Aus der Kilinik far
Allgemeine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Ertan Mayatepek

Elektrophysiologische Untersuchungen
der TASK-1 ,Knock-out’-Maus

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von
Lukas Clasen

2014



Elektrophysiologische Untersuchungen der TASK-1 “Knock-out’-Maus

Meinen Eltern



Elektrophysiologische Untersuchungen der TASK-1 “Knock-out’-Maus

Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf
Dekan

Erstgutachterin: Prof. Dr. med. Donner
Zweitgutachter: Univ.-Prof. Dr. med. Rassaf



Elektrophysiologische Untersuchungen der TASK-1 “Knock-out’-Maus

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

PETRIC, STELLA*; CLASEN, LUKAS*; VAN WESSEL, CARINA; GEDULDIG, NORA; DING,
ZHAOPING; SCHULLENBERG, MARTINA; MERSMANN, JAN; ZACHAROWSKI, KAI; ALLER,
MARIA |.; ScHMIDT, KrLAaus G.; DONNER, BIRGIT C. (2012): In vivo
electrophysiological characterization of TASK-1 deficient mice. Cellular
Physiology and Biochemistry 30 (3), 523-537.

* Geteilte Erstautorenschaft



Elektrophysiologische Untersuchungen der TASK-1 “Knock-out’-Maus Seite i

Zusammenfassung

Der plotzliche Herztod ist in Europa und den USA fir ca. Y4 Millionen Todesfalle
jahrlich verantwortlich. In diesem Zusammenhang hat die Entdeckung von gene-
tisch bedingten Herzrhythmusstorungen, den sog. lonenkanalerkrankungen, eine
neue Zielgruppe junger Patienten aufgedeckt, die neue Therapieansatze uber die
konventionellen Therapiemaoglichkeiten hinaus erfordert.

TASK-1 gehort zur Gruppe der zweiporigen Kalium-Kanale (Kzp) und wird im
Herzen vor allem auf ventrikularer Ebene exprimiert, wo es am Hintergrund-
Kaliumstrom beteiligt ist. Im Modell der TASK-1 defizienten Maus konnte der
Phanotyp einer QT-Verlangerung gezeigt werden, einhergehend mit einer
Verlangerung der Aktionspotentialdauer. Weiterhin geht TASK-1 Defizienz mit
einer erhdhten mittleren Herzfrequenz und einer Verminderung sowohl der
Herzfrequenzvariabilitdt als auch tendenziell des Barorezeptorreflex nach
adrenerger Stimulation einher, was fur eine gesteigerte Sympathikusaktivitat
spricht.

Vor diesem Hintergrund stellten wir die Frage, welchen Einfluss verschiedene
Anasthetika und Isoprenalin auf den Phanotyp der TASK-1 defizienten Maus
nehmen. Es wurden die Hypothesen aufgestellt, dass TASK-1 Defizienz a) eine
erhdhte Vulnerabilitat fur ventrikulare Arrhythmien und b) eine gestorte
Barorezeptor-vermittelte Herzfrequenzsteuerung darstellt. Zur Prifung dieser
Hypothesen wurden elektrophysiologische Untersuchungen Uber einen
transvends einliegenden Katheter durchgefiihrt. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

(h Eine QT. Verlangerung bei TASK-1 defizienten Mausen konnte unter
Pentobarbital und Avertin, nicht aber unter Isofluran gesehen werden.
Avertin hatte den geringsten Einfluss auf die Herzfrequenz.

()  TASK-1 defiziente Mause zeigen keine erhohte ventrikulare
Vulnerabilitat vor und nach Isoprenalingabe im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen.

() Der Barorezeptorreflex ist bei den TASK-1 defizienten Mausen im
Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen reduziert.

Hieraus zogen wir die Schlussfolgerung, dass TASK-1 an der ventrikularen
Repolarisation beteiligt ist, ohne dabei Einfluss auf die Arrhythmogenitat im
Mausmodell zu nehmen. Die TASK-1 defiziente Maus stellt somit ein stabiles
Modell dar, um die Repolarisation Uber Multielektrodenmapping kiunftig naher zu
studieren. TASK-1 ist aulerdem mitverantwortlich fir die Barorezeptor-
vermittelte Herzfrequenzsteuerung. Die Erkenntnisse dieser Arbeit tragen zum
Wissen um die lonenkanalfunktion von TASK-1 bei, was bei Therapiestudien
berucksichtigt werden konnte.
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1 Einleitung

1.1 Von der Klinik zur experimentellen Forschung —
Herzrhythmusstorungen

1.1.1 Epidemiologie von Herzrhythmusstérungen

Kardiale Arrhythmien atrialen oder ventrikularen Ursprungs stellen in der Klinik
eine standige Herausforderung dar. Der Plotzliche Herztod (SCD), ausgeldst
durch ventrikulare Tachyarrhythmien, ist mit geschatzt 180.000 — 250.000 Fallen
pro Jahr in den westlichen Industrielandern eine der Haupttodesursachen (Chugh
2008). Neben den erworbenen Herzrhythmusstérungen durch akute oder
chronische Erkrankungen ischamischer oder entziindlicher Genese werden in
zunehmenden MalRe angeborene Storungen als Ursache fur Arrhythmien
erforscht. So wurden in den 90er Jahren erstmalig Genmutationen als Ursache
fir lonenkanalerkrankungen wie z.B. dem Long-QT-Syndrom identifiziert, die
lebensbedrohliche ventrikulare Herzrhythmusstorungen bereits in  jungen
Lebensjahren verursachen konnen.

Die Erkenntnisse Uber die herausragende Bedeutung supraventrikularer und
ventrikularer Arrhythmien fur das Lebensschicksal der Menschen unterstreichen
die Notwendigkeit der Forschung nach Ursachen und Mechanismen der
Entstehung abweichender kardialer Rhythmen.

1.1.2 Klassifikation von Herzrhythmusstorungen

Das Herz kann entweder kongenital oder im Alterungsprozess erworbene
Erkrankungen aufweisen, die zu Stérungen der Erregungsbildung und -
ausbreitung fuhren.

Allgemein lassen sich bradykarde von tachykarden Herzrhythmusstorungen
unterscheiden.  Die  tachykarden  Herzrhythmusstorungen  umfassen
supraventrikulare und ventrikulare Tachykardien. Auf Kammerebene finden sich
ventrikulare Extrasystolen, Kammertachykardien (VT) sowie Kammerflimmern.
Es qibt idiopathische Herzrhythmusstérungen, welche ohne strukturelle
Herzerkrankung bei Gesunden in Ruhe entstehen (Hiss und Lamb 1962,
Engstrom 1999). Sekundar kann der Herzrhythmus durch
Stoffwechselveranderungen (Oliver 2002), Elektrolytschwankungen (Fisch 1973)
oder unerwunschte Medikamentenwirkungen (Hill 1932, Selzer und Wray 1964)
gestort werden. Ventrikulare Tachykardien konnen bei Kardiomyopathien und
genetischen Arrythmiesyndromen wie dem Long-QT-Syndrom (LQTS) auftreten
(Buxton 2006).
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Hinsichtlich der klinischen Symptomatik kann man von subjektiv unbemerkten
(,asymptomatischen®) und vom Patienten bemerkten (,symptomatischen®)
Herzrhythmusstorungen sprechen (Buxton 2006).

1.1.3 Diagnostische Moglichkeiten zur Detektion von Arrhythmien

Intermittierende Herzrhythmusstorungen bleiben im Ruhe-EKG als nicht-invasive
Methode haufig verborgen. Im Belastungs-EKG koénnen mit und ohne
medikamentdse Stresstestung belastungsabhangige oder Ischamie-bedingte
Arrhythmien erkannt werden (Fortuin und Weiss 1977, Billman 1985, Shimizu
2003). Klaren die genannten Herangehensweisen nicht hinreichend die
Beschwerdesymptomatik des Patienten, kann eine invasive
Elektrophysiologische Untersuchung (EPU) indiziert sein (Wellens 1972,
Freedman 1988, Wilber 1988).

Mit den ersten elektrophysiologischen Testungen in den 60er Jahren wurden die
Grundlagen fur die klinische Elektrophysiologie gelegt. Zunachst war die EPU
indiziert, um bradykarde Rhythmusstorungen zu diagnostizieren und die
Entstehung von AV-Blockierungen hinsichtlich ihrer Lokalisation im AV-Knoten,
His-Bundel oder His-Purkinjesystem aufzuklaren. In den 70er und 80er Jahren
verlagerte sich mit der Einfuhrung der programmierten Vorhof- und
Kammerstimulation  der  Schwerpunkt hin  zu den tachykarden
Rhythmusstorungen. Mitte der 80er Jahre erhielten therapeutische
Ablationsverfahren Einzug in die Klinik und sind heute aus den kardiologischen
Schwerpunktzentren nicht mehr weg zu denken (Block 1998). Die EPU
ermoglicht die invasive Messung der Erregungsbahnen, Lokalisation ektoper
Erregungsursprunge, sowie die Testung der kardialen Vulnerabilitat fur
Herzrhythmusstorungen und der Effektivitdt einer medikamentdsen
antiarrhythmischen Therapie (Block 1998). Die Mehrzahl der Tachyarrhythmien
beim Menschen kann mit Hilfe von drei Extrastimulationen ausgeldst werden
(Hummel 1994). Eine Vorhersage des Risikos fur das Auftreten eines SCD kann
die EPU bislang nur in der Zusammenschau mit nicht-invasiver Diagnostik treffen
(Thomas und Josephson 2008).

1.1.4 Pathophysiologie von Herzrhythmusstorungen

Das Aktionspotential (AP) einer Herzmuskelzelle wird durch die geordnete
Abfolge depolarisierender Na*-, Ca?*- und repolarisierender K*-lonenstrome
bestimmt, welche den Ladungszustand der Zellmembran verandern. Durch den
raschen Na*-Einstrom wird die Aufstrichphase vermittelt, was eine
Ladungsumkehr der Zellmembran ausgehend von etwa -80 mV auf +20 mV
bewirkt. Wahrend der Ca?' getragenen Plateauphase des AP ist die
Herzmuskelzelle elektrisch absolut refraktar, wodurch kein weiteres AP ausgelost
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werden kann. Somit kann es sinnvollerweise nicht zur Tetanisierung kommen
und die Ventrikel konnen in einer geordneten Reihenfolge von
Einzelkontraktionen der Kardiomyozyten ihre Pumpfunktion erflllen.
Anschlie®end repolarisiert die Zelle mit Hilfe von auswartsgleichrichtenden K*
Kanalen Uber einen Wert von -40mV hinaus zu negativeren Potentialen und die
Natriumkandle werden teilweise aktivierbar, wenn auch mit geringer
Anstiegssteilheit, kurzer Dauer und langsamer Fortleitung. In dieser so
genannten relativen Refraktarperiode ist das Arbeitsmyokard inhomogen
erregbar und vulnerabel fur die Entstehung von Arrhythmien durch kreisende
Erregungen. Im Oberflachen EKG entspricht die aufsteigende Flanke der T-Welle
der relativen Refraktarperiode.

Mechanismen, die zur Entstehung von einer Rhythmusstorung beitragen, sind in
Abbildung 1 schematisch dargestellt. Zum einen kdnnen ektope Extrasystolen
wahrend der Repolarisation (early after-depolarization, EAD) oder spat zum Ende
bzw. unmittelbar nach der Repolarisation (delayed after-depolarization, DAD)
auftreten (Abb. 1A). EAD treten auf, wenn die L-Typ Ca?* Kanale sich bei
verlangerter AP Dauer erholen konnten und die noch depolarisierte Zellmembran
erneut depolarisieren (January 1988). Dahingegen entstehen DAD bei
verstarkter Ca?* Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum durch
Aktivierung des Na*/Ca?* Austauschers oder des Ca?* aktivierten CI- lonenkanals
(Jiang 2005). Zum anderen kann durch eine verlangsamte Leitungsbahn die
Selbstausloschung einer Erregung verhindert werden, so dass die verzogerte
Erregung Uber den benachbarten Leitungsast zurtckgeleitet wird und eine
kreisende Erregung entsteht (Abb 1B). Ein weiterer Mechanismus ist die
heterogene Verteilung der AP Dauer in Abhangigkeit von der Lokalisation
(transmurale Dispersion der Repolarisation). Epikardial ist die Dauer des AP
wesentlich  klrzer als endokardial, was potentiell zu vorzeitiger
Wiedererregbarkeit fuhren kann (Abb 1C). Weiterhin kann es durch die zeitliche
Variation der AP Dauer und Amplitude benachbarter Areale zur Ausbildung eines
Blocks im dazwischen liegenden Gewebe kommen, wo dann kreisende
Erregungen entspringen kénnen (Abb 1D) (Rosenbaum 1994, Pastore 1999).

Terminieren die reentry-Erregungen nicht, kann es zur ungeordneten
Kammererregung kommen, die in ein Kammerflimmern Ubergeht. Dabei kommt
keine wirksame Fullung und Entleerung des Ventrikels mehr zustande,
resultierend in einem Herz-Kreislaufstillstand. Aufgrund einer abnormalen
Repolarisation besteht bei Patienten mit einem verlangertem QT Intervall im
Oberflachen-EKG ein erhdhtes Risiko fur tachykarde Rhythmusstorungen.
Sowohl ein verlangsamter K* Ausstrom wahrend der Repolarisation als auch ein
verlangerter Na* Einstrom fihren zu einer verlangerten Plateauphase und einer
verzogerten Repolarisation. Zusatzlich besteht durch die heterogene Verteilung
der Myozyten midmyokardial eine verlangerte der Repolarisationszeit. Die
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Summe aller veranderten Einzelpotentiale aufRert sich im Oberflachen-EKG als
verlangertes QT Intervall.
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Abb. 1: Pathomechanismen der Arrhythmogenese.

Potentielle Mechanismen fur das Auftreten von Herzrhythmusstérungen sind friihe oder spate
Nachdepolarisationen (A), ein reentry-Mechanismus, der durch eine verlangsamte Leitungsbahn
nach einer Aufzweigung inadaquat Myokard erregen kann (unten), was bei normal leitenden
Bahnen durch Selbstausléschung verhindert wird (oben) (B), die regionale Heterogenitat der APD
(C) und zeitliche Heterogenitat der APD benachbarter Regionen (D). Einzelheiten im Text. Mit
Genehmigung aus Martin 2012.

1.1.5 Der Plotzliche Herztod

Der Plotzliche Herztod (SCD) ist ein akutes kardiovaskulares Ereignis, welches
nach Definition der kardiologischen Gesellschaften AHA (American Heart
Association), ACC (American College of Cardiology) und HRS (Heart Rhythm
Society) bei nicht hospitalisierten Patienten innerhalb einer Stunde nach
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Auftreten erster Symptome zum Tod flhrt (Goldberger 2008). Nach Definition der
WHO (World Health Organization) gilt auch ein nicht beobachteter Todeseintritt
innerhalb von 24 Stunden als SCD (Chugh 2004), wobei mehr natlrliche
Todesursachen und verhaltnismaRig weniger kardiale Akutereignisse
eingeschlossen werden (Kuller 1980). Fallzahlen des SCD sowohl in Europa als
auch Nordamerika belaufen sich auf jahrlich 51,2 — 56 von 100.000 Einwohnern
(Vaillancourt 2004, Chugh 2004, Byrne 2008), entsprechend etwa 180.000 -
250.000 und weltweit 4 — 5 Millionen Falle pro Jahr (Chugh 2008). Nach
Schatzungen einer danischen Studie in den Jahren 2000 bis 2006 war der Tod
junger Menschen im Alter von 1 — 35 Jahren in 7% auf den SCD zurtckzufuhren.
Wahrend in 38% eine Herzerkrankung als Ausloser festgestellt werden konnte,
war in 29% autoptisch keine Ursache eruierbar, was an einen primar
arrhythmogenen Ursprung denken lasst (Winkel 2011). In knapp der Halfte der
Falle ist der SCD mit VT und VF assoziiert (Teodorescu 2010). Die Inzidenz fr
den SCD Uuber 35-jahriger ist im Vergleich zu den Jungeren 100fach hoher
(Zheng 2001). Am haufigsten liegt dem SCD im Erwachsenenalter eine koronare
Herzerkrankung zu Grunde, gefolgt von nicht-ischamischen Kardiomyopathien
(Zipes 2006). Bis zu 10% des SCD sind der Gruppe angeborener
lonenkanalerkrankungen geschuldet, wie dem Long QT Syndrom, dem Short QT
Syndrom, Brugada Syndrom und der katecholaminergen VT (Zipes 2006). Diese
sog. channelopathies beruhen auf der Stérung von kardialen lonen-Kanalen, die
durch Mutation eines Gens entstehen. Die erworbenen kardialen
Krankheitsbilder wie Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt und Arrhythmien sind
vergesellschaftet mit einer veranderten Genexpression von lonen-Kanalen
(Nilles und London 2007). Dieses sogenannte arrhythmogene remodeling wird
als molekulare Ursache einer erhohten kardiovaskularen Morbiditat und
Mortalitat angesehen (Nattel 2007).

Tragischerweise wird die Diagnose einer solchen Herzerkrankung oft erst beim
Eintreten der fatalen kardialen Arrhythmie bzw. des SCD gestellt (Adabag 2008,
Fishman 2010). Obwohl eine hochgradig eingeschrankte linksventrikulare
Pumpfunktion als Haupt-Risikofaktor fur den SCD gilt, ist diese bei vielen
Betroffenen allerdings erhalten (Makikallio 2005). Daher werden gegenwartig
eine Reihe potentieller Risikomarker diskutiert (Dagres und Hindricks 2013). Zur
Prophylaxe des SCD steht die Implantation eines Defibrillators (ICD) zur
Verfligung, der hamodynamisch nicht tolerierte Tachyarrhythmien automatisch
detektiert und terminiert (Jung 2006). Ein gesunder Lebensstil mit Nicht-
Rauchen, korperlichem Training >30 min/d, mediterraner Ernadhrung und
Normalgewichtigkeit ist seltener mit dem SCD assoziiert (Chiuve 2011). Eine
optimale medikamentose Therapie der Grunderkrankung wie z.B. bei
Herzinsuffizienz Betablocker, ACE-Hemmer, Statine und
Aldosteronantagonisten kdénnen das Risiko flir den SCD weiter reduzieren
(Goldberger 2011).
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1.1.6 Heart Rate Turbulence

Bei der Risikostratifizierung des SCD scheint die heart rate turbulence (HRT) eine
Rolle zu spielen. Die Bestimmung der HRT Parameter turbulence onset und
turbulence slope gelingt mittels Langzeit-EKG (Bauer 2008). Als Surrogat fur den
Barorezeptorreflex trifft die HRT eine Aussage Uber die autonome kardiale
Herzfrequenzregulation. Nach einem Herzinfarkt und bei der Herzinsuffizienz ist
die HRT eingeschrankt, was mit einem erhohten Mortalitatsrisiko einhergeht
(Schmidt 1999, Bauer 2008). Korperliches Training im Anschluss an einen
Herzinfarkt kann die autonome kardiale Regulationsfahigkeit wieder herstellen
(Billman 2009, Huikuri 2010). Ebenfalls kann die HRT als medikamentdses
Therapiemonitoring nach einem Herzinfarkt genutzt werden (Bauer 2008).

1.1.7 Long QT Syndrom

Viele wissenschaftliche Arbeiten auf dem Gebiet der kardialen channelopathies
untermauern den Zusammenhang zwischen Mutationen kardialer lonen-Kanale
und lebensbedrohlichen Arrhythmien sowie dem SCD (Priori 2010). In den 90er
Jahren wurden die ersten Gendefekte mit veranderten lonenkanalfunktionen in
Iks (LQTS 1), Ikr (LQTS 2) und Ina (LQTS 3) entdeckt (Wang 1996, Curran 1995,
Wang 1995), die mit Uber 87% der Falle assoziiert sind (Tester 2006) (Tabelle
1). Mittlerweile gehdren der Gruppe des LQTS 13 Varianten an (Napolitano
2012).

Variante Gen Protein Effekt der Mutation
LQTS 1 KCNQ1 KvLQT1 Is reduziert
LQTS 2 KCNH2 HERG Ik- reduziert
LQTS 3 SCN5A Nav1.5 Ina erhoht

Tabelle 1: Die Hauptvertreter der Gruppe der Long QT Syndrome.

Jede Variante des LQTS zeichnet sich durch die Mutation eines bestimmten Gens aus, was zu
einem Funktionsverlust oder —gewinn zugehdriger lonen-Kanéale fihrt. Stellvertretend sind hier
die drei haufigsten Varianten aufgefuhrt. Modifiziert nach Napolitano 2012.

Das LQTS ist definiert als eine arrhythmogene Stérung, die mit einer QT
Verlangerung (Ackerman 2002), einer genotypischen ST-T-Segment
Konfiguration (Zhang 2000), einer Synkope und dem SCD einhergeht (Jervell
und Nielsen 1957, Romano 1963, Ward 1964, Tan 1995). Je nach Mutation
kommt es bedingt durch die Beeintrachtigung von Repolarisationsstromen (loss
of function) oder vermehrten Depolarisationsstromen (gain of function) zu einer
QT Zeit-Verlangerung im Oberflachen-EKG (Abb. 2) (Napolitano 2012). Die fur
das LQTS charakteristische Torsade-de-pointes-Tachykardie ist ein
paroxysmales Kammerflattern vom Spitzenumkehrtyp (Tan 1995, Roden 2008).
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Es handelt sich dabei pathomorphologisch um kreisende Erregungen, die
aufgrund der verzogerten Repolarisationszeit und einer ausgedehnten
transmuralen Dispersion der Repolarisation (TDR) durch vorzeitig einfallende
ventrikulare Extrasystolen entstehen (Baker 2000, Salama 2009).

LKCNE1
LKCNE2
LKCNH2
Ankyrin-B JKCNQ1
TSCN4B Repolarisation
Caveolin-3 I
TCACNAIC
TSCNSA
Depolarisation
B iacndisei ol R

Long QT syndrome

«— T

Early afterdepolarisations Heterogeneous increase  Transmural gradients

in refractory periods

Increased depolarisation ; Decreased repolarisation
currents . currents
* e ; ' 3

E - _"/\/\‘HM ep
i A |
P 7
; endo
]

N / '

|~v-.l-.f-=r“‘\f-1"'\'\1xi 118 l\l\ln“‘l{'\"\“'u } flfne v "’\.'-u"\lw v
! vy i

i ] L] .
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Torsades de pointes

Abb. 2: Elektrische Pathomechanismen beim LQTS im Mausmodell.

Je nach Mutation des jeweiligen lonenkanals kommt es zu einer Beeintrachtigung von
Repolarisationsstromen  (Decreased  repolarisation  currents) oder zu vermehrten
Depolarisationsstromen (Increased depolarisation currents). Die Entstehung von EAD (Early
afterdepolarisations) und vermehrte heterogene Erholungszeiten der transmuralen Myozyten
(Heterogenous increase in refractory periods) fihren zur Entstehung der charakteristischen
Torsade-de-pointes-Tachykardien. Mit Genehmigung aus Martin 2012.
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Durch die Aktivierbarkeit friher Depolarisationsstrome kann es durch getriggerte
Aktivitat zu EAD kommen. Im Bereich der midmyokardialen M-Zellen ist die
Repolarisation durch den verzogerten Ikr deutlich verlangert im Vergleich zu den
subendokardialen und epikardialen Zellen. Hieraus resultiert eine heterogene
Erholungszeit der Erregung, wodurch im Bereich der M-Zellen eine Zone der
funktionellen Refraktaritat entsteht als potentieller reentry-Mechanismus
(Antzelevitch 1994). Torsade-de-pointes-Tachykardien koénnen sich zu VF
entwickeln und damit zum SCD fihren (Yap und Camm 2003) (Abb. 2).

Zur Vollstandigkeit sei noch die Gruppe des erworbenen LQTS durch
Medikamente genannt (aktuelle Informationen auf der Internet-Seite
~;www.crediblemeds.org®“), welche die Repolarisationszeit durch die verzdgerten
Auswartskaliumgleichtrichter Ikr und Iks verlangern (Yap und Camm 2003). Bei
verlangertem frequenzkorrigiertem QT Intervall (rate corrected QT interval, QTo)
sind die Medikamente abzusetzen und bei bekanntem LQTS kontraindiziert
(Fazio 2013).

Das autosomal-dominant vererbte Romano-Ward-Syndrom (RWS) ist eine
Variante des LQTS und haufig Ursache des SCD jungerer Individuen (Priori
2003). In Abgrenzung zum Jervell/lLange-Nielsen Syndrom (LQTS 1 und 5)
(Neyroud 1997, Schulze-Bahr 1997), haben die Betroffenen ein normales Gehor
(Schwartz 1997, Romano 1963, Ward 1964). Die Pravalenz wird auf 1:2000
geschatzt (Schwartz 2009). Torsade-de-pointes-Tachykardien rufen beim RWS
Synkopen hervor, die bei kdrperlicher Belastung und emotionaler Stress (LQTS
1 und 2), seltener in Ruhe oder im Schlaf (LQTS 2 und 3) auftreten (Schwartz
2001).

Fur die Wahrscheinlichkeit der klinischen Diagnose eines LQTS gibt es ein
Scoring-System nach Schwartz und Crotti (Schwartz und Crotti 2011, Tabelle 2).
Hierbei flieRen EKG-Kriterien wie eine QTc Verlangerung, Torsaden, T-Wellen
alternans, eingekerbte T-Wellen und eine niedrige Herzfrequenz ein. Ebenso
erhoht eine QTc Verlangerung in der vierten Minute der Erholungsphase nach
korperlichem Stresstest die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen eines LQTS (Sy
2011). Auch die Anamnese ist entscheidend, ob die Synkope unter Stress auftrat,
das Syndrom bereits in der Familie vertreten ist und ob es in der Familie einen
plétzlichen Todesfall <30 Lebensjahr gegeben hat (Schwartz und Crotti 2011).
Ab einer Punktzahl von 3,5 wird die Diagnose LQTS hoch wahrscheinlich
eingeschatzt. Bei Unsicherheiten kdnnen Belastungs-EKG, Langzeit-EKG oder
pharmakologische Provokationstests die Aussagekraft betrachtlich steigern, da
eine physiologische Verkirzung der QTc ausbleibt (Shimizu 2003, Hekkala
2010). Eine genetische Testung ist sinnvoll in LQTS-Familien, um
asymptomatische Trager prophylaktisch mit Betablockern behandeln und die
Wahrscheinlichkeit der Vererbung flr ihre Nachkommen
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EKG-Auffalligkeiten Punkte
A QT.=480ms 3
QT. 460 — 479 ms 2
QT. 450 — 459 ms 1
B QT. =480 ms in der 4. min nach Stresstest 1
C Torsade de pointes 2
D T-Wave alternans 1
E Einkerbung der T-Welle in 3 Ableitungen 1
F Niedrige Ruheherzfrequenz 0,5
Krankengeschichte
A Synkope mit Stress 2
Synkope ohne Stress
B Angeborene Taubheit 0,5
Familienanamnese
A Angehdrige mit LQTS
B Unklarer SCD < 30 Jahre naher Verwandter 0,5

Tabelle 2: Diagnose Kriterien fiir das LQTS.

Die Diagnosewahrscheinlichkeit des LQTS kann abhangig von der Summe der Punkte
abgeschatzt werden. Hierbei flieRen die angegebenen EKG-Kriterien, die Krankengeschichte
sowie die Familienanamnese ein. Ein Score von < 1 Punkt bedeutet eine geringe, 1,5 — 3 Punkte
eine mittlere und = 3,5 Punkte eine hohe Wahrscheinlichkeit. QT. = frequenzkorrigiertes QT
Intervall, LQTS = Long QT Syndrom, SCD = sudden cardiac death. ms = Millisekunden.
Modifiziert nach Schwartz und Crotti 2011.

beurteilen zu kdnnen (Schwartz und Crotti 2011). Weiterhin ist die Genanalyse
fur die Risikostratifizierung und Therapie von Patienten mit LQTS entscheidend
(Zipes 2006, Fazio 2013). Das Risiko der LQTS-Trager fur den SCD steigt mit
zunehmendem Alter und ist vierfach groRer verglichen mit genetisch Gesunden
(Goldenberg 2008, Zareba 1998). Am gefahrdetsten sind die Trager des LQTS
1, 2 und 3 vor dem 40. Lebensjahr vor Einleitung einer Therapie (Priori 2003).

VerhaltensmalRnahmen fir symptomatische Patienten sind das Vermeiden
kompetitiver Belastungen wie Schwimmen (LQTS1) oder akustische Stimuli im
Schlaf (LQTS2), sowie QT verlangernde Medikamente und Kalium-
/Magnesiumverlust (Zipes 2006). Unter Beta-Blockern treten 90% der LQTS1-
Trager keine kardialen Ereignisse auf, wahrend sie fur die Typen LQTS 2 und 3
nicht einheitlich zu empfehlen sind (Ruan 2008). Als Prophylaxe des SCD steht
zusatzlich zur Betablocker-Therapie die Implantation eines Defibrillators fur die
Patienten zur Verfigung, die bereits ventrikulare Tachykardien, Synkopen bzw.
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einen Herzstillstand hatten (Jung 2006, Zipes 2006). Bei Patienten die trotz
Betablockertherapie weiter synkopieren steht die linkskardiale sympathische
Denervierung als anderes Therapieverfahren zur Auswahl, welches eine
signifikante Reduktion von Synkopen und kardialen Ereignissen erreicht
(Schwartz 1991, Bos 2013).

1.1.8 Das Mausmodell zur Erforschung von lonenkanalerkrankungen

Transgene Tiere haben eine besondere Bedeutung in der Erforschung der
kardialen Elektrophysiologie und kardialen Erkrankungen des Menschen
bekommen (London 2001, Martin 2012, Priori 2010). Uber eine homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen von Mausen kann gezielt ein
spezifisches Gen ausgeschaltet oder modifiziert werden. Die so hergestellte
Knock-Out-Maus gibt Aufschluss Uber Funktion und Rolle des Gens bei
Pathomechanismen (James 1998). Auf Proteinniveau sind die murinen lonen-
Kanale denen des Menschen zu mindestens 95% identisch und haben ahnliche
elektrophysiologische sowie pharmakologische Eigenschaften (Nilles und
London 2007, VanderBrink 1999). Unterschiede bestehen hinsichtlich der AP
Dauer, da die murinen verglichen mit den humanen Myozyten keine typische
Plateauphase aufweisen (London 2001).

Im Mauseherz findet die Depolarisation in einigen Bereichen zeitgleich mit der
fruihen Phase der Repolarisation in anderen Bereichen statt, was sich im
Oberflachen-EKG als Verschmelzung der ST Strecke mit dem QRS Komplex und
einer positiven J Welle widerspiegelt, gefolgt von einer niedrigen Amplitude der
ST Strecke (London 2001, Speerschneider und Thomsen 2013) (Abb. 3).

v

Maus ar Mensch - ar

+——»

-

goxw

P Beginn
P Ende
J Welle
TEnde

P Beginn
P Ende

T Beginn
TEnde

Abb. 3: EKG von Maus und Mensch im Vergleich.

Dargestellt ein stilisiertes EKG der Maus und rechts des Menschen mit den Anteilen P, QRS und
T. Depolarisation und frihe Repolarisation vereinen sich im QRS-Komplex sowie der
prominenten J Welle (positiver Ausschlag) im EKG der Maus (links). Es schlieft sich eine T-Welle
von niedriger Amplitude an, die zum Ende die isoelektrische Linie kreuzt. Im Gegensatz dazu ist
im EKG des Menschen ist die Repolarisationsphase (T-Welle) von der Ventrikelerregung (QRS)
deutlich abgesetzt (rechts). Der Beginn und das Ende der T-Welle lassen sich mit dem
Schnittpunkt der isoelektrischen Linie abgrenzen. Eigene Abbildung.
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Die Verschiedenheit des EKG von Maus und Mensch verdeutlicht Abb. 3. Im
Vergleich zum menschlichen EKG findet sich im EKG der Maus keine klare
Trennung der Erregungsausbreitung (QRS) und —rtckbildung (ST).

Das expandierende Wissen Uber das Mausgenom, relativ kurze
Gestationszeiten, technische Moglichkeiten, Kosten und ethische Beweggrinde
machen die Maus zur Spezies der Wahl im Bereich der molekularen Forschung.
Transgene Mause bieten Einsichten in die Pathogenese elektrophysiologischer
Erkrankungen und Uberleitungsabnormalitaten. Darlber hinaus stellt das
Mausmodell ein wichtiges Bindeglied zur Entwicklung geeigneter Therapien von
Arrhythmien dar (Berul 2003).

1.2 Kalium Kanale

1.21 Einteilung

Kalium Kanale (K* Kanale) stellen die groflite Familie aller lonen-Kanale dar
(Duprat 1997). Sie beeinflussen das Membranpotential, die neuronale
Leitfahigkeit, die Muskelerregung und die Hormonsekretion (Rudy 1988). Im
Herzgewebe sind K* Kanale entscheidend fur die Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotentials, die Amplitude und Dauer des AP, die Refraktaritat und
Automatizitat (Lesage und Lazdunski 2000, Nerbonne 2001). Die Familie der K*
Kanale umfasst die spannungsaktivierten Ky (lw, Ik, Ik1), die ligandengesteuerten
einwartsgleichrichntenden Kir (lkatp, Ikach) (Nerbonne 2001) wund die
zweiporenbildenden Kzp (Ketchum 1995).

1.2.2 Die Gruppe der KzP Kanile

Die Gruppe der Kzp Kanale, nach dem human genome comittee auch KCNK
bezeichnet (Graham 2006), ist erst im Jahr 1995 entdeckt worden (Bayliss 2003,
Ketchum 1995). Dazu gehdéren nach Goldstein 15 Gene, die fur Kop
Untereinheiten kodieren und sich funktionell in sechs Klassen gliedern lassen
(Bryan 2007, Goldstein 2005):

1) Schwach einwartsgleichrichtende Kzp Kanale (TWIK-1, TWIK-2, KCNK7);
2
3

4

Mechanisch gesteuerte Kzp Kanale (TREK-1, TREK-2, TRAAK);
Alkalisch aktivierte Kzr Kanale (TALK-1, TALK-2, TASK-2);
Saure gehemmte Kzp Kanale (TASK-1, TASK-3, TASK-5);
5
6

)
)
)
)
) Halothan inhibierte Kop Kanéle (THIK-1, THIK-2);
)

Calcium aktivierte Kor Kanale (TRESK).
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Ihr gemeinsames Strukturmerkmal sind vier transmembrane Domanen und zwei
Poren-formende Schleifen, die sich als Tandem arrangieren (Abb. 4) (Lesage
und Lazdunski 2000). Als funktionelle Dimere formieren sich die Untereinheiten
zu Homodimeren, sie sind aber auch in der Lage mit anderen Untereinheiten
Heterodimere zu bilden wie TASK-1/TASK-3, wodurch sich die Kanalfunktion und
—regulation andert (Czirjak und Enyedi 2002, Aller 2005, Honoré 2007, Aller und
Wisden 2008).

\  Pore domains

TREK-1 (KCNK2)

I TREK-2 (KCNK10)

TRAAK (KCNK4)

TASK-2 (KCNKS)

TALK-1 (KCNK16)

TALK-2 (KCNK17)
TASK-1 (KCNK3)

_: TASK-3 (KCNK)

TASK-5 (KCNK15)

e THIK=2 (KCNK12)

TRESK (KCNK18)

0.1

Abb. 4: Schema und Dendrogramm der Kzp Kandle.

Schematisch dargestellt eine Kanal-Untereinheit (links) mit vier transmembrane Domé&nen und
zwei porenbildenden Schleifen, die sich mit einer weiteren Untereinheit zum funktionellen Dimer
arrangiert. Das Dendrogramm (rechts) der zwei Poren bildenden Kalium Kanale veranschaulicht
ihre Klassifikation nach funktionellen Gesichtspunkten (Einzelheiten im Text). Mit Genehmigung
aus Enyedi und Czirjak 2010.

Funktionell weisen K2p Kanale die Charakteristika von selektiven Kalium
Hintergrundstrémen  (,background“)  fir die  Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotentials auf (Fink 1996, Duprat 1997, llan und Goldstein 2001,
Bockenhauer 2001). Durch den Ausstrom von Kalium wird die Zelle bei
hyperpolarisierten Spannungen, unterhalb des Schwellenpotentials von Nerven
und Muskeln, stabilisiert wahrend ein unterdrickter Hintergrundfluss eine
Erregung durch Depolarisation erlaubt (Goldstein 2001, Bayliss 2003). Die
Offenwahrscheinlichkeit erfolgt nicht spannungsgesteuert (Fink 1996, Duprat
1997), sondern Uber G-Protein-Rezeptoren, Phosphorylierung (Bockenhauer
2001) und Desumoylation (Rajan 2005), sowie pH-Wert Veranderungen (Duprat
1997, Kim 1999, Aller 2005), Lipide (Maingret 2000) und mechanische Dehnung
(Maingret 1999). Die Kanalaktivitdt der Subtypen TREK-1/2, TASK-1/2/3 und
TALK-1 ist unter volatilen Anasthetika wie Isofluran erhdht (Patel 1999, Lesage
und Lazdunski 2000, Lazarenko 2010), wahrend die Aktivitat bei den Subtypen
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TASK-1/2/3 unter den Lokalanasthetika Lidocain und Bupivacain gehemmt ist
(Leonoudakis 1998).

1.2.3 Expression und Funktion von TASK-1

TASK-1 wird Uberwiegend im Herzen, im Nervensystem, Glomus caroticum und
der Nebennierenrinde exprimiert (Duprat 1997, Kim 1999, Czirjak 2000, Kim
2009). Expressionsanalysen unserer Arbeitsgruppe zeigen eine ausgepragte
Expression von TASK-1 in den Ventrikeln von Mausen, aber auch in den Atrien
des Myokardiums (HUning 2010) (Abb. 5). Es gibt zunehmend Belege fur die
funktionelle Rolle von TASK-1 bei der Erhaltung des Ruhemembranpotentials,
der Stabilisierung des AP und der Repolarisation in der Physiologie des Herzens
(Kim 1999, Putzke 2007, Decher 2011, Donner 2011, Limberg 2011).

150% -

W Ventrikel
m Vorhofe

100% -

50% -

0% -

TASK-1 TASK-2 TASK-3 TASK-5 TWIK-1 TWIK-2 THIK TRAAK TREK-1

Abb. 5: mRNA Expressionsanalyse von Kz Kanalen in TASK-1** Mausen.
Die dargestellten Daten reprasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von n-Ventrikel = 13-
14 sowie n-Vorhéfe = 8-9 (***p < 0.001). n = Anzahl. Aus Hining 2010.

Auf zellularer Ebene ist der stabilisierende Einfluss von TASK-1 auf die AP Dauer
von patch-clamp-Untersuchungen an Kardiomyozyten von Ratten und Menschen
bekannt (Putzke 2007, Limberg 2011). Pharmakologisch kann TASK-1 in
ventrikularen Kardiomyozyten durch Methoxamin und A293 gehemmt werden,
was zu einer signifikanten Verlangerung der AP Dauer in Froscheizellen
(Xenopus) oder isolierten Kardiomyozyten von Ratten fuhrt (Putzke 2007). Die
AP-Verlangerung entsteht ebenso, wenn ltask in Kardiomyozyten von Ratten
durch Endothelin-1 Uber die Phospholipase C inhibiert wird (Schiekel 2013). In
ventrikularen Kardiomyozyten von Mausen wird TASK-1 durch den Phospholipid
Plattchen-aktivierenden Faktor Uber die Proteinkinase C gehemmt, was zu einer
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verzogerten Repolarisation und dem Auftreten von EAD fihrt (Barbuti 2002,
Besana 2004).

1.2.4 Bisherige Erkenntnisse uber den kardialen Phanotyp der TASK-1
defizienten Maus

Beim Aufzeichnen kardialer AP in Langendorff perfundierten Herzen konnte
unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass TASK-1 defiziente Mause eine signifikant
verlangerte AP Dauer aufweisen (Donner 2011). /n situ damit im Einklang war
das verlangerte QTc Intervall im Oberflachen-EKG (Decher 2011, Donner 2011).
Herzversagen oder strukturelle Abnormalitaten konnten echokardiographisch bei
der TASK-1 defizienten Maus als Ursache fur die QT Verangerung
ausgeschlossen werden (Decher 2011, Donner 2011). TASK-1 kommt demnach
eine maldgebliche Rolle bei der kardialen Repolarisation zu.

Sowohl in Ruhe als auch unter korperlicher Aktivitat beim Schwimmen bzw.
Ergometrie konnte keine erhohte Inzidenz von Arrhythmien bei TASK-1
defizienten Mausen nachgewiesen werden (Donner 2011). Unter
Epinephrintestung traten bei beiden Genotypen vermehrt ventrikulare
Extrasystolen, Couplets und Triplets auf, sowie in wenigen Fallen AV-
Blockierungen 11° (Donner 2011). In menschlichen Vorhofen unterstitzt ltask-1
den aufrechterhaltenden Auswartsgleichrichter Iksus und ist daher eine
bedeutsame Komponente der Hintergrundleitfahigkeit. Dieser Zusammenhang
konnte von funktioneller Relevanz bei der Pathogenese des Vorhofflimmerns
sein (Limberg 2011).

TASK-1 ist an der Regulation der Herzfrequenzvariabilitat (heart rate variability,
HRV) beteiligt und beeinflusst den Barorezeptorreflex (Donner 2011). Die
Analyse der HRV mit den Parametern der Zeit- und Frequenzdomanen im 24
Stunden EKG deutet auf eine verminderte autonome Regulationsfahigkeit und
eine Uberlegenheit des Sympathikus bei den TASK-1 defizienten M&usen hin.
Die erhohte mittlere Herzfrequenz unterstreicht ebenfalls diese Hypothese
(Donner 2011).

Wahrend TASK-3 Defizienz beim Menschen das mutterlich vererbte Birk-Barel-
Syndrom mit mentaler Retardierung, Hypotonien und Gesichtsdysmorphien
hervorruft (Barel 2008), konnte bislang keine lonenkanalkrankheit auf Mutationen
in TASK-1 zuruckgefuhrt werden. Aufgrund der bisherigen wissenschaftlichen
Erkenntnisse scheint TASK-1 aber eine wichtige Rolle fur die kardiovaskulare
Funktion zu spielen, da es die Repolarisation und autonome Regulation des
Herzens zu beeinflussen scheint.
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1.3  Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Der Stand der Wissenschaft verdeutlicht den Bedarf weiterer
Grundlagenforschung fur das  Verstandnis der Entstehung von
Herzrhythmusstorungen und deren Folgen. Sowohl der Phanotyp der AP
Verlangerung als auch der QT Verlangerung der TASK-1 defizienten Maus
fuhrten zur Fragestellung, ob sich Besonderheiten in der invasiven intrakardialen
Untersuchung zeigen und ob ein arrhythmogenes Potential besteht. AuRerdem
stellten wir uns die Frage, welche Rolle TASK-1 bei der autonomen kardialen
Regulation einnimmt. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur in vivo
Charakterisierung des kardialen Phanotyps der TASK-1 defizienten Maus leisten,
um die bisherigen Erkenntnisse zu spezifizieren und die kardiale
Elektrophysiologie bei der Arrhythmogenese besser zu verstehen. Die
Experimente wurden im direkten Vergleich an beiden Genotypen TASK-1**
(Wildtyp) und TASK-1" (defiziente Maus) durchgefiihrt (Abb. 6). Es wurden drei
Studienziele formuliert:

1) Die Analyse der QT und QTc Zeiten im Oberflachen-EKG in Ruhe in TASK-
1** und TASK-17- Mausen soll Aufschluss (ber den Einfluss von
verschiedenen Anasthetika auf die QT Zeit Verlangerung geben. Durch Gabe
von Isoprenalin wird zudem die Abhangigkeit der QT Zeit Verlangerung von
der Herzfrequenz untersucht.

2) TASK-1**  und TASK-17- Mause werden im Rahmen einer
Katheterintervention  elektrophysiologisch ~ untersucht, um  gezielt
Erregungsleitungs-Eigenschaften sowie die elektrische Vulnerabilitat fir
atriale und ventrikulare Herzrhythmusstérungen vor und nach beta-
adrenerger Stimulation zu testen.

3) Auf Basis der eingeschrankten HRV bei den TASK-17 wird schlieRlich die
Heart Rate Turbulence (HRT) nach induzierten ventrikularen Extrasystolen
an TASK-1** und TASK-1"- Mausen studiert, um den Einfluss von TASK-1
auf den Barorezeptorreflex zu prifen.
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Elektrophysiologische Untersuchung der TASK-1  Knock-Out“ Maus

Aller et al. (Heidelberg)
Zucht nach Genotypisierung (RT-PCR) l
Wildtypen = TASK-1** > Heterozygote = TASK-1"- < Knock-Out = TASK-1--
Oberflachen-EKG (n = 6 je Genotyp)
Elektrophysiologische Untersuchung (n = 9 je Genotyp)
Heart Rate Turbulence (n = 9 je Genotyp)
- Einfluss der Anasthesie und beta-adrenerge Stimulation auf das QT Intervall?

= Arrhythmogenitat erhéht?
- Einfluss auf den Barorezeptorreflex?

Abb. 6: Studiendesign im Uberblick.

Die TASK-1 ,Knock-Out‘-Maus wurde in Heidelberg generiert (Aller 2005) und uns
freundlicherweise zur Verfigung gestellt, um TASK-1 im Herzen elektrophysiologisch zu
charakterisieren. Beige unterlegt die Genotypisierung nach real-time PCR. Hellblau unterlegt die
elektrophysiologischen Untersuchungsschritte. n = Anzahl. Eigene Abbildung.
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2 Material und Methoden

21 Einfuhrung

2.1.1 Die TASK-1 ,Knock-Out’ Maus

Fur die Experimente wurden TASK-1 defiziente Mause verwendet, die von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. William Wisden am Institut fur Klinische
Neurobiologie, Universitat Heidelberg, generiert worden sind (Aller 2005).

Die Herstellung der ,TASK-1 Knock-Out Maus* (KO) erfolgte durch homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen. In der TASK-1 kodierenden
Sequenz des Mausegenoms wurde ein klonierender Vektor eingebracht, der aus
einem Grundgerist des TASK-1 Gens und einer lacZ-Kasette
» TAG3IRESIlacZpAneopA® besteht. Bei der homologen Rekombination wurde das
Exon-1 des TASK-1 Gens zusatzlich noch um 72 Basenpaare deletiert (Abb. 7).

Sphl o Kb Sphl
Wild-type N 23 Kb g
allele: TASK-1 N >
AfLTI
Afl 1T progE B SPhl Sfo I EcoRI
L L ——
. )/ Ex 17" ~ PROBE A
,* 7Kb
! Sph1 N
. Notl +* SV40 AN
Targeting Sphl polyA T AfTI EcoRI
vector  PBS] HiRes] Tacz [T e I |
Targeted Sph S%h Sphi
allele Sphl SV40 < >
AflTI PROBE B p pOIE’A AfTT EcoRI
. — JrRE] LacZ [T e B L
PROBE A
12Kb

Abb. 7: Herstellung der TASK-1 ,,Knock-Out“ Maus durch homologe Rekombination von
Exon 1 des TASK-1-Gens.

Das erste kodierende Exon (Ex I, gefiillte Box) der nativen TASK-1 kodierenden Region (oben)
wurde nach reverser Transkription in cDNA auf ein bakterielles kiinstliches Chromosom Uberflhrt.
Um den Ziel-Vektor (targeting vector, Mitte) herzustellen, wurde die 9 Kb groRe Sphl-Region
subkloniert und auf ein Plasmid (pBS = pBluescript) Ubertragen, vom Restriktionsenzym EcoRI
zum 7.3 Kb grofen Sphl-EcoRI-Fragment verdaut und religiert. In die einzigartige Sfol-Region
von Ex | wurde anschlieRend die lacZ-Kasette eingefligt. IRES = internal ribosome entry site, lacZ
= R-Galaktosidase-Bindeglied, SV40 poly A = Simian virus 40 polyadenylation, Neo = Neomycin.
Der so entstandene Ziel-Vektor (unten) wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms Notl linearisiert
und in embryonale Mausestammzellen eingebracht. Mit Genehmigung aus Aller 2005.
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Somit wurde die fir die erste transmembrane Domane bis zur ersten
porenbildenden Schleife kodierende Region zerstort und das TASK-1 Gen
inaktiviert. Anschlielliend wurde das veranderte Genom in die Blastozysten von
C57Bl/6-Mausen Uberfuhrt (Aller 2005).

TASK-1 defiziente Mause (TASK-17) erscheinen gesund, haben eine typische
Lebenserwartung und pflanzen sich normal fort (Aller 2005). Die Grofde und
Morphologie des Herzens ist normal in den Mutanten (Aller 2005). Mause sind
derzeit die einzige Spezies, bei der TASK-1 erfolgreich ausgeschaltet werden
konnte (Huining 2010). Unserer Projektgruppe lieferte das Modell der TASK-1--
Maus die Moglichkeit, gezielt den Einfluss dieses Proteins auf die Herzfunktion
zu charakterisieren.

2.1.2 Haltung und Zucht der Versuchstiere

Die Mause wurden in der Tierversuchsanstalt der Universitat Dusseldorf (Leiter
Priv.-Doz. Dr. vet-med. Sager) gehalten. Die Kafige fur die Zuchtpaare waren 350
bzw. 530 cm?® grol3, 14 cm hoch und eingestreut mit Lignocel 3/4-S (J. Rettmaier
& S6hne GmbH & Co KG), Tanne und Fichte gemischt. Die Umweltbedingungen
wurden bei einer Temperatur von 22 + 2°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
5515% und einer Beleuchtungszeit von 6 bis 18 Uhr MEZ mit 320 Lux auf
konstantem Niveau gehalten. Ein Luftwechsel fand 22-fach pro Stunde statt. Die
Mause wurden mit 15 mm autoklaviertem Futter ,ssniff* (Spezialdiaten GmbH)
nach Belieben gefuttert und bekamen ozonisiertes Stadtwasser, angesauert mit
HCI auf pH 2,8 — 3, aus Trinkflaschen zur freien Verfligung.

Im Alter von drei Wochen wurden die Jungen umgesetzt und die Wurfgeschwister
nach Geschlecht getrennt. Dabei wurden die Schwanzspitzen zur DNA
Gewinnung fur die Genotypisierung gekurzt und die Mause mittels Ohrlochung
markiert. Die genotypisierten Tiere wurden nach Erlangung ihrer
Geschlechtsreife im Alter von acht Wochen weiter verpaart und in das
Versuchsprogramm aufgenommen. Verpaarungsstrategie war die Verpaarung
heterozygoter Geschwistertiere, um maoglichst TASK-17- Mause und Wildtypen
als Kontrollen zu erhalten. Einmal verpaarte Mannchen blieben nach der
Trennung von den Weibchen einzeln im Kafig. Zur Verbreiterung der Zucht
wurden CL57BI/6 eingekreuzt, die ursprunglich zur Entwicklung der transgenen
TASK-17- Maus genommen worden sind (Aller 2005). In einem Buch wurden
Zucht und Genotypisierung dokumentiert.
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2.1.3 Genehmigung fur Tierversuche

Die Versuchsvorhaben wurden gemaly §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes vom
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) NRW genehmigt;
Aktenzeichen: 84-02.04.2011.A073 ,Elektrophysiologische Untersuchung an
Wildtypen und der TASK-1 defizienten Maus*.

Die durchgefuhrten Tierexperimente erfolgten gemal der ,Convention of the
National Institute of Health Guide for the care and use of Laboratory Animals®
(Institute for Laboratory Animal Research 2011).

2.2  Invitro Analysen

Die Tierzucht erfolgte nach in vitro Bestimmung des Genotyps mittels real-time
PCR.

221 Gerate

e Minizentrifuge Mini Spin plus, Eppendorf

e PCR Cycler ABI 7500® Real-Time PCR System, Applied
Biosystems

e Pipetten Research 10/ 100/ 200 ul, Eppendorf

e Spectrophotometer NanoDrop™, Thermo Scientific Fisher Inc.

e Thermomixer Thermomixer compact, Eppendorf

e Vortex Cenco Instrumenten b.v.

e Zentrifuge Multifuge 3 S-R, Heraeus Holding GmbH

2.2.2 Computer und Software

NanoDrop™ Thermo Fisher Scientific GmbH ND-1000, Schwerte
Nanodrop 1000 Operating Software, Version 3.7

Applied Biosystems ABlI 7500® Sequence Detection System (SDS)

Version 1.4
e Computer Windows Vista, Lenovo
e Textverarbeitung Word® 2003, Microsoft

2.2.3 Kits und Verbrauchsmaterialien

e DNA-Isolierung DNeasy® Blood & Tissue Kit, QIAGEN, Hilden
e Eppendorf Tubes® Safe Lock Tubes 0,5 ml, Eppendorf
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e PCR HotStarTaq PCR Kit  (QIAGEN, Hilden);
QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit, QIAGEN,
Hilden; MicroAmp™ Optical Adhesive Film, Applied
Biosystems; MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode, Applied Biosystems

¢ Pipettenspitzen TipOne 1-200 ul, Starlab GmbH

2.2.4 Chemikalien

2,2-Tribromoethanol SIGMA-A. Chemie GmbH
2-Methyl-2-butanol SIGMA-A. Chemie GmbH

Ethanol Far die Mikrobiologie (Merck KgaA)
Oligonukleotide 0,2 umol/QOligonukleotid (MWG Biotech)

2.2.5 Genotypisierung

Der Assay zur Genotypisierung mittels PCR wurde in unserem Forschungslabor
implementiert (Huning 2010). Grundlage dieses Assays waren die beschriebenen
Basensequenzen von Aller et al. (Aller 2005) und die Erkenntnis, dass der
Nachweis von lacZ sowie der deletierten Region eine Zuordnung zum Genotyp
erlaubt. Die Trager des defizienten TASK-1 Gens mit eingebrachter lacZ-
Kassette sind lacZ positiv (TASK-17-, TASK-1*") und die deletierte Stelle Iasst
sich nicht mehr bzw. nur noch bei Heterozygoten (TASK-1*-) amplifizieren.
Dahingegen weisen die Trager des intakten TASK-1 Gens (TASK-1**
TASK-1*") nach wie vor die 72 Basenpaare lange Basensequenz auf, sind jedoch
fur lacZ negativ, ausgenommen Heterozygote (TASK-1*-). Die Genotypisierung
wurde im S1-Labor der Kinderkardiologie vorgenommen.

DNA Isolierung

Zur Identifizierung der TASK-17- Mause, Wildtypen oder Heterozygoten wurde
DNA aus den Schwanzspitzen der drei Wochen alten Nachwuchsmause mit Hilfe
des ,DNeasy Blood & Tissue Kit“ (Qiagen GmbH 2006) gewonnen. Im Folgenden
ist das Protokoll beschrieben (Abb. 8).

Die bei -70°C gelagerten Schwanzspitzen wurden im Ganzen in ein
Reaktionsgefal® mit Gewebs-Lyse-Puffer und Proteinase K versetzt. Das
Gemisch wurde Uber Nacht in einem Thermomixer bei 56°C bei mittlerer Stufe
geschuttelt. Nach 6-8 Stunden wurden die lysierten Schwanzspitzen grindlich
geschuttelt und mit DNA-Lyse-Puffer sowie 96 — 100 %-igen Ethanol fur die
Mikrobiologie (Merck KgaA) bei Raumtemperatur vermengt. AnschlieRend
wurden die Proben auf die Silikonmembran der DNeasy Mini spin column von
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QIAGEN pipettiert und eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. In den folgenden
Schritten wurden die Proben mit zwei Waschpuffern durch Zentrifugation
gewaschen und getrocknet. Der Waschvorgang befreit die DNA von
Verunreinigungen und Enzymhemmern wahrend die DNA an der
Silikonmembran gebunden bleibt. Im letzten Schritt wurde die auf der
Silikonmembran verbliebene DNA mit Elutions-Puffer zunachst eine Minute
inkubiert und danach einmal eluiert.

Lyse

<l ¢
m < | Bindung

A 4

Schwanzspitze DNA

< | Eluieren

@@m & | Waschen

Abb. 8: DNA Isolierung mit dem DNeasy® Blood&Tissue Kit.

Die Gewinnung von DNA aus den Schwanzspitzen erfolgte nach der Anleitung des Herstellers.
Mit Hilfe des Gewebs-Lyse-Puffers und Proteinase K wurden die Schwanzspitzen fiir 6-8 Stunden
lysiert. Danach wurde dem Gemisch DNA-Lyse-Puffer und Alkohol hinzugefiigt. Anschliel3end
wurden die Proben auf eine Silikonmembran aufgetragen und in zwei Stufen mit Waschpuffern
gereinigt. SchlieBlich wurde die DNA mittels Elutions-Puffer von der Silkonmembran geldst.
Modifiziert nach Qiagen GmbH 2006.

Spektrophotometrie

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die erhaltene Losung mit einem
automatischen Spektrophotometer ,Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 und
der Software ,ND-1000“ Version 3.7 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) am Computer quantifiziert. Hierbei wird die Konzentration der
Nukleinsauren mit Hilfe der spektralphotometrischen Messung der optischen
Dichte entsprechend einer Formel bestimmt, die sich aus dem Lambert-
Beer’'schen Gesetz herleitet:

¢ [ng/pl] = (OD260 x ex) / d
¢ = Konzentration der Ausgangslosung
0OD260 = gemessene optische Dichte bei 260 nm
d = Schichtdicke des durchstrahlten Kérpers 0.02 - 0.1 cm
e\ = spezifischer Extinktionskoeffizient (RNA: 40 pg/ml, DNA: 50 pg/ml)

Die sogenannten Extinktionsmessungen erfolgten bei den Wellenlangen A = 260
nm (ODzeo) flr Nukleinsduren, da sich dort jeweils das Absorptionsmaximum
befindet. Die OD sollte zwischen 0,1 und 1 liegen, da nur in diesem Bereich
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Extinktion und Konzentration proportional zueinander sind. Verunreinigungen der
Probe mit Proteinen oder genomischer DNA sind bei einem Koeffizienten aus
OD260/OD2g80o zwischen 1,8 fir DNA und 2,0 fur RNA (Thermo Scientific 2010)
allenfalls gering. Vor jeder Einzelmessung wurde die Glasfaseroptik beider
Messkontakte des Spektralphotometers mit RNase- und DNase-freiem Wasser
gereinigt und mit einem feinen Tuch abgewischt. Zum Nullabgleich wurde die
Pufferldsung genommen. Anschliellend wurde die geloste RNA bzw. DNA jeder
Probe quantifiziert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte zum einen als
Referenz fur eine erfolgreiche DNA-Isolierung und zum anderen fur die
Berechnung der PCR.

Semi-quantitative real-time PCR

Zur Genotypisierung der Zuchttiere wurde die real-time PCR als effizientes
Verfahren im Forschungslabor von Martina Schullenberg und Anja Hiuning
implementiert (HUning 2010). Somit konnte der Southern Blot als
Alternativmethode mit Verwendung von radioaktivem Schwefel umgegangen
werden.

Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) werden
selektive DNA-Sequenzen in vitro amplifiziert, um sie in messbaren
Konzentrationen nachweisen zu kdénnen. Fir die PCR werden die template-DNA,
synthetisch hergestellte primer, die HotStarTag-DNA-Polymerase und ein
Nukleotid-Mix bendtigt. Fur die spezifische Amplifizierung der gewulnschten
Gensequenz ist die Kenntnis von einigen Basenpaaren fur das Design der primer
die Voraussetzung. Die primer sind sequenzspezifische Oligonukleotide, welche
den Start- und Endpunkt fur die Taq-DNA-Polymerase wahrend der DNA-
Synthese markieren.

Die Polymerase katalysiert die Reaktion der Substanzen in drei Phasen, die in
etwa 40 Zyklen wiederholt werden. Produkte aus den vorherigen Zyklen dienen
als Ausgangssubstanz des folgenden Zyklus, so dass die DNA exponentiell
vervielfaltigt wird. Idealerweise wird ein Amplifikationsprodukt von der
Ausgangsmenge multipliziert mit 2" (n = Anzahl Zyklen) erreicht. Prinzip der
Vervielfaltigung in drei Phasen (Mullis 1986):

1) Denaturierung: Auftrennung des DNA-Doppelstrangs durch Losung der
quervernetzenden Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Einzelstrangen bei hoher Starttemperatur von etwa 95°C.

2) Hybridisierung: Nach Abkihlen auf 60°C bzw. 5°C wunter der
Schmelztemperatur der primer binden die Primer an die komplementare
template-Sequenz, als Basis flur den neuen DNA-Doppelstrang.



Material und Methoden Seite 23

3) Elongation: Die DNA-Polymerase verlangert bei einem Temperaturoptimum
von etwa 72°C den primer entlang der denaturierten Matrizen-DNA durch
Anhangen weiterer Nukleotide in 5'-3'-Richtung.

Die hier verwendete sogenannte semi-quantitative real-time PCR misst bereits
wahrend der Amplifikation die entstehenden PCR-Produkte durch
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide. Bei der Entstehung doppelstrangiger DNA
bindet der Farbstoff SYBR Green und emittiert Lichtsignale (blaues Licht Amax=
494 nm; grines Licht Amax = 521 nm), die vom Thermocycler gemessen werden
konnen (Qiagen GmbH 2011). Die Signalintensitat der nach jedem Zyklus
gemessenen Fluoreszenz korreliert in der exponentiellen Phase direkt
proportional mit der Konzentration der vervielfaltigten doppelstrangigen DNA. Es
werden drei Phasen unterschieden (Abb. 9):

1) Exponentielle Phase: Je Zyklus verdoppelt sich das Ausgangsprodukt, da die
Reaktion sehr spezifisch und prazise ist.

2) Lineare Phase: Unter Verbrauch der Reaktionskomponenten entstehen
immer weniger Produkte.

3) Plateau Phase: Reaktionsende, es entstehen keine weiteren Produkte.

1.000 e —

1.000 &' —]

1.000 e2—

PCR-Produkte

1.000 e*—

5 10 15 20 25 30 35 40

Zyklus

Abb. 9: Logarithmische Darstellung der Amplifikation mit der real-time PCR.

Exponentielle (1), lineare (2), Plateau- (3) Phase. Zum Prinzip der real-time PCR siehe Text. Y-
Achse = Logarithmus der PCR-Produkte, X-Achse = Anzahl der Zyklen der real-time PCR. Eigene
Abbildung.
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Bei der Sequenzierung des TASK-1 Gens mit der eingebrachten Kasette
»TAG3IRESIlacZpAneopA* zeigte sich eine Deletion von 72 Basenpaaren des
Exons 1 (Aller 2005). Aus diesem Grund wurde ein primer Paar ausgewahlt, das
die lacZ Domane der neu eingebrachten Kassette in der Knock-Out- sowie der
heterozygoten Maus erkennt (Vorwarts 5-ccc att acg gtc aat ccg c-3’). Ein
zweites primer Paar wurde fur die deletierten Sequenz im Exon-1 von TASK-1
entworfen, welche bei der Wildtyp- und heterozygoten Maus nachweisbar ist
(Vorwarts, 5’-aga atg tgc gca cgt tgg c-3’). Der Nachweis der Amplifikation von
lacZ in der PCR muss demnach fiir den Genotyp TASK-17 und TASK-1*-
gelingen. Fur Trager des Exon-1 des TASK-1 Gens, TASK-1** und TASK-1*-
gelingt hingegen der Nachweis der Deletionsstelle (Tabelle 3).

Genotyp primer PCR Nachweis
TASK-1"" | 5’-aga atg tgc gca cgt tgg c-3° Del pos., lacZ neg.
TASK-1*" 5’-aga atg tgc gea cgt tgg c-3° Del pos., lacZ pos.

5’-ccc att acg gtc aat ccg c-3°

TASK-17" 5’-ccc att acg gtc aat ccg c-3’ Del neg., lacZ pos.

Tabelle 3: Genotypisierung mittels real-time PCR.

Del = deletierte Sequenz im Exon-1 des TASK-1 Gens, lacZ = lacZ-Sequenz, Bestandteil der an
der Deletionsstelle von Exon-1 des TASK-1-Gens inserierten Kassette. Heterozygote
Merkmaltrager (TASK-1*") sind flir beide Sequenzen, Del und lacZ, positiv.

Alle primer wurden Uber die Firma Eurofins MWG GmbH (Anzingerstr. 7a, 85560
Ebersberg; http://www.eurofinsgenomics.eu/) bezogen. Die lyophilisierten primer
wurden nach Herstellerangaben in einem vorgegebenen Volumen RNase-freien
Wasser zur Herstellung einer konzentrierten Stammlosung gelost. Aus dieser
Stammldsung wurden Aliquots hergestellt, um wiederholtes Auftauen, Einfrieren
und Kontaminationen vorzubeugen. Die Lagerung der primer-Lésungen erfolgte
bei -20°C. Fur die real-time PCR wurde die HotStarTag-Polymerase (Qiagen,
Hilden, Deutschland) gewahlt. Sie ist eine modifizierte DNA Polymerase, die bei
Raumtemperatur inaktiv ist und einen initialen Aktivierungsschritt bei 95°C
bendtigt. Dieser ,Hot Start® unterscheidet sie von der konventionellen
thermostabilen DNA-Polymerase, welche bereits bei niedrigen Temperaturen
aktiv ist. Wahrend der Reaktionsvorbereitung bei Raumtemperatur enstehen
somit keine falschen real-time PCR Produkte oder primer-Dimere. Erst nach
vollstandiger Denaturierung der DNA, startet die PCR. Als Farbstoff fur die
Signalmessung der real-time PCR wurde SYBR Green |, ein asymmetrischer
Cyanin-Farbstoff, benutzt. Die Durchfihrung erfolgte nach der Anleitung des
Herstellers (Qiagen GmbH 2011).
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Protokoll der real-time PCR

Die Proben sowie die Kontrollen wurden als Duplikate angefertigt. Nach
Konzentrationsbestimmung der DNA konnte fur jede Vertiefung der PCR-
Titerplatte eine gleiche Ausgangsmenge von 350 ng entsprechend verdinnt
werden. Zur Positivkontrolle wurde die DNA homozygoter Merkmalstrager
(TASK-1** und TASK-17) und eines heterozygoten Tieres (TASK-1*")
genommen. Als Negativkontrolle fur beide primer wurde RNase-freies Wasser an
Stelle der template-DNA den Proben hinzugefligt. In der Analyse der
Dissoziationskurven konnten modgliche Kontaminationen, die zu einem
Abweichen von der Kontrollkurve fuhren, Uberpruft und von der Wertung
ausgeschlossen werden. Jeweils 25 pl pro Vertiefung Reaktionsansatz setzten
sich wie folgt zusammen:

DNA (verdunnt mit RNase freiem Wasser) 9,5 ul (350 ng / well)
/ RNase-freies Wasser (Negativkontrolle) 9,5 ul

primer F (Stammldsung 100 yM) 0,6 uM = 1,5 pl (1:20)
primer R (Stammlésung 100 uM) 0,6 uM = 1,5 ul (1:20)

Master Mix (QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit) 12,5 pl

Die Reaktionskomponenten wurden zlgig auf Eis pipettiert und bis zum Transfer
in die PCR Maschine auf Eis gelagert. Die Proben wurden dann auf die 96-well
Platte Uberfuhrt.

Die real-time PCR wurde wie folgt programmiert:

1. 95°C fur 15 min (Initialisierung der HotStarTag-Polymerase)
2.94°Cfur15s

3.60°C fur30s 40 Zyklen

4.72°Cflr35s

5. Dissoziation (95°C - 15 s; 60°C — 60 s; 95°C — 15 s; 60°C — 15 s)

Auswertung real-time PCR

Die Auswertung der real-time PCR erfolgte mit der Software SDS v1.4 (Applied
Biosystems). Mit Hilfe der Software wurden Amplifikationskurven des jeweiligen
primer lacZ und Del generiert. In den ersten Zyklen bis zum signifikanten Anstieg
des Basissignals werden unspezifische Hintergundsignale gemessen (Qiagen
GmbH 2011). Diese erste Phase nennt sich baseline und beschreibt den ersten
Schwellenwert in der Datenanlyse der PCR Ublicherweise zwischen dem 3.-15.
PCR-Zyklus. Hier finden sich unspezifische Fluoreszenzschwankungen, die alle
unterhalb des ersten eindeutigen Signalanstiegs kompensiert werden. Oberhalb
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der Baseline wird die sog. threshold adjustiert. Die cycle threshold (Ct) entspricht
der Zykluszahl, die notwendig ist, um einen Schwellenwert neu synthetisierter
DNA zu erreichen. Dieser Schwellenwert wird in der logarithmischen Darstellung
des Amplifikationsplots der PCR platziert, bei der eine exponentielle Zunahme
der DNA Konzentration zu verzeichnen ist. An diesem Punkt ist ein konstantes
Fluoreszenzniveau erreicht. Die Amplifikationkurven oberhalb der Ct sprechen
fir den positiven Nachweis vom lacZ-Gens bei den Knock-Out- (Abb. 10) bzw.
von der Deletionsstelle bei den Wildtyp-Mausen (Abb. 11). Je starker die DNA-
Konzentration desto geringer die Zykluszahl bei der die Ct erreicht wird.
Unterhalb der Ct verlaufende Amplifikationskurven ohne lineare Phase sind
negativ zu werten (bei Knock-Out-Mausen fehlende Sequenzierung mit primer
Del und bei Wildtypen keine Sequenzierung mit primer lacZ), wahrend ein
Amplifikationsbeginn erst bei hoher Zykluszahl fur heterozygote Merkmaltrager
mit schwach positivem DNA-Anteil sprechen, wenn sowohl die lacZ- als auch die
Deletionssequenz nachweisbar ist. Die Spezifitat wurde an Hand der
Dissoziationskurven, auch Schmelzkurven genannt, Uberpruft.
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Abb. 10: Amplifikation mit primer lacZ in der real-time PCR.

Logarithmische Darstellung der PCR-Produkte gegen die Anzahl der Zyklen. Die Ct wird im 21./
22. Zyklus wahrend der exponentielle Amplifikationsphase erreicht, was flir einen positiven
Nachweis von lacZ spricht. Drei Amplifikationskurven erreichen die Ct erst im 30. / 31. Zyklus,
entsprechend einem schwacheren DNA-Anteil beim heterozygoten Merkmalstrager.
Unspezifische Signale wurden hier im Bereich der Zyklen 6 — 13 gemessen, von denen einige die
Ct nicht erreichen und als negativ gewertet worden sind. Y-Achse = Logarithmus der PCR-
Produkte, X-Achse = Anzahl der Zyklen der real-time PCR. Eigene Abbildung.
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Abb. 11: Amplifikation mit primer Del in der real-time PCR.

Logarithmische Darstellung der PCR-Produkte gegen die Anzahl der Zyklen. Die Ct wird im
Bereich des 21. — 23. Zyklus erreicht. Diese Amplifikationskurven stehen fir das Vorliegen der
Deletionsstelle bei den Wildtyp-Tieren. Y-Achse = Logarithmus der PCR-Produkte, X-Achse =
Anzahl der Zyklen der real-time PCR. Eigene Abbildung.

2.3

2.3.1 Gerate
¢ Animal BioAmp®

e Beheizbarer OP-Tisch

e BioAmp Cable®

e Connector Cable™

e Elektrodenkabel Maus
e Elektrodenkatheter

- Bipolar

- Oktapolar
e Elektrorasierer

e Lichtquelle

In vivo Analysen

ML 136, ADInstruments, Spechbach, Deutschland

Small Operating Table 816-503001-1, BioScience,
Sheerness, UK

ADInstruments, Spechbach, Deutschland
Mafanfertigung fir Pins des Elektrodenkatheters

CIBER MOUSE™, NuMED Inc., Hopkinton,
USA, PIN 8, 200 cm Lange

29 gauge, ADInstruments, Spechbach, Deutschland

CIB'ER MOUSE™ Electrophysiology Catheter,
NuMED, Inc., Hopkinton, USA

1.0 french, 0,5 mm Elektrodenabstand und —lange
2.0 french, 0.5 mm Elektrodenabstand und —lange

Contura, Wella, Darmstadt, Deutschland

KL1500 LCD,
Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar,
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e Mikroskop Stereo Zoom Microscope, Modell GZ6, Leica Micro
systems GmbH, Wetzlar, Deutschland

e PowerlLab 8/30® ML 870, ADInstruments, Spechbach, Deutschland

e PowerlLab 26T® ADInstruments, Spechbach, Deutschland

e Pulse Transducer ADlInstruments, Spechbach, Deutschland

e STG 4002 Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen,

Deutschland

2.3.2 Computer und Software

e Computer Medion Windows 7

e Lenovo Windows Vista

e LabChart® ADInstruments, Version 7.2

e MC_Stimulus Il Multi Channel Systems MCS GmbH, Version 3
e Statistik GraphPad Software, Inc., GraphPad Prism 5.02
e Textverarbeitung Microsoft, Office 2003

e Literaturverwaltung Swiss Academic Software GmbH, Citavi® 3.3.0

2.3.3 Instrumente und Verbrauchsmaterialien

e Aqua destilliert Zum Spulen des Elektrodenkatheters

e Kodan® Tinktur forte, farblos, Schulke, Norderstedt,
Deutschland

e Operationsbesteck Anatomische Pinzette
Pinzetten krumm spitz fein
Mikroschere
Gefallhalter Pinzette manuell vorgebogen
Klemmgewicht/Nahtklemme

e Seidenfaden Fein geflochten, No. 18020-60, Fine Science Tools
GmbH, Heidelberg, Deutschland
e Spritzen Micro-Fine U-100 Insulin, 0,5 ml, BD Medical,

Heidelberg, Deutschland
e Transpore™ Transparentes Tape, 3M, Neuss, Deutschland

e Vakuumfiltersystem Corning® 500 ml Vacuum Filter System, 0,45 um,
Tewksbury, USA

e Weiche Tucher Clou Prestige tissues, WEPA Professional GmbH,
Arnsberg, Deutschland
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2.3.4 Pharmaka
Pentobarbital

Das Barbiturat Pentobarbital ist ein langwirkendes Injektionsnarkotikum mit einer
Wirkdauer von 4 — 8 Std. beim Menschen (Karow 2012) und hat die Chirurgie vor
160 Jahren revolutioniert (Zeller 2007). In der Veterinarmedizin wird es noch zur
Pramedikation, Allgemeinnarkose sowie Einschlaferung genutzt, da seine
Latenzzeit bis zur Wirkung lediglich 2 — 3 Min. betragt (Loscher 2006).
Pentobarbital moduliert ein breites Spektrum zentralnervoser Rezeptoren. Dazu
gehoren die Bs-Untereinheit des GABAa-Rezeptors (Zeller 2007), nikotinische
Acetylcholin-, AMPA-, Kainat- und Glycin — Rezeptoren (Krasowski und Harrison
1999). Nebenwirkungen sind Atemdepression bis Atemstillstand bei
Uberdosierung, wahrend der Herz-Kreislauf nur schwach gedrosselt wird
(Léscher 2006). Bei einer Dosis von 60 mg/kg intraperitoneal (i.p.) werden
Intervallverlangerungen von PQ, QRS, QT und RR beschrieben (Zeller 2007).
Fur die Testung der HRT wurden 30 mg/kg Korpergewicht i.p. verabreicht.
Pentobarbital verhindert Uber eine Reduktion der TDR das Auftreten von
spontanen und stimulierten Torsade-de-pointes-Tachykardien im LQT-Modell
(Shimizu 1999), weswegen es nicht zur EPU verwendet wurde.

Isofluran

Als volatiles Anasthetikum  wirkt Isofluran ausgepragt hypnotisch,
muskelrelaxierend und schmerzbefreiend durch Bewusstseinsverlust (Karow
2012). Vorteil der Inhalationsanasthetika ist ihre gute Steuerbarkeit im Vergleich
zu den i.v.-Anasthetika (Karow 2012). AuRerdem ist die Narkoseeinleitung im
Narkosekasten mit flissigem Isofluran einfach und dauert langstens 1 — 2 Min.
Es wurde eine Konzentration von 1,5 Vol % per inhalationem kontinuierlich
verabreicht. Zu den wichtigsten Nebenwirkungen gehéren Atemdepression mit
Hyperkapnie, Azidose, sowie nach 12 h Anasthesie Anstieg von Herzfrequenz
und Kérpertemperatur (Cesarovic 2010). Letzteres war flr unsere Versuche mit
einer Dauer von etwa zwei Stunden unerheblich. Die kardiale Depression ist
grundsatzlich minimal (Roth 2002). In patch-clamp Untersuchungen konnte die
Sensitivitat von Kzp Kanalen fir volatile Anasthetika festgestellt werden. Folglich
kommt es wahrend der Anasthesie mit Isofluran zu einer Aktivierung von
TASK-1, TREK-1 und TASK-3 (Patel 1999, Lesage und Lazdunski 2000,
Lazarenko 2010). Daher war bei den TASK-1 defizienten Mausen eine mogliche
kompensatorische Aktivierung von TREK-1 und TASK-3 durch Isofluran zu
berlcksichtigen.

2, 2, 2-Tribromoethanol / 2-methyl-2butanol)

Fur Akutversuche transgener Mause in Laboratorien eignet sich Avertin® als
Anasthetikum (Hart 2001, Meyer und Fish 2005). Es wurde 250 mg/kg
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Kdrpergewicht intraperitoneal einer 2.5% Ldsung verabreicht (Zutphen 1995).
Die Narkosetiefe ist innerhalb von 1 — 2 Minuten erreicht und halt 40 — 90 Minuten
an (Herstellerangaben). Additive Gaben werden gut toleriert (Weiss und
Zimmermann 1999). Beschriebene Langzeitnebenwirkungen in der Literatur sind
Serositis, diffuse oberflachliche nekrotisierende Organschaden, Adhasionen,
Strikturen und in 0,1 % Tod (Zeller 1998, Weiss und Zimmermann 1999). In
echokardiographischen Studien von Roth et al. hatte Avertin® neben Isofluran
nur geringe kardiodepressive Auswirkungen (Roth 2002). Saba et al.
verwendeten ebenfalls Avertin® bei elektrophysiologischen Untersuchungen an
transgenen Mausen, sodass vergleichbare Daten vorliegen (Saba 2005).

Zur Herstellung der Stammlésung wird 5 ml 2-Methyl-2-butanol mit 2,5 g
Tribromoethanol gemischt und mit Hilfe eines Magnetrihrstabs auf einer
Warmeplatte bei 40°C vollstandig gelost. Der Losung wird destilliertes Wasser
bis zu einem Gesamtvolumen von 200 ml hinzugeflgt. Im letzten Schritt wird die
Lésung durch einen 0,45 um Filter (Corning® 500 ml Vacuum Filter System, 0,45
pm, Tewksbury, USA) unter sterilen Bedingungen vakuumfiltriert. Der
Filterprozess entfernt Mikroorganismen, sowie ungeloste Kristalle (Zeller 1998,
Weiss und Zimmermann 1999). Die fertige Stammldsung ist lichtsensitiv und wird
dunkel im Kuhlschrank bei +4°C aufbewahrt. Es wurden Aliquots in 0,5 ml
Eppendorf — Behaltnissen hergestellt, um handliche Arbeitslosungen zu erhalten
und die Kontaminationen zu vermeiden. Auf Grund der begrenzten Haltbarkeit
bedingt durch die Lichtempfindlichkeit, wurden die Arbeitslosungen mit Alufolie
umwickelt und bei +4°C kuhl gelagert. Vor der Anwendung muss Avertin®
vollstandig in Loésung gegangen sein.

Isoprenalin

Das Sympathomimetikum Isoprenalin hat eine spezifische Wirkung auf die
kardialen beta1- und betaz-Rezeptoren. Dem Adrenalin ahnlich wirkt es positiv
chronotrop, positiv inotrop, steigert die AV-Uberleitungsgeschwindigkeit (Karow
2012). Die Wirkung tritt nach etwa 1 — 5 Minuten ein (VanderBrink 1999). An
isolierten Kardiomyozyten zeigten Priori und Corr die Induktion von EAD und
DAD durch beta-adrenerger Stimulation (Priori und Corr 1990). In
pharmakologischen Modellen des LQTS1 und LQTS2 konnten nur unter beta-
adrenerger Stimulation Torsade-de-pointes-Tachykardien ausgelost werden.
Isoprenalin wurde zur EPU in einer Dosis von 2 mg/kg i.p. gewahlt, um die
Erregungsuberleitung zu  beschleunigen und  katecholamin-sensitive
Tachyarrhythmien zu provozieren. Bei fehlendem Frequenzanstieg um
mindestens 30% oder Verkilrzung der Zykluslange auf unter 100 ms erfolgte die
erneute Gabe von Isoprenalin (Brunner 2001). Das QT und QT¢ Intervall wurde
unmittelbar vor und nach der Gabe von Isoprenalin gemessen, um den Einfluss
beta-adrenerger Stimulation auf diese Parameter vergleichen zu kénnen.
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2.3.5 Arbeitsplatz und Dokumentation

Laborraumlichkeiten der Sicherheitsstufe 1 standen uns mit freundlicher
Unterstutzung des Instituts fur Herzkreislaufphysiologie der Heinrich Heine
Universitat zur Verfigung. Die Tierversuche fanden zu ruhigen Laborzeiten statt,
um Stdrfaktoren wie benachbarte Elektronikgerate und Funkinterferenzen einer
Baustelle zu vermeiden.

Die Aufzeichnungspflicht jedes Tierversuchs wurde eingehalten und die
erforderlichen Meldungen an die Tierversuchsanstalt der Universitat Dusseldorf
erstattet. Jedes Tier war mit einer Begleitkarte ausgestattet, auf der Herkunft,
Nummer des Versuchsvorhabens und Verwendung registriert waren. Alle
Versuche wurden in einem Versuchsbuch protokolliert und die aufgezeichneten
Rohdaten mit den jeweiligen Auswertungen elektronisch gesichert. Das geflhrte
Protokoll enthielt Tiernummer, Geschlecht, Alter, Gewicht, Narkosemenge und
Versuchsdauer und die durchgefuhrte Untersuchungsmodalitat.

2.3.6 Vorgehen

Die in vivo Experimente basieren auf routinemafig in der Klinik eingesetzte
Untersuchungen zur Abklarung von Herzrhythmusstorungen,
Indikationsstellungen von Schrittmacher bzw. Defibrillatorsystemen und zur
Risikostratifizierung des SCD. Hier dienen die Experimente zur
elektrophysiologischen Charakterisierung der TASK-1 defizienten Maus. Sie
lassen sich unterteilen in extrakardiale Untersuchungen (Oberflachen-EKG) und
intrakardiale Untersuchungen (Elektrodenkatheter). Zu den intrakardialen Tests
gehoren die Funktion des Barorezeptorreflexes durch die HRT,
zusammengesetzt aus Turbulence Onset (TO) und Turbulence Slope (TS), und
die umfassende elektrophysiologische  Untersuchung, jeweils mit
ausgearbeiteten Protokollen. Nur in vivo besteht die Mdglichkeit, Oberflachen-
EKGs und intrakardiale Elektrogramme abzuleiten und die Erregungsleitung
sowie das Risiko flr Arrhythmien durch intrakardiale elektrische Stimulation zu
untersuchen.

Fur die Versuche dieser Arbeit wurde ein standardisiertes Vorgehen eingehalten.
Es wurden die Wildtypen bzw. TASK-1** und ihre nicht merkmaltragenden
Wourfgeschwister (TASK-17) gleichen Alters und Geschlechts ausgewanhlt.
Wahrend der elektrophysiologischen Studien war dem Untersucher der Genotyp
des Versuchstiers nicht bekannt, um einen Bias bei der Analyse zu vermeiden (s.
statistische Auswertung). Die zeitlichen Abstande zwischen den einzelnen
Versuchen wurden so gering wie mdglich gehalten und 2zu jedem
Versuchszeitpunkt wurden Tiere beider Gruppen genommen, um
Umwelteinflisse auszuschlieRen. Alle verwendeten Gerate wurden zur
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Autokalibrierung mindestens zehn Minuten vor Versuchsbeginn in Betrieb
genommen.

2.3.7 Oberflachen-Elektrokardiogramm
Hintergrund

Das Oberflachen-Elektrokardiogramm (EKG) an den Extremitaten gibt
Aufschluss uber die elektrische Erregungsausbreitung im
Erregungsleitungssystem des Herzens. Es stellt das groRte ableitbare Biosignal
der Maus und des Menschen dar.

Versuchsaufbau

Die verwendeten Gerate, Powerlab 8/30® und Animal BioAmp® von der Firma
ADInstruments, wurden mit dem Arbeitsrechner verbunden und die Software
LabChart® (ADInstruments, Version 7.2) zeichnete das EKG auf.

Durchflihrung

Von jedem Versuchstier wurde ein Oberflachen-EKG gleich nach dem Anlegen
der Elektroden abgeleitet. Die analgosedierte Versuchsmaus wurde auf eine ca.
30°C warme Unterlage gelegt (Small Operating Table, BioScience). Zur
Ableitung wurden drei 29 Gauge Elektrodennadeln an den beiden Vorderpfoten
und der linken Hinterpfote subkutan eingebracht (Abb. 12).

Rechts OO OO Links

+

Abb. 12: Oberflachen-EKG der Maus.

Die Ableitung des Oberflachen-EKG erfolgte in Ableitung Il nach Einthoven Uber subkutan
eingebrachte Elektroden an den beiden Vorderpfoten sowie der linken Hinterpfote. Eigene
Abbildung.
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Fur die Betaubung wurden versuchsabhangig eines der drei oben beschriebenen
Anasthetika Isofluran, Pentobarbital und Avertin verwendet. Die Mause wurden
flach narkotisiert, damit sie die Rlckenlagerung auf einer Warmeplatte tolerieren
und die gemessenen Potentialdifferenzen nicht durch Muskelbewegungen
gestort werden. Wahrend der Zeit wurde die Narkosetiefe in regelmaligen
Abstanden anhand von Sinneshaar- und Pfotenreflexen Uberprift und die Augen
und Zunge feucht gehalten. Da die Mause wahrend der Versuchszeit nicht
erwachten, kam es zu keinen bewusst wahrnehmbaren Schmerzen oder Leiden
(Zutphen 1995, Kohn 2007). Der bekannten Problematik des Schmerz-
Monitorings wurde durch sorgfaltigen und aufmerksamen Umgang mit den
Versuchstieren, sowie unter der Aufsicht von Frau Petric als Tierarztin, Rechnung
getragen (Hawkins 2002). Da das Oberflachen-EKG immer auch Bestandteil der
EPU und der HRT war, gelten die beschriebenen Verhaltensmallinahmen
stellvertretend auch dort.

Analyse

Zur EKG Auswertung zahlten die Herzfrequenz, P Welle und P Amplitude
(Erregungsausbreitung vom Sinusknoten Uber das Vorhofmyokard) PR (Dauer
der Erregungsausbreitung vom Vorhof- zum Kammermyokard), QRS, R
Amplitude (Erregungsausbreitung Uber das Kammerseptum und -myokard), QT
(Erregungsruckbildung Uber das Kammermyokard) und QTc Intervall. Dabei
wurde das Ende der T Welle definiert als der Bereich, wo die langsame
Komponente der biphasischen T Welle zur isoelektrischen Linie zurickkehrt. Das
QTc Intervall wurde mit Hilfe der modifizierten Bazettformel nach Mitchell et al.
fur die Durchschnittsfrequenz von 600/min berechnet: QT.=QTo/(RRo/100)"?
(Mitchell 1998). Alle Daten wurden aus mindestens 50 Schlagen je Maus von
zwei unabhangigen Untersuchern, denen der Genotyp verblindet war, personlich
vermessen und gemittelt. Im Vorfeld der Auswertung wurde jedes EKG auf atriale
und ventrikulare Ektopien untersucht. Um die Interaktion der Anasthesie auf die
EKG-Parameter nachvollziehen zu konnen, wurden bereits vorhandene Daten
aus Aufzeichnungen von Oberflachen-EKGs wahrend Isoflurannarkose mit
denen wahrend Avertin® und Pentobarbital verglichen.

2.3.8 Elektrophysiologische Untersuchung
Hintergrund und Ablauf

Es stehen standardisierte EPU-Protokolle flir den Menschen zur Verfuigung, die
dem Josephson-Protokoll folgen (Josephson 1978). Fir die EPU bei der Maus
orientierten wir uns an der Arbeitsgruppe von Charles Berul, die ein
elektrophysiologisches Protokoll flr die Maus in Anlehnung an das fir den
Menschen entwickelt hat (Berul 1996). Einzelne Untersuchungsschritte wurden
aus den Arbeiten von Kreuzberg et al., Schrickel et al. und Bevilaqua et al. wie
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unten naher erlautert erganzt (Bevilacqua 2000, Kreuzberg 2006, Schrickel
2007). So entstand ein modifiziertes Protokoll fur die elektrophysiologische
Charakterisierung der TASK-1 defizienten Maus (Tabelle 4).

Zur Maus-EPU wird ein Katheter transjugular eingebracht, der mit seinen acht
Ringelektroden (Oktapolarkatheter) in Kontakt zum rechten Vorhof
(Sinusknoten), der AV-Klappen-Ebene (AV-Knoten, His-Bundel-Region) und
zum rechten Ventrikel (Purkinje-Fasern) steht (Abb 13). Der Oktapolarkatheter
ist speziell fur elektrophysiologische Testungen an Mausen konzipiert (CIB’ER
MOUSE™ Electrophysiology Catheter, NUMED Inc.). Sein Durchmesser betragt
2.0 french, entsprechend einem AufRendurchmesser von 0,65 mm. An seiner
Spitze enthalt er acht Ringelektroden aus Platin mit jeweils einer Breite von
0,5 mm im Abstand von 0,5 mm. Zwischen den jeweiligen Ringelektroden ist eine
bipolare Erregungs-Ableitung mdglich, was als ,sensing”“ bezeichnet wird. So
konnen Stoérungen der Erregungsleitung und —ausbreitung vom Ursprungsort
uber den Ausbreitungsweg verfolgt werden. Die beiden distalen Elektrodenpaare
1-2 und 3-4 erfassen ventrikulare Aktivitaten, das Elektrodenpaar 5-6 zeichnet
auf Hohe der AV-Klappen-Ebene auf, und das Elektrodenpaar 7-8 registriert die
Aktivitat im Vorhof. Neben seiner sensing-Funktion kann der Oktapolarkatheter
uber die Ringelektroden das Myokard bipolar stimulieren wie ein Schrittmacher.
So kdnnen beispielsweise die Ringelektroden 1-2 den rechten Ventrikel apikal
stimulieren wahrend die Ringelektroden 5-6 auf AV-Klappen-Ebene die
Erregungausbreitung als bipolares Elektromyogramm ableitet.

Elektrode 8

Elektrode 1

1 mm
(|

Abb. 13: Oktapolarkatheter in Relation zum Mauseherz.

Das Mauseherz in einer flissigkeitsgefiillten Petrischale unter ca. 5-facher Vergroferung. Der
Oktapolarkatheter projiziert sich mit der Ringelektrode 1 auf den Apex und mit Ringelektrode 8
auf die Basis des Herzens. Intrakardial liegen die Ringelektroden 1-4 in der rechten Kammer, 5-
6 auf die Hohe der AV-Klappen-Ebene (gestrichelte Linie) und 7-8 im rechten Vorhof. Der Abstand
der 0,5 mm breiten Ringelektroden betragt 0,5 mm. mm = Millimeter. Eigene Abbildung.
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Eine vollstandige EPU dauert etwa 90 min (Abb. 14). Als Erstes wird das
Versuchstier mit Avertin® sediert (Einleitung). Zweitens wird ein Oberflachen-
EKG in Ruhe (s.0.) und drittens, nach Praparation bzw. Katheterisierung, ein
intrakardiales EKG abgeleitet. Bei Letzterem werden folgende Basiswerte in
Zykluslangen gemessen: AV (Atrium-Ventrikel Intervall), AH (Atrium-His
Intervall), HV (His-Ventrikel Intervall) und RR (Intervall zwischen zwei R Zacken).
Das AV Intervall umfasst das atriale Elektrogramm bis zum ersten negativen
Ausschlag des QRS Komplexes. Weiter wird das AV-Intervall durch die His-
Zacke in AH und HV Intervall unterteilt.

Katheterlage Atriales Programm Ventrikuldres Programm Isoprenalin
Reizschwellen 1. SNRT 1.VRP 1.AB
- atrial 2.WBP 2. Extrastimulation 2.VB
- ventrikuldr 3. AVNRP -S3
4.ARP -S4
5 AB 3.VB
Einleitung EKG Préparation EPU
5 10 20 60 90 min

Abb. 14: Zeitliche Abfolge der EPU bei der Maus.

Nach der Narkoseeinleitung wird ein Ruhe-EKG aufgezeichnet bevor die Praparation der rechten
V. jugularis interna erfolgt. Der Oktapolarkatheter wird inseriert und seine Lage im rechten
Ventrikel mit Hilfe der sensing-Funktion bestatigt. Wahrend der Uberpriifung der Katheterlage
werden alle Ringelektroden bipolar gegeneinander abgeleitet. AnschlieRend beginnt die atriale
und ventrikulare Reizschwellentestung, um mit der doppelten Reizschwelle stimulieren zu
kénnen. Dann beginnt das atriale Programm mit Sinusknotenerholungszeit (SNRT),
Wenckebachperiodik (WBP), AV-nodaler Refraktarzeit (AVNRP), Atrialer Refraktarzeit (ARP) und
Atrialer Burststimulation (AB). Es folgt das ventrikulare Programm mit Ventrikularer Refraktarzeit
(VRP), programmierter Extrastimulation mit 2 (S3) oder 3 (S4) Extrastimuli und Ventrikularer
Burststimulation (VB). SchlieRlich wird die AB und VB nach beta-adrenerger Stimulation mit
Isoprenalin wiederholt. min = Minuten. Eigene Abbildung.

Als Viertes folgt das elektrophysiologische Stimulationsprogramm, welches mit
der Bestimmung der atrialen und ventrikularen Reizschwelle beginnt. Ein
Stimulus wird als Rechteckimpuls mit einer Dauer von 1 ms und der doppelten
diastolischen Reizsschwelle programmiert (MC_Stimulus I, Multi Channel
Systems GmbH) (Berul 1996, Kreuzberg 2006, Schrickel 2007). Atrial wird
bevorzugt mit dem Elektrodenpaar 7/8 und ventrikular mit dem Elektrodenpaar
1/2 stimuliert.

Das atriale Stimulationsprogramm enthalt die Analyse der
Sinusknotenerholungszeit (sinus node recovery time, SNRT), definiert als
maximales Intervall vom letzten stimulierten Impuls bis zur ersten eigenen
Sinuserregung. Es wurden 30 Stimuli mit den Zykluslangen von 120, 100 und 80
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ms appliziert und jeder Wert doppelt bestimmt (Kreuzberg 2006). Die
frequenzkorrigierte SNRT (SNRTc) ist bestimmt durch die Differenz von SNRT
und der Sinuszyklusléange (SCL) (SNRTc: = SNRT — SCL) (Kreuzberg 2006). Des
Weiteren wurde die relative SNRT als Quotient SNRT/SCL in Prozent errechnet
(Kreuzberg 2006). Weiter umfasst das atriale Stimulationsprogramm die
Wenckebachperiodik, welche die Zykluslange ist, bei der erstmalig ein AV-Block
auftritt, d.h. keine 1:1 Uberleitung vom Vorhof auf die Kammer erfolgt. Zur
Annaherung werden 12 Stimuli mit einer Zykluslange abgegeben, die 20 ms unter
der SCL liegt. Anschliel3end wird die Zykluslange um 2 ms verkurzt bis erstmalig
eine 2:1 Uberleitung auftritt, die durch Wiederholung bestéatigt wird (Abb. 15)
(Bevilacqua 2000, Kreuzberg 2006). Nachste Schritte des atrialen
Stimulationsprotokolls sind die Untersuchung der AV-nodalen Refraktarzeit
(AVNRP) und der atrialen Refraktarzeit (ARP). Die ARP ist definiert als die
langste Zykluslange, bei der keine atriale Erregung mehr durch einen
Extrastimulus (S2) ausgelost wird. Dahingegen entspricht die AVNRP der
langsten Zykluslange, bei der eine Vorhoferregung nicht mehr auf die Ventrikel

Stimulus (V)

W

T~

N

|
-

Oberflache (mV)
i
I

Juy
o

Intrakardial (mV)
NOO N b o

250 ms
[

Abb. 15: Wenckebachperiodik. Ansicht in LabChart®.

LabChart® Version 7.2 (ADI, Spechbach Deutschland). Dargestellt sind drei Kanale von oben
nach unten: Stimulus, Oberflachen-EKG (Ableitung Il) und intrakardiales Elektrogramm. Unter
Analgosedierung mit Avertin® betragt die Ruhefrequenz 487 min-!, entsprechend einem RR
Intervall von 123 ms. Der Wenckebachpunkt betragt in diesem Fall 86 ms, da eine AV-Uberleitung
nach dem letzten atriale Stimulationsimpuls ausfallt (Pfeil). Die Wenckebachperiodik ist definiert
als diejenige Zykluslange, bei der erstmalig eine AV-Blockierung auftritt, d.h. keine 1:1
Uberleitung vom Vorhof auf die Kammer erfolgt. mV = Millivolt, V = Volt, ms = Millisekunden.
Eigene Abbildung.
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ubergeleitet wird. Daflr werden flr die S1-Stimuli die Zykluslangen 120, 110 und
100 ms festgelegt und ein Extrastimulus S2 programmiert, der 10 ms kurzer ist
als die S1-Zykluslange und sukzessive um 2 ms verkurzt wird. Abschluss des
atrialen Stimulationsprogramms ist die Burststimulation zum Auslésen von
Vorhofflimmern. Vorhofflimmern ist definiert als schnelle atriale Aktion mit
unregelmaBiger AV-Uberleitung, die mindestens 1 s andauert (Kreuzberg 2006,
Schrickel 2007). Zur Burststimulation werden Stimulationsimpulse mit einer
Stimulationszykluslange von 50 ms absteigend in 10er Schritten bis 10 ms
(Kreuzberg 2006) fur die Dauer von jeweils 5 s abgegeben (Schrickel 2007).
Jeder Stimulations-Schritt wird mit der doppelten und vierfachen diastolischen
Reizschwelle ausgeflihrt. Zur Erholung wird zwischen den Testungen ein
stimulationsfreies Intervall von 10 s eingehalten (Schrickel 2007).

Anschlie3end folgt das ventrikulare Stimulationsprogramm. Die Bestimmung der
ventrikularen Refraktarzeit (VRP) erfolgt wie atrial durch S1-Stimulation mit den
Zykluslangen 120, 110 und 100 ms und S2-Extrastimulation mit einem Stimulus,
der 10 ms kurzer ist als S1 und schrittweise um 2 ms reduziert wird. Zur Testung
der ventrikularen Vulnerabilitat erfolgen die programmierte Extrastimulation und
die ventrikulare Burststimulation. Dabei handelt es sich um die Induzierbarkeit
von ventrikularen Extrasystolen (Einzelschlag), Couplets (doppelte Extrasystole),
Triplets (dreifache Extrasystole) und ventrikularen Tachykardien (= 4
Extrasystolen) (Schrickel 2007). Ventrikulare Tachykardien haben eine
regelmalige Frequenz, wahrend das Kammerflimmern von Schlag zu Schlag
unterschiedliche Morphologien annimmt ohne definierbare Frequenz (Berul
2003). Bei der programmierten Extrastimulation werden acht S1 Stimuli bei den
Zykluslangen 120, 110 und 100 ms mit zwei (S2-S3) bis zu drei Extrastimuli (S2-
S3-S4) mit sukzessiv klrzeren Ankopplungsintervallen bis zur Refraktarzeit
kombiniert. Die ventrikulare Burststimulation erfolgt in Analogie zur atrialen
Burststimulation beginnend mit einer Stimulationszykluslange von 50 ms und
schrittweise Reduktion um 10 ms bis 10 ms fur die Dauer von jeweils 5 s (Abb.
16) (Schrickel 2007). Jeder Stimulations-Schritt wird mit der doppelten und
vierfachen diastolischen Reizschwelle ausgefihrt. Zur Erholung wird zwischen
den Testungen ein stimulationsfreies Intervall von 10 s eingehalten (Schrickel
2007). Bei Patienten mit LQTS kommt es nach beta-adrenerger Stimulation zur
Verlangerung des QT Intervalls bedingt durch die Zunahme der Dispersion der
Repolarisation und damit zum Auftreten von Torsade-de-pointes-Tachykardien.
Um die Neigung zu ventrikularen Arrhythmien zu provozieren wird deshalb beta-
adrenerges Isoprenalin (2 mg/kg) intraperitoneal gegeben (Bevilacqua 2000).
Sollte es nicht zu einem Ansteigen der Herzfrequenz um mindestens 30 % bzw.
einer Verkurzung des RR-Intervalls unter 100 ms kommen, wird die Halfte der
Startdosis von Isoprenalin nachgegeben (Brunner 2001). Nach einigen Minuten
wird anschlielend die
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Abb. 16: Ventrikuldre Burststimulation.

Die LabChart® (ADI, Spechbach Deutschland) Darstellung zeigt drei Kanale wie in Abb. 15
beschrieben. Die Ruhefrequenz unter Analgosedierung mit Avertin® betragt zum gezeigten
Zeitpunkt 483 min-', entsprechend einem RR Intervall von 124 ms. Getriggert wurde die R Zacke
im Oberflachen-EKG und die Stimulation erfolgte mit einer Zykluslange von 10 ms fir die Dauer
von 5 s (Pfeil ,Start* bis Pfeil ,Stop“). AnschlieRend kommt es zu einer ventrikularen Tachykardie
Uber 6 Schlage. mV = Millivolt, V = Volt, ms = Millisekunden. Eigene Abbildung.

atriale und ventrikulare Burststimulation wiederholt. Die Anzahl induzierter
Arrhythmien pro Tier, die Dauer der Arrhythmien sowie die Zykluslange der
Tachykardien werden aufgezeichnet. Das QT und QT Intervall wird unmittelbar
vor und nach der Gabe von Isoprenalin gemessen, um den Einfluss beta-
adrenerger Stimulation auf diese Parameter vergleichen zu kdnnen.

Versuchsaufbau

Der Aufbau des Arbeitsplatzes ermoglicht die parallele Aufzeichnung
intrakardialer Signale und vom Oberflachen-EKG. Die Elektroden werden hierzu
mit dem PowerLab 26T® (ADInstruments) verbunden. Bei der Entwicklung des
Gerateaufbaus wurden zunachst ein Powerlab 8/30®, zwei BioAmps® und der
Stimulusgenerator verwendet (Abb. 17). Zur Minimierung von Stérsignalen wurde
schliel3lich ein vereinfachter Gerateaufbau mit weniger Schnittstellen verwendet,
der im Folgenden erklart wird. Das PowerLab 26T® enthalt einen Input fur zwei
Ableitungen, entsprechend zwei Animal BioAmps®. Fur die Elektrodenpins des
Katheters wurden gelotete Kontakte zum EKG-Kabel des PowerLab 26T®
maldgefertigt. Neben der intrakardialen Ableitung werden die subkutanen



Material und Methoden Seite 39

Elektroden als zweite Ableitung angeschlossen, um eine kontinuierliche
Uberwachung in der Il. Ableitung des Oberflachen-EKG zu gewahrleisten. Der
Stimulusgenerator STG 4002 (Multi Channel Systems GmbH) wird mit
Krokodilklemmen parallel zum PowerLab 26T® geschaltet (Abb. 18). Fir das
Aufzeichnen von Arrhythmien dient das Oberflachen-EKG neben der
intrakardialen Ableitung als Kontrolle. Die Sampling Rate des Oberflachen-EKGs
betragt 2 kHz, des intrakardialen Elektrogramms 5 — 400 Hz und der Filter wird
auf 1 — 50 Hz gestellt (Berul 2003).

Stoppuhr  EKG-Kabel BioAmp Stimulusgenerator

OP-Instrumente Oktapolarkatheter Powerlab 8/30

Abb. 17: Versuchsaufbau der EPU mit zwei BioAmps®.

Fir die ersten elektrophysiologischen Messungen mit dem Oktapolarkatheter dienten zwei
BioAmps® (links oben), ein Powerlab 8/30 (unten) (ADI, Spechbach Deutschland), sowie der
Stimulusgenerator (rechts oben) (Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen Deutschland).
Rechts aulRerhalb des Bildes stand der Arbeitsrechner, links der Kathetertisch. Eigene Abbildung.

Durchflihrung

Fur die EPU wurden die Versuchtiere mit 2, 2, 2-Tribromoethanol (Avertin®)
analgosediert, welches flr diese Art von Untersuchung haufig genutzt wird (Berul
2003).

Die sedierte Versuchsmaus wurde auf eine ca. 30°C warme Unterlage gelegt
(Small Operating Table, BioScience). Nach Ableitung eines Oberflachen-EKG,
wurde die Maus im Bereich des rechten Halses mit einem elektrischen
Haarschneidegerat (Contura, Wella) rasiert und mit farblosen Kodan® (Schulke)
desinfiziert. Es erfolgte ein ovalférmiger etwa drei Millimeter langer Hautschnitt
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EKG-Schnittstelle Krokodilklemmen Stimulusgenerator

Oktapolarkatheter Powerlab 26T EKG-Kabel

Abb. 18: Versuchsaufbau der EPU mit einem Powerlab T26®.

Dieser alternative Gerateaufbau lieferte schlieRlich das beste Signal zu Rausch Verhaltnis.
Abgebildet sind unten das Powerlab T26® (ADI, Spechbach Deutschland) und oben der
Stimulusgenerator (Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen Deutschland). Eigene
Abbildung.

oberhalb der erwarteten Vena jugularis interna. Unter binokularer Vergrof3erung
spreizten wir atraumatisch die subkutanen Hautschichten mit Hilfe von zwei
feinen an der Spitze gebogenen Pinzetten, um das Gefald von seiner
Fetteinbettung zu befreien. Die Vene wurde kranial und kaudal der gewahlten
Punktionsstelle mit Seidenfaden umschlungen und kranial ligiert. Die
Katheterlange bis zum Herzen wurde zuvor geschatzt und an der Stelle markiert,
um eine Fehllage etwa in der Vena cava inferior zu vermeiden. Mit einer feinen
Praparierschere wurde dann unter dem Binokular das Gefal} eroffnet, mit einer
spitzen Pinzette offen gehalten und der Oktapolarkatheter (CIB'ER MOUSE™)
vorsichtig zum rechten Ventrikel vorgeschoben. Das Vorschieben des 2 french
Katheters zum Herzen gebot besondere Vorsicht wegen der gro3en Gefahr fur
Gefaldissektionen oder Organrupturen. Mit Hilfe der sensing-Funktion wurden
die Elektroden im rechten Ventrikel platziert, wo sich typischerweise
breitkomplexige Potentiale in Hohe von ca. 5 mV ableiten lassen (Abb. 19 A). In
Hohe des Atriums zeigen sich schmalkomplexige Ausschlage von niedrigerer
Amplitude, etwa 2 mV. Bei genauer Betrachtung kann ein sog. .far field
Phanomen® erkennbar sein, bei dem sich unmittelbar nach dem ersten steilen
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Vorhofspike ein  zweiter breitbasiger Komplex entsprechend der
Ventrikelerregung darstellt (Abb. 19 B). Zur Sicherung der Katheterlage wurde
der Katheter nun mit dem kaudal der Insertion angebrachten Seidenfaden fixiert.
Um jeweils die elektrischen Potentiale zweier Elektroden gegeneinander
abzuleiten, wurden die jeweils zugehorigen Pins an den Steckplatzen des
BioAmp® durchgewechselt. Zu Beginn jedes Versuchs wurde auf dieses Weise
die intrakardiale Erregungsausbreitung vom Sinusknoten Uber das His-Bundel
zur Kammer aufgezeichnet und simultan die Katheterlage bestatigt.
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Abb. 19: Intrakardiales Elektrogramm der Maus.

Das intrakardiale Elektrogramm wurde Uber den Oktapolarkatheter bipolar abgeleitet. Das
Vorhofsignal, abgeleitet Uber Elektrodenpaar 7/8, hat eine Amplitude von ca. 2 mV (hier negativ)
und wird gefolgt vom ,far field-sensing* der Kammer (A). Das Kammersignal, abgeleitet tber
Elektrodenpaar 1/2, ist typischerweise breit mit einer Amplitude von 25 mV (B). A = atriale
Erregung, V = Ventrikelerregung, mV = Millivolt, ms = Millisekunden. Eigene Abbildung.
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Die atriale und ventrikulare Stimulation wurde mit einem rechteckigen Stimulus-
impuls bei doppelter Reizschwellenintensitat mit dem Stimulusgenerator (Multi
Channel Systems GmbH) in Synchronitat mit den gemessenen Potentialen des
PowerLab 26T® appliziert. Dauer, Lange, Intensitat und Anzahl der Stimulation
wurden schrittweise mit der Software MCII Stimulus Version 3.0 (Multi Channel
Systems GmbH) programmiert. Die Durchfuhrung der EPU erfolgte an Hand des
oben naher ausgefuhrten Protokolls (Tabelle 4). Das Oberflachen-EKG und das
intrakardiale Elektrogramm wurden gleichzeitig aufgezeichnet und mit der
LabChart Software 7.2 (ADInstruments) analysiert (Abb. 30, Kapitel 3.2).

Wahrend der gesamten Prozedur wurden Atmung, Herzfrequenz sowie Reflexe
der Maus kontinuierlich Uberwacht, um Schmerzen und Leiden des
Versuchstieres auf ein Minimum zu begrenzen. Zum Ende des Versuchs wurden
die Tiere zervikoluxiert und Uber die Tierkorperbeseitigungsanlage entsorgt.
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Versuchsprotokoll Maus-EPU

Datum

Untersucher:

Experiment Nr:

Maus/Nr, Geschlecht, Gewicht

Narkose Art, Medikament, Dosierung

Atemfrequenz

Bemerkungen

Intrakardiales Elektrogramm

Qualitét AV

AH Hv

Zeitsignatur

Bemerkungen

Ableitung 1/2

Ableitung 2/3

Ableitung 3/4 His ?

Ableitung 4/5 His ?

Ableitung 5/6 His ?

Ableitung 6/7 His ?

Ableitung 7/8

Atrium: P7/8, S5/6, Ventrikel: P1/2, S5/6

Atriales Stimulationsprotokoll

Reizschwelle (RS)

30 Stimuli Atriale RS = ARS

Ventrikuldre RS = VRS

mV@ms [A@ms

mV @ ms

A @ ms

CL:

Sensing E

Sensing E

Pacing E

Pacing E

Bemerkungen:

SNRT SNRT S1S1 120 ms

SNRT S1S1 100 ms

30 atriale Stimuli [

SCL |

MW SNRT

MW SCL

SNRTc (SNRT - SCL

SNRT/SCL x 100%

Sensing E |

Pacing E |

Wenckebach Punkt

8 Stimuli x CL - 20ms der SCL |Stan

Verkiirzung um 2 ms |WBP

AVNRP + ARP

12 atriale Stimuli S1] [

S$1S1 120 ms

S$181 110 ms

S$181 100 ms

S2-10 ms von CL

Start

Start

Start

reduzieren um 10ms bis Uberleitung ausfallt,

dann auf 2 ms genau bestimmen = AVNRT

AVNRP

AVNRP

AVNRP

reduzieren um 10ms bis Vorhoferregung ausféllt,

ARP

ARP

ARP

Sensing E

Pacing E [ |

Atriale Burst Stimulation zum Auslésen von AF

5 s Dauer 2x Reizschwelle

4x Reizschwelle

50 ms / 100 Stimuli

40 ms / 125 Stimuli

30 ms / 166 Stimuli

20 ms / 250 Stimuli

10 ms / 500 Stimuli

wird Tachykardie ausgeldst, wird sie reproduziert
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Ventrikuldres Stimulationsprotokoll

VRP

8 ventrikulare Stimuli S1: [ | S1S1 120 ms S1S1 110 ms S1S1.100 ms
plus: S2 -10 ms von CL, reduzieren um 10ms bis VRP, Start Start Start

dann auf 2ms genau VRP VRP VRP

Pacing 1/2 | | |

Cave! retrograde VA Leitung | |

Programmierte Extrastimulation S2-S4 zum Auslésen von VT

8 ventrikulare Stimuli S1 S151120ms | S1S1110ms | S1S1100ms |
[
a) S2 VRP+20 ms, S3 - 2 ms von SCL bis VRP S2: S3: S2: S3: S2: S3:
Event: 0 Event: 0 Event: 0
b) S2 VRP+20 ms, S3 VRP+20 ms, S4 - 2 ms von SCL bis VRP_|S2: S3: S4: |[S2: S3: S4: |S2: S3: S4:
Event: 0 Event: 0 Event: 0

Ventrikuldre Burst Stimulation zum Auslésen von VT
5 s Dauer 2x Reizschwelle 4x Reizschwelle
50 ms / 100 Stimuli

40 ms / 125 Stimuli

30 ms / 166 Stimuli

20 ms / 250 Stimuli

10 ms / 500 Stimuli

wird Tachykardie ausgeldst, wird sie reproduziert

Isoprenalin

Atriale Burst Stimulation zum Auslésen von AF nach Isoprenalin
5 s Dauer 2x Reizschwelle 4x Reizschwelle Bemerkungen:
50 ms / 100 Stimuli

40 ms / 125 Stimuli

30 ms / 166 Stimuli

20 ms / 250 Stimuli

10 ms / 500 Stimuli

wird Tachykardie ausgeldst, wird sie reproduziert
Ventrikuldre Burst Stimulation zum Auslosen von VT nach Isoprenalin
5 s Dauer 2x Reizschwelle 4x Reizschwelle Bemerkungen:
50 ms / 100 Stimuli

40 ms / 125 Stimuli

30 ms / 166 Stimuli

20 ms / 250 Stimuli

10 ms / 500 Stimuli

wird Tachykardie ausgelést, wird sie reproduziert

Tabelle 4: Versuchsprotokoll der EPU bei der Maus.

Als Standard wurde dieses Protokoll fur jede EPU gefuhrt. Die freien Spalten lassen Platz fur
Anmerkungen wahrend des Versuchs. SNRT = Sinusknotenerholungszeit, WBP =
Wenckebachperiodik, AVNRP = AV-nodale Refraktarzeit, ARP = Atriale Refraktarzeit, AB =
Atriale Burststimulation. VRP = Ventrikulare Refraktarzeit, S1S1 = Zykluslange der ersten Stimuli,
S2 = erster Extrastimulus, S3 = zweiter Extrastimulus, S4 = dritter Extrastimulus, VB =
Ventrikulare Burststimulation, CL = Zykluslédnge, SCL = Sinuszykluslange, ms = Millisekunden,
s = Sekunden. Eigene Abbildung.
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2.3.9 Heart Rate Turbulence
Hintergrund

Die HRT ist ein elektrophysiologisches Phanomen, das durch eine isolierte
vorzeitige ventrikulare Kontraktion (VPC) zu einer zeitweiligen physiologischen
Modulation der Hdmodynamik fihrt. Dabei kommt es zu einem friihen Anstieg
der Herzfrequenz, quantifiziert als TO, gefolgt von einer graduellen
Frequenzverlangsamung, quantifiziert als TS, bis auf das praektopische Niveau
der Herzfrequenz (Bauer 2008). Vermittelt wird dies durch den
Barorezeptorreflex, welcher ein Teil des autonomen Nervensystems ist. Die HRT
gilt als wichtiger Parameter in der klinischen Untersuchung und
Risikostratifizierung nach Myokardinfarkten, als Verlaufsparameter der
Herzinsuffizienz sowie als pradiktiver Marker fur den SCD (Bauer 2008).

Physiologisch gesehen geben die aortalen und karotidalen
Barorezeptorafferenzen infolge der hamodynamisch ineffizienten VPC weniger
Signale ab, was zu einer vagalen Hemmung und damit zu einem Uberwiegen des
Sympathikus flhrt. Folglich kommt es zu einem Anstieg der Herzfrequenz (early
acceleration). Nach etwa acht Schlagen kommt es zu einer Verlangsamung der
Herzfrequenz (late deceleration), bevor sie anschlielend allmahlich das
praektopische Niveau wieder erreicht (Abb. 20). Die verzogerte Abnahme der
Herzfrequenz begrindet sich in der verzégerten vasomotorischen Antwort des
Vagus auf den sympathisch bedingten erhohten arteriellen Blutdruck (Bauer
2008).

Normal Abnormal
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Abb. 20: HRT Muster nach einer vorzeitigen ventrikuldren Extrasystole.
Physiologischerweise fiihrt die vorzeitige ventrikuldre Extrasystole (VPC) zur initialen
Beschleunigung mit konsekutiver Verlangsamung der Herzfrequenz (links, Einzelheiten im Text).
Ist diese physiologische Reaktion nach einem Myokardinfarkt oder bei Herzinsuffizienz gestort,
bleibt der gegenregulatorische Effekt auf die Herzfrequenz nach einer vorzeitigen ventrikularen
Extrasystole aus (rechts). ms = Millisekunden. Eigene Abbildung.
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Nach einem Myokardinfarkt oder bei Herzinsuffizienz ist die gegenregulatorische
Antwort auf die VPC Uber den Barorezeptorreflex gestort und eine Veranderung
der Herzfrequenz bleibt aus (Abb. 20).

Versuchsaufbau

Zum Versuchsaufbau gehdren das Oberflachen EKG, der Stimulusgenerator
4002 (Multi Channel Systems GmbH) und ein Powerlab 8/30 (ADInstruments),
welche mit dem Arbeitsrechner verbunden wurden. Zur Aufzeichnung und
Analyse des EKG wurde die Software LabChart® 7.2 (ADInstruments)
verwendet. Mit dem Programm MCII Stimulus (Multi Channel Systems GmbH)
wurden die Dauer, Lange, Intensitat und Anzahl der Stimuli eingestellt.

Durchflihrung

Die HRT wurde zur Verringerung der Versuchsdauer getrennt von der EPU
durchgefuhrt und unterschied sich von der EPU durch die Verwendung eines
Bipolarkatheters und der verwendeten Anasthesie. Die Sedierung wurde mit
Pentobarbital 30 mg/kg i.p. gefuhrt, weil hdhere Dosierungen
Intervallverlangerungen von PQ, QRS, QT und RR bewirken (s.o.) (Zeller 2007).
Die sedierte Versuchsmaus wurde auf eine ca. 30°C warme Unterlage gelegt
(Small Operating Table, BioScience). Die Vorgehensweise zum Einbringen und
Vorschieben des Katheters war dieselbe wie bei der EPU (s. EPU Durchfuhrung).
Das Oberflachen EKG wurde mit dem BioAmp® verbunden und die Pins des
bipolaren Katheters in den Stimulusgenerator gesteckt. Wahrend der gesamten
Prozedur wurden Atmung, Herzfrequenz sowie Reflexe der Maus kontinuierlich
uberwacht, um Schmerzen und Leiden des Versuchstieres auf ein Minimum zu
begrenzen. Zum Ende des Versuchs wurden die Tiere zervikoluxiert und Uber die
Tierkorperbeseitigungsanlage entsorgt.

Zur HRT wurde eine programmierte ventrikulare Stimulation an n = 9 Mausen
jeweils TASK-1** und TASK-1"- durchgeflhrt. Nach Protokoll wurde der rechte
Ventrikel mit vorzeitigen Ankopplungsintervallen (70, 60 und 50 ms) vor und nach
der Gabe von Isoprenalin 2 mg/kg i.p. stimuliert. Kriterien fir eine stimulierte VPC
ist ein ventrikuldrer Schlag mit >20% Vorzeitigkeit, gefolgt von einer
kompensatorischen Pause >120% der funf RR-Abstande vor der VPC (Bauer
2008). Mindestens 10 VPCs der jeweiligen Ankopplungsintervalle wurden
gemittelt, da die HRT weiteren vegetativ-physiologischen
Frequenzschwankungen unterliegt. Sollte es nicht zu einem Ansteigen der
Herzfrequenz um mindestens 30 % bzw. einem Verkurzung des RR-Intervalls
unter 100 ms kommen, wurde die Halfte der Startdosis von Isoprenalin
nachgegeben (Brunner 2001).
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Analyse

Mittels einer standardisierten Berechnungsformel fir TO und TS kann der
Barorezeptorreflex quantifiziert werden (Abb. 21). Zur Berechnung wurden nach
dem Consensus der ,Internationalen Gesellschaft fur Holter und nicht-invasive
Elektrophysiologie“ (Bauer 2008) folgende Formeln verwendet:

TO = (RR1+RR2) — (RR2+RR-1) / (RR2+RR-1) * 100 [%]
TS = STEIGUNG(RRx1 bis RRx2)*1000

RR-1 und RR-2 sind die beiden RR-Intervalle, die der VPC vorangehen. RR+1 und
RRz sind die beiden RR-Intervalle, die der VPC folgen. RR3 bis RR7 beziehen
sich auf die Nummer der RR Intervalle nach der VPC. Der TS ist definiert als die
Steigung der steilsten Regression von funf RR-Intervallen innerhalb der ersten
15 Schlage nach der VPC. Physiologischerweise spiegelt sich die anfangliche
Frequenzsteigerung nach einer VPC als negative TO wider und die
Frequenzverlangsamung als positive TO (Bauer 2008). Eine HRT Messung
enthalt die Herzaktionen von 17 RR Intervallen im Zeitintervall von 2,5 — 3 s (Abb.
22).
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Abb. 21: Berechnung von TO und TS als Parameter fiir die HRT.

Die y-Achse zeigt die entsprechenden RR-Intervalle beim Menschen. Auf der x-Achse ist die
Anzahl der RR-Intervalle vor und nach der VPC (Nullpunkt) angegeben. Der TO berechnet sich
prozentual aus dem RR-Intervall nach der VPC bezogen auf das RR-Intervall vor der. Der TS
wird ermittelt aus der Steigung der steilsten Regression von fiinf RR-Intervallen innerhalb der
ersten 15 Schlage nach der VPC. ms = Millisekunden. Eigene Abbildung.
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Abb. 22: HRT Ansicht in LabChart®.

LabChart® Version 7.2 (ADI, Spechbach Deutschland). Drei Kanale sind dargestellt. Von oben
nach unten: Stimulus, Trigger und Oberflachen-EKG. Es ist eine VPC mit einer Vorzeitigkeit von
50 ms zu sehen, die eine kompensatorische elektrische Pause verursacht. Bei dem
physiologischen Phanomen der HRT kommt es zum friihen Anstieg, gefolgt von einer verzdgerten
Abnahme der Herzfrequenz bis schlieRlich das praektopische Frequenzniveau wieder erreicht
wird (Einzelheiten im Text). mV = Millivolt, V = Volt, ms = Millisekunden. Eigene Abbildung.

2.3.10 Analyse und Statistische Auswertung

Zwei Untersucher analysierten unabhangig voneinander die aufgezeichneten
EKGs jeweils verblindet bezlglich des Genotyps. Die ermittelten Werte wurden
anschlie3end gemittelt.

Zur statistischen Auswertung diente die Software GraphPadPrism® (La Jolla,
CA, USA). Gruppenunterschiede wurden mit dem ungepaarten t-Test, einseitiger
ANOVA und linearer Regression ermittelt. Alle Daten wurden als Mittelwerte mit
einfacher Standardabweichung angegeben. Die Anzahl der Versuchstiere
rangiert zwischen n=6 bis n=16 abhangig vom Untersuchungsmodus und ist an
erklarter Stelle gekennzeichnet. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert <0.05
festgelegt.
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3 Ergebnisse
3.1 Besonderheiten im Oberflaichen-EKG der TASK-1"- Maus

3.1.1 Einfluss der Anasthesie auf die Herzfrequenz bei der TASK-1** und
TASK-17- Maus

Unter verschiedenen Sedierungsarten wurde die Herzfrequenz zunachst bei den
Wildtypen (TASK-1**) verglichen (n = 6-16). Bei der Anasthesie mit Pentobarbital
war die Herzfrequenz signifikant niedriger als die bei Isofluran (Abb. 23A).
Wahrend Avertin® eine Mittelposition in Bezug zur mittleren Herzfrequenz
einnimmt ist die Herzfrequenz unter Pentobarbital niedrig und unter Isofluran
hoch.

Im nachsten Schritt erfolgte ein Vergleich beider Genotypen. Fir das TASK-1
defiziente Mausmodell in Narkose fanden wir insgesamt hohere Herzfrequenzen
als bei den Wildtypen. Jedoch konnte lediglich bei Isofluran eine statistische
Signifikanz (p = 0.0011, jeweils n = 6) errechnet werden (Abb. 23B). Bei der
Anasthesie mit Avertin® (p = 0,2679, n = 13 bzw. 16) und Pentobarbital (p =
0,2676, jeweils n = 7) prasentieren sich die Genotypen ohne bedeutsamen
Frequenzunterschied, obwohl eine Tendenz zu einer hoheren Frequenz bei den
TASK-1"-im Vergleich zu den TASK-1** gegeben ist.
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Abb. 23: Herzfrequenzen im Oberflichen-EKG: Sedierungsarten im Vergleich.

Zunachst wurde der Einfluss der Anasthesie auf die Herzfrequenz bei den Wildtyp-Mausen
(TASK-1**) untersucht. Die Anasthesien im Vergleich zeigen eine niedrige Herzfrequenz bei
Avertin® (n = 16) und Pentobarbital (n = 7), wahrend die Herzfrequenz unter Isofluran (n = 6)
eher hoch ist. Der Herzfrequenz-Unterschied zwischen Isofluran und Pentobarbital war statistisch
relevant (einseitiger ANOVA, ** p<0.005) (A). Die mittlere Herzfrequenz liegt bei den TASK-1-
Mausen hoher als bei den Wildtypen (ungepaarter t-Test, ** p<0.005). Unter Avertin® und
Pentobarbital ist die Herzfrequenz bei den TASK-1-- héher (n = 13 fiir Avertin, 7 fiir Pentobarbital),
jedoch nicht statistisch signifikant. Dahingegen ist die mittlere Herzfrequenz unter Isofluran héher
bei den TASK-1- als bei den TASK-1** Mausen (ungepaarter t-Test, ** p<0.005, je Genotyp n =
6) (B). min-' = pro Minute.

3.1.2 Erregungsbildung und —ausbreitung der TASK-1 defizienten Maus
im Vergleich zu den Wildtypen

Die Erregungsbildung und Erregungsausbreitung Uber das Myokard,
elektrokardiographisch gemessen in Ableitung Il nach Einthoven, sind unauffallig.
Im Oberflachen-EKG der C57BIl/6 Maus lassen sich klar P, QRS und T
voneinander abgrenzen (Abb. 24). Im Vergleich zum menschlichen EKG weist
das EKG der Maus Unterschiede auf, die bereits an anderer Stelle beschrieben
wurden (s. Einleitung). Die erhobenen EKG-Parameter P-Welle, PR- bzw. AV-
Zeit, QRS Intervall sind nicht signifikant verschieden zwischen den Genotypen
(Tabelle 5).
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Abb. 24: EKG-Auswertung mit LabChart®.

Die von der Software LabChart® (ADI, Spechbach Deutschland) vorgeschlagenen Messpunkte
wurden manuell unabhangig von zwei Untersuchern, verblindet bezlglich des Genotyps,
korrigiert. Die Abweichung der beiden Untersuchungen war nicht signifikant. Nicht dargestellt ist
die Amplitudenmessung, welche das Programm zuverlassig selbst bestimmte. mV = Millivolt,
ms = Millisekunden.

Avertin® Pentobarbital Isofluran
WT KO WT KO WT KO
n 16 13 D 7 7 b 6 6 D
RR (ms) 133,7 125,7 156,9 147,8 108,7 104,3
ns ns ns
+14.3 +22.4 +24,0 +19,0 +6,2 +7,1
HF (min™") 454 390,8 391,7 4129 553,5 579,3
ns ns ns
+487 +74,6 + 66,3 + 56,1 +31,9 +40,2
P (ms) 9,3 8,6 7.1 8,2 9,2 9,6
ns ns ns
+17 +1,7 +0,8 +17 +1,7 +1,5
P Amp (mV) 0,10 0,09 0,10 0,09 0,09 0,11
ns ns ns
+0,03 +0,02 + 0,01 +0,02 +0,01 + 0,04
PR (ms) 422 45,2 39,6 40,5 42 1 443
ns ns ns
+3,7 +6,2 +29 +2,1 +45 +52
QRS (ms) 9,6 10,1 9,1 10,3 9,9 10,5
ns ns ns
+0,9 +1,4 +1,8 +1,2 +14 +1,7
R Amp (mV) 0,88 0,58 0,94 0,58 0,72 0,72
ns ns ns
+ 0,22 +0,15 +0,18 +0,16 +0,21 +0,16

Tabelle 5: EKG-Parameter im Oberflachen-EKG unter Avertin®, Pentobarbital und
Isofluran.

Unterschiedliche Herzfrequenzen konnten in Abhangigkeit vom Anasthetikum dokumentiert
werden. Insbesondere unter Pentobarbital wurde eine niedrige Herzfrequenz verzeichnet,
wahrend sie unter Isofluran relativ hoch war (s. Kapitel 3.1.3). WT = Wildtyp (TASK-1+*), KO =
Knock-Out (TASK-17); n = Anzahl; ms = Millisekunden, min' = pro Minute, mV = Millivolt,
p = p-Wert, ns = nicht significant, p < 0.05 = signifikant.
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3.1.3 QT Verlangerung unter Beruicksichtigung des Einfluss der
Anisthesie bei der TASK-17- und TASK-1** Maus

Das TASK-17 Modell zeigt den Phanotyp einer QT Verlangerung unter
Anasthesie mit Ketamin und Xylazin (30). Um zu differenzieren, ob die Narkose
zur QT Verlangerung bei der TASK-1 defizienten Maus beitragt, wurden die QT
Intervalle beider Genotypen unter verschiedenen Anasthetika verglichen.

In Narkose mit den labormedizinisch gangigen Anasthetika Avertin® und
Pentobarbital war das QT und QTc Intervall der TASK-1-- signifikant verlangert.
Bei Isofluran hingegen konnte der QT-verlangernde Effekt nicht gefunden werden
(Tabelle 6). Die deutliche Differenz des QT Intervalls im Vergleich zu den
Wildtypen zeigt Abb. 25. Die Abb. 26 — 28 skizzieren die QT Analyse im
Oberflachen-EKG der Wildtypen und Knock-Out-Mause. Als Beispiel wurde je
einer von mindestens 50 Schlagen ausgewahlt.

80-

£ 60-

®

>

[

£ 40
O TASK-1**
W TASK-1""

Abb. 25: QT und QT. im Oberflichen-EKG unter verschiedenen Anéasthetika.

Avertin® und Pentobarbital sedierte TASK-17 zeigen verlangertes QT und QTc Intervall. Im
Gegensatz dazu hebt Isofluran diesen Effekt auf. Es wurden mindestens 50 QT und QT Intervalle
pro Versuchstier analysiert. Fur Mittelwerte und Anzahl (n) siehe Tabelle 5. Ungepaarter t-Test,
*** p<0.0002 bzw. p<0.0001. ms = Millisekunden.
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QT Intervall
TASK-1** (ms) n TASK-17(ms) n p-Wert
Avertin® 420+84 16 55,5+ 8,2 13 <0.0002
Pentobarbital 36,7 +4,9 7 58,4 +7,9 7 <0.0001
Isofluran 40,6 £8,0 6 452+ 74 6 ns
QT. Intervall
TASK-1** (ms) n TASK-17- (ms) n p-Wert
Avertin® 36,5+7,9 16 484 +4.4 13 <0.0001
Pentobarbital 294+29 7 48,4 + 5,1 7 <0.0001
Isofluran 38,9+75 6 442 +6,3 6 ns

Tabelle 6: Analyse von QT und QT. bei TASK-17 und TASK-1*** unter verschiedenen
Anasthetika.

In Narkose mit Avertin® und Pentobarbital waren die QT und QT Intervalle der TASK-1-- Mause
verlangert (p < 0.0001 bzw. 0.0002). Isofluran hingegen flhrte zu einer nicht signifikanten

Verlangerung von QT und QTc. p < 0.05 = signifikant. n = Anzahl, ns = nicht signifikant, ms =
Millisekunden.

TASK-1++ TASK-1--
Avertin Avertin
RR Intervall 150 ms RR Intervall 163 ms
QT 46 ms QT 73 ms
QTc 37 ms QTc 57 ms
J /i

25 ms

Abb. 26: Analyse des QT Intervalls im Oberflachen-EKG unter Avertin®.

Beispielhaft dargestellt einer von mindestens 50 EKG-Komplexe zur Analyse des QT Intervalls
mit der LabChart Software. Die Intervalle wurden manuell und unabhangig von zwei
Untersuchern, verblindet beziglich des Genotyps, korrigiert. Die Abweichung der beiden
Untersuchungen war nicht signifikant. ms = Millisekunden.
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TASK-1+* TASK-1--

Pentobarbital Pentobarbital

RR Intervall 151 ms RR Intervall 150 ms

QT 42 ms QT 66 ms

QTc 34 ms \ QTc 54 ms o H\

o y

25 ms 25ms

Abb. 27: Analyse des QT Intervalls im Oberflichen-EKG unter Pentobarbital.

Beispielhaft dargestellt einer von mindestens 50 EKG-Komplexe zur Analyse des QT Intervalls
mit der LabChart Software. Die Intervalle wurden manuell und unabhangig von zwei
Untersuchern, verblindet bezuglich des Genotyps, korrigiert. Die Abweichung der beiden
Untersuchungen war nicht signifikant. ms = Millisekunden.

TASK-1+* TASK-1--
Isofluran Isofluran

RR Intervall 100 ms RR Intervall 97 ms
QT 35ms QT 31 ms

QTc 35 ms QTc 32 ms

-mﬁ'lq»@,«ﬂ b il M\-ﬂ““’“’m h‘\h} =]

’V\/\J Eearel
20 ms 20ms

Abb. 28: Analyse des QT Intervalls im Oberflichen-EKG unter Isofluran.

Beispielhaft dargestellt einer von mindestens 50 EKG-Komplexe zur Analyse des QT Intervalls
mit der LabChart Software. Die Intervalle wurden manuell und unabhangig von zwei
Untersuchern, verblindet beziglich des Genotyps, korrigiert. Die Abweichung der beiden
Untersuchungen war nicht signifikant. ms = Millisekunden.

3.1.4 Einfluss der beta-adrenergen Stimulation mit Isoprenalin auf das
QT und QT Intervall der TASK-1"- und der TASK-1** Maus

Charakteristisch fur ein Long QT Syndrom (LQTS) hat die TASK-1 defizienten
Maus ein signifikant verlangertes QT Intervall. Um diesem Verdacht weiter nach
zu gehen, wurde der Einfluss von beta-adrenergem Isoprenalin auf die QT und
QTec Intervalle untersucht (s.u.). Isoprenalin, intraperitoneal gegeben, wirkt positiv
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chronotrop sowohl auf die TASK-1 defizienten Tiere als auch auf die TASK-1-
Trager (Abb. 29A).

Eine Verlangerung des QT Intervalls unter steigernder Herzfrequenz wie sie
typischerweise beim LQTS 1 vorkommt, kann bei der TASK-17 nicht
nachgewiesen werden. Das QT und QT Intervall verklrzt sich unter Isoprenalin
bei den TASK-17 Mausen, nicht aber bei den Wildtypen (p<0.001). Dennoch
bleibt das QT und QT Intervall im direkten Vergleich langer bei den TASK-1
defizienten Mausen (p<0.001, n = 6) (Abb. 29B). Abb. 29C veranschaulicht eine
Annaherung beider Genotypen hinsichtlich des QT und QT¢ Intervalls unter beta-
adrenerger Stimulation mit Isoprenalin.
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Abb. 29: Einfluss von Isoprenalin auf RR, QT und QT..

Nach Isoprenalingabe ist ein positiv chronotroper Effekt bei TASK-1** und TASK-17- Mausen
unter Narkose mit Avertin® nachweisbar (p<0.001, n=6) (A). Vor und nach Isoprenalin sind die
QT und QT Intervalle bei den TASK-1"- Mausen langer als bei den TASK-1** Mausen (t-Test,
p<0.001, n = 6). Nach der Gabe von Isoprenalin zeigt sich eine Verkirzung des QT und QT
Intervalls bei den TASK-1- Mausen (t-Test, p<0.001, n = 6), nicht jedoch bei den TASK-1+*
Mé&usen (B). Im Streudiagramm, RR- gegen QT Intervall, ist eine Anndherung beider Genotypen
bei zunehmend niedrigeren RR-Intervallen zu sehen. TASK-1+** vor Isoprenalin y=-0,3x+80,
TASK-1** nach Isoprenalin y=0,2x+67, n=72. TASK-17 vor Isoprenalin: y=0,2x+25, TASK-1"
nach Isoprenalin: y=0,08x+40, n=40 (C). ms = Millisekunden, n = Anzahl.

3.2 Elektrophysiologische Untersuchung der TASK-1"- Maus

Analog zu klinischen Protokollen erfolgte die invasive EPU mit einem
Oktapolarkatheter zur weiteren Charakterisierung und Lokalisation von TASK-1
im Herzen. Die EPU wurde an n = 16 TASK-1** und n = 12 TASK-17- Mausen
durchgefuhrt. Die Hypothese lautete, TASK-1 Defizienz fuhrt zu
Repolarisationsstérungen und tragt zur ventrikularen Arrhythmogenese bei.

Die Sinusknotenfunktion wurde uber die SNRT ermittelt. Obwohl die SNRT bei
einer Zykluslange von 100 ms signifikant verkirzt ist bei den TASK-17- Mausen
im Vergleich zu den Wildtypen, wird der Unterschied nach Frequenzkontrolle
aufgehoben. Die SNRT: und die relative SNRT bei den Zykluslangen 120, 100
und 80 ms zeigen bei den TASK-1"-und TASK-1** Mausen keinen signifikanten
Unterschied.

In etwa einem Dirittel der Falle konnte ein His Signal identifiziert werden. Mit dem
Elektrodenpaar 5-6 auf Hohe der AV-Klappen-Ebene konnte in der Regel das
His-Signal abgeleitet werden. Das Aufzeichnen gelang durch manuelle
Rotations-Mandver wahrend der intrakardialen Lagekontrolle des Katheters zu
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Beginn einer jeden EPU. Das Anlegen der Messpunkte fur AH und HV erfolgte,
sobald eine klare Abweichung von der isoelektrischen Linie als bi- oder
triphasischer Ausschlag sichtbar wurde (Abb. 30). AH entspricht der Dauer der
atrialen Erregungsausbreitung bis zum His-Biindel, HV der Uberleitungsdauer
vom His-Blindel auf das ventrikulare Myokard. Je Versuchstier wurde der
Mittelwert aus funf aufeinander folgenden Messungen bestimmt. Die gemessene
AV-Uberleitungszeit sowie die Wenckebachperiodik ergeben keine bedeutsamen
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen (Tabelle 6).
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Abb. 30: His Signal Messung intrakardial wahrend der EPU.
Dargestellt sind His Signal Messungen bei einer TASK-1** (A) und bei einer TASK-1-- Maus (B).
Es wurden jeweils funf aufeinander folgende Messungen gemittelt. A = Beginn der atrialen
Erregung, His1 — His5 = Beginn des His Signals, V = Beginn der ventrikularen Erregung. ms =

Millisekunden.
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Die atrioventrikulare (AV) Uberleitung wurde mit Hilfe der Wenckebachperiodik
des AV-Knotens und der AV-nodalen Refraktarperiode analysiert. Weiterhin
wurden die Refraktarperioden von Atrium und Ventrikel durch programmierte
Extrastimulation untersucht. Keine Unterschiede im statistischen Vergleich von
TASK-17-und TASK-1** kénnen hierbei gefunden werden. Die erhobenen Daten
fasst Tabelle 7 zusammen.

Die atriale und ventrikulare Vulnerabilitat wurde mit Hilfe einer repetitiven
Stimulation bei unterschiedlichen Zykluslangen (Burststimulation) bestimmt
(Abb. 16, Kapitel 2.3.8). Die Messungen erfolgten erst vor und dann nach der

TASK-1*"* n TASK-1" n | p-Wert
Sinus Knoten Funktion
SNRT 120 ms 180 + 29 14 174+ 33 9 n.s.
SNRT 100 ms 179 £ 33 15 156 + 23 12 | <0.05
SNRT 80 ms 168 + 37 7 153+ 25 11 n.s.
SNRTc (bei 100 ms) 44 + 22 15 40 + 14 10 n.s.
SNRT/SCL*100 (bei 100 ms) 133+ 14 15 122 + 17 12 n.s.
Atrioventrikuldre Uberleitung
AV Intervall 39+6 5 41 +1 5 n.s.
AH Intervall 2617 5 29+3 5 n.s.
HV Intervall 12+2 5 12+3 5 n.s.
Wenckebach Punkt 817 13 816 12 n.s.
Refraktarperioden
AV-Knoten RP 120 ms 57 £ 11 9 5517 7 n.s.
AV-Knoten RP 110 ms 56 £ 10 14 558 11 n.s.
AV-Knoten RP 100 ms 62+9 14 57+10 11 n.s.
ARP 120 ms 50 +12 10 54 +6 5 n.s.
ARP 110 ms 50+9 14 51+9 10 n.s.
ARP 100 ms 54 + 10 14 51+9 10 n.s.
VRP 120 ms 62 + 17 9 55+7 5 n.s.
VRP 110 ms 57 +15 12 59+7 6 n.s.
VRP 100 ms 58 + 16 12 587 8 n.s.

Tabelle 7: In vivo elektrophysiologische Daten nach programmierter elektrischer
Stimulation.

SNRT = sinus node recovery time, SNRTc = rate corrected sinus node recovery time,
SNRT/SCL = sinus node recovery timelsinus cycle length, AV Intervall = Atrioventrikulares
Intervall, ARP = Atriale Refraktarperiode, VRP = Ventrikulare Refraktarperiode.
ms = Millisekunden, n = Anzahl.
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TASK-1**[n=16] TASK-1"[n=12]
Ereignis Absolute Ereignisse / Anzahl Tiere mit Ereignis
AF 3/3 0/0
Ventrikulare Extrasystole 10/4 11/4
Couplet, Triplet 6/3 7/3
VT 3/2 4/3

Tabelle 8: Arrhythmien nach Burststimulation im Vorhof und im Ventrikel.

Die Burststimulation wurde zur Testung der atrialen und ventrikuldren Vulnerabilitat fur
Herzrhythmusstérungen durchgefihrt. Auf ventrikuldrer Ebene traten bei beiden Genotypen
gleichermafien Arrhythmien auf. Im Gegensatz zu den TASK-1-- Mausen, konnte bei drei Wildtyp-
Mausen auf atrialer Ebene Vorhofflimmern (AF) ausgelost werden. n = Anzahl, AF =
Vorhofflimmern, VT = Ventrikulare Tachykardie.

intraperitonealen Gabe von Isoprenalin, um das Auftreten von Arrhythmien zu
provozieren. Als Resultat der ventrikularen Burststimulation zeigen beide Geno-
typen eine vergleichbare Vulnerabilitat. Dahingegen konnte im Gegensatz zu den
TASK-1-- bei drei Wildtyp-Mausen Vorhofflimmern ausgeldst werden (Tabelle 8).

3.3 Heart Rate Turbulence bei der TASK-1"- Maus

TASK-1 defiziente Mause zeigten in der Studie von Donner et al. eine
eingeschrankte Heart Rate Variability (Donner 2011). Um die autonome kardiale
Funktion von TASK-1 genauer zu untersuchen, diente die HRT als spezifische
Untersuchung der Barorezeptorreflexsensibilitat.

Der TO ist bei den TASK-17- Mausen signifikant reduziert verglichen mit den
TASK-1** Mausen. In sechs RR-Abstanden nach der VPC ist der TO verkirzt
(Abb. 31). Hingegen zeigt sich keine Veranderung des TS (Abb. 32). Die positiven
Werte der TO in allen RR-Abstanden nach der VPC weist auf eine vegetative
Storung der Regulation der Herzfrequenz bei den TASK-1-- Mausen hin. Durch
das Fehlen von TASK-1 bleibt ein Frequenzanstieg aus, um die
kompensatorische Pause der hamodynamisch wirksamen VPC auszugleichen.
Stattdessen kommt es sogar zu einer Absenkung der Herzfrequenz unter die
initiale Grundfrequenz. Die verminderte Auswurfleistung wird somit nicht
kompensiert, wie es physiologisch ware am Beispiel der TASK-1** Mause.
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Abb. 31: TO nach elektrisch stimulierter VPC im Vergleich beider Genotypen.
TASK-1 Defizienz fuhrt zu einem reduzierten TO. In den ersten sechs RR-Abstédnden nach der
elektrisch stimulierten VPC zeigen sich bei der TASK-17- Maus hohere Werte als bei den
Wildtypen (n=30 VPC in n=9 je Genotyp,*p<0.05, **p<0.005). ms = Millisekunden.
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Abb. 32: TS nach elektrisch stimulierter VPC im Vergleich beider Genotypen.

Der TS, als Parameter flr die spate Abnahme der Herzfrequenz im Anschluss an den TO nach
der elektrisch stimulierten VPC, ist statistisch nicht verschieden. n=30 VPC in n=9 je Genotyp.
ms = Millisekunden.
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4 Diskussion

4.1 Befunde im Oberflichen-EKG der TASK-17- Maus

4.1.1 Einfluss der Anisthesie auf die Herzfrequenz der TASK-1"- und
TASK-1** Maus

Die Herzfrequenz bei Mausen ist etwa zehn Mal hoher als bei Menschen. Dies
liegt einerseits an der kurzeren AP Dauer bei fehlender Plateauphase (Nilles und
London 2007) und andererseits an der kleineren Grof3e sowie dem geringeren
Gewicht des Organismus (Berul 2003).

Die mittlere Herzfrequenz der Wildtyp-Mause unter Anasthesie mit Avertin®, und
Pentobarbital erwies sich als niedrig normal im physiologischen Bereich im
Vergleich zu den wachen Mausen (Petric 2012). Nur im direkten Vergleich mit
Pentobarbital zeigten die Tiere unter der Sedierung mit Isofluran eine signifikant
hohere Herzfrequenz in Ruhe (Petric 2012). Im Ruhe-EKG unter Sedierung ist
die Herzfrequenz der TASK-17- Maus hoher als bei den Wildtyp-Mausen (Petric
2012). Signifikant hohere Herzfrequenzen waren unter der Sedierung mit
Isofluran bei der TASK-1-- Maus im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen zu sehen.
Bekannt ist die Aktivierung der lonen-Kanale der Kzp-Familie durch Isofluran, was
zur Frequenzsteigerung fuhren konnte (Patel 1999, Lesage und Lazdunski 2000,
Lazarenko 2010). Die Ergebnisse zeigen ebenfalls unter der Sedierung mit
Avertin und Pentobarbital eine hohere Herzfrequenz der TASK-1-- Maus als bei
den Wildtyp-Mausen, jedoch ohne statistische Signifikanz. Ein ahnlicher Effekt
mit Aktivierung TASK-verwandter Kanale ist fur Avertin® und Pentobarbital nicht
beschrieben. Im Vergleich der Anasthesien untereinander haben die Tiere unter
Sedierung mit Avertin® und Pentobarbital niedrigere Herzfrequenzen, wahrend
die Herzfrequenz der Mause mit Isofluran-Sedierung eher hoch ist und verglichen
mit der Herzfrequenz der Pentobarbital sedierten Mause sogar signifikant hoher.
Noch niedrigere Herzfrequenzen werden unter Ketamin und Xylazin beschrieben
und dennoch zeigten die TASK-17- Mause eine hohere Herzfrequenz als die
TASK-1*"* M&use (Donner 2011).

Der Herzfrequenzunterschied beider Genotypen deckt sich  mit
vorangegangenen Erkenntnissen aus der Telemetrie an wachen Mausen, wobei
die TASK-1-- Mause vor allem unter Aktivitat hohere Herzfrequenzen aufweisen
als die Wildtyp-Mause (Donner 2011). Die telemetrisch gemessenen
Ruhefrequenzen ohne Narkose, zeigen ebenfalls einen signifikanten
Frequenzunterschied zwischen beiden Genotypen (Petric 2012). Die insgesamt
hohere Herzfrequenz bei den TASK-17- Mausen kdnnte mit einem gesteigerten
Sympathikotonus zusammenhangen, da auch eine eingeschrankte HRT gezeigt
werden konnte (s.u.).
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41.2 Erregungsbildung und -ausbreitung der TASK-1 defizienten Maus
im Vergleich zu den Wildtypen

Im Oberflachen-EKG ergab der direkte Vergleich der Erregungsbildung und
-ausbreitung beider Genotypen keinen Unterschied.

Die hier erhobenen Intervalle und Amplituden im Oberflachen-EKG fur P, PQ
bzw. PR liegen im Referenzbereich bisher publizierter EKG-Werte von Mausen
(Bevilacqua 2000, Wehrens 2000, Schrickel 2002, Kreuzberg 2006). Die
intrakardial gemessenen AH und HV Intervalle liegen im Referenzbereich von
einem Drittel der menschlichen Werte (AH = 50 — 150 ms und HV = 35 — 55 ms)
(VanderBrink 1999). Die QRS Dauer bei den Wildtypen (Pentobarbital n = 7: 9,1
1+ 1,8 ms; Avertin n = 16: 9,6 £ 0,9; Isofluran n = 6: 9,9 + 1,4 ms) liegt unter den
Angaben anderer Arbeitsgruppen zum gleichen Mausstamm C57BI/6 unter
Narkose mit Isofluran (Kreuzberg 2006 n = 11: 12,7 + 2,1 ms; Schrickel 2002 n =
39: 14,5 £ 1,7 ms). Nur Speerschneider und Thomsen kommen auf kiirzere QRS
Intervalle (8,7 £ 0,7 ms, n = 4) (Speerschneider und Thomsen 2013). In Basic
Research in Cardiology publizierte unsere Arbeitsgruppe langere QRS
Messwerte im Oberflachen-EKG, wobei hier die Tiere mittels Ketamin/Xylazin
mild sediert waren (Donner 2011: 11.9 £ 0,7 ms, n = 7). Unter Anasthesie mit
Avertin fanden Decher et al. in TASK-1"- Mausen des gleichen Stamms eine QRS
Verbreiterung von ca. 20 ms (Decher 2011). Fur die unterschiedlichen Angaben
zum QRS Intervall ist daher am ehesten die Narkosewirkung zu sehen.

Die Anasthesie hatte keinen Einfluss auf die EKG-Parameter P, PR und QRS-
Dauer, was der Vergleich zu den wachen Mausen beider Genotypen verdeutlicht
(Donner 2011). In einer Medikamentenstudie zu Pentobarbital von Zeller et al.
wird von einer Verlangerung des PQ und QT Intervalls berichtet (Zeller 2007).
Dabei wurde allerdings die doppelte Medikamentendosis (60 mg/kg) an einer
anderen Mauslinie von einem genetisch-gemischten Hintergrund (129/SV
(12.5%) x 129/Svd (87,5%)) angewendet.

41.3 QT Verlangerung unter Berucksichtigung des Einfluss der
Anasthesie bei der TASK-17- und TASK-1** Maus

Bereits unter Ketamin und Xylazin konnte eine QT¢ Verlangerung bei TASK-1--
Mausen festgestellt werden (Donner 2011). Da diese Medikamentenkombination
allerdings relative Bradykardien hervorrief, wurden nun Ruhe-EKGs unter
Verwendung von anderen weniger negativ chronotropen Sedativa (Avertin®,
Pentobarbital und Isofluran) abgeleitet. Hierbei stellt sich heraus, dass die
Verlangerung des QT und QT Intervalls bei der TASK-17- Maus unter Avertin®,
Pentobarbital und Isofluran unabhangig von der Herzfrequenz ist (Petric 2012).
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Wahrenddessen wurden bei der Anasthesie mit Isofluran keine signifikanten
Unterschiede des QT oder QT Intervalls zwischen TASK-17- und TASK-1**
Mausen festgestellt. Es ist bekannt, dass Isofluran die lonen-Kanale der Kop
Familie wie TASK-1, TREK-1, TASK-3 u.a. aktiviert (Patel 1999, Lesage und
Lazdunski 2000, Lazarenko 2010). In den fruheren Untersuchungen der
Projektgruppe wurden TASK-1, TREK-1 und TASK3 im Mauseherzen
nachgewiesen. Eine kompensatorische Hochregulation dieser Kanale in der
TASK-1"- Maus konnten mit Hilfe von real-time PCR und Westernblot jedoch
ausgeschlossen werden (Donner 2011). Unter Isofluran erreicht die QT-
Verlangerung bei der TASK-17- Maus allerdings moglicherweise daher keine
statistische Signifikanz, da andere K2p Kanale aktiviert werden.

Die QT und QT. Verlangerung der TASK-1-- Maus zeigt sich auch ohne Narkose
im telemetrisch aufgezeichneten 24h-EKG (Petric 2012). Etwa 25% der
getesteten TASK-1- M&use hatten ein langeres QT Intervall als alle TASK-1**
Mause und jede Maus mit einer QTc Zeit >27 ms war eine TASK-1/- Maus
(Donner 2011).

Insbesondere bei niedrigen Herzfrequenzen konnte der Unterschied des QT und
QTc Intervalls zwischen den Genotypen beobachtet werden. Je niedriger die
Herzfrequenz desto langer das QT und QT Intervall bei der TASK-1"- Maus im
Vergleich zu den Wildtypen. Es existieren mehrere Berechnungsformeln zur
Bestimmung des frequenzunabhangigen QT Intervalls. Die in der Klinik haufig
verwendete Bazett-Formel Uberschatzt jedoch das QT Intervall bei
Herzfrequenzen Uber 60 min' mit zu langen Werten (Umetan 1999) und
unterschatzt sie bei Herzfrequenzen unter 60 min-' (Karjalainen 1994). Mit
anderen Worten verlangert sich das mit der Bazett-Formel errechnete QTc
Intervall mit steigender Herzfrequenz (iber 60 min-'. Diese Diskrepanz des
Verhaltnis QTc zu QT muss bedacht werden, wenn das frequenzkorrigierte QT
Intervall beurteilt wird. Fir Mause wurde die modifizierte Bazett-Formel nach
Mitchell entworfen, um die hohe Herzfrequenz in Ruhe zu berlcksichtigen
(Mitchell 1998). Verglichen mit der Framingham-Formel, die beim menschlichen
Frequenzprofil akkurate QT. Werte bestimmt (Umetani 1999), berechnet die
Mitchell-Formel bei niedrigen Herzfrequenzen der Maus kurzere QT. Werte als
die Framingham-Formel (Petric 2012). Daher ist die signifikante QTc
Verlangerung der TASK-17- bei niedrigen Herzfrequenzen nicht bedingt durch
eine Uberschatzung der Korrekturformel, sondern eine intrinsische Eigenschaft
des Genotyps. Bei einer Beschleunigung der Herzfrequenz unter Isoprenalin kam
es durch eine relative Verkiirzung der QT Intervalle bei den TASK-1"- M&usen zu
einer Annaherung der QTc Intervalle beider Gentoypen, was fur
katecholaminerge Aktivierung von Iks spricht (Volders 2003). Die vorliegenden
Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass ltask-1 bei der Repolarisation unter
Ruhebedingungen wichtiger wird. Das Fehlen von ltask-1 fUhrt demnach dazu,
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dass es insbesondere bei niedrigen Herzfrequenzen zu einer Verlangerung des
QT Intervalls kommt.

Zur ldentifikation des Endes der T Welle im EKG der Maus gibt es neue
Erkenntnisse. Wahrend friher das T Ende mit dem ersten deutlichen
Schnittpunkt der isoelektrischen Linie gewahlt wurde (Acker 1996), wird
heutzutage die sich daran anschlie3ende niedrige Amplitudenschwankung noch
in die T Welle mit einbezogen (Mitchell 1998, VanderBrink 1999, London 2001).
Im Gegensatz zum EKG des Menschen verschmilzt bei der Maus die frihe
Repolarisationsphase bereits mit dem QRS-Komplex, sodass nur noch die spate
Repolarisationsphase als niedrige Amplitude in einigen Ableitungen sichtbar
bleibt (VanderBrink 1999, Mitchell 1998, London 2001) (Abb. 3 in Kap. 1.1.7).
Das T Ende entspricht dem Schnittpunkt der niedrigen Amplitude mit der
isoelektrischen Linie. Auf diese Art und Weise messen Mitchell et al. QT Intervalle
von 54,9+4,0 ms Dauer (n = 6 FVB) (Mitchell 1998), Schrickel et al. messen QT
Intervalle von 40,914,4 ms (n = 39 C57BI/6) (Schrickel 2002) bzw. 38,91+4,2 ms,
n =14 1298V (Schrickel 2007). Mit derselben Methode kommen Kreuzberg et al.
auf ahnliche Werte (QT = 36,6+5,3 ms, n = 11 C57BI/6) (Kreuzberg 2006). Die
vorliegende Auswertung wurde nach dem aktuellen Kenntnisstand
vorgenommen, wobei vergleichbare Messwerte unter Isofluran-Narkose erhoben
wurden (QT = 418 ms, n = 6 C57BI/6) (Petric 2012). Die sichere Identifikation
des T Ende ist entscheidend fiur die korrekte QT Dauer.

41.4 Einfluss der beta-adrenergen Stimulation mit Isoprenalin auf das
QT und QT Intervall der TASK-1"-und TASK-1*"* Maus

Hohere Herzfrequenzen reduzieren den Unterschied der QT und QTc
Verlangerung in TASK-17- Mausen verglichen mit TASK-1** Mausen. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit fruher publizierten Daten, die bei hoheren
Herzfrequenzen eine Verklirzung des langeren monophasischen AP in
Langendorff perfundierten TASK-17- Herzen zeigten (Donner 2011). Diese
Aussage korrespondiert mit den Ergebnissen von Decher et al., die zeigen, dass
Isoprenalin die Unterschiede in den QT, QT und QRS Intervallen der TASK-1-
Mause im Oberflachen-EKG aufhebt (Decher 2011). Ein verborgenes LQTS Typ
1 lasst sich durch einen genetischen Test, aber auch durch Katecholamingabe
oder im Rahmen eines Belastungstests diagnostizieren (Shimizu und
Antzelevitch 2000, Ackerman 2002). Normalerweise fuhren Beta-Agonisten unter
physiologischen Bedingungen zu einem Anstieg des Nettoauswartsstrom durch
direkte Aktivierung der Ca?* aktivierten, langsamen Komponente des verzégerten
Auswartsgleichrichter-kanals Iks (Volders 2003). Beim LQTS1 fuhrt das mutierte
korrespondierende KCNQ1-Gen zu einem paradoxen Anstieg des QT Intervalls
unter beta-adrenerger Stimulation (Ackerman 2002). Diesen Zusammenhang
gibt es beim LQTS2 und LQTS3 nicht (Shimizu und Antzelevitch 2000, Ackerman
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2002). Obwohl das QT und QTc Intervall in den verschiedenen experimentellen
Ansatzen signifikant verlangert ist, konnte keine paradoxe Reaktion auf
Isoprenalin bei den TASK-17- Mausen beobachtet werden. Vielmehr ist die QT
Intervall Verlangerung im Gegenteil bei niedrigeren Herzfrequenzen
ausgepragter. Diese Beobachtung konnte auf eine relevante Funktion von
ITask-1 bei der Repolarisation unter Ruhebedingungen hindeuten, bei der Iks nicht
aktiviert ist. Der direkte Zusammenhang zwischen der QT und QT.c Verlangerung
und niedrigeren Herzfrequenzen bei TASK-17/- Mausen kdnnte das Fehlen von
Arrhythmien und tddlichen Ereignissen wahrend Belastungsphasen wie
Schwimmen, Laufrad, sowie pharmakologische Stimulation mit Beta-Agonisten
(Donner 2011) erklaren. Der enge Zusammenhang zwischen QT Verlangerung
und Herzfrequenz ahnelt mdglicherweise den klinischen Charakteristika von
Patienten mit LQTS3, die im Schlaf tddliche Arrhythmien entwickeln (Schwartz
1997, Schwartz 2001). TASK-17- Mause zeigen in der Zucht allerdings keine
Ubersterblichkeit. In Untersuchungen am LQTS 3 Modell zeigten Shimizu et al.
unter beta-adrenerger Stimulation eine verkirzte QT Zeit und eine reduzierte
TDR, was das Auftreten von Torsade-de-pointes-Tachykardien verhinderte
(Shimizu 1999). Wie eingangs geschildert, gilt die TDR als Substrat fur die
Entstehung von Tachyarrhythmien. Durch die regional inhomogene Verteilung
der AP Dauer uber die drei myokardialen Wandschichten ist das Epikard
gegenuber dem Endokard vorzeitig wieder erregbar, was die Entstehung eines
unidirektionalen Blocks und kreisende Erregungen begunstigt. Kreisende
Erregungen fuhren dann zur Torsade-de-pointes-Tachykardien (Shimizu 1999,
Baker 2000, Yap und Camm 2003, Salama 2009).

4.2 Elektrophysiologische Untersuchung der TASK-1"- Maus

Mittels Katheterintervention wurden die intrakardiale Erregungsleitungs-
eigenschaften, Refraktarzeiten und die kardiale Vulnerabilitdt erfasst. Das
Anasthetikum Avertin® wurde verwendet, da es wegen geringer kardialer
Nebenwirkungen fur kardiovaskulare Untersuchungen bei Mausen geeignet ist
(Hart 2001, Roth 2002). Pentobarbital wurde nicht ausgewahlt, da es die
transmurale Verteilung der Repolarisation reduziert und somit Torsade-de-
pointes-Tachykardien in Modellen von erworbenen und angeborenen LQTS
verhindert (Shimizu 1999). Auf Grund seiner aktivierenden Effekte auf Kop Kanale
entschieden wir uns gegen eine Anasthesie mit Isofluran (Patel 1999, Lesage
und Lazdunski 2000, Lazarenko 2010).

Die Sinusknotenfunktion der TASK-17- Mause war unverandert im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen. Zudem konnten Chandler et al. zeigen, dass im menschlichen
Sinusknoten kaum TASK-1 mRNA exprimiert wird (Chandler 2009). Die
Uberleitungszeiten gemessen im rechten Atrium zum rechten Ventrikel (AV-
Zeiten und Wenckebach-Punkt) waren ebenso wie die Refraktarperioden (ARP,
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AVNRP, VRP) bei beiden Genotypen vergleichbar. Unter Anasthesie mit
Avertin®, Pentobarbital und Isofluran zeigten sich keine Veranderungen der PQ
Zeit. Die gemessenen His Signale bestatigen keine zeitlichen Anderungen der
AV-Uberleitung.

Sowohl in den Atrien als auch den Ventrikeln konnte TASK-1-mRNA
nachgewiesen werden (Kim 1999, Donner 2011, Limberg 2011). TASK-1 scheint
also nicht im Erregungsleitungssystem exprimiert zu werden. Es gibt sogar
Hinweise, dass TASK-1 bei Vorhofflimmern hochreguliert wird (Barth 2005) und
somit durch Verkirzung der AP Dauer am elektrischen remodeling beim
erworbenen Vorhofflimmern beteiligt sein kdnnte. Wenn diese Hypothese stimmt,
durften TASK-17- Mause sogar resistent gegen die Entstehung von
Vorhofflimmern sein. Diese Einschatzung konnen die hier vorliegenden
Ergebnisse nicht stitzen, da das Auftreten von Vorhofflimmern bei den TASK-
1** Mausen zu selten war (n = 3/16 TASK-1** vs. n = 0/12 TASK-1"; n.s.).

TASK-1 wird im Herzen vor allem in den Ventrikeln exprimiert (Donner 2011,
Putzke 2007). Als Hintergrund-Kaliumkanal tragt TASK-1 zur Stabilisierung des
AP und der Repolarisationsphase bei. Wird TASK-1 gehemmt oder im Knock-
Out-Maus-Modell ausgeschaltet, kann auf zellularer und organischer Ebene eine
Verlangerung der AP Dauer gemessen werden (Putzke 2007, Donner 2011,
Decher 2011, Schiekel 2013). Die Repolarisation ist verzogert, was das Auftreten
von EAD begulnstigen konnte (Barbuti 2002, Besana 2004 ). Die signifikante QT
Verlangerung bei der TASK-1 Maus lasst eine vermehrte
Auftretenswahrscheinlichkeit von ventrikularen Arrhythmien vermuten. Trotz der
verlangerten Repolarisationszeit fand sich bei der TASK- 17~ Maus keine hohere
Inzidenz fur ventrikulare Tachykardien im Vergleich zu den Wildtypen (Donner
2011, Petric 2012). Bei beiden Genotypen war die atriale und ventrikulare
Vulnerabilitat nach Burststimulation weder vor noch nach beta-adrenerger
Provokation erhoht. Ein beschriebener Mechanismus zur Entstehung von
ventrikularen Tachyarrhythmien basiert auf einem reentry-mechanismus durch
EAD und Extrasystolen in der vulnerablen Phase. Die Tachyarrhythmien werden
begunstigt, wenn die Kardiomyozyten im Rahmen einer Repolarisationsstdorung
eine Verlangerung der Plateauphase des AP und eine erhohte transmurale
Dispersion der Repolarisation (TDR) aufweisen (Baker 2000, Yap und Camm
2003, Salama 2009, Martin 2012). Zur Klarung, ob Letzteres auch im TASK-1-"
Mausmodell zutrifft, waren elektroanatomische Mapping Untersuchungen
notwendig (Baker 2000). Milberg et al. konnten durch eine gesteigerte TDR an
Langendorff-perfundierten Herzen von Hasen den Phanotyp des LQTS Typ 3
abbilden und Torsade-de-pointes-Tachykardien auslosen (Milberg 2005). Es
existieren mittlerweile mehrere Mausmodelle fir eine QT Verlangerung, welche
mit der Mutation von K* Kanalen assoziiert sind (Nerbonne 2001). Beispielsweise
ist bei Kv1.1N206-transgenen Mause der langsame Auswarts-Kaliumstrom Ik siow
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selektiv reduziert, was in einer Verlangerung der AP Dauer, einer QT-
Verlangerung und dem Auftreten von spontanen sowie stimulierten ventrikulare
Arrhythmien resultiert (London 1998, Jeron 2000). Jedoch prasentieren nicht alle
Mausmodelle einer QT Verlangerung per se Arrhythmien. Im gekreuzten
Mausmodell Kv4.2W362F x Kv1.1N206 finden sich z.B. keine spontanen oder
stimulierten Arrhythmien, obwohl die AP Dauer und das QT Intervall sogar noch
langer sind als in der Kv1.1N206-transgenen Maus (Brunner 2001). Auch hier
fuhrte diese Beobachtung zusatzliche Faktoren fir eine verlangerte
Repolarisation in Betracht, die neben einem reduzierten Kaliumkanalstrom in
Folge einer Mutation bei der Entstehung von anhaltenden Arrhythmien eine Rolle
spielen. So konnte in optical mapping Untersuchungen im Mausmodell
Kv1.1N206 ebenfalls eine gesteigerte raumliche Verteilung der Repolarisation
gefunden werden (London 1998). Im Gegensatz dazu war die raumliche
Verteilung der Repolarisation im Mausmodell Kv4.2W362F x Kv1.1N206 reduziert
(Brunner 2001).

Die beiden Mechanismen zur Entstehung von Torsade-de-pointes-Tachykardien
sind zum einen die QT Verlangerung und zum anderen eine gesteigerte TDR
(Surawicz und Knoebel 1984, Schwartz 1997, Shimizu 1999, Baker 2000, Yap
und Camm 2003, Salama 2009). Es gibt 13 verschiedene Subtypen des LQTS,
welche sich mit unerwarteten Synkopen bis hin zum SCD infolge von
anhaltenden Torsade-de-pointes-Tachykardien manifestieren. Die
Manifestationszeitpunkte sind unterschiedlich abhangig von der Mutation und
hier wurden junge Mause im Alter von zwei bis drei Monaten untersucht.
Zusatzlich ist in Folge der geringen HerzgrélRe das Auftreten von anhaltenden
Arrhythmien im Mausmodell im Allgemeinen seltener als beim Menschen und
wenn Arrhythmien durch Provokation auftreten, konvertieren sie haufig spontan
in den Sinusrhythmus (London 2001). An Hand der Diagnosekriterien nach
Schwartz und Crotti und einer genetischen Testung ergeben sich neue
Moglichkeiten frihzeitig das Krankheitsbild zu sichern und eine praventive
Behandlung einzuleiten. Aktuell stellen fir manche Unterformen des LQTS
Betablocker, die Implantation eines ICD oder die linkskardiale sympathische
Denervierung eine Therapieoption dar. Ein kurativer Therapieansatz ist bislang
nicht bekannt, ware aber mittels ,targeted therapy” auf molekular-genetischer
Ebene denkbar. So kénnte die Entwicklung spezifischer Medikamente helfen, in
LQTS Familien Familienangehoérige frihzeitig zu therapieren, um
lebensbedrohliche Herzrhythmusstérungen von Beginn an zu verhindern.
Diverse Regulationsmechanismen zur Hemmung von TASK-1 sind bereits
bekannt wie z.B. ein saurer pH-Wert, A293, der ai-adrenerge Agonist
Methoxamine, PAF oder Endothelin-1 (Barbuti 2002, Putzke 2007, Schiekel
2013). Von Kklinisch-therapeutischer Relevanz konnte somit die Modulation der
Signalwege flr die Regulation von TASK-1 im Herzen sein, um arrhythmogene
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Effekte durch eine Uber- oder Unterfunktion von TASK-1 zu verhindern
(Mubagwa 2013).

Sowohl in Ruhe als auch unter korperlicher Belastung beim Schwimmen bzw.
Ergometrie konnte unsere Arbeitsgruppe weiterhin keine erhdéhte arrhythmogene
Vulnerabilitat bei TASK-1 defizienten Mausen nachweisen (Donner 2011). Unter
Epinephrintestung traten allerdings bei beiden Genotypen vermehrt spontane
ventrikulare Extrasystolen, Couplets und Triplets auf, sowie in wenigen Fallen
AV-Blockierungen II° (Donner 2011). Zum Vergleich konnte in einem anderen
Mausmodell mit Deletion von Csx/Nkx2.5 reproduzierbar Vorhofflimmern
ausgelost werden (Berul 2003). In der Pannexin-1 defizienten (Panx-1) Maus
gelang es der Arbeitsgruppe mit derselben Methode ebenfalls regelhaft
Vorhofflimmern zu induzieren. Bei Panx-1 handelt es sich um einen ubiquitar
vorkommenden connexin-ahnlichen Hemikanal, der zytosolisches ATP und
Nukleotide transmembranar in den extrazellularen Raum schleust (Dubyak
2009). Das Vorhofflimmern trat durch atriale Burststimulation auf. Eine
strukturelle Herzerkrankung konnte in echokardiographischen Untersuchungen
bislang nicht festgestellt werden (Donner personliche Mitteilung). An Hand des
Versuchsaufbaus der EPU und des modifzierten Stimulationsprotokolls ist es
durchaus madglich Vorhofflimmern auszulésen, wenn die entsprechende
Disposition bei der Maus vorliegt.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass TASK-1 Defizienz im Mausmodell zum
Phanotyp einer QT Verlangerung ohne Erhdhung der ventrikularen Vulnerabilitat
fahrt.

4.3 Eingeschrankte Heart Rate Turbulence bei der TASK-1"- Maus

TASK-1"- Mause weisen im Vergleich zu den Wildtypen signifikant hthere TO-
Werte auf. Der TS war im Gegensatz dazu bei beiden Genotypen vergleichbar.
Wahrend die Wildtypen das typische Bild einer intakten Barorezeptorreflex nach
programmierter Katheterstimulation zeigen, ist diese bei den TASK-17- Mausen
vermindert. Die autonome kardiale Regulation ist bei TASK-17- Mausen gestort,
da der initiale physiologische Anstieg der Herzfrequenz ausbleibt und es sogar
zu einer Abnahme der Herzfrequenz kommt. Dies fuhrt zur Messung von
positiven Werten fur den TO, obwohl negative Werte physiologisch waren.
Anschlieend kommt es Uber den TS zu einer langsamen Abnahme der
Herzfrequenz auf die praektopische Ausgangsfrequenz, wobei beide Genotypen
vergleichbare Werte zeigen. Der signifikant hhere TO bei den TASK-17- M&usen
in Relation zu den TASK-1** M&ausen zeigt, dass TASK-1 den autonomen
kardialen Baroreflex beeinflusst.

Unsere Arbeitsgruppe berichtete bereits von einer signifikant reduzierten HRV
und sympathischen Uberstimulation bei der TASK-17- Maus in vivo (Donner
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2011). An isoliert perfundierten Herzen hingegen war die HRV beider Genotypen
nicht verschieden (Donner 2011). AuRerdem deutete die Epinephrintestung auf
einen gestorten Barorezeptorreflexes bei der TASK-1/- Maus hin, weil im
Gegensatz zu den Wildtypen die Herzfrequenz nach Epinephrininjektion hoch
und die HRV Parameter weiter signifikant reduziert blieben (Donner 2011).
Weiterhin war das spontane Auftreten von ventrikularen Extrasystolen unter
Epinephrintestung bei den TASK-17 Mausen seltener als bei den Wildtypen
(Donner 2011). Zur Uberpriifung der Hypothese bietet sich HRT im Rahmen einer
programmierten elektrischen Stimulation an (Raj 2005, Roach 2002).

Es gibt eine Reihe von Erkrankungen, bei denen ein Zusammenhang mit einer
reduzierten HRT hergestellt werden konnte. Insbesondere nach einem
Herzinfarkt sind TO und TS im Langzeit-EKG Uber 24 Stunden gemessen, die
starksten elektrokardiographischen Parameter flr die Vorhersage des
Mortalitatsrisikos (Schmidt 1999, Baur 2008). Dies gilt auch fur die koronare
Herzerkrankung ohne vorherigen Herzinfarkt. Dabei verbessert sich der
Vorhersagewert, wenn Prediktoren wie die linksventrikulare Ejektionsfraktion
(<30%), QRS Dauer, ein vorbestehender Diabetes mellitus oder das Alter mit
einbezogen werden. Die autonome Dysregulation nach einem Myokardinfarkt
verbessert sich uber die Zeit (Billman 2009, Huikuri 2010). Auf Basis dieser
Kenntnis beurteilte 2009 die Veroffentlichung von Huikuri et al. in Heart Rhythm
die Veranderung der HRV und HRT nach Myokardinfarkt der Studienkohorten
von CARISMA (Cardiac Arrhythmia and Risk Stratification after Myocardial
Infarktion) und REFINE (Risk Evaluation After Infarction, Noninvasive Evaluation)
(Huikuri 2010). Als Ergebnis ist eine abgeschwachte Erholung der autonomen
Funktion nach einem Myokardinfarkt assoziiert mit dem Risiko fur todliche oder
lebensbedrohliche  Arrhythmien.  Spezifischer Marker fur ernsthafte
arrhythmische Ereignisse ist ein Ausbleiben der Verbesserung der HRT
unmittelbar nach einem Myokardinfarkt (Huikuri 2010, Li-na 2012). In der
FINGER Studie (Finnland and Germany post-infarction trial) zeigte sich die HRT
als zuverlassiger Pradiktor fur den Endpunkt SCD (Makikallio 2005).

Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kommt es zur neurohumoralen Aktivierung des
Sympathikus und progressiven hamodynamischen Verschlechterung, was zur
eingeschrankten HRV und HRT flhrt. Hierbei korreliert die HRT eng mit dem
Stadium der Erkankung und verbessert sich unter effektiver medikamentdser
Therapie unbeeinflusst von der Betablockade. Daher bietet sich die HRT auch
zum Therapiemonitoring an (Bauer 2008).

Bei Diabetikern reflektiert die HRT die kardiale autonome Dysfunktion und
insbesondere nach einem Herzinfarkt ist die HRT ein starker Prediktor fur die
Mortalitat (Barthel 2000; Balcioglu 2007).
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Weitere Erkrankungen, bei denen die HRT mit der Krankheitsschwere korreliert,
sind der Mitralklappenprolaps (Gunduz 2006) und die Mitralklappenstenose
(Yalta 2007). Ebenfalls korreliert die HRT mit dem Apnoe-Hypopnoe-Index des
obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndroms (Yang 2005). Mdgliche Zusammenhange
mit der Chagas-Krankheit (Ribeiro 2003) oder der Dilatativen Kardiomyopathie
bei Kindern werden noch untersucht (Karakurt 2007). TO und TS kdnnen
unabhangig voneinander als Parameter genutzt werden, um das klinische Risiko
einer Erkrankung zu beurteilen. Zum Beispiel ist bei Patienten mit myotoner
Dystrophie Typ 1 ein veranderter TO bei normaler TS assoziiert mit einem
hdheren Auftreten einer ventrikularen Tachykardie (Casella 2006). Obwohl das
LQTS uber polymorphen ventrikularen Tachykardien mit dem SCD assoziiert ist,
zeigt eine kleine Studie mit vier jungen LQTS-Patienten keinen prognostischen
Vorhersagewert durch die HRT (Onrat 2003).

Die autonome Funktionstestung mittels HRT hat eine autonome kardiale
Dysregulation bei den TASK-17- Mausen gezeigt, wahrend die Wildtyp-Mause
uber eine normale autonome Regulationsfahigkeit verfugen. Der reduzierte TO
unterstreicht die Hypothese des Uberwiegens des Sympathikus in TASK-17-
Mausen. Eine Assoziation mit einer der 0.g. Erkrankungen oder dem Risiko flr
den SCD konnte bei der TASK-17- Mause bei fehlender Ubersterblichkeit und
indifferenter EPU-Testung gegenuber den Wildtypen nicht gefunden werden. Mit
dem Wissen, dass TASK-1 den Barorezeptorreflex beeinflusst, kdnnen weiterhin
neuronale Regulationsmechanismen durch TASK-1 auf Ebene der
Kardiomyozyten oder Neurozyten untersucht werden.
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5 Schlussfolgerungen

Die elektrophysiologische in vivo Untersuchung der TASK-1-- Maus liefert einen
Beitrag zum besseren Verstandnis der kardiovaskularen Funktion des TASK-1
Kalium Kanals. Erkenntnisse der Studie sind der Einfluss von TASK-1 auf die
Repolarisation einerseits sowie auf die autonome kardiale Regulation durch den
Barorezeptorreflex andererseits.

Die TASK-17- Maus prasentiert den Phanotyp eines LQTS mit der Verlangerung
der QT und QT Intervalle. Die Verlangerung der QT Intervalle bei der TASK-1--
Maus war umso eindrtcklicher je niedriger die Herzfrequenz war in Relation zu
den Kontrolltieren. Auch unter Verwendung weniger bradykardisierender
Sedativa wie Avertin® und Pentobarbital konnte die QT Verlangerung bei TASK-
17~ Mausen im Vergleich zur Narkose mit Ketamin und Xylazin nachgewiesen
werden. Ebenfalls war unter der Narkose mit Isofluran war die QT Zeit bei den
TASK-17- Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen verlangert, wenn auch
nicht statistisch signifikant. Dennoch ist die QT Verlangerung auch nach beta-
adrenerger Stimulation mit Isoprenalin messbar.

TASK-1 defiziente Mause zeigen den Phanotyp einer QT Verlangerung wie ein
LQTS, ohne dass bisher der Nachweis einer erhohten Vulnerabilitat far
Herzrhythmusstorungen erbracht ist. Fur kinftige Untersuchungen stellt die
TASK-1 ,Knock-Out® Maus mit der nachweislichen Dysfunktion der
Repolarisation eine vielversprechende Gelegenheit dar, um die Repolarisation
mittels Multielektrodenmapping zu studieren.

Auf dem Boden der eingeschrankten HRV und der hoheren Ruhefrequenzen der
TASK-17- Mause wurde der Einfluss von TASK-1 auf den Barorezeptorreflex
deutlich. Mit dem Nachweis der signifikant eingeschrankten HRT, weist die
TASK-1" Maus ein Uberwiegen des Sympathikotonus hin. Beim Menschen gilt
ein erhohter Sympathikotonus allerdings als klinischer Pradiktor flr eine Reihe
von Erkrankungen wie den SCD nach Myokardinfarkt oder die Herzinsuffizienz.
In den vorliegenden Tierversuchen konnte keine Assoziation zwischen TASK-1
Defizienz und einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat gefunden werden.

Die hier durchgefihrten elektrophysiologischen Untersuchungen dienten der
naheren Charakterisierung von TASK-1 im Herzen. In Therapiestudien konnte in
Zukunft die lonenkanal-Funktion von TASK-1 mit berticksichtigt werden.
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