat oder

+/+

physischen Stresses dhnlich hohe Frequenzwerte wie die TASK-1""-Mause. In einem
anderen Teilprojekt unserer Arbeitsgruppe konnte diese Beobachtung durch EKG-
Ableitungen wahrend physischen Stresses durch Schwimm- und Laufbandbelastung
bestatigt werden. Die maximal erreichte Herzfrequenz differierte hier wahrend der
Belastung nicht zwischen den Genotypen und die Tiere erreichten die gleichen Belas-
tungsstufen [36]. Die kurzfristige maximale Rekrutierung des Sympathikus zur Fre-
guenzsteigerung bei physischem Stress ist also intakt. Bei Sympathikusaktivierung
scheint die TASK-1-Defizienz weniger zum Tragen zu kommen als unter Ruhebedingun-
gen. Unterstitzt wird diese Annahme durch ein Ergebnis unserer Untersuchungen an
Langendorff-perfundierten Herzen, bei denen die signifikant verlangerte APD der
TASK-17"-M3use ab einer Pacing-Frequenz von 600/min nicht mehr nachweisbar war
[36]. Auch Decher et al fanden, dass nach Isoprenalininjektion die Oberflachen-EKGs
der TASK-17" -Tiere kaum von denen der Wildtypen differierte, und dass die signifikan-
te QTc-Verlangerung dann nicht mehr nachweisbar war [33].

Weil die signifikant hohere mittlere Herzfrequenz der TASK-1-defizienten Mause ihre
Ursache in einer veranderten autonomen Regulation haben kénnte, wurden anhand
der Langzeit-EKGs die Parameter der HRV analysiert. Die Herzratenvariabilitat wird
durch das komplexe Zusammenspiel von sympathischen und parasympathischen Ein-
flissen auf die Herzfrequenz bestimmt und kénnte daher einen Erklarungsansatz fir
die hoheren Herzfrequenzen der TASK-17"-Miuse bieten. Eine alternative Erklarung fur
eine hohere Herzfrequenz ware auf Organ- beziehungsweise Einzelzellebene zu su-
chen. Theoretisch ist als Ursache fiir eine gesteigerte Herzfrequenz ohne Abweichung
vom Sinusrhythmus auch ein verdandertes kardialer Reizleitungssystem oder eine er-
hohte Erregbarkeit an der myozytdren Membran denkbar. Gegen diese Theorien
spricht allerdings, dass denervierte Langendorff-perfundierte TASK—1'/'—Herzen, im Ver-

gleich mit TASK-1+/+-Herzen, keinen Unterschied in der nativen Schlagfrequenz aufwei-
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sen [36]. AuBerdem werden nach den bisherigen Erkenntnissen die Erregungsvorgange
an der Membran durch den fehlenden Kanal eher verlangsamt (siehe vorangehende
Abschnitte). Das indiziert, dass die wahrscheinlichste Erklarung in der Modulation des

Sinusknoten durch das autonome Nervensystem zu suchen ist.
4.1.4 Veranderte Herzfrequenzvariabilitat bei TASK-17"-M3usen

Die Analyse der Herzfrequenzvariabilitat (HRV) wird in der kardiovaskularen Forschung
haufig zur Funktionsbeurteilung des autonomen Nervensystems eingesetzt. Sie stellt
eine wenig invasive Methode zur Evaluation der sympathovagalen Balance auf
sinuatrialem Level dar. Fir den Menschen existiert schon seit 1996 eine Leitlinie der
europaischen Gesellschaft flr Kardiologie zur standardisierten Messung und Interpre-
tation der HRV [78]. In Deutschland hat die Gesellschaft fiir Arbeitsmedizin und Um-
weltmedizin das Thema systematisch aufgearbeitet und eine Leitlinie zur Anwendung
und Methode der HRV in der Arbeitsmedizin herausgegeben [102]. Die HRV-Analyse
bei Mausen stellt den Untersucher aufgrund einer enorm hohen Herzfrequenz und
haufig auftretender Artefakte vor einige Schwierigkeiten. Eine kirzlich erschienene
Arbeit stellt systematisch die bisherigen Uberlegungen zur Analyse der HRV bei M&u-
sen zusammen und schldgt ein standardisiertes Protokoll flir die Langzeitmessung vor
[127]. Analog zum Menschen gibt es somit mittlerweile auch fiir die Maus anerkannte
Parameter, um das komplexe Zusammenspiel von Sympathikus und Parasympathikus
in der Herzfrequenzvariabilitat zu erfassen. Daher bot sich die Analyse von Time Do-
main und Frequency Domain in Anlehnung an diese Leitlinie an, um zu klaren, ob die
TASK-17"-M3use ein anderes Muster autonomer Regulationseinfliisse zeigen als ihre
TASK-1"*-Wurfgeschwister.

Die Standardabweichung der RR-Intervalle in der Zeitbereichsanalyse (SDNN) und die
Gesamtleistung in der Frequenzanalyse (Total Power), zwei Parameter, die beide die
Gesamtheit autonomer Variabilitat reflektieren [78], waren bei den TASK-17"-M3usen
signifikant reduziert. Dieses Ergebnis deutet auf eine limitierte Modifikation der Herz-
frequenz durch das autonome Nervensystem bei TASK-1-defiziente Mausen hin. Auch
wenn die Mause wie oben erwdhnt die gleiche Spannbreite von Herzfrequenzen errei-
chen konnen, scheint liber einen Zeitraum von 12 Stunden gesehen, gegeniiber den

Kontrollmdusen ein starreres Frequenzmuster vorzuherrschen. Zwei weitere Parame-
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ter der Time Domain waren bei TASK-17"-Tieren signifikant reduziert: Die Quadratwur-
zel aus dem Mittelwert der quadrierten Differenzen sukzessiver NN-Intervalle (RMSSD)
und der prozentuale Anteil aufeinanderfolgender NN-Intervalle, die mehr als 6 ms
voneinander abweichen (pNN6). Dies sind GroRRen, die den vagalen Einfluss auf die
Herzfrequenz widerspiegeln. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen aus der
Frequenzanalyse. Hier wurde fir die TASK-17"-Maus im Vergleich zu den Kontrollmau-
sen ein niedrigerer Wert fiir die normierte Leistung in der High Frequency-Bande (HF,,)
und ein hoherer Wert fir die normierte Leistung in der Low Frequency-Bande (LF,,)
gefunden. Die HF-Komponente des Spektrums konnte in Experimenten mit autonomen
Manovern, wie elektrischer vagaler Stimulation beziehungsweise
Muskarinrezeptorblockade und operativer Vagotomie, eindeutig den parasympathi-
schen Efferenzen zum Sinusknoten zugeordnet werden [1, 81, 105]. Die LF-
Komponente interpretieren viele Wissenschaftler als Marker der sympathischen Mo-
dulation [57, 81]. Fiir andere ist die LF ein Parameter, der unter Einfluss des sympathi-
schen und aber auch des parasympathischen Systems entsteht [1]. Die Relation der
Leistungen in LF und HF wird allgemein als Abbild der sympathovagalen Balance be-
trachtet [78]. Der Quotient LF/HF war bei den TASK-1-Knockout-Mausen erhoht. Die
TASK-1-defizienten Mduse weisen also ein verandertes HRV-Muster im Sinne eines
reduzierten vagalen Einflusses mit relativem Ubergewichts des Sympathikotonus auf.

Diese Veranderungen kdnnen auch die hohere mittlere Herzfrequenz erklaren.

Nicht die TASK-1-Defizienz im Kardiomyozyten oder im zelluldaren Reizleitungssystem
scheint fir die veranderte Herzfrequenz verantwortlich, sondern tUbergeordnete regu-
latorische Strukturen mussen durch das Fehlen von TASK-1 beeintrachtigt sein.

Der Mechanismus der vagalen Frequenzmodulation auf sinuatrialer Ebene ist gut ver-
standen. Er wird durch Acetylcholin-aktivierte Kaliumkanale vermittelt, die sowohl
beim Menschen als auch bei kleinen Sdugetieren wie der Maus reichlich in der Sinus-
knotenregion vorhanden sind [22]. Auch fiir die sympathische, durch die Nn. cardiaci
vermittelte, Modulation sind im Sinusknoten entsprechende Zielstrukturen identifi-
ziert. Die, fur das Schrittmacherpotential verantwortlichen HNC-Kanile
(hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated cation channel) werden direkt

durch intrazelluldres cAMP aktiviert [35]. In dem Zusammenhang interessant ist auch
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die kiirzlich gewonnene Erkenntnis, dass der Kanal, im Vergleich zur paranodalen Regi-
on, zumindest im humanen Sinusknoten kaum exprimiert wird [22]. Ubereinstimmend
hiermit kommt unserer Arbeitsgruppe bei ihren invasiven elektrophysiologischen Un-
tersuchungen der TASK-17"- und TASK-1** -Mé&use zu dem Ergebnis, dass zwischen den
Genotypen keine Unterschied in der Refraktdrzeit des Sinusknotens (SNRT), den
atrioventrikuldren Uberleitungszeiten und der Refraktirzeit des AV-Knotens gibt [100].
Auf dieser Ebene scheint TASK-1 also keine Rolle fiir die autonome Regulation der
Herzfrequenz zu spielen. Fir die immunhistochemische Untersuchung der exakten
zellularen Lokalisation von TASK-1 am Herzen der verschiedenen Spezies ist allerdings
noch einige Forschungsarbeit zu leisten. Die kommerziell erhaltlichen Antikdrper zur
Markierung des Kanals fiir Western Blot und immunhistochemische Farbung weisen
zudem eine ungeniigende Spezifitat fir den TASK-1-Kanal auf. In unserer Arbeitsgrup-
pe wurden drei verschiedene Antikorper der Firmen Chemicon [86], Santa Cruz [114]
und Aviva Systems [4] getestet. Sowohl die Protein-Expression im Western Blot als
auch das Muster in der Floureszenzfarbung war bei den TASK-17"-Méusen identisch zu
denen bei Wildtyp-Mausen [36]. Zu diesem Ergebnis kommen auch Aller et al unter
Verwendung anderer kommerzieller Antikérper (Alomone Labs und Sigma) [2].

Die Ubergeordneten Zentren, die im vegetativen Nervensystem an der Integration von
afferenten Signalen und der Steuerung der efferenten Aktivitat beteiligt sind, befinden
sich hauptsachlich in Medulla oblongata und im Hypothalamus. Kerngebiete in der
Medulla oblongata steuern die Grundaktivitat des Sympathikus, eine Funktion, die eng
mit der ebenfalls hier gesteuerten Kreislaufhomoostase verbunden ist [118]. In genau
diesen Kerngebieten der ventrolateralen Medulla oblongata (VLM) wird auch TASK-1
exprimiert [12, 131]. TASK-1 scheint hier zur Chemosensitivitat der Atmungsregulation
beizutragen. Der Kanal kdnnte die exzitatorischen Effekte vieler Transmitter, wie Sub-
stanz P oder Serotonin, sowie die Effekte von pH-Anderungen auf die Neuronen iiber-
tragen [64, 131]. Eine Arbeitsgruppe konnte die Prasenz von TASK-1 in spezifischen
Neuronen der rostralen VLM von Ratten nachweisen. Diese Entdeckung indiziert, dass
der Kanal zur Regulation des sympathisch vermittelten Vasomotorentonus beitragen
konnte [131]. Hier ergibt sich also ein Erkldrungsansatz fir die reduzierte Herzfre-
guenzvariabilitat bei TASK-17"-M3usen. Die sympathovagale Imbalance mit reduzierter

Vagusrekrutierung und/oder erhéhtem Sympathikotonus kénnte mit der fehlenden
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Expression von TASK-1 in den Neuronen der Medulla oblongata dieser Mause zusam-

menhangen.

4.1.5 Abgeschwichter Baroreflex bei TASK-1-Defizienz ? - Indirekte Abschdtzung

der Baroreflexsensitivitat durch Messung der Heart Rate Turbulence

Das komplexe Zusammenspiel von Sympathikus und Parasympathikus bei der kurzfris-
tigen Herzfrequenzregulation steht unter standigem Einfluss reflektorischer Feedback-
schleifen. Vor allem der Baroreflex spielt bei der Adjustierung der beiden Gegenge-
wichte eine groRe Rolle [80]. Die Herzfrequenzturbulenz (HRT) nach ventrikularer
Extrasystole gilt als nicht-invasive Alternative zur Messung der Baroreflexsensitivitat
[73] und stellt somit einen weiteren Marker des autonomen Tonus dar. Im Gegensatz
zur HRV, die vor allem Ausdruck tonischer vagaler beziehungsweise sympathischer
Aktivitat ist, beschreibt die HRT eine reflektorische Aktivitdit des ANS. Bei post-
Myokardinfarkt-Patienten wurde eine starke Korrelation zwischen HRV und HRT ge-
funden, wobei diese Korrelation vor allem fiir den Parameter Turbulence Slope (TS)
besteht [29, 95]. Es war daher interessant, diese sich erganzenden Messungen auf die
TASK-1-defizienten Mduse anzuwenden. Zudem hatten vorangehende Ergebnisse der
Arbeitsgruppe zur kardialen Phanotypisierung der TASK—l'/'—Maus, Hinweise auf einen

*_Mause

moglicherweise abgeschwiachten Baroreflex erbracht. Wahrend die TASK-1
auf Epinephrininjektion die charakteristische Reaktion eines Herzfrequenzabfalls zeig-
ten, die vermutlich durch Barorezeptorstimulation mit nachfolgender Erregung vagaler
Kardiomotorneuronen im Nucleus ambiguus der Medulla oblongata zurilickzufiihren ist
[60], blieben die TASK-1-defizienten Maduse nach Injektion gleicher Mengen Epinephrin
auf hohem Frequenzniveau [36].

Sowohl der afferente Schenkel als auch der efferente Schenkel des Baroreflexes laufen
Uber Nervenbahnen des autonomen Nervensystems, welches bei den TASK-17-
Mausen nach den Ergebnissen der HRV-Analyse hinsichtlich der Herzfrequenzmodula-
tion beeintrachtigt zu sein scheint. Der afferente Schenkel lauft tiber parasympathische
Fasern von den Barorezeptoren in Karotissinus und der Aorta zum Nukleus tractus
solitarii im Hirnstamm. Der efferente Schenkel nimmt seinen Ursprung im primaren

Kernzentrum zur Steuerung der sympathischen Aktivitdt in der ventralen Medulla

oblongata (VLM), aber auch im parasympathischen Nucleus ambiguus [20]. Ein abge-
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schwachter Baroreflex konnte also theoretisch an jeder Stelle des Regelkreises von den
Barorezeptorkorpern bis zum Effekt am Sinusknoten bedingt sein. Wenn die TASK-1-
Defizienz als Grundlage fiir einen abgeschwachten Baroreflex in Erwdgung gezogen
wird, zielt der erste Uberlegungsansatz jedoch auf eine Beeintrichtigung des efferen-
ten Schenkels im Hirnstamm, da TASK-1 genau dort in den sympathischen Kerngebie-
ten der ventralen Medulla oblongata und im parasympathischen Nucleus ambiguus
[131] exprimiert wird.

In dieser Arbeit konnte bei der indirekten Beurteilung der Reflexaktivitat, durch Mes-
sung der HRT bei TASK-l'/'-Méusen, kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe
gefunden werden. Die Vermutung eines eingeschriankten Baroreflexes bei TASK-1-
Defizienz konnte somit nicht untermauert werden. Allerdings ist zu bericksichtigen,
dass die Messungen an EKGs durchgefiihrt wurden, die unmittelbar nach einer Myo-
kardischdamie aufgezeichnet wurden. Dies gewahrleistete zwar, dass innerhalb des
Messzeitraums ventrikuldare Extrasystolen auftraten, um die Parameter der HRT be-
stimmen zu konnen, schrankt jedoch die Aussagekraft der Ergebnisse ein. Zum Zeit-
punkt der Aufzeichnung unterlag die HRT durch die Myokardischamie beziehungsweise
die Reperfusion so starken Einflussfaktoren, dass die TASK-1-Defizienz in den Hinter-
grund treten konnte. Die autonome kardiale Modulation ist nach einem akuten Herzin-
farkt oft dramatisch reduziert, eine Reduktion, die stark mit der kardiovaskularen Mor-
talitdat korreliert [116]. Gerade diese Tatsache macht ja die HRV und HRT zu
geschatzten Risikopradiktoren nach Myokardinfarkt. Die Versuchsmause unterlagen
den identischen Bedingungen einer Myokardischamie und eine reduzierte HRT war
demnach zu erwarten. Man kann eher davon ausgehen, dass man mit der HRT in die-
sem Versuchsaufbau die additive Auswirkung einer TASK-1-Defizienz auf die durch die
Myokardischamie ohnehin reduzierte HRT misst. Darliber hinaus trat in unseren Versu-
chen nicht bei allen Mausen eine ausreichende Anzahl an VES auf, um eine verlassliche
Messung der HRT zu gewahrleisten. Bauer et al schlagen hierfiir eine Anzahl von mehr
als 5 VES vor. Bei Verwendung von weniger VES zur Berechnung Uberlagern andere
Einflussfaktoren wie Atmung und koérperliche Aktivitat das Reaktionsmuster [10].

Die Arbeitsgruppe untersuchte die HRT anschlieRend noch in einem alternativen Ver-
suchsaufbau, in dem die lberlagernden Einflussfaktoren nicht vorlagen. Bei der HRT-

Analyse nach elektrisch Gber einen transvenosen Katheter induzierten VES konnte un-
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sere Arbeitsgruppe eine signifikant verringerte TO bei TASK-17-Méusen zeigten [100].
Um die basale Baroreflexsensitivitit der TASK-17-Méause ohne kiinstlichen Eingriff in
das Herzkreislaufsystem zu bestimmen waren alternative Methoden zu bevorzugen.
Eine kurzlich veroffentlichte Studie stellt zum Beispiel eine Methode vor, mit der die
spontane BRS bei Miusen abgeschitzt werden kann. Ahnlich der Methode zur tele-
metrischen EKG-Aufzeichnung wird bei den Tieren hierfiir eine invasive Langzeit-
Blutdruckmessung durchgefiihrt und die Blutdruckschwankungen werden mit der
Herzfrequenz in Beziehung gesetzt. Interessanterweise fanden die Untersucher eine
deutliche Dominanz des Parasympathikus in der baroreflektorisch vermittelten Herz-
frequenzvariation. Die BRS konnte durch Injektion von Atropin merklich abgeschwacht
werden [67]. Diese Messungen bei TASK-1-defizienten Mausen durchzufiihren, bei
denen nach den Ergebnissen dieser Arbeit ein reduzierter Vagotonus vorliegt, ware ein
nachster Schritt um die Auswirkung der TASK-1-Defizienz auf die autonome Herzfre-

guenzvariation zu erforschen.

4.2 Die Maus als Untersuchungsmodell

Neben dem Streben nach Verstdandnis der physiologischen Grundlagen bis auf die mo-
lekulare Ebene, ist vor allem der potentielle Beitrag zu Arrhythmogenese ein haufig
genannter Motivationsgrund zur Erforschung der kardialen lonenkandle. Man erhofft
sich, das Risiko fur den plotzlichen Herztod besser einschatzen zu konnen oder Ziel-
strukturen flr antiarrhytmische Medikamente zu finden. Die Maus ist verstandlicher-
weise ein beliebtes Modell zur Erforschung elektrophysiologischer und molekularer
Grundlagen der Herzfunktion. Aber sind die elektrophysiologischen Vorgange Uber-

haupt mit denen beim Menschen vergleichbar?

Strukturell sind die Erregungsleitungsbahnen im Mauseherzen, bestehend aus Sinus-
knoten, AV-Knoten, His-Blindel und Purkinje- Fasern, denen groRerer Sdugetiere, wie
auch denen beim Menschen, sehr dhnlich [110]. Auch gibt es bei Maus und Mensch
eine groRe Ubereinstimmung der kardialen lonenkanile und der zugehérigen lonen-
strome wahrend des Aktionspotentials. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass
die quantitative Bedeutung einiger lonenstrome zwischen den verschiedenen Spezies

variiert [90, 91, 106]. Im Sinusknoten beispielsweise ist zwar die Expression einiger
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Schlissel-lonenkandle durchaus vergleichbar, andere wichtige Kandle werden beim
Menschen aber in sehr viel geringem Ausmald exprimiert als bei der Maus [82]. Wenn
man bedenkt, dass die normale Herzfrequenz des Menschen bei 70 und die der Maus
bei 400 bis 800 Schldagen pro Minute liegt, verwundern diese Unterschiede nicht. Die
Morphologie des Aktionspotentials weist bei der Maus einen augenscheinlichen Unter-
schied auf. Es fehlt die typische Plateauphase, die beim menschlichen Aktionspotential
durch die Leitfahigkeit der Kalziumkanale vom L-Typ getragen wird. Zudem ist das
murine Aktionspotential deutlich kiirzer. Die APDgy, entsprechend der Dauer eines
monophasischen Aktionspotentials (MAP) bei 90 prozentiger Repolarisation, wird in

der Literatur mit 25-60 ms angegeben.

Die Unterschiede in der kardialen Elektrophysiologie bei Maus und Mensch fiihrt oft zu
der Frage, ob die Maus ein brauchbares Modell fiir Untersuchungen zur
Arrhythmogenese und den Ursachen des plotzlichen Herztodes darstellt. Neuere Un-
tersuchungen konnten jedoch zeigen, dass der rdumliche und zeitliche Ablauf der De-
und Repolarisation des murinen Herzens qualitativ gleichartig zum Erregungsablauf des
menschlichen Herzens ist. Wie beim Menschen werden auch im Mauseherzen zu-
nachst die endokardialen, dann die epikardialen Anteile der Herzspitze und zuletzt die
Herzbasis depolarisiert. Die zuletzt erregten Anteile werden anschliefend zuerst
repolarisiert, entsprechend einer Repolarisationssequenz: Herzbasis vor Herzspitze
und Epikardium vor Endokardium [74]. Die APD zeigt beim murinen ebenso wie beim
humanen Aktionspotential eine deutliche regionale Dispersion im Vergleich
endokardialer und epikardialer Schichten [6, 62, 74]. Durch die fortschreitende Ent-
wicklung im Bereich der Genforschung ist das genetisch verdnderte Mausmodell eine
weitverbreitete und anerkannte Methode, um die funktionelle Rolle von Genen im
Organismus, speziell im kardiovaskuldaren System, aufzuklaren. Einige Beispiele zeigen,
dass der Transfer von ,Maus zu Mann“ durchaus gezogen werden kann [23]. Es gelang
zum Beispiel, ein Mausmodell fiir das Jervell-und-Lange-Nielsen-Syndrom zu erzeugen,
das sowohl in Geno- als auch in Phanotyp homolog zum Menschen ist [21]. Eine For-
schergruppe aus Belgien und den Niederlanden entwickelte ein Mausmodell fir die
dominante Form des erblichen Long-QT-Syndroms. Durch die sogenannte Knock-in-

Technik wurde exakt die bei den Patienten vorliegende Deletion im myokardialen Kali-
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umkanal ins Genom der Tiere integriert. Heterozygote Tiere zeigen analog zu den be-
troffenen Patienten die typischen elektrophysiologischen und klinischen Charakteristi-
ka mit verlangerter QT-Zeit, spontanem Auftreten von ventrikularen Rhythmusstorun-
gen und erhéhtem Risiko fiir einen plétzlichen Herztod [34].

Gleichzeitig haben sich in letzter Zeit auch die labortechnischen Méglichkeiten zur Auf-
zeichnung und Analyse des Herzzyklus und der Vitalparameter bei Mausen verbessert.
Dies fuhrt dazu, dass man beim Menschen anerkannte Analysemethoden - wie die
HRV-Analyse - zunehmend besser zur Erforschung des kardialen Phanotyps transgener

Mause einsetzen kann.

4.2.1 TASK-1in Maus und Mensch

Die Ergebnisse unabhangiger Forschungsgruppen sprechen fiir eine relevante kardiale
Expression von TASK-1 sowohl bei Mausen und Ratten [37, 59, 68, 75], als auch bei
Menschen [37, 83]. Weniger Klarheit herrscht allerdings in der Frage nach der spezies-
spezifischen relativen Verteilung von TASK-1 in Vorhofen und Ventrikeln. Im quantita-
tiven Vergleich der TASK-1-RNA-Expression in Vorhof- und Ventrikelmyokard konnten
im murinen Ventrikel signifikant héhere Expressionslevel detektiert werden [36, 56]. In
menschlichen Biopsien dagegen wurde eine TASK-1-Expression vor allem im Vorhof
und weniger in den Ventrikeln nachgewiesen [38, 72]. Diese Diskrepanz konnte entwe-
der in den speziesspezifischen Unterschieden begriindet sein, oder mit einer Down-
Regulation der Kanalexpression unter pathologischen Bedingungen zusammenhangen,
da die Proben ventrikuldrer Kardiomyozyten bei den Untersuchungen aus einem Pati-
entengut mit terminaler Herzinsuffizienz stammten.

Wie auch immer die exakte regionale Verteilung von TASK-1 im murinen und im hu-
manen Herzen sein mag, gibt es, beziglich der funktionellen Rolle von TASK-1, aktuell
erste Erkenntnistransfers vom Mausmodell in die klinische Forschung. Limberg et al
konnten den lonenstrom durch TASK-1 in menschlichen Kardiomyozyten des rechten
Vorhofs quantifizieren und gehen davon aus, dass las.1 dort, analog zu den Vorgangen
in murinen ventrikuldren Kardiomyozyten, die Aktionspotentialdauer beeinflussen
kann. Die Gruppe sieht in TASK-1 eine mogliche pharmakologische Zielstruktur zur Pra-

vention und Behandlung von Vorhofflimmern [72]. Diese Erkenntnis basiert also auf

84



Diskussion

den zahlreichen Studien, die zuvor in kleineren Sdugetieren und vor allem auch in der
TASK-1-Knockout-Maus durchgefiihrt wurden.

Die Verfligbarkeit dieses und anderer Tiermodelle wird dazu beitragen, weitere
pathophysiologische Erkenntnisse Uber kardiovaskuldre Erkrankungen zu gewinnen.
Zudem konnen sie es ermogliche, Studien Uber das therapeutische Potential von be-
kannten oder neu entwickelten Substanzen durchzufiihren, bevor diese beim Men-

schen erprobt werden.
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5 Zusammenfassung

Der Kaliumkanal TASK-1 gehort zu der Familie der Zwei-Porendoméanen Kaliumkanale,
kurz K2P. Als solcher vermittelt er auf Einzelkanalebene einen Kaliumauswartsstrom
aus der Zelle und erfillt elektrophysiologisch die Eigenschaften eines Kaliumhinter-
grundkanals. Die Besonderheit des Kanals, der hauptsachlich im kardiovaskularen- und
im Zentralnervensystem exprimiert wird, liegt jedoch in seiner Regulierbarkeit, eine
Eigenschaft, die dem TASK-1-Kanal eine signalintegrierende Funktion zukommen l&dsst.
Uber die Signifikanz des Kanals fiir die Herzphysiologie gibt es bisher relativ wenige
Daten. Diese Arbeit ist Teil des Projekts zur kardialen Phanotypisierung der TASK-1-
defizienten Maus und beschaftigt sich im Speziellen mit den Auswirkungen des Fehlens
von TASK-1 auf das Signal in Sedierung abgeleiteter Oberflachen-EKGs, sowie telemet-
risch an sich frei bewegenden Mdausen abgeleiteter EKGs. Im Oberflachen-EKG von
TASK-17"-M3usen zeigte sich eine signifikant verlangerte frequenzkorrigierte QT-Zeit
(QT.). Eine Erkenntnis, die sich mit einer signifikant verlangerten APDgg bei der Auf-
zeichnung monophasischer Aktionspotentiale (MAPs) isolierter TASK-17"-Herzen deckt.
Die Studien der telemetrisch aufgezeichneten 24h-EKGs an sich frei bewegenden Mau-
sen erbrachte fur die TASK-1-defizienten Mause eine hohere mittlere Herzfrequenz,
sowie eine signifikant reduzierte Herzfrequenzvariabilitat (HRV). Die Analyse der Time
und Frequency Domain deckte eine sympathovagale Imbalance mit reduziertem
vagalen Einfluss auf die Herzfrequenzmodulation bei TASK-17"-M3usen auf. Hinweise
auf einen eingeschrankten Baroreflex konnten mit der Analyse der Herat-Rate-
Turbulence (HRT) nicht sicher untermauert werden und missen mit alternativem Ver-
suchsaufbau weiterverfolgt werden.

Zusammenfassend konnte dem TASK-1-Kanal nach den bisherigen Erkenntnissen an
Herzmuskelzellen auch in vivo eine funktionelle Rolle in der Repolarisation des kardia-
len Aktionspotentials nachgewiesen werden. Aullerdem reduziert das Fehlen von
TASK-1 die Herzfrequenzvariabilitdt bei Mausen. Dies konnte in der Expression des
Kanals in Ubergeordneten Zentren des vegetativen Nervensystems der Medulla

oblongata begriindet sein.
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