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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Thema der vorliegenden Dissertation ist die Analyse kardialer Arrhythmien im Zuge
des Forschungsprojektes zur kardialen Phanotypisierung der Pannexin-1-defizienten
Maus (Panx1”-Maus). Pannexine sind zellulére Proteine, die groBporige Offnungen
zwischen Intra- und Extrazellularraum darstellen, welche neben Kationen und Anio-
nen auch grole Molekule wie im Besonderen Adenosintriphosphat passieren lassen
[1]. Die Familie der Pannexine gliedert sich in drei Untergruppen (Pannexine-1, -2
und -3), wobei die Pannexine-1 ubiquitar und damit auch kardial exprimiert werden
[2]. Uber ihre Offnungseigenschaften nehmen Pannexine-1 unter anderem bei der
Initiierung und Weiterleitung von Kalziumwellen [3] und uUber Komplexbildung mit
P2X7-Kanalen bei der Einleitung der Apoptose [4] Schllsselpositionen ein. Bezuglich
ihrer kardialen Funktion ist bisweilen wenig bekannt. Am Mausherzen ist eine starke
Expression besonders in atrialen Myozyten und hier in der Zellmembran nachgewie-
sen [5]. Bisher konnte eine Beteiligung an der Entstehung einer Herzfibrose nachge-
wiesen werden [6], insbesondere nach Hochregulierung der Pannexinexpression bei
Ischamie [7]. Unter ischamischen Bedingungen scheinen Pannexine aullerdem kar-
dioprotektive Faktoren Uber den Komplex mit P2X7 freizusetzen [8]. Zudem wurden
sie als Korrelat der bekannten Large conductance channels dargestellt und ihnen
durch eine Ca?*-unabhingige Offnung eine potentiell arrhythmogene Eigenschaft
zugeschrieben [5]. Im Gefaldsystem werden Pannexine-1 ebenfalls exprimiert und
sind hier an der Regulation des vaskularen Tonus und der Sauerstoffkonzentration
beteiligt [9, 10]. Im Zuge dieses Forschungsprojektes wird die kardiale Funktion der
Pannexine-1 am Modell der Panx1”-Maus umfassend mittels EKG-Analysen, echo-
kardiografischer, histopathologischer und elektrophysiologischer Untersuchungen in
vivo und in vitro untersucht. Als Kernergebnisse dieser Versuche weisen die Panx17-
Mause signifikant mehr AV-Blockierungen, insbesondere bei niedrigeren Herzfre-
quenzen, eine signifikant langere QTc-Zeit und eine Induzierbarkeit atrialen Flim-
merns in vivo auf. Als pathophysiologische Grundlage dieser klinischen Manifestatio-
nen der Panx1”-Maus kénnen Veranderungen des lonenflusses beim Aktionspotenti-
al vorliegen, die die Dauer des Aktionspotentials verlangern. Uber die Beteiligung der
Pannexine an der Kalziumwelle konnten hier Veranderungen der Kalziumhomadosta-
se eine Rolle spielen. Das in vivo induzierbare atriale Flimmern konnte in Versuchen
am Langendorff-perfundierten Herzen nicht reproduziert werden, was durch eine
ubergeordnete Arrhythmogenese durch das autonome Nervensystem oder durch me-
thodenassoziierte Limitationen erklart werden kann. Bei der Analyse der Heart rate
variability wiesen die Panx17-Mause isoliert eine verminderte Very low frequency auf,
was bei ansonsten normwertigen Parametern keinen direkten Rlckschluss auf eine
verminderte Sympathikusaktivitat ziehen lasst. Kein Unterschied zeigte sich bezig-
lich der allgemeinen Korperparameter und der Leistungsfahigkeit der Tiere. Die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Pannexine eine Funktion bei der Ab-
folge des kardialen Aktionspotentials aufweisen und ein Fehlen mit einer erhdhten
atrialen Vulnerabilitdt einhergeht. Diese Erkenntnis tragt mit dazu bei, die Funktion
der Pannexine am Herzen genauer zu verstehen.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Relevanz von lonenkanaldefekten fiir das Auftreten von

Herzrhythmusstérungen

Herzrhythmusstdérungen beschreiben eine Veranderung der rhythmischen Herztatig-
keit durch eine unregelmaliige Erregungsabfolge im Herzen [11]. Eine wichtige Un-
tergruppe dieser Ubergeordneten Pathologie stellen vererbte syndromale Arrhyth-
mien dar, welche in maximaler Auspragung eine Ursache flur den plétzlichen Herztod

besonders bei jungen Patienten sein kdnnen [12].

Grundlage dieser Arrhythmien stellt eine Veranderung des Aktionspotentials dar, bei
welcher die normalerweise fein aufeinander abgestimmten lonenflisse durch defekte
Kanale gestdrt sind. Diese klinische Manifestation von lonenkanaldefekten wird als
Kanalopathie bezeichnet, wobei hier ursachlich meist angeborene Mutationen und
nur selten sekundare Schadigungen vorliegen [13]. Mit dem Voranschreiten der Iden-
tifizierung kardialer lonenkanaldefekte wachst auch die Gruppe der zugehdrigen Er-
krankungen. Als wichtige Vertreter sind bisher das Long-QT-, das Short-QT-, das
Brugada-, das Sick-Sinus- und das Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom sowie das famili-
are atriale Flimmern und die Katecholaminerge Polymorphe Ventrikulare Tachykardie
zu nennen [12]. Neben den defekten lonenkanalen als solches sind in vielen Fallen
auch die zugrundeliegenden Genmutationen identifiziert [14], was die Bedeutung ei-

ner einzelnen Mutation fir die Funktion eines gesamten Organismus unterstreicht.

Im Jahr 2000 wurde erstmalig die Familie der Pannexine beschrieben [15], welche
groRporige Offnungen zwischen Intra- und Extrazellularraum darstellen, die durch-
lassig fur zahlreiche lonen und ATP sind [1, 2, 16, 17]. Von besonderem Interesse ist
hier die Untergruppe der Pannexine-1, welche ubiquitar und damit auch kardial ex-
primiert sind [2]. Die Offnungseigenschaften dieser Membranporen legen nahe, dass
die Pannexine an der Physiologie der Zelle mitbeteiligt sind und bei funktioneller Ver-
anderung das Korrelat kardialer Arrhythmien darstellen kénnen. Grundlage der vor-
liegenden Arbeit stellt daher die Charakterisierung der phanotypischen Manifestation

des Fehlens von Pannexin-1 im Tiermodell dar.
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1.2  Pannexine - funktionstiichtige Poren im Blickpunkt der Forschung

1.2.1 Die Familie der Pannexine

Pannexine stellen eine Gruppe von nicht-junktionalen Membrankanalen als Verbin-
dung zwischen Intra- und Extrazellularraum dar. Hierzu gehoren die Pannexine-1,
welche ubiquitar und damit auch kardial exprimiert sind, die Pannexine-2, welche
sich hauptsachlich im ZNS befinden und Pannexine-3, die in der Haut, im Knorpel

und im Knochen lokalisiert sind [2, 18].

Erstmalig wurden sie im Jahre 2000 zunachst neben den Connexinen als eine zweite
Gruppe von Gap-Junction-Proteinen dargestellt, da sie groRe genomische Ahnlich-
keit zu den Connexin-Korrelaten der Wirbellosen, den Innexinen besitzen [15]. Zu-
dem war die Ausbildung von Gap Junctions bei Versuchen an manuell gepaarten

Xenopus-Oozyten festgestellt worden [19].

In verschiedenen Arbeiten wurde mittlerweile jedoch widerlegt, dass die Pannexine
als Gap-Junctions zwischen zwei Zellen fungieren [1]. Grinde hierflr sind unter an-
derem das Vorhandensein in Erythrozyten, die keine Verbindungen zu anderen Zel-
len eingehen [20], die Lokalisation der Pannexine an der apikalen, also der nicht kon-
takteingehenden Membranseite [21] sowie die Struktur der Pannexine, welche durch
eine extrazellular gelegene Glykosilierung keine Verbindungen zueinander eingehen

konnen.

Die zuvor nachgewiesene Fahigkeit zur Ausbildung von Gap Junctions bei den ma-
nuell gepaarten Oozyten wurde durch eine fehlerhafte Glykosilierungsfahigkeit der
Xenopus-Oozyten und einer in den Versuchen besonders langen Zellpaarungszeit
erklart [22]. Die beschriebene genomische Ahnlichkeit zu den Innexinen erklart sich
trotz aller funktionellen Unterschiede durch eine Doppelfunktion der Innexine, welche

neben Gap-Junctions auch nicht-junktionale Kanale bilden [23].

1.2.2 Struktur der Pannexine

Strukturell weisen alle drei Gruppen der Pannexine vier transmembrane Regionen

mit zwei extrazellularen Schileifen und einer intrazellularen Schleife auf. Sowohl der
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N- als auch der C-Terminus liegen intrazellular [24]. Auf Grundlage dieser Struktur
bilden die Pannexine-1 hexametrische Membrankanale aus [25, 26]. Extrazellular
weisen die Pannexine die bereits oben erwahnte Glykosilierung auf, wodurch die
Ausbildung von Zell-Zell-Kanalen verhindert wird. Bei Pannexin-2 und -3 liegt diese
an der ersten, bei Pannexin-1 an der zweiten Schleife. Abbildung 1 veranschaulicht

den schematischen Aufbau eines Pannexin-1-Kanals.

I J o
5¢ Glykosilierung

ﬂ Pannexin-Kanal

Zellmembran

COOH

NH,

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Pannexin-1-Kanals (angelehnt an die Darstellung von
MacVicar et al. (2010) [27])

Je nach Pannexingruppe liegt eine unterschiedliche Glykosilierung vor. Es wird ver-
mutet, dass diese nach der Translation der Pannexin-Proteine einen funktionellen
Mechanismus beim Transport an die Zellmembranoberflache darstellen [28]. Es gibt
aber auch Hinweise, dass auch nicht glykosilierte Pannexine ihre zugehorige Zell-
membran finden, weshalb zusatzlich andere Mechanismen diskutiert werden. Dane-
ben spielt die Auspragung der Glykosilierung eine Rolle bei der Interaktion zwischen

den Pannexinen untereinander [26].

1.2.3 Genetik und Expression der Pannexine im kardiovaskularen System

Bezlglich der Genetik und der Expression ist die Rolle der Pannexine-1 am besten
erforscht. Das codierende Gen ist beim Menschen auf Chromosom 11914.3 lokali-
siert und besitzt funf Exons. Das flnfte Exon wird hierbei alternativ gespleif3t, wes-
halb zwei Pannexin-1-Proteine mit unterschiedlicher C-Terminus Lange existieren:
Panx1a (407 Aminosauren=AS) und Panx1b (411 AS), welches vier weitere Amino-

sauren enthalt [24]. Beim Menschen wird lediglich die Panx1b Variante exprimiert. Es
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ist hervorzuheben, dass die beiden Pannexin-Varianten das identische elektrophysio-

logische Profil und gleiche funktionelle Eigenschaften zeigen [29].

Pannexin-1 wird ubiquitar exprimiert [24], wobei hier das Ausmal} der Expression
zellspezifisch von Organ zu Organ unterschiedlich und zudem abhangig vom Zu-
stand der Zelle ist [30].

Die genaue Expression der Pannexine am Herzen wurde bisher bei der Maus evalu-
iert. Immunoreaktiv konnten Pannexine hier sowohl in atrialen als auch in ventrikula-
ren Myozyten an den Plasmamembranen mittels aviarer Pannexin-Antikdrper nach-
gewiesen werden [5]. In isolierten atrialen Myozyten war die normalisierte Pannexin-
MRNA-Expression hierbei vergleichbar mit dem Level in Neuronen und dem Gehirn,
das Expressionslevel im gesamten Herzen war jedoch signifikant niedriger [5]. Zu-
dem nahm die Pannexinexpression unter ischamischen Bedingungen und im zeitli-

chen Verlauf in der Zellkultur zu [5, 7].

Im zirkulatorischen System wurden Pannexine-1 in der Membran von Erythrozyten
und in den pulmonalen und systemischen Arterien gefunden, wobei das Expressi-
onsmuster hierbei in Abhangigkeit der GefaldgroRe variierte. In kleinen Arterien und
Arteriolen sind sie sowohl im Endothel als auch in den glatten Muskelzellen nachzu-
weisen, in den groRen Gefalken jedoch nur im Endothel und in der A. cerebri media

nur in den glatten Muskelzellen [3, 9].

1.2.4 Offnungseigenschaften und Durchlissigkeit der Pannexine

Pannexine fungieren als groRe Offnungen zwischen Intra- und Extrazellularraum [16].
Im Ruhemembranpotential sind die Kanale geschlossen und werden durch die fol-

genden Mechanismen binnen 30-70 ms vollstandig geodffnet [19]:

e Depolarisation dber +20mV [3, 31]

e Mechanischer Stress [32]

e Hohe intrazellulare Kalziumkonzentrationen [16]

e Hohe extrazellulare Kaliumkonzentrationen (sogar unter hyperpolarisierten
Membranpotentialen) [33]

e Extrazellulare ATP-Bindung an purinerge Rezeptoren [3]
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e Proteolytische Spaltung des C-Terminus des Pannexinmolekuls durch Caspa-
se 3 oder 7 (grundlegend geodffneter Zustand wahrend Apoptose, s.u.) [34].

Neben der Offnung der Pannexine existieren auch Faktoren, welche eine Supprimie-
rung der Aktivitat bedingen. Hierbei sind eine Ansduerung des Cytoplasmas [3], ein
erhdhtes intrazellulares Redox-Potential [35], Arachidonsaure [36] sowie die Interak-
tion mit dem Erythrozytenmembranprotein Stomatin [37] als wichtigste Komponenten
zu nennen. Die Trinukleotide ATP, GTP und UTP bewirken neben der bereits erwahn-
ten Aktivierung auRerdem bei extrazellular erhéhter Konzentration auch eine Inhibiti-
on der Pannexine [29]. Da sich dies jedoch nicht bei einer intrazellularen Konzentra-
tionserhéhung nachweisen liel3, wird hierbei ein direkter Kanalblock als molekulares

Funktionsprinzip vermutet [29].

Im gedffneten Zustand zeigen die Pannexine eine hohe Leitfahigkeit (Large
conductance channels, >500pS) [38] und ermdglichen den Durchtritt grof3er Molekiile
bis zu 900 Dalton wie ATP, Aminosauren und DNA-bindende Farbstoffe wie Ethidium,
Yo-Pro und To-Pro [1, 39]. Bezlglich der Durchlassigkeit von Anionen konnte hier
eine Selektivitat mit besonderer Permeabilitat flr Stickstoffmonoxid und eher schwa-
cher Permeabilitat fir negativ geladene Aminosauren nachgewiesen werden [40],
wobei diese Selektivitat bei der Durchlassigkeit von Kationen nicht beobachtet wer-
den konnte [41].

Die Freisetzung von ATP funktioniert ohne die Beteiligung von Vesikeln. Neben den
Pannexinen werden flr diese Art der ATP-Freisetzung auch Connexone (Hemichan-
nels der Connexine), CFTR-Kanale und die in Verbindung mit Pannexinen beschrie-
benen P2X7 Purinrezeptoren (s.u.) diskutiert [42]. Die Pannexine gelten hierbei je-
doch als Favoriten, da sie die folgenden Kriterien erfullen, welche essenziell fir die

Funktion eines extrazellular freisetzenden ATP-Kanals sind:

Pannexine sind ATP-durchgangig [16]
Pannexine sind mechanosensitiv [16]

Pannexine 6ffnen sich auf hohe intrazellulare Kalziumkonzentrationen [3]

o Dh -

Pannexine werden Uber purinerge Rezeptoren durch ATP aktiviert [3].
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Diese ATP-Freisetzung steht im Zusammenhang mit dem Aufbau und der Weiterlei-
tung von Kalziumwellen zur Kommunikation zwischen den Zellen. Hierbei ist zu be-
tonen, dass die Punkte 1-3 hier die Initiilerung einer Kalziumwelle begrinden, wohin-

gegen die Sensitivitat auf ATP (Punkt 4) die Weiterleitung dieser Welle mdglich macht
[4].

Das in den Extrazellularraum freigesetzte ATP wirkt an purinergen Rezeptoren (P2Y)
benachbarter Zellen und erhéht Uber Produktion von Inositoltriphosphat (IP3) in die-
sen die Kalziumkonzentration, wodurch auch hier ATP freigesetzt wird. Damit wird
eine Kaskade der ATP-Freisetzung und somit eine Erhdhung des intrazellularen Kal-
ziums ausgeldst [42, 43]. Mit diesem Mechanismus stellen die Pannexine wichtige
Stellglieder in der Initiierung und Weiterleitung einer Kalziumwelle zur Zellkommuni-
kation dar. Keiner der anderen oben genannten Kanale erfullt in diesem Male diese
Kriterien [3].

Unterstutzend zu diesem extrazellularen Weg der Weiterleitung der Kalziumwelle
wird IP3 zudem direkt Uber Gap Junctions von Zelle zu Zelle geleitet und erhoht so in
den angrenzenden Zellen die intrazellulare Kalziumkonzentration [3]. Abbildung 2
veranschaulicht schematisch, wie Uber das ATP und die Gap Junctions eine Kaskade
der intrazellularen Kalziumkonzentration in angrenzenden und umliegenden Zellen

evoziert wird.

ATP

: e
l AT{P—\ 3 .:.TP /

IP3—> Ca**T,—»l | ws—car | | 70 > car]

‘ = purinerge ATP-Rezeptoren (P2Y)

|| = Pannexinel

Abbildung 2: Schematische Darstellung der extrazelluliren Wirkung von ATP liber purinerge

Rezeptoren und Pannexine-1. Darstellung angelehnt an Locovei et al. 2006 [3]
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1.2.5 Komplexbildung der Pannexine mit P2X7-Kanalen

P2X-Rezeptoren stellen ATP-abhangige membrandse lonenkanale dar, die insbe-
sondere durchlassig fur Kationen sind. Die Subgruppe der P2X7-Rezeptoren weist
hier als Besonderheit die Fahigkeit auf, gro3porige Formationen mit starker Permea-
bilitatserhdhung zu bilden [44]. Hinweise darauf, dass hierbei eine Komplexbildung
mit Pannexin-1 vorliegt, zeigt eine Inhibition dieser grof3porigen Funktion der P2X7-
Kanale nach Pannexin-Blockade mittels Carbenoxolon und Pannexin-1-spezifischer
small interference RNA (siRNA). Die P2X7 Proteinexpression und der Pannexin-1

unabhangige Kationenfluss Uber die P2X7 Kanale blieben dabei unberthrt [17].

Durch die genannte Komplexbildung werden Zytokine freigesetzt und Gber Caspase-
1 die Apoptose aktiviert [1, 4]. Zudem entsenden apoptotische Zellen mithilfe des
durch Pannexine freigesetzten ATPs und GTPs ein sogenanntes ,Find-me*“-Signal flr
Phagozyten [34]. Neben ATP fungieren auch hohe extrazellulare Kaliumwerte [33]
und Glutamat [45] aus primar geschadigten Zellen als Stimulatoren fur die Formati-
onsanderung und damit fir die Offnung der Pannexine. Dadurch spielen die Pan-
nexine-1 eine Rolle bei der Verursachung des sekundaren Zelltodes, also bei der
konsekutiven Schadigung von Gewebe um oder abseits des primaren Schadigung-
sortes. In Zusammenhang mit Pannexinen bei der Apoptose konnte nachgewiesen
werden, dass Pannexin-1,2-defiziente Mause ein besseres funktionelles Outcome
nach zerebraler Ischamie zeigten als die Wildtypkontrolltiere [46] und zudem, dass
durch P2X7-Pannexin-1-Komplexe ein Untergang enteraler Neurone bei Colitis evo-
ziert wurde [47].

1.2.6 Inhibition der Pannexine durch Pharmaka oder RNA

Zur Inhibition der Pannexine stehen verschiedene Pharmaka zur Verfigung. In ab-
steigender Potenz  konnten hier Mefloquin, Carbenoxolon, Disodium-
Diisothiocyanatostilibene-Disulfonat, Probenecid, Flufenamic und Niflumic indentifi-
ziert werden, wobei diese zusatzlich Gap Junctions, Chlorid-Kanale oder Anionen-
Kanale blockieren [29, 48].

Einen Ansatz fur eine spezifische Inhibition stellt der Einsatz von shRNA (short hair-
pin RNA) und siRNA (small interference RNA). Hiermit konnte eine Pannexin-
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Reduktion um 57 £ 10 % mittels shRNA, beziehungsweise 69 + 0,08 % mittels siRNA
erreicht werden [48, 49].

1.2.7 Kardiovaskulare Funktion der Pannexine

Bezuglich der kardialen Funktion der Pannexine ist die Datenlage bisher noch recht
unvollstandig und in Hinblick auf elektrophysiologische Relevanz noch ganzlich uner-
forscht. Der aktuelle Stand der Forschung liefert jedoch einige Hinweise, dass die

Pannexine auch am Herzen wichtig fur den Ablauf verschiedener Reaktionen sind.

Pannexine sind das Korrelat der Large-Conductance-Channels

Pannexine-1 stellen am Herzen das funktionelle Korrelat der sogenannten Large
Conductance Channels (LCC) dar [5]. Diese LCC wurden erstmalig 1986 erwahnt
[50] und 2008 genauer anhand ihrer Offnungseigenschaft auf Koffein und Ca®* aus
dem endoplasmatischen Retikulum beschrieben [51]. Charakteristika der LCC sind
ihre geringe Dichte oder Offnungswahrscheinlichkeit in der Plasmamembran und ihre
Eigenschaft als nichtselektive Kationenkanale. Es konnte gezeigt werden, dass die
LCC gleiche pharmakologische Eigenschaften wie die Pannexine-1 (Inhibition durch
Carbenoxolon) aufweisen und zudem, dass die nach vier bis funf Tagen Kultur nicht
mehr detektierbaren LCC durch adenoviralen Gentransfer von Pannexin-1 vollstan-
dig wieder nachweisbar waren. Bei nicht adenoinfizierten Myozyten waren keinerlei
LCC mehr aufzufinden, auflerdem zeigte sich ein gleichzeitiger Verlust der Pannexin-
1 Immunreaktion. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Pannexine-1 die bisher
beschriebenen LCC darstellen. Au’erdem zeigte sich in den Experimenten, dass
sich einzelne Kanale spontan bei physiologischen Kalziumkonzentrationen 6ffneten.
Zum einen schlie3t dies als Nebeneffekt die kalziumabhangigen Connexine als betei-
ligte Kanale aus, zum anderen lasst sich dadurch eine potentiell arrhythmogene Ei-

genschaft der Pannexine am Herzen vermuten [5].

Pannexine induzieren kardiale Fibrosierung

Des Weiteren werden Pannexine im Zusammenhang mit der Entstehung von Herz-
fibrose erwahnt. Hierbei kommt es besonders durch mechanischen Stress zur Off-

nung der Pannexine und zur Freisetzung von ATP und UDP [18]. Diese binden an
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purinerge Rezeptoren (P2Y) und aktivieren G-Protein-gekoppelt eine intrazellulare
Signalkaskade, welche die Expression fibrogenetischer Proteine und damit die Kolla-
genexpression steigert [6]. Die vermutete Mitbeteiligung der Pannexine konnte
dadurch untermauert werden, dass die mechanisch induzierte ATP-Freisetzung durch
Carbenoxolon vollstandig geblockt und bei spezifischer Inhibition durch Pannexin-1
siRNA um 50 % reduziert wurde. In Expressionsanalysen wurde bestatigend das
Vorhandensein von Pannexin-1 und auch -2 in Kardiomyozyten nachgewiesen, wo-
bei das Expressionslevel von Pannexin-1 hier unter Druckzunahme anstieg [6]. In
weiteren Studien konnte bestatigt werden, dass das von Pannexin-1 freigesetzte ATP
unter kardialen Stressbedingungen eine Fibrose initiiert. Hier wurde gezeigt, dass
das Pannexin-1 zunachst innerhalb der Sarkolemm caniner Myozyten liegt und bei
Ischamie verstarkt glykosiliert wird und zur AuRenseite der Membran gelangt, wo
dann ATP freigesetzt wird. Uber den MAPK- und p53-Signalweg wird damit eine kar-
diale Fibrosierung ausgelost. Damit sind Pannexine-1 an der Entstehung einer Fibro-

se ausgeldst durch Ischamie beteiligt [7].

Pannexine wirken kardioprotektiv

Zudem gibt es Hinweise bezuglich einer kardioprotektiven Funktion. Pannexine-1
bilden mit den P2X7-Kanalen Komplexe aus, welche hoch permeabel fur ver-
schiedenste Molekule sind [44]. Neben ihrer dadurch bestehenden Funktion in der
Aktivierung der Apoptose, konnte in verschiedenen Studien auch eine kardioprotekti-
ve Wirkung aufgezeigt werden. Hier kommt es unter ischamischer Pra- und Postkon-
ditionierung ATP-vermittelt zur Formierung der P2X7-Pannexin-Komplexe. Hieruber
werden endogene Faktoren, wie zum Beispiel Sphingosin-1-Phosphat und Adenosin

freigesetzt, welche G-Protein gekoppelt protektive Signalkaskaden auslosen [8, 52].

Pannexine sind am GefaRtonus und an der Requlation des Blutdrucks beteiligt

Pannexine sind ein wichtiges Stellglied in der Regulation des lokalen Blutflusses. Bei
niedriger Sauerstoffkonzentration oder unter mechanischem Stress wird ATP Uber
Pannexine aus Erythrozyten freigesetzt [20]. Das ATP wirkt an P2X und P2Y-
Rezeptoren des Endothels und bewirkt hier uber eine Erhéhung der Kalziumkonzent-

ration die Freisetzung von Stickstoffmonoxid, wodurch die lokale Perfusion gesteigert
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wird [20, 53, 54]. Bindet ATP nicht an Rezeptoren des Endothels, sondern an solche
der glatten GefaRmuskulatur wird jedoch eine Konstriktion bewirkt [54]. Uber diesen
Mechanismus sind Pannexine-1 an der Vasokonstriktion von Widerstandsgefallen
beteiligt. Dies wurde durch eine reduzierte Fahigkeit zur Vasokonstriktion als Reakti-
on auf Phenylephrin nach Inhibition der Pannexine bestatigt [9]. Phenylephrin ist ein
direkter Agonist am a1D-Adrenorezeptor, mit welchem Pannexin-1 eine funktionelle
Einheit bildet, durch welche das ATP freigesetzt wird [55].

Pannexine requlieren die Sauerstoffkonzentration im Blut

Neben der Blutdruckregulation spielen Pannexine auch eine Rolle bei der Regulation
der Sauerstoffsattigung des Blutes. So wird Pannexin-1 in den Zellen des Glomus
caroticum bei der Ratte exprimiert. Kommt es unter Hypoxie zu niedrigen Sauerstoff-
konzentrationen wird hier Uber die Pannexine ATP freigesetzt, welches Uber P2Y-

Aktivierung zu einer erhdhten autonomen Ventilationsrate fuhrt [10].

1.3  Die Maus als Modell fiir Herzrhythmusstorungen

1.3.1 Herstellung transgener Tiere

Zur Charakterisierung der kardialen Funktion der Pannexine wurden Versuche an der
transgenen Panx1”-Maus durchgefuhrt. Transgene Tiere sind durch eine Integration
eines Transgens in ihrem Erbgut verandert [56]. Klassischerweise wird die Methode
des ,Gene-Targeting“ verwendet, bei welcher in embryonalen Stammzellen bekannte
Genomabschnitte Uber homologe Rekombination mit dem Transgen ausgetauscht
werden. Hierzu steht ein kinstlich hergestellter Target-Vektor zur Verfligung, welcher
zwischen aullen gelegenen, zum Integrationsort homologen DNA-Sequenzen die
kinstliche Mutation vorliegen hat. Damit kdnnen gezielt einzelne Gene ausgeschaltet
werden (,Knock-out®) [57, 58]. Die modifizierten embryonalen Stammzellen werden in
murine Blastozysten injiziert und diese per Embryonentransfer in den Organismus
gebracht. Die Stammzellen kénnen sich zu jeglichen Zelltypen weiterentwickeln, so-
dass die Mutation auch in die Keimbahn gelangt (Keimbahnchimarismus). Bei Wei-

terzucht tragen diese Tiere heterozygote Nachkommen aus. Werden diese wiederum
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verpaart, treten hieraus nach der Mendel’'schen Regel in 25 % homozygote transge-

ne Nachkommen hervor [59].

1.3.2 Herstellung der Pannexin-1-Knockout-Maus

Bei dem Pannexin-1-Knockout-Mausmodell, welches der vorliegenden Arbeit zu-
grunde liegt, wurde durch homologe Rekombination ein Target-Vektor eingebaut,
welcher einen Transkriptionsstopp des Pannexin-1-Gens bedingt. Dieser Vektor be-
inhaltet das LacZ-Gen, welches fur das Enzym [B-Galaktosidase kodiert. Da es mit
einem Stopp-Codon endet, flhrt es zu einer Transkriptionsunterbrechung [46, 60].
Zudem enthalt der Target-Vektor als Erkennungsmarker fir die stattgehabte Rekom-
bination eine Phosphoglycerat-Kinase-Neomycin-Kassette, welche nach ausreichen-
der Anreicherung und Selektion der transgenen Zellen mittels Cre-vermittelter (cre =
cyclization recombination) Rekombination herausgeschnitten wird. Als Erkennungs-
sequenz fur die Cre-Rekombinase befindet sich hierbei angrenzend eine sogenannte
loxP-Sequenz [46]. Das fur den Vektor genutzte DNA Fragment stammte von einer
129/SvJ Maus der Stratagene Maus-Datenbank. Daher wurden die Mause nach der
Entnahme der Neomycinkassette wieder zu C57BL/6 Mausen zurickgekreuzt [61]
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Herstellung der Pannexin-1-Knockout Maus. Schematische Darstellung des Pan-
nexin-1-Genlokus der Wildtypen (Px1 WT allel), des Target-Vektors (Targeting construct), das Pan-
nexin-1-Gen der Knockout-Mause (mit integriertem Vektor, Px1 KO (+Neo) allel)) und selbiges nach
Exzision der Neomycinkassette (Px7 KO allel) (Abbildung aus Bargiotas et al., 2011 [46])
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1.3.3 Bisherige Erkenntnisse beziiglich des Phanotyps der Panx1”-Maus

In Analogie zu dem wachsenden Interesse an den Pannexin-1-Kanalen etabliert sich
auch das Modell der Panx1”-Maus zunehmend. Bei allen Forschungsgruppen, wel-
che sich bisher mit der Panx1”-Maus beschaftigten, konnten trotz der ubiquitaren
Expression der Pannexine keine Unterschiede in der Anatomie und der allgemeinen

Gesundheit der Tiere nachgewiesen werden [62].

Bezlglich der Relevanz der Pannexine im neurologischen System konnte gezeigt
werden, dass Panx1,2"'—Méuse ein besseres funktionelles Outcome und kleinere In-
farktareale nach zerebraler Ischamie als die Wildtypen aufwiesen, sodass unter nor-
maler Pannexinexpression von einer Aktivierung dieser Kanale unter ischamischen
Bedingungen ausgegangen werden muss. Hierbei werden eine erhohte extrazellula-
re Kaliumkonzentration sowie reaktive Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid als
Aktivatoren diskutiert [46]. In weiteren Studien, welche die Beteiligung von Pannexi-
nen an der Entstehung eines Status epilepticus untersuchten, konnten bei der Panx1”
"_Maus verbesserte Resultate nach epileptischen Anfallen festgestellt werden. Pan-
nexine werden hierbei durch das bei einem epileptischen Anfall anfallende Kalium
aktiviert und geoffnet, woraufhin ATP austritt und purinerge P2-Rezeptoren aktiviert
werden. Diese fuhren zu neuronaler Hyperaktivitat und dadurch zu einer erhdhten

Anfallsprogression [63].

Aulerdem konnte in Untersuchungen zur synaptischen Plastizitat beim Lernprozess
eine veranderte postsynaptische Antwort im Hippocampus bei der Panx1"-Maus her-
ausgestellt werden. Hier war die Langzeitpotenzierung der Panx17-Maus verstarkt -
vermutlich bedingt durch die andauernde extrazellulare ATP-Substanzminderung.
Dies fuhrte zu Verhaltensauffalligkeiten, verstarkter Angst, beeintrachtigter Objekter-
kennung und rau mlicher Orientierung [64]. Die Rolle der Pannexine bei der ATP-
Freisetzung wurde auch an Astrozyten der Panx17-Maus untersucht. Hier wiesen die
Panx17-Zellen eine niedrigere ATP-Freisetzung als die der Wildtypen und eine ver-

anderte Ausbreitung der Kalziumwelle auf [38].

Des Weiteren wurde die olfaktorische Funktion bei Panx1”-Mausen untersucht. Hier
zeigte sich zwar eine Reduktion der ATP-Freisetzung im olfaktorischen Epithel, je-
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doch keine signifikante Reduktion olfaktorischer Signaltransduktionsproteine und
keine veranderte Geruchswahrnehmung [65]. In Untersuchungen an Panx1™-
Cochlearzellen wurde nachgewiesen, dass die intrazellulare ATP-induzierte Kalzi-
umausbreitung unabhangig von den fehlenden Pannexinen kompensatorisch von
Connexinen getragen wurde [60]. Weitere sinnesphysiologische Studien befassten
sich mit der Rolle von Pannexin-1 in der Retina. Hier zeigten die Panx1”-Méause in
Untersuchungen unter skototopischen Lichtkonditionen ein verandertes Elektroreti-
nogramm im Vergleich zu den Wildtypen, was auf eine Interaktion der Pannexine mit

der dunkeladaptierten Retina schlie3en lasst [61].

Eine weitere Verwendung des Panx1”-Mausmodells findet sich in der Untersuchung
der Pannexinbeteiligung bei der ATP-Sekretion geschwollener Atemwegsepithelien.
Hier konnte gezeigt werden, dass Panx1"'-Trachea-EpitheIien signifikant weniger
ATP freisetzten als das Epithel der Wildtypen [66].

Bezuglich der kardialen Funktion lassen sich auf dem aktuellen Stand der Forschung

keine Studien am Modell der Panx1”-Maus aufzeigen.

1.3.4 Atriales Flimmern in elektrophysiologischen Untersuchungen am

Mausmodell

Die grundlegende Methode einer elektrophysiologischen Untersuchung des Maus-
herzens wurde 1996 erstmalig publiziert, wobei hier kein atriales Flimmern bei der
Wildtypmaus ausgelost werden konnte [67]. Dies wurde mit der besonders kleinen
Grole der murinen Vorhofe begrindet, welche lediglich aus drei bis funf Zellschich-
ten bestehen und damit keine Grundlage fir multiple Reentry-Erregungen bieten
[68]. Bis dato ist lediglich eine Studie bekannt, in welcher atriales Flimmern bei Wild-

typmausen mittels transdsophagealer Stimulation reproduziert werden konnte [69].

Verschiedene Studien konnten aber zeigen, dass strukturelle Veranderungen des
Vorhofs zu einer Flimmerbereitschaft flhren kénnen [70]. Eine erhdhte Induzierbar-
keit trat hier zum Beispiel bei transgenen Tieren mit einer Uberexpression von TGF-
B1 und dadurch bedingter Fibrosierung des Myokards auf [71]. Ebenso flhrte eine
Dilatation des Vorhofmyokards zu vermehrtem Auftreten von induzierbarem oder so-

gar spontanem atrialen Flimmern, wobei hier stets unsicher bleibt, ob die Mutation
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als solche oder die konsekutive Dilatation als ursachlich zu betrachten ist [68]. Dies
war unter anderem zum Beispiel bei einer Uberexpression von Junctin [72], des An-

giotensin-Converting-Enzymes [73] oder von TNF-a [74] nachzuweisen.

Neben einer veranderten Vorhofarchitektur kann auch eine Verklirzung der Aktions-
potentialdauer atriales Flimmern begtlinstigen [75]. In Studien zur Evaluation von lo-
nenkanaldefekten wiesen transgene Mause mit Mutationen am Kalium-Kanal Kir2.1
durch eine Verklrzung des Aktionspotentials spontanes Vorhofflimmern auf [76]. Da-
neben kann auch eine Verlangerung der Aktionspotentialdauer Vorhofflimmern er-
maoglichen - dies konnte bei Mausen mit einer Ablation von Kalzium-aktivierten Kali-
umkanalen nachgewiesen werden [77]. Als eine weitere Studie an Tieren mit indu-
Zierten lonenkanaldefekten wurden Mause mit Connexin-40-Deletionen untersucht.
Diese wiesen eine reduzierte Leitungsgeschwindigkeit im Vorhofmyokard und damit

eine erhodhte Vulnerabilitat und Stabilitat von atrialem Flimmern auf [78].

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wird auf die Frage eingegangen, ob die Pannexin-1-
Defizienz die Elektrophysiologie oder die Architektur der Vorhdfe in einem Ausmaly
verandert, dass eine erhdhte Vulnerabilitat fur Vorhofflimmern besteht. Um hier einzig
die kardiale Funktion losgeldst von Ubergeordneter Regulation zu betrachten, wurden
die Stimulationsversuche am explantierten Langendorff-perfundierten Herzen durch-
gefuhrt.

1.4  Ziel der vorliegenden Arbeit

Die Familie der Pannexine, und besonders die Untergruppe der Pannexine-1, wer-
den aktuell sehr umfangreich untersucht. Der Aufbau der Kanale und ihre Funktions-
weise auf zellularer Ebene sind hierbei bereits beschrieben. In vielerlei Hinsicht be-
stehen jedoch weiterhin Unklarheiten, besonders bezuglich der kardialen Funktion
der Pannexine. Wie oben erwahnt, gibt es hier Hinweise, dass Pannexine das Korre-
lat der Large Conductance Channels darstellen, an der Entstehung einer kardialen
Fibrose beteiligt sind, kardioprotektive Signalproteine freisetzen und bei der Regula-
tion des Gefaldtonus eine wichtige Rolle spielen. Insbesondere die Auswirkung auf

die Elektrophysiologie des Herzens bleibt bisweilen unerwahnt.
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Das Modell der Panx1”-Maus hat in den letzten Jahren beachtlichen Einzug in die
Forschung an Pannexinen gefunden und es konnten auf der Grundlage dieses Mo-
dells bereits neue Erkenntnisse insbesondere bezlglich ihrer funktionellen Beteili-
gung im Nervensystem herausgestellt werden. Es gibt hierbei jedoch noch keine
Studien bezuglich der kardialen Funktion, sodass der kardiale Phanotyp Panx17-
Maus anhand dieses Forschungsprojektes erstmalig untersucht wurde. Die For-
schungsgruppe befasste sich eingehend mit der kardialen Funktionsanalyse mittels
moderner EKG-Techniken in-vivo und in-vitro sowie echokardiografischer, histopatho-
logischer und expressionsanalytischer Untersuchungsmethoden. Zudem wurden all-
gemeine Korperparameter verglichen, um eine etwaige Auswirkung auf den morpho-

logischen Phanotyp bei Pannexin-1-Defizienz kenntlich zu machen.

In der Atiologie von Herzrhythmusstérungen sind besonders bei jingeren Patienten
haufig lonenkanaldefekte als Ursache zu nennen [12]. Aufgrund ihrer erhdhten
Durchlassigkeit fur zahlreiche lonen und auch fur ATP sind Pannexine potentielle
Kandidaten, bei Defizienz im Sinne einer Kanalopathie das funktionelle Korrelat von
Herzrhythmusstorungen darzustellen. Besonderes Augenmerk liegt in der vorliegen-
den Arbeit daher auf dem Auftreten von Herzrhythmusstérungen unter Ruhe- und
Belastungsbedingungen sowie unter Katheterstimulation am Langendorff-

perfundierten Herzen.



Material und Methoden 16

2. Material und Methoden

21  Studiendesign

Um kardiale Auswirkungen der Pannexin-1-Defizienz zu ermitteln, flhrte die For-
schungsgruppe dieses Forschungsprojektes von Frau Prof. Dr. Donner Versuche zur
kardialen Funktion der Versuchstiere durch. Hierzu wurden EKGs aus Oberflachen-
und Telemetrieableitungen erhoben und echokardiografische, elektrophysiologische,
histopathologische und expressionsanalytische Untersuchungen durchgefihrt. Au-
Rerdem wurden als generelle Vergleichswerte gravimetrische Parameter, wie Herz-

und Koérpergewicht sowie die Tibialange der Mause erhoben.

Zunachst wurden die Zuchttiere mithilfe der Genotypisierung der jeweiligen Populati-

+/+

on (Panx1**- oder Panx1”-Maus) zugeteilt. Ab einem Alter von acht Wochen wurden
sie ins Versuchsprogramm aufgenommen. Insgesamt wurden 37 Transmitter implan-
tiert, wobei acht Tiere wahrend der Operation verstarben. Nach der Einhaltung einer
Genesungszeit von zehn Tagen wurden zunachst die telemetrischen Langzeit-EKGs
aufgezeichnet, anhand welcher die minimalen, maximalen und durchschnittlichen
Herzfrequenzen und die Herzfrequenzvariabilitdt sowie die Haufigkeit von AV-
Blockierungen und Extrasystolen erhoben wurden. Aulierdem wurden in diesen

EKGs die QT-Zeit und die Morphologie einzelner EKG-Abschnitte bestimmt.

Im weiteren Verlauf wurden mit Erholungsabstanden die Belastungsversuche durch-
gefuhrt, wobei die Mause hier zunachst im Schwimmversuch und mit zeitlichem Ab-
stand noch intensiver in der Laufbandergometrie durch zwei unterschiedliche Proto-
kolle belastet wurden. Ziel dieser Stressversuche war ebenfalls das Auftreten von
Herzrhythmusstérungen zu eruieren sowie die Herzfrequenz und die allgemeine Be-

lastbarkeit der Tiere zu untersuchen.

Nach einer erneuten Erholungszeit wurden anschlielend Oberflachen-EKGs abgelei-
tet und die echokardiografische Untersuchung zur funktionellen und strukturellen
Analyse durchgefiihrt. In den Oberflachen-EKGs wurden Analysen zu Zeiten, Depo-

larisation und Repolarisation sowie zur Hypertrophie durchgeflhrt.
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Im Sinne eines Finalversuches wurden zum Abschluss bei einem Teil der Versuchs-

tiere elektrophysiologische Untersuchungen (EPU) durchgeflhrt.

Die Tiere wurden mittels zervikaler Dislokation getdtet und die Herzen und die rechte
Tibia entnommen. Anschlielend wurden das Koérpergewicht, Herzgewicht und die
Tibialange sowie der Herzgewicht/Tibialange-Quotient und das prozentuale Herzge-
wicht am Gesamtkopergewicht verglichen. Ein Teil der Herzen wurde in Formaldehyd
asserviert, um sie im weiteren Verlauf histopathologisch prifen zu lassen. Ein ande-
rer Teil wurde in -70 °C kaltem Stickstoff gekuhlt, um sie im Folgenden expressions-

analytisch zu untersuchen.

An einer weiteren Population wurden Stimulationsversuche am explantierten Lan-
gendorff-perfundierten Herzen durchgefiihrt, um auch hier wie in der EPU atriales
Flimmern durch Katheterstimulation zu provozieren. Insgesamt wurden hier 22 Tiere

verwendet.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Dissertationsschrift liegt auf der Erhebung und
Quantifizierung von AV-Blockierungen und Extrasystolen in EKG-Aufzeichnungen
uber 24 Stunden und unter Belastungsbedingungen sowie auf der Provokation atria-

len Flimmerns am Langendorff-perfundierten Herzen.

2.2 Genehmigung des Versuchsvorhabens

Das Versuchsvorhaben wurde von der Bezirksregierung Disseldorf genehmigt. (Ak-
tenzeichen 87-51.04.2010.A032). Der Nachweis der erfolgreichen Teilnahme am

Kurs der ,Einflhrung in die Versuchstierkunde® befindet sich im Anhang.

2.3 Versuchstiere, Zucht- und Haltungsbedingungen

Grundlage unserer Versuche stellt die Panx1”-Maus dar, die uns freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Monyer (Abteilung klinische Neurobiologie
des Universitatsklinikums Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 280, 69120 Heidelberg)
zur Verfigung gestellt wurde. Einzelne Tiere wurden an uns zum Zuchtaufbau wei-

tergegeben.
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Wahrend der Zucht lebten die Tiere in Makrolon Typ Il Kafigen (350 cm?) mit ent-
staubtem Weichholzgranulat als Einstreu. Ad libitum erhielten sie das Zuchtfutter M-
Zucht der Firma ssniff® und ozonisiertes mit HCl angeséuertes (pH=2,6-3) Wasser.
Die Raumtemperatur in den Zuchtrdumen betrug 22 £ 2 °C und die Luftfeuchtigkeit
55 £ 5 %. Im Zuchtalter von acht Wochen wurden die heterozygoten Mause verpaart.
Bei zeitweilig schlechter Zuchtausbeute wurden auch homozygote Merkmalstrager
verpaart und Nicht-Geschwister-C57/BI6-Mause im Sinne einer Auszucht einge-

kreuzt, wie es auch bereits bei der Heidelberger Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurde.

Die Jungtiere wurden im Alter von 21 Tagen abgesetzt, nach Geschlechtern getrennt
und mit vier Wochen die Schwanzspitzenkirzung sowie die Ohrlochung durchge-
fuhrt.

Nach der Operation wurde jedes Versuchstier einzeln gehalten, um ein gegenseitiges
Ablésen der Nahte zu vermeiden. Ad libitum erhielten die Tiere ssniff®-Haltungsfutter.
Die Raume wurden von 07.00-19.00 Uhr (mitteleuropaische Zeit) beleuchtet. Als
Ruckzugsraum und zum Nestbau wurde den Tieren autoklavierter Zellstoff in die Ka-
fige gelegt. Die postoperative Versorgung (Gewichts- und Nahtkontrolle, Injektion der
Schmerzmedikation und der Glukoseldsung) fand in Umsatzstationen mit Luftabzug

statt. Bei Kontakt mit den Tieren wurde Schutzkleidung angelegt.

24 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte mit DNA, die aus Schwanzspitzen mithilfe des QAGEN®
DNeasy® Blood and Tissue-Kits extrahiert wurde. AnschlieRend wurde der DNA Ge-

halt des Eluates mithilfe eines Spectrophotometers ermittelt.

FUr die Polymerasekettenreaktion wurden drei Primer verwendet. Der Wtin-Primer
(Sequenz 5°-3° GGAAAGTCAACAGAGGTACCC) bindet bei beiden Genotypen im
Bereich des ersten Introns, der Wtes-Primer (Sequenz 5
3“CTTGGCCACGGAGTATGTGTT) bindet ausschlieBlich bei den Panx1"*-Mausen
im Bereich des ersten Exons und der lacseq12-Primer (Sequenz 5-3: GTCCCTCT-
CACCACTTTTCTTACC) ausschlieBlich bei den Panx1”-Mausen im Bereich der
transgenen DNA (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Primeranbindung bei den beiden Genotypen

Fir jedes Tier wurden zwei Reaktionsansatze nach der folgenden Zusammenset-

zung fur die PCR angefertigt:

- 20 yl Tag-Polymerase

- 1 ul WTin-Primer (Konzentration 1:10)

- DNA-Eluat (Menge nach DNA-Gehalt)

- 1 ul WTex Primer (Konzentration 1:10) oder 1 ul lacseq Primer (Konzentration
1:10)

- Aqua bidest auf Gesamtmenge 40 ul

Die PCR wurde nach Standard-Protokoll mithilfe eines Thermo-Cyclers durchgefiihrt
(5 min bei 95 °C, anschlieRend in 35 Zyklen 15 s bei 95 °C, 20 s bei 55 °C und 30 s
bei 72 °C, im Anschluss 5 min bei 72 °C und abschlief’end Kiihlung auf 10 °C bis zur
Entnahme). Nach Abschluss der PCR wurden jeweils 15-25 ul des Amplikons mittels
Gelelektrophorese (1 h bei 130 mV) in 2 %-igem Agarosegel aufgetrennt, die Banden
zur Visualisierung mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht abgelesen. Bei den
Panx1**-Mausen entstand ein Reaktionsprodukt auf Héhe von 330 Basenpaaren
und bei den Panx1”-Méausen auf Héhe von 630 Basenpaaren (Abbildung 5). Bei den
heterozygoten Tieren entstanden entsprechend der beiden Allele zwei Reaktionspro-

dukte auf Hohe der jeweiligen Basenpaare.
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Abbildung 5: Beispiel des Bandenmusters nach Abschluss der Gelelektrophorese mit Zuord-

nung der Genotypen

Tabelle 1: Verwendete Materialien der Genotypisierung

Gerate

Hersteller

TiefkUhlschrank (Hera freeze) -79 °C

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

DNeasy® Blood & Tissue Kit

- DNeasy Mini Spin Column
- Collection Tubes

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Inkubator (Thermomixer compact)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefalie

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen TipOne®

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortexer

Cenco Instrumenten B.V., Breda, Nie-
derlande

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

NanoDrop Spectrophotometer ND-
1000

Nanodrop® Products, Wilmington,
USA

Software ND-1000 Version 3.7.1

Nanodrop® Products, Wilmington,
USA

Thermo-Cycler T3

Biometra® Biomedizinische Analytik
GmbH, Gaéttingen, Deutschland
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Prazisionswaage

Denver Instrument GmbH, Géttingen,
Deutschland

Heizplatte mit Magnetrihrer RCT Basic

IKA® Werke GmbH und Co, Staufen,
Deutschland

Gelelektrophorese Kammer Modell B2
mit Kdmmen

Owl Separation Systems, Inc., Ports-
mouth, NH USA

Spannungsgenerator Power Pack P25

Biometra® Biomedizinische Analytik
GmbH, Gaéttingen, Deutschland

Geldokumentationssystem BioDoc
Analyze

Biometra® Biomedizinische Analytik
GmbH, Géttingen, Deutschland

Chemikalien

Hersteller

DNeasy® Blood & Tissue Kit

- Proteinase K

- AE Puffer

- AL Puffer

- ATL Puffer

- AW1 Puffer (Wasch Puffer1)
- AW2 Puffer (Wasch Puffer2)

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Ethanol for molecular biology

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction
Mix

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Primer
Geno Pxn1 (wtin3)
Geno Pxn2 (wtex15)

Geno Pxn3 (lacseq12)

Eurofins, MWG/Operon, Ebersberg,
Deutschland

Primersequenzen durch personliche
Mitteilung von Frau Dr. Anne Herb,
Heidelberg

Universal Agarose

Bio-Budget Technologies GmbH, Kre-
feld, Deutschland

100bp DNA Ladder

Invitrogen, life Technologies™, Carls-
bad, USA
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2.5 Transmittersystem fir die telemetrische EKG-Ableitung

2.5.1 Aufbau des Transmitters

Zur telemetrischen Ableitung der murinen EKGs wurden PhysioTeI® Transmitter der
Firma DSI® verwendet. Diese bestehen aus einem kleinen Ubertragungsgerat mit
Batterie und den Elektroden. Fir die Versuche standen uns zwei Typen zur Verfi-
gung (ETA F10: 1,6 g, subkutane Implantation, ETA F20: 3,9 g, intraperitoneale Im-

plantation). Abbildung 6 zeigt eine Fotografie des subkutanen Transmitters.

Abbildung 6: Fotografie des Transmittermodells ETA F10 zur subkutanen Implantation. Die

Elektroden kénnen nach Bedarf gekiirzt werden (Fotografie des Herstellers DSI®)

Die Transmitter werden sterilisiert geliefert und kdnnen direkt implantiert werden. Bei
Wiederverwendung wurden die Transmitter nach Explantation zunachst mechanisch
und anschlieRend enzymatisch mit Gigazyme® (3 ml in 30 ml H20, Einwirkzeit: 5h)
gereinigt. Danach wurden sie durch Einlegen in Gigasept® Losung (2 ml in 30 ml
H20, Dauer: 24 h) sterilisiert.

Tabelle 2: Verwendete Transmittertypen und Detergenzien zur Aufbereitung

Transmitter Hersteller
ETAF10 DSI®, Data Science Minneapolis, USA
ETAF20 DSI®, Data Science Minneapolis, USA
Detergenzien Hersteller

Gigazyme (Enzymatic cleaning agent) Schulke & Mayr GmbH, Nordersted,
Deutschland

Gigasept Schulke & Mayr GmbH, Nordersted,
Deutschland
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2.5.2 Transmitterimplantation

Fir die telemetrische Ableitung der murinen EKGs wurden den Versuchstieren die
oben beschriebenen Transmitter implantiert, welche je nach Typ intraperitoneal oder
subkutan platziert wurden. Als Narkose erhielten die Mause intraperitoneal injiziert 50
Mg/g Koérpergewicht Ketamin zur Analgesie und Hypnose sowie 20 ug/g Korperge-
wicht Xylazin zur Sedation und Muskelrelaxation. Nach Eintreten der Narkose wur-
den die Versuchstiere auf eine bei 37 °C temperierte Warmeplatte gelegt und die Ext-
remitaten sowie der Schwanz mit Pflasterband leicht fixiert. Uber eine Gesichtsmas-
ke wurde die Narkose mittels Isofluran (0,5-1,5 Vol. %) und Sauerstoff (2,5-3 I) im
halboffenen System erhalten. Zum Schutz der Augen vor dem Luftzug der Gasbeat-
mung wurde vorsorglich Regepithelsalbe® in die Lidspalte aufgetragen. AnschlieRend
wurde die Maus am Thorax und am Abdomen rasiert. Die sterilisierten Transmitter
wurden in NaCl-Lésung (0,9 %) in einem Wasserbad erwarmt, um ein Auskihlen der

Maus bei der spateren Implantation zu vermeiden.

Nun wurde die Bauchdecke mit einem Skalpell entlang einer feinen Inzision eréffnet
und die Haut von der Muskulatur abprapariert. Fur die subkutanen Transmitter wurde
durch stumpfe Praparation eine Hauttasche rechts lateral der Inzision geschaffen, in
welche spater der Transmitter platziert wurde. FUr die intraperitoneal liegenden
Transmitter wurde zusatzlich der Musculus rectus abdominis entlang der nicht kapil-
larisierten Linea alba inzidiert. Unter Schonung der Leber und des Urogenitaltraktes
wurde der aufgewarmte Transmitter in die Bauchhohle der Maus gelegt und mit nicht
resorbierbaren monofilen Prolene®-Faden der Stiarke USP 5-0 am Muskel fixiert. Die
Elektroden wurden durch die Muskulatur aus der Bauchhohle hinausgeflihrt, welche
vorher mit Hilfe einer Mandrin unterhalb des Sternums perforiert wurde. Lageent-
sprechend wurde der subkutane Transmitter in der praparierten Hauttasche platziert
(Abbildung 7.1). Zur Positionierung der Elektroden wurde nun bei beiden Transmitter-
typen mit Hilfe einer Sonde ein subkutaner Kanal geschaffen, welcher von der Bau-
chinzision bis zu den geplanten Fixationsstellen der Elektrodenenden verlief. Diese
lagen entsprechend einer Ableitung Il nach Einthoven. Dazu wurde die durch den
Sondenkopf vorgewolbte Haut am Ende des praparierten Kanals inzidiert, sodass
hier ein Sichtfeld zur Fixierung der Elektroden entstand (Abbildung 7.2). Durch die-
sen Kanal wurden die ummantelten Drahte des Transmitters gefuhrt und auf die be-
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notigte Lange gekurzt. Anschlie3iend wurden vorsichtig die letzten 5 mm der Isolation
entfernt und eine 2 mm lange Kunststoffschutzkappe am spitzen Ende des Drahtes
fixiert, um Verletzungen der Maus zu vermeiden. Damit blieb ein ca. 3 mm langes
Stuck freien Drahtes, uber welchen das EKG registriert wurde. An der apikalen
Schutzkappe und an der gebliebenen Isolationsummantelung wurden die Transmit-
terelektroden am Musculus pectoralis major ebenfalls mit Prolene®-Nahtmaterial der
Starke USP 5-0 fixiert. Nachdem sowohl Transmitter als auch die zugehorigen Elekt-
roden an der Muskulatur befestigt waren, wurden die Bauch- und Brustinzisionen mit
resorbierbaren Vicryl-Faden der Starke USP 6-0 vernaht. Um ein Ablésen der Naht
durch die Maus zu vermeiden, wurden die Nahte zusatzlich mit Hautklammern (Ab-

bildung 7.3) geklippt und die Wunde mit Aluminiumspray behandelt. Zur postoperati-

ven Versorgung erhielten die Mause zur Analgesie 0,5 mg Carprofen (Rimadyl®)
sowie 0,6 ml Glukoselésung (5 %) und 0,4 ml NaCl (0,9 %).

Abbildung 7: Operationsschritte wahrend der Transmitterimplantation 7.1: Positi-
onierung des subkutanen Transmitters in der zuvor praparierten Hauttasche, 7.2: Zur Positionierung
der Elektroden werden subkutan stumpf praparierte Kanale geschaffen und die Haut an der geplanten
Fixationsstelle mit einer Schere erdffnet, 7.3: Nach Abschluss der Implantation sind lediglich die

Bauch- und Brustnahte sowie die Hautklammern zu sehen

Nach Abschluss der Operation wurde die Maus auf Zellstoff in den Kafig gelegt und
dieser fur 1-2 h bei 36 °C einen Brutkasten gestellt, bevor die Mause in die Haltungs-
raume der Tierversuchsanlage gebracht wurden. Dort erholten sich die Tiere posto-
perativ und erhielten in den ersten vier Tagen nach Implantation taglich Analgesie
mittels RimadyI® (0,5 mg/d) sowie 0,6 ml Glukose (5 %) und 0,4 ml NaCl (0,9 %) zur
Nahrungsunterstutzung. Zur Verlaufsbeurteilung wurde das Gewicht der Tiere doku-
mentiert und die Wunden auf mdgliche Nahtinsuffizienzen untersucht, welche dann
unter kurzer Isofluran-Sedierung ausgebessert wurden. In die Versuche wurden die

Tiere nach einer Genesungszeit von zehn Tagen postoperativ aufgenommen.
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Tabelle 3: Verwendete Materialien bei der operativen Transmitterimplantation

Gerat, Instrument, Nahtmaterial

Hersteller

Beatmungseinheit Sulla 808

Dragerwerk AG&Co, Lubeck, Deutsch-
land

Warmeplatte HAT 007

Minitib GmbH, Tiefenbach, Deutsch-
land

Tierrasurgerat Super AGR

Andis Company, Wisconsin, USA

Operationsbesteck

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Nahtmaterial Prolene 5-0

Ethicon, Johnson&Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Deutschland

Nahtmaterial Vicryl 4-0, resorbierbar

Ethicon, Johnson&Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Deutschland

Nahtklammern

Perfect Agrafes,
Frankreich

Brétigny-sur-Orge,

Medikament

Hersteller und Konzentration

Ketamin Ketanest®, Pfizer Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
Xylazin Rompun®, Bayer Healthcare AG, Le-

verkusen

Isofluran Actavis

Isofluran, Actavis Deutschland GmbH
& Co. KG, Langenfeld, Deutschland

Sauerstoff

Linde AG, Pullach, Deutschland

Carprofen

Rimady!®, Pfizer Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Glukose, 5 % Infusionslésung

B.Braun Melsungen GmbH, Melsun-
gen, Deutschland

NaCl

B.Braun Melsungen GmbH, Melsun-
gen, Deutschland

Aloxon Silberspray

Agrochemica GmbH, Bremen,
Deutschland

Regepithelsalbe®

Alcon Pharma GmbH, Koln, Deutsch-
land
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2.5.3 Grundprinzip der Ableitung der telemetrischen EKGs

Zur telemetrischen EKG-Ableitung wurde die Maus im Kafig auf der DSI®-Receiver-
Platte (RPC-1 Receiver) platziert und der Transmitter aktiviert. Die Empfangerplatte
leitete das Uber Funk erhaltene EKG-Signal an das PowerLab, welches dieses digita-

lisierte und zum Programm LabChart® an den Computer sendete (Abbildung 8).

LabChart

Powerlab

Abbildung 8: Schematischer Aufbau der Aufzeichnung der EKGs. Das Powerlab digitalisiert das
Signal und sendet es an das Programm Labchart®

Tabelle 4: Verwendete Materialien bei der Aufzeichnung der telemetrischen EKGs

Gerat Typ und Hersteller

Magnet zur Aktivierung Data Science, Minneapolis, USA

Receiver RPC-1 Data Science, Minneapolis, USA

Power-Lab 8/35 (Analog-Digital- ADlInstruments GmbH, Spechbach,

Wandler) Deutschland

Analyse-Software LabChartPro® 7.2.1 | ADInstruments GmbH, Spechbach,
Deutschland
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2.6 Aufzeichnung und Analyse der EKGs

2.6.1 Vorgehen bei den Langzeit-EKGs

Zur Erfassung zirkadianer Einflisse wurden die Langzeit-EKGs unter Beachtung der
Tag- und Nachtrhythmik in den Rau mlichkeiten der Tierversuchsanlage aufgezeich-

net.

Fir die Herzfrequenzanalyse wurden alle 20 Minuten artefaktfreie EKG-Segmente
von 20 Sekunden Lange enthommen. In diesen wurde Uber die Lab-Chart Funktion
ECG-Analysis die durchschnittliche, minimale und maximale Herzfrequenz aus den
Einzelschlagen ermittelt und aus allen Segmenten ein Durchschnittswert fur jede
Maus in Abhangigkeit von Tages- und Nachtzeit gebildet. Die Werte wurden zwischen
den Versuchsgruppen mithilfe des parametrischen t-Tests verglichen. Dieser prift, ob
sich die Mittelwerte der normalverteilten Daten der beiden Stichproben unterschei-
den. Als Vortest zum Nachweis einer Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilks-Test

angewendet [79].

Die gesamten 24 Stunden des Langzeit-EKGs wurden auf AV-Blockierungen, supra-
ventrikulare und ventrikulare Extrasystolen gepruft. Im Sinne einer verblindeten Aus-
wertung war der Genotyp der Maus nicht bekannt. Es wurde nach den in Abbildung

9-11 verdeutlichten morphologischen Kriterien vorgegangen:

I A e e

Abbildung 9: AV-Blockierung Typ Il b im murinen EKG. Auf eine P-Welle (Markierung) folgt kein

QRS-Komplex wie bei den vorherigen und nachfolgenden Erregungen
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Abbildung 10: Ventrikuldare Extrasystole im murinen EKG. Ohne sichtbare vorangehende P-Welle

tritt ein morphologisch verbreiterter QRS-Komplex auf

Abbildung 11: Supraventrikuldre Extrasystole im murinen EKG. Die zu frih auftretende P-Welle

(Markierung) I8st einen elektrophysiologisch intakten QRS-Komplex aus

Die durchschnittliche Haufigkeit wurde zwischen den Versuchsgruppen mithilfe des
U-Tests verglichen. Dieser entspricht dem parametrischen t-Test bei Nichtvorliegen
einer Normalverteilung und vergleicht die Medianwerte der jeweiligen Datenreihe
[79].

Im weiteren Verlauf wurde die durchschnittliche Herzfrequenz bei Vorliegen einer AV-
Blockierung verglichen. Dazu wurden im EKG Segmente von 20 Sekunden Lange,
welche die jeweilige AV-Blockierung in der Mitte einfassten, markiert. Wie auch bei
der allgemeinen Herzfrequenzanalyse wurde mit dem Zusatz-Tool ECG-Analysis die
durchschnittliche Herzfrequenz wahrend der AV-Blockierung ermittelt. Die erhobenen
Werte, welche auch die Anzahl von AV-Blockierungen aus den unten erlauterten Be-

lastungsversuchen enthielten, wurden mit dem t-Test verglichen.
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Zu jeder AV-Blockierung wurde somit ein Herzfrequenzwert zugeordnet. Um hier die
gesamte Spannbreite zu verdeutlichen, wurde die Haufigkeit von AV-Blockierungen
Herzfrequenzklassen (beispielshaft 381-400 min™, 401-420 min™, 421-440 min™") zu-
geordnet. Aus der Haufigkeitsverteilung im Bereich sehr hoher Frequenzen (>680
min™) wurde eine Vierfeldertafel (Merkmal: Anteil AV-Blockierung innerhalb oder au-
Rerhalb dieser Kategorie) gebildet und mithilfe des Fisher-Yates-Tests auf signifikan-
te Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen gepruft. Hier wird gepruft, ob sich
die Anteile einer Stichprobe mit Merkmal von den Anteilen der Stichprobe ohne

Merkmal unterscheiden [80].

2.6.2 Vorgehen bei den Belastungsversuchen

Um das Auftreten belastungsinduzierter Herzrhythmusstérungen zu eruieren, wurden

EKGs unter Belastung durch Schwimmen und durch Laufbandergometrie abgeleitet.

Schwimmversuche zur Belastung im submaximalen Bereich

Die Schwimmversuche erfolgten in einem 36 °C temperierten Wasserbad nach einer
funfminttigen Ruhe-EKG-Analyse. Standardisiert schwamm jede Maus funf Minuten
und wurde anschliellend wieder in ihren Kafig gesetzt, wobei die folgenden zehn Mi-

nuten als Erholungszeit-EKG aufgezeichnet wurden.

Nach Ausschluss von Artefakten und einem signifikanten Belastungsnachweis durch
Vergleich der Herzfrequenzen mittels t-Test fur verbundene Stichproben wurden die
gesamten 20 Minuten des Schwimmversuches auf rhythmologische Auffalligkeiten
nach den oben genannten Kriterien untersucht. Die jeweiligen Haufigkeiten von AV-

Blockierungen und Extrasystolen wurden mithilfe des U-Tests verglichen.

Zudem wurde geprift, ob die Versuchstiere innerhalb einer Population mehr Herz-
rhythmusstorungen in Ruhe oder unter Belastungsbedingungen zeigten. Dazu wurde
die durchschnittliche Anzahl von AV-Blockierungen und von Extrasystolen aus dem
24h-EKG auf eine Dauer von 20 Minuten transferiert und mit der jeweiligen Anzahl
aus dem Schwimmversuch mithilfe Wilcoxon-Tests verglichen. Dieser ersetzt den t-

Test fur verbundene Stichproben bei nichtnormalverteilten Datenreihen und unter-
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sucht, ob sich diese beiden Stichproben in ihrer zentralen Tendenz bei unterschiedli-

chen Bedingungen (hier Ruhe und Belastung) unterscheiden [80].

Laufbandergometrie zur maximalen Belastung

Zur maximalen Belastung der Versuchstiere wurde eine Laufbandergometrie durch-
gefuhrt. Hierbei wurden die Mause zunachst in das Laufband gesetzt und ein Refe-
renzruhe-EKG aufgezeichnet. Dies ist hier besonders wichtig, da das Umsetzen in
die ungewohnte Umgebung psychischen Stress flr die Tiere bedeutete und daher
eine hohere Herzfrequenz im Referenz-EKG zu erwarten war. Nach einer Eingewoh-
nungszeit von funf Minuten wurde mit der Belastung in einer Laufbandgeschwindig-
keit von 2 m/min gestartet, welche alle zwei Minuten um einen Meter pro Minute er-
héht wurde. Bei einer Belastungszeit von 24 Minuten musste die Maus also 15 m/min
laufen. Bei Erschépfung der Maus wurde diese mit leichten Elektrostimulationen zum
Weiterlaufen motiviert. Nach funfmaliger Stimulation innerhalb von 15 Sekunden
wurde die Ergometrie beendet. Nach einer mehrtagigen Erholungszeit wurde die
Laufbandergometrie mit der Erschwernis einer Steigung erneut aufgezeichnet. Hier
wurde die Geschwindigkeit alle zwei Minuten um 1,2 m/min erhdéht und zusatzlich alle
vier Minuten das Laufband um 5° angehoben. Wie bei dem ersten Versuch wurde die

Belastung nach funfmaliger Elektrostimulation beendet.

In Analogie zu den Schwimmversuchen wurde zunachst mithilfe des t-Tests fur ver-
bundene Stichproben untersucht, ob eine signifikante Belastung stattgefunden hat.
Anschlieend wurden die aufgezeichneten EKGs auf Herzrhythmusstérungen gepruft

und die Werte mit dem U-Test verglichen.

Tabelle 5: Verwendete Materialien bei den Belastungsversuchen

Gerat Typ und Hersteller

Kafige fir Schwimmversuche Makrolon Zuchtkafig T Il (Héhe 14 cm)

Temperaturmessgerat GTH 175/MOP | Greisinger Electronic GmbH, GHM
Messtechnik, Regenstauf Deutschland

Laufband mit Rampenfunktion Simplex Il Metabolic Modular Tread-
mill, Columbus Instruments, Obhio,
USA
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2.7 Totung, Organentnahme und gravimetrische Messungen

Nach Abschluss der Versuche wurden die Tiere mittels zervikaler Dislokation getotet.
AnschlieBend wurden die Tiere und der explantierte Transmitter gewogen (unter-
schiedliche Transmittergewichte durch unterschiedliche Typen und angepasste Lan-
ge der Elektrodenkabel). Nun wurde das Herz explantiert und die abgehenden gro-
Ren Gefalde abgetrennt. Nach Reinigung der Herzen mit NaCl (0,9 %) und Dulbe-
cco's PBS® wurden diese gewogen. Ein Teil aller Herzen wurde in Formaldehyd zur
histopathologischen Untersuchung fixiert. AbschlieRend wurde mithilfe einer Schieb-

lehre die Knochenlange der freipraparierten Tibia gemessen.

FUr unsere Analysen wurden das Korper- und Herzgewicht, die Tibialange sowie der
Quotient aus Herzgewicht zu Tibialange und der prozentuale Anteil des Herzgewich-

tes am Korpergewicht mit dem parametrischen t-Test verglichen.

Tabelle 6: Verwendete Materialien bei der Organentnahme und bei den gravimetrischen Mes-

sungen

Gerat/Chemikalie Typ und Hersteller/Konzentration

Operationsbesteck AESCULAP®, B.Braun, Melsungen,
Deutschland

Dulbecco’s PBS® PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Petrischalen zur Reinigung TPP®, Milian®, Genf, Schweitz

Feinwaage Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Falcon-Rdéhrchen 50 ml IBDdBiosciences, Heidelberg, Deutsch-
an

2.8 Langendorff-Versuche

Fir die Versuche am explantierten Herzen wurde die Langendorff-Perfusions-Anlage
IH-SR (/solated heart for small rodents) Typ 844 der Firma Hugo-Sachs Electro-
nics®/Harvard-Apparatus® verwendet (Abbildung 12). Das explantierte Herz wurde

uber eine Perfusionskanule mit Pufferlosung versorgt, die durch ein Schlauch- und
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Kanalsystem von einer Umwalzpumpe transportiert wurde. Raumlich umgeben war
das Herz von der Herzkammer, bestehend aus zwei Halbzylindern mit integriertem
Kanalsystem zur Erwarmung der Anlage. Durch dieses Kanalsystem zirkulierte auf
37 °C erwarmtes Wasser und hielt damit die Umgebungstemperatur in der Herz-
kammer konstant. Der untere Halbzylinder der Herzkammer konnte nach unten ge-
klappt werden und ermoglichte so das Anbringen des explantierten Herzens. Der ab-
laufende Puffer wurde in einer Plastikwanne aufgefangen. Zur Elimination elektri-

scher Storsignale wurde ein Faradaykafig aus Metall-Loch-Platten um die Langen-

dorff-Anlage positioniert.

Faradaykafig

Umwalzpumpe

Injektionsspritzen zur

Bolusinjektion (von uns

nicht verwendet)

Herzkammer bestehend
aus oberem und unte-
rem Halbzylinder, er-
warmt durch zirkulieren-

des Wasser

Wanne zum Auffangen

der Pufferldsung

Abbildung 12: Fotografie der Langendorff Apparatur Typ 844 IH-SR der Firma Hugo Sachs®. Im

Zentrum steht die Herzkammer, in welcher das explantierte Herz perfundiert wird

Vorbereitung der Anlage

Vor Beginn der Versuche wurde die Apparatur mithilfe des Umwalzthermostates auf
eine Umgebungstemperatur von 37 °C aufgewarmt. Parallel wurde die Peristaltik-
pumpe auf eine konstante Fliel3rate von 3,5 ml/min eingestellt und hiertber zur Rei-
nigung der Schlauche fur eine Dauer von zehn Minuten zunachst bidestilliertes Was-

ser geleitet. Zur Perfusion des Herzens wurde Krebs-Henseleit-Puffer verwendet,
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wovon nach der in Tabelle 7 aufgefihrten Mengenzusammensetzung zwei Liter her-
gestellt wurden. Uber eine Glasfritte wurde der Puffer mit Carbogen begast und mit
einer Thermoplatte auf eine konstante Temperatur von 38 °C erwarmt und anschlie-

Rend zur Perfusionskanule gleitet.

Tabelle 7: Verwendete Materialien bei der Herstellung des Krebs-Henseleit-Puffers

Substanz Konzentration in mmol/l

NaCl 116

KCI 4,63

MgSo4 x 7 H20 1,1

KH2PO4 1,18

NaHCO3 24,9

Glucose, wasserfrei 8,32

Pyruvat 2

CaCl2 x 2 H20 2,52

Gerat Hersteller

Delta Range® Prazisionswaage PE | Mettler-Toledo GmbH, Gielden,

3600 Deutschland

Gas Hersteller

Carbogen Linde Gas® Linde AG, Pullach, Deutschland
- 5% CO0O2
- 95% 02

Entnahme und Praparation der Herzen

Die Versuchstiere wurden mittels zervikaler Dislokation getdtet und auf dem Prapara-
tionstisch fixiert. Unmittelbar danach wurde eine Sternotomie durchgeflhrt, das
Zwerchfell eréffnet und das Sternum hochgeklappt. Mit einer Pinzette wurden die
beiden Lungen beiseite gezogen und die zu- und abfuhrenden Gefalistamme des
Herzens abgesetzt. Hierbei wurde die Aorta nicht unmittelbar nach Abgang aus dem

Herzen durchtrennt, sondern ein Segment bis zum Abgang des Truncus brachioce-
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phalicus fur die spatere Fixierung des Herzens an der Perfusionskanule erhalten. Fir
die saubere Praparation wurde das Herz in eine 4 °C gekihlte isotone NaCl-Lésung
gelegt, in welcher die Kontraktion des Herzens verlangsamte und arretierte. Dies
senkte den Sauerstoffverbrauch im explantierten Herzen und ermdglichte zudem ei-
ne einfachere Praparation. Unter dem Operationsmikroskop wurden stérende Gewe-
bereste entfernt und der Aortenstamm an der mobilen Perfusionskandile fixiert. Hier-
bei war darauf zu achten, die Kanule nicht zu weit vorzuschieben, um die Koronarge-

falle nicht zu verlegen.

Nach Befestigung des Herzens an der Perfusionskanule wurde dieses zlgig auf dem
Ausgang des Pufferkanals in der Herzkammer der Langendorff-Anlage positioniert,
wie es in Abbildung 13 (hier bereits mit Oktapolarkatheter) dargestellt ist. Die Koro-
narien des Herzens wurden hiertber retrograd mit Krebs-Henseleit-Puffer perfun-
diert. Durch die Reperfusion und die an Korperbedingungen angepasste Temperatur

setzte die Kontraktion des Herzens wieder ein.

Aufsatz mit Perfusionskantle

Oktapolarkatheter

Epikardiale Elektroden

Abbildung 13: Detailaufnahme des fixierten Herzens in der Herzkammer

EKG-Ableitung und Stimulation

Zur Ableitung der EKGs wurde zunachst der intrakardiale Oktapolarkatheter der Fir-
ma NuMed® in Atrium und Ventrikel platziert. Der Katheter besitzt an seiner Spitze
acht voneinander isolierte Elektroden fur bipolare Ableitungen und zur Stimulation.
Zur Platzierung der Katheterspitze im Herzen wurde mit einer feinen Schere der Vor-
hof unterhalb des Herzohres eréffnet und der Katheter Gber die Segelklappe in den
Ventrikel geschoben, sodass die distalen Elektroden im Ventrikel und die proximalen

Elektroden im Vorhof lagen. Je nach GroRe der Herzen und der Lage des Katheters
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wurden die zwei optimalen Elektroden zur Ableitung eines intrakardialen EKGs mit
gut sichtbarer Vorhof- und Kammeraktion bestimmt. Anschlielend wurden die Ober-
flachenelektroden der Langendorff-Apparatur an das Epikard angelegt und ein Kon-
troll-EKG abgeleitet. Das Signal der ableitenden Elektroden gelangte zur Signalver-
starkung Uber das Animal-BioAmp® zum PowerLab. Dieses digitalisiert das einge-

hende analoge Signal und Ubertragt es zur Software ,LabChart".

Sobald sowohl intra- als auch epikardial ein gutes EKG-Signal sichtbar war, wurde
mit dem Stimulationsprotokoll begonnen. Das Ziel der Stimulation war das atriale
Myokard, daher wurden zum Pacing die sich dort befindenden Elektroden gewahlt.
Zunachst wurde je nach Grolle des Herzens und Lage des Katheters die nétige
Spannung (in mV) fur die atriale Burststimulation ermittelt, unter welcher eine An-
kopplung der Myozyten (Capture) sichtbar war. Eine durchschnittlich bendtigte mV-
Starke lag bei unseren Versuchen bei ca. 1500-2000 mV. AnschlieRend wurde mit
der Stimulation nach Protokoll begonnen. Nach diesem wurde fur jeweils funf Sekun-
den eine atriale Burststimulation appliziert, zunachst mit Einzelstimuli im Abstand von
30 ms, dann von 20 ms und schliel3lich von 10 ms. Hierbei wurde stets die Einstel-
lung als Rechteckimpuls verwendet, die Stromstarke wurde also nicht zu einem Ma-
ximum hin aufgebaut wie eine Kurve, sondern zeigte direkt einen rechteckigen Ver-
lauf mit einem steilen Direktanstieg zur bendtigten Spannung und einem direkten Ab-
fall auf OmV zwischen den einzelnen Stimulationen. Nach jeder Stimulation wurde im
epi- und endokardialen EKG die Vorhofaktion beobachtet, um eventuelles atriales
Flimmern festzustellen. Mithilfe des Fisher-Yates-Tests wurde gepruft, ob hierbei sig-

nifikante Unterscheide auftraten.

Tabelle 8: Verwendete Materialien bei den Stimulationsversuchen am Langendorff-

perfundierten Herzen

Gerate/Instrumente/Losungen Hersteller
Fixierplatte B.Braun, Melsungen, Deutschland
Operationsbesteck AESCULAP®, B.Braun, Melsungen,

Deutschland

NaCl-Losung 0,9 % B.Braun Melsungen GmbH, Melsun-
gen, Deutschland




Material und Methoden

36

Oktapolarkatheter

CIB'ER Mouse®, NuMED, Inc.,
Hopkiton, NewYork, USA

Katheterstimulator STG 4002

Multi Channel Systems MCS GmbH,
Reutingen, Deutschland

Bioamp Modell ML 136

ADInstruments GmbH, Spechbach,
Deutschland

Power-Lab 8/35 (Analog-Digital-
Wandler)

ADInstruments GmbH, Spechbach,
Deutschland

Analyse-Software LabChartPro® 7.2.1

ADInstruments GmbH, Spechbach,
Deutschland

Langendorff-Appartur

Hugo Sachs Elektroniks®/Harvard
Apparatus®, March-Hugstetten,
Deutschland

Typ: 844 (IH-SR, Size I)

Peristaltikpumpe Ismatec Reglo®

IDEX Health & Science, Wertheim,
Deutschland

Umwalzthermostat M3 Lauda®

Lauda GmbH und Co.KG, Lauda-
Kdnigshofen, Deutschland

Laborschlauche, PVC

Labmarket GmbH, Mannheim,
Deutschland

Heizplatte mit Magnetruhrer

IKA® Werke- GmbH und Co, Staufen,
Deutschland

Glasfritte zur Pufferbegasung Duran®

Schott, Mainz, Deutschland

Temperaturmessgerat GTH 175/MOP

Greisinger Electronic GmbH, GHM
Messtechnik, Regenstauf Deutsch-
land

Operationsmikroskop Leica MZ 6

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Operationslicht KL 1500 LCD

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland
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2.9 Statistische Auswertverfahren

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden statistische Tests mithilfe der Software
GraphPad-Prism® durchgefuhrt. Hier wurde je nach Merkmalsart und Fragestellung
der parametrische t-Test fur zwei unverbundene oder verbundene Stichproben, der
nicht parametrische U-Test, der Wilcoxon-Test oder der Fisher-Yates-Test verwendet.

Die Funktionsweise der Tests wird an der jeweiligen Stelle beschrieben (s.0.).

Im Ergebnisteil werden die Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen Anzahl
von Tieren (n) angegeben. Als signifikant wurde ein p-Wert <0,05, als sehr signifikant

ein p-Wert < 0,01 und als hochsignifikant ein p-Wert < 0,001 angenommen.

Tabelle 9: Verwendete Software zur statistischen Analyse

Software Hersteller

GraphPad—Prism®5for Windows GraphPad Software Inc., La Jolla, CA
92037 USA
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3. Ergebnisse

3.1 Gravimetrische Parameter

Es wurden Korpergewicht, Herzgewicht und Tibialange sowie der Quotient aus Herz-
gewicht zu Tibialange und der prozentuale Anteil des Herzgewichtes am Gesamtge-

wicht der Maus als Kdrperindizes erhoben und verglichen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Messwerte der erhobenen Kérperparameter

Panx1*" Panx1™ Signifikanz
Korpergewicht (g) 28,3 +0.9n=12 29,3 +3,0n=9 n.s.
Herzgewicht (g) 0,2 £ 0,0 n=7 0,2+0,0n=8 n.s.
Tibialange (mm) 18,0 £ 0,2 n=9 18,3 £ 0,2 n=9 n.s.
Herzgewicht/Tibialange 0,01 £ 0,0 n=6 0,01 £ 0,0 n=8 n.s.
(g/mm)
Herzgewicht (% von KG) 0,8 £0,1 n=7 0,8 +£0,1n=8 n.s.

Die Vergleiche der Messwerte mittels t-Test ergaben keine signifikanten Unterschie-

de bei den genannten Parametern zwischen den Panx1”-Mausen und der Kontroll-

gruppe.

3.2 Herzfrequenzanalyse

3.2.1 Durchschnittliche Herzfrequenz in Langzeit-EKGs

Als Grundlage flr die Auswertung der Haufigkeit von Herzrhythmusstérungen wurde
die maximale, durchschnittliche und minimale Herzfrequenz beider Versuchsgruppen
aus den 24h-EKGs verglichen (Tabelle11).
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Tabelle 11: Durchschnittliche Herzfrequenz der Versuchsgruppen unter physiologischen Be-

dingungen

Panx1*"* n=12 Panx1"n=10  Signifikanz
Uber 24h gesamt
Minimale HF 424 + 15 457 + 25 n.s.
Durchschnittliche HF 514 + 18 558 + 25 n.s.
Maximale HF 582 + 16 631 + 26 n.s.
Nacht
Minimale HF 448 + 16 483 + 24 n.s.
Durchschnittliche HF 535+ 17 585 + 25 n.s.
Maximale HF 605 + 15 661 £ 25 n.s.
Tag
Minimale HF 399 + 16 432 + 28 n.s.
Durchschnittliche HF 492 + 19 530 + 27 n.s.
Maximale HF 560 + 19 602 + 27 n.s.

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der Herzfrequenz, welche bei

der Analyse der Herzrhythmusstérungen beachtet werden mussten.

3.3 Auftreten von Herzrhythmusstorungen im Ruhe-EKG

Die unter physiologischen Bedingungen aufgezeichneten 24h-EKGs wurden auf das

Auftreten von Herzrhythmusstérungen geprift.

3.3.1 Auftreten von AV-Blockierungen

Neun von zehn der Panx1”-Méause und alle Wildtypen zeigten mindestens eine AV-
Blockierung. In der Summe zeigten alle Tiere der Untersuchungsgruppe (n=10) 192
und alle Kontrolltiere (n=11) 48 AV-Blockierungen (Tabelle 12), was keinen signifikan-

ten Unterschied ausmacht.
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Tabelle 12: Haufigkeiten von AV-Blockierungen in Ruhe und insgesamt

Panx1*"* Panx1”
Anteile 11 von 11 9von 10
Anzahl insg. 24h-EKG 37 189
Anzahl insg. einschl. 48 192

Belastungsversuche

Die Einzelwerte einer jeden Maus wurden mithilfe des U-Tests nach Mann und Whit-

ney verglichen:

+/+

Uber die gesamte Dauer von 24 Stunden zeigten sich bei den Panx1™*-Mausen 3,4 +
0,8 (n=11) und bei den Panx1’-Mausen 18,9 + 7,9 (n=10) AV-Blockierungen
(p=0,047). Im Folgenden wurde die Gesamtanzahl von AV-Blockierungen in die
Nacht- und Tageszeit eingeteilt und damit die jeweiligen Werte in der Aktivitats- und
Ruhephase der Maus verglichen. In der Nacht (Aktivitatsphase) zeigten die Panx1*/*-
Méause 1,1 + 0,3 (n=11) und die Panx1”-Mause 8,9 + 3,5 (n=10) AV-Blockierungen.
Damit wiesen die Panx1”-Mause signifikant mehr AV-Blockierungen auf als die Kon-

+/+

trollgruppe (p=0,0159). In der Tageszeit (Ruhephase) zeigten die Panx1™" -Mause
2,3 £ 0,6 (n=11) und die Panx1"-Mause 10,0 + 4,4 (n=10) AV-Blockierungen (Tabelle

13, Abbildung 14).

Tabelle 13: Tabellarische Darstellung der durchschnittlichen Anzahl von AV-Blockierungen II°

Panx1*"™* n=11 Panx1” n=10 Signifikanz
Uber 24h gesamt 3,4+0,8 18,9+ 7,8 *p=0,0474
Nacht 1,1+0,3 8,9+35 *p=0,0159

Tag 2,3+0,6 10+4.4 n.s.
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Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung von AV-Blockierungen in der Nacht- und Tagesperiode. Die

Panx1”-Méause weisen mehr AV-Blockierungen (*p<0,05) auf

Beide Versuchsgruppen wiesen in der Nacht weniger AV-Blockierungen auf als am
Tage. Um zu ermitteln, ob die Tages- oder Nachtzeit die Haufigkeit von AV-
Blockierungen beeinflusst, wurden daher innerhalb der Versuchsgruppen die jeweili-
gen Durchschnittswerte verglichen. Bei beiden Populationen lag kein signifikanter

Unterschied vor.

Als Nachstes wurde die HF bei welcher die AV-Blockierung aufgetreten ist, analysiert.
Die erhobenen Datenreihen wurden mittels des t-Tests auf signifikante Unterschiede

gepruft.

Die durchschnittliche HF wahrend einer AV-Blockierung lag bei den Wildtypen bei
537 + 16 min™' (n=48) und bei den Panx1”-Mausen bei 489 + 7 min™" (n=192). Dieser
sehr signifikante Unterschied zeigt, dass bei Panx1”-M&usen AV-Blockierungen bei
einer durchschnittlich niedrigeren HF auftreten als bei der Kontrollgruppe (Tabelle 14,
Abbildung 15).

Tabelle 14: Durchschnittliche Herzfrequenz beim Vorliegen einer AV-Blockierung

Panx1*"* n=48 Panx1™ n=192 Signifikanz

HF wéahrend AV- 537 + 16 489 + 7 ** p=0,0044
Blockierung
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Durchschnittliche Herzfrequenz bei AV-Blockierung
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Abbildung 15: Durchschnittliche Herzfrequenz bei Vorliegen einer AV-Blockierung. Die HF ist

bei den Panx1”-Mausen niedriger als bei den Wildtypen

Des Weiteren wurde das Herzfrequenzspektrum in Frequenzklassen eingeteilt und
eine Haufigkeitsverteilung der AV-Blockierungen erstellt. Dadurch wurde deutlich,
dass bei bestimmten Frequenzen eine besonders hohe Wahrscheinlich fur eine AV-

Blockierung vorliegt.

Anhand dieser Haufigkeitsverteilung (Abbildung 16) ist zu erkennen, dass die Panx1"
"_Mé&use nach einem bestimmten Muster AV-Blockierungen aufwiesen: Bei sehr nied-
rigen Frequenzen war die Haufigkeit zunachst gering, stieg dann aber auf ein deutli-
ches Maximum von 15 % im Frequenzbereich 401-420 min™ und fiel anschlieRend
ab. Die groflte Wahrscheinlichkeit, dass eine AV-Blockierung entsteht, lag bei der
Panx17-Maus also im Bereich von 380-460 min™". In diesem Bereich liegen insge-
samt 34 % aller AV-Blockierungen. Bei der Kontrollgruppe zeigte sich ein anderer
Verlauf in der relativen Haufigkeitsverteilung: Hier stieg das Risiko zunachst mit der
HF an und fiel dann bei den sehr hohen Frequenzen jedoch wieder auf sehr kleine
Risikowerte ab. Das Maximum erreichten die Wildtypen unter Belastung, sodass die
meisten AV-Blockierungen im Frequenzbereich von mehr als 680 min™' auftraten.
Diese Verteilung der relativen Haufigkeit spiegelt auch den oben genannten signifi-
kanten Unterschied der durchschnittichen HF um eine AV-Blockierung wider, bei

welcher die Panx1”-Mause eine niedrigere HF als die Wildtypen zeigten.
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Haufigkeitsverteilung von AV-Blockierungen nach der Herzfrequenz
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Abbildung 16: Relative Haufigkeit von AV-Blockierungen nach Frequenzklassen. Auf der Y-
Achse ist die relative Haufigkeit von AV-Blockierungen als Anteil an allen AV-Blockierungen der Ver-

suchsgruppe aufgezeigt

Bei Betrachtung der Haufigkeitsverteilung fallt auf, dass die Wildtypen 18 % und die
Panx1”-Mause nur 5 % ihrer AV-Blockierungen im Frequenzbereich >680 min™ zei-
gen. Nach Aufstellung dieser Daten in einer Vierfeldertafel (Tabelle 15) zeigte sich

dieser Unterschied mithilfe des Fisher-Yates-Tests als sehr signifikant (**p=0,0067).

Tabelle 15: Vierfeldertafel der relativen Haufigkeit von AV-Blockierung in der HF-Klasse >680
-1

min

Panx1*"* Panx1”
Anteil AV-Blockierung HF >680 min™ 18 % 5 %
Anteil AV-Blockierung HF <680 min”' 82 % 95 %
Spaltensummen 100 % 100 %

3.3.2 Auftreten von Extrasystolen

Die Wildtypen wiesen in sieben von elf Fallen mindestens eine Extrasystole auf, ins-
gesamt konnten 15 Extrasystolen in den erhobenen EKGs festgestellt werden. Bei

der Untersuchungsgruppe zeigten sieben von zehn Tieren mindestens eine Extrasys-
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tole und insgesamt lagen 26 Extrasystolen vor (Tabelle 16), was keinen signifikanten

Unterschied darstellte.

Tabelle 16: Haufigkeiten von Extrasystolen ohne Ursprungsdifferenzierung

Panx1*"* Panx1™
Anteile 7 von 11 6 von 9
Anzahl 24h-EKG 13 24
Anzahl einschlieBlich Belas- 15 26

tungsversuche

Uber den gesamten 24h-Verlauf zeigten die Panx1**-Mause 1,2 + 0,4 (n=11) und die
Panx1”-Mause 2,7 + 1,3 (n=9) Extrasystolen (ventrikular und supraventrikular). In
der Nacht waren dies 0,6 + 0,2 (n=11) zu 1,4 £ 0,7 (n=9) und am Tage 0,5 + 0,2
(n=11) zu 1,2 £ 0,7 (n=9) Extrasystolen. Bei keiner der aufgefuhrten Haufigkeiten

konnten signifikante Unterschiede nachgewiesen werden (Tabelle 17, Abbildung 17).

Tabelle 17: Durchschnittliche Haufigkeit von Extrasystolen

Panx1*"* n=11 Panx1™ n=9 Signifikanz
Uber 24h gesamt 1,2 + 0,4 27+13 n.s.
Nacht 0,6 +0,2 1,4+0,7 n.s.

Tag 0,5+0,2 1,2+0,7 n.s.
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Abbildung 17: Haufigkeitsverteilung von Extrasystolen im 24 Stunden EKG. Es ist kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den Genotypen nachweisbar

Im weiteren Verlauf wurden die Extrasystolen gemal} ihres Ursprungs analysiert. Es
konnte kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit ventrikularer Extrasystolen

festgestellt werden (Tabelle 18).

Tabelle 18: Durchschnittliche Anzahl ventrikuladrer Extrasystolen

Panx1** n=11 Panx1™ n=9 Signifikanz
Uber 24h gesamt 0,5+0,3 1,4 +0,7 n.s.
Nacht 0,3+0,1 0,9+04 n.s.
Tag 0,3+0,2 06+04 n.s.

Ebenso wurde die Haufigkeit von Extrasystolen supraventrikularen Ursprungs vergli-

chen. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Tabelle 19).

Tabelle 19: Durchschnittliche Anzahl supraventrikularer Extrasystolen

Panx1** n=11 Panx1™ n=9 Signifikanz
Uber 24h gesamt 0,6 +0,4 1,5+0,7 n.s.
Nacht 0,4+0,21 0,7+04 n.s.

Tag 0,3+0,2 1 0,8+0,4 n.s.
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3.4 Auftreten von Herzrhythmusstorungen unter Belastung

Um das Auftreten von Herzrhythmusstérungen unter koérperlicher Anstrengung zu
erheben, wurden Schwimmversuche und Versuche mit Laufbandergometrie durchge-
fuhrt. Die hier ermittelten EKGs wurden in die Abschnitte ,Vor Belastung®, ,Belas-

tung“ und ,Erholungsphase” eingeteilt.

Um zunachst objektiv eine Belastung in den Versuchen nachzuweisen, wurde die
durchschnittliche Herzfrequenz vor Belastung mit der maximalen Herzfrequenz unter
Belastung verglichen. Bei beiden Versuchsgruppen wurde ein signifikanter Anstieg
unter der korperlichen Belastung nachgewiesen (personliche Mitteilung Tillman Lah-

res).
3.4.1 AV-Blockierungen und Extrasystolen unter Belastung

Es wurde untersucht, ob unter Belastung Arrhythmien auftreten, indem die Belas-

tungs-EKGs auf Auffalligkeiten gepruft wurden.

In den EKGs der Schwimmversuche trat bei den Wildtypen in finf von zwdlf Fallen
mindestens eine AV-Blockierung und bei zwei Mausen mindestens eine Extrasystole
auf. Insgesamt waren dies elf AV-Blockierungen und zwei Extrasystolen. Bei den
Panx1”-Tieren zeigte im Schwimmversuch eine der sechs Mause mindestens eine
AV-Blockierung und keines der Tiere eine Extrasystole (Tabelle 20), was keinen signi-

fikanten Unterschied ausmachte.

Tabelle 20: Auftreten von AV-Blockierungen und Extrasystolen im Schwimmversuch

Panx1*"* Panx1™
AV- Extrasystolen AV- Extrasystolen
Blockierung Blockierung
Anteile 5von 12 2von 12 1 von 6 Ovon 6
Anzahl insge- 11 2 2 -
samt

Durchschnittlich zeigte die Kontrollgruppe 0,9 £ 0,4 (n=12) AV-Blockierungen und 0,2
+ 0,1 (n=12) Extrasystolen. Die Panx1”-Miuse wiesen 0,2 * 0,2 (n=6) AV-
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Blockierungen auf. Mithilfe des U-Tests wurden die beiden Populationen verglichen.
Hier zeigte sich kein Unterschied im Auftreten der AV-Blockierungen. Die Haufigkeit
der Extrasystolen konnte nicht verglichen werden, da die Panx1”-Mause keinerlei
Extrasystolen zeigten und der U-Test bei einer Datenreihe ohne Werte nicht ange-

wendet werden kann (Tabelle 21).

Tabelle 21: Durchschnittliche Anzahl von AV-Blockierungen und Extrasystolen im Schwimm-

versuch

Panx1** n=12 Panx1” n=6 Signifikanz
AV-Blockierung 09+04 0,2+0,2 n.s.
Extrasystolen 0,2+0,1 - -

In den EKGs der Laufbandergometrie zeigte keine der Panx1**-Mause eine AV-
Blockierung oder Extrasystole. Bei den Panx1”-Miusen zeigte sich in der Lauf-
bandergometrie ohne Steigung bei einem Tier eine AV-Blockierung und bei zwei Tie-
ren jeweils eine Extrasystole. In der Laufbandergometrie mit progressiver Steigung

war auch hier keine Arrhythmie zu verzeichnen (Tabelle 22).

Tabelle 22: Auftreten von AV-Blockierungen und Extrasystolen in der Laufbandergometrie

Panx1*"* Panx1™”
AV- Extrasystolen AV- Extrasystolen
Blockierung Blockierung

Gerade Anteile 0 von 12 0 von 12 1 von 6 2 von 6
Anzahl - - 1 2
gesamt

Rampe Anteile 0 von 12 0 von 12 Ovon 6 Ovon 6
Anzahl - - - -
gesamt

Durchschnittlich lagen in der geraden Laufbandergometrie 0,2 + 0,2 (n=6) AV-

Blockierungen und 0,2 + 0,2 (n=6) Extrasystolen bei den Panx1"-Mausen vor (Tabel-
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le 23). Eine Prufung auf Signifikanz mithilfe des U-Tests war bei Fehlen von Ver-

gleichsdaten nicht moglich.

Tabelle 23: Durchschnittliche Anzahl von AV-Blockierungen und Extrasystolen in der geraden

Laufbandergometrie

Panx1*™ Panx1” n=6 Signifikanz
AV-Blockierung - 0,2+0,2 -
Extrasystolen - 0,3+0,2 -

3.4.2 Vergleich zwischen Haufigkeiten von Herzrhythmusstérungen im
Belastungs- und Ruhe-EKG

Um zu prufen, ob die Versuchstiere unter Ruhebedingungen oder unter Belastung
mehr Herzrhythmusstérungen zeigen, wurden die Haufigkeiten von AV-Blockierungen
und Extrasystolen unter den jeweiligen Versuchsbedingungen verglichen. Dazu wur-
den nur die Werte aus den Schwimmversuchen hinzugenommen, da diese durch ihre
standardisierte Lange von 20 Minuten einen objektiven Vergleich ermdglichten. Die
Anzahl von AV-Blockierungen und Extrasystolen aus dem Ruhe-EKG wurden durch
Division an eine Lange von 20 Minuten angepasst und die Werte mithilfe des Wil-

coxon-Tests miteinander verglichen.

AV-Blockierungen

Die Wildtypen zeigen unter Ruhe-Bedingungen 0,05 + 0,01 (n=11) AV-Blockierungen
nach Normierung der Anzahl auf 20 Minuten. Unter Belastung sind es 0,9 + 0,4
(n=12), was sich als nicht signifikanter Unterschied erwies. Bei den Panx1”-Mausen
waren es unter Ruhe-Bedingungen 0,3 £ 0,1 (n=10) AV-Blockierungen und unter Be-
lastung 0,2 + 0,2 (n=6), was ebenfalls keinen signifikanten Unterschied ausmachte
(Tabelle 24).



Ergebnisse 49

Tabelle 24: Vergleich der Durchschnittswerte von AV-Blockierungen unter Ruhe- und Belas-

tungsbedingungen normiert auf eine EKG-Lange von 20 Minuten

Ruhe- Schwimmversuch Signifikanz
Bedingungen
Panx1*"* 0,05+ 0,01 n=11 0,9+0,4n=12 n.s.
Panx1™ 0,3+0,1n=10 0,2+ 0,2 n=6 n.s.

Extrasystolen

In Analogie zu den AV-Blockierungen wurden die gleichen Rechnungen auch mit der
Anzahl von Extrasystolen durchgefuhrt. Bei den Wildtypen traten in 20 Minuten Ruhe
durchschnittlich 0,02 = 0,01 (n=11) Extrasystolen und unter Belastung 0,2 + 0,1
(n=12) Extrasystolen auf (n.s.). Bei den Panx1”-Mausen war eine Berechnung nicht
modglich, da keine Extrasystolen aus dem Schwimmversuch hervorgingen (Tabelle
25).

Tabelle 25: Vergleich der Durchschnittswerte von Extrasystolen unter Ruhe- und Belastungs-

bedingungen normiert auf eine EKG-Lange von 20 Minuten

Ruhe- Schwimmversuch Signifikanz
Bedingungen

Panx1** 0,02 + 0,01 n=11 0,2+0,1n=12 n.s.

Panx1™ 0,04 + 0,02 n=9 - -

3.5 Auftreten atrialer Arrhythmien unter Stimulation

Mithilfe eines Oktapolarkatheters wurden atriale Burststimulationen an Langendorff-
perfundierten Herzen durchgefuhrt. Im epi- und endokardialen EKG wurde etwaiges
atriales Flimmern (AF) nach der Stimulation registriert. Insgesamt wurden 22 Maus-
herzen fur diese Versuche verwendet - bei zwei Herzen waren die EKGs jedoch we-
gen starker Artefakte nicht verwertbar, sodass diese aus den Analysen ausgeschlos-

sen werden mussten.
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Bei den Wildtypen war in einem von acht Fallen ein AF provozierbar, bei den Panx1”"
-Mausen in zwei von zwolf Fallen. Mithilfe des Fisher-Yates-Tests wurden die Werte

(Tabelle 26) auf Signifikanz gepruft, wobei kein Unterschied nachweisbar war.

Tabelle 26: Absolute Haufigkeiten atrialen Flimmerns nach atrialer Stimulation

Panx1** Panx1”" Zeilensummen
Flimmern 1 2 3
Kein Flimmern 7 10 17

Spaltensummen n=8 n=12 20
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4. Diskussion

Ziel dieses Forschungsprojektes war die Untersuchung der kardialen Funktion der
Pannexin-1-Kanale und im Rahmen der hier vorliegenden Dissertationsschrift
schwerpunktmafig die Analyse ihrer Rolle in Bezug auf das Auftreten von Herz-

rhythmusstorungen in Holter-EKGs und wahrend Belastungsprotokollen.

41 Die Maus als Untersuchungsmodell

4.1.1 Ubertragbarkeit des murinen auf das humane EKG

Versuche an Mausen und insbesondere an Knock-Out-Mausen werden in den letzten
Jahren zunehmend als Modelle zum Verstandnis kardialer Arrhythmien verwendet
[81]. Dadurch stellt sich die Frage, ob die Elektrophysiologie des Mausherzens aus-

reichend auf die des menschlichen Herzens Ubertragbar ist.

Prinzipiell weisen das murine und humane Herz den gleichen Aufbau mit vier Kam-
mern und einem identischen Erregungsleitungssystem auf. Des Weiteren sind auch
die vorhandenen lonenkanale und ihre Strome beim Aktionspotential (AP) bis auf
kleine Unterschiede nahezu gleich [81]. Auch die Erregungsausbreitung ist bei Maus
wie bei Mensch vergleichbar und erfolgt von endokardialen zu epikardialen Anteilen
des Apex und schlief3lich zur Herzbasis. AnschlieRend erfolgt die Repolarisation in

umgekehrter Reihenfolge [82].

Im Vergleich zum humanen EKG bestehen beim EKG der Maus aber auch einige
Unterschiede, welche bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden mus-
sen. Zunachst weist das murine Aktionspotential lediglich eine Dauer von weniger als
10 % des APs der humanen Kardiomyozyten auf. Dies liegt im Besonderen an der fur
die Maus typischen hohen Dichte der schnellen Kaliumkanale, die eine schnelle Re-
polarisation bedingen [81]. Diese kurze AP-Dauer ist der Grund fur die bei der Maus
deutlich héhere Herzfrequenz mit durchschnittlich 350-600 Schlagen pro Minute [83].
Des Weiteren zeigen die murinen EKGs keine deutlich abgrenzbare T-Welle, son-
dern vielmehr eine ,T-Mulde®, welche direkt aus der S-Zacke hervorgeht [84]. Damit

existiert keine isoelektrische ST-Strecke, wie man es aus dem humanen EKG kennt.
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Der Zeitpunkt des Beginns der Ventrikelrepolarisation wird als J-Punkt angegeben,
welcher am Ubergang vom QRS-Komplex in das ST-Segment liegt [85]. Bei Mausen
schliel3t sich an diesen J-Punkt charakteristischerweise eine prominente J-Welle als
Ausdruck der schnellen Repolarisation an. Die Zeit vom J-Punkt bis zum Ende der T-
Welle kennzeichnet die Dauer der Repolarisation des Ventrikels [86]. Abbildung 18

zeigt die genannten morphologischen Kriterien des Maus-EKGs.

ORS

f

~
P J-Punkt

Abbildung 18: Ausschnitt aus einem telemetrischen Maus-EKG (eigene Aufzeichnung). Aus der
S-Zacke geht die T-Welle direkt hervor (P=P-Welle, QRS=QRS-Komplex, T=T-Welle)

Als Ursache fir den direkten Ubergang der T-Welle aus dem QRS-Komplex wird das
Fehlen einer vollstandigen hohen Plateau-Phase beim Aktionspotential (AP) der Kar-
diomyozyten der Maus angesehen. Beim atrialen AP zeigt sich hier nach einem stei-
len Anstieg des Membranpotentials direkt wieder ein steiler Abstieg, beim ventrikula-
ren AP bildet sich nur eine dezente sogenannte Plateau-Schulter aus [87]. Durch das
Fehlen der Plateau-Phase repolarisieren einige Zellen bereits, wahrend andere noch
depolarisiert werden [82]. Bei Veranderungen des QRS-Komplexes ist es daher nicht
eindeutig, ob die Ursache der Veranderung in der Depolarisation oder Repolarisation
liegt [81].

In Zusammenschau der Ubereinstimmenden und der sich unterscheidenden Charak-
teristika der murinen und der humanen kardialen Elektrophysiologie wird deutlich,
dass eine direkte Ubertragbarkeit von Maus auf Mensch stets nur mit Bedacht voll-
zogen werden kann. Fur eine gute Ubertragbarkeit sprechend existieren jedoch ins-
besondere bei Versuchen zum Verstandnis kardialer Kanalopathien auch Mausmo-
delle, welche eine nahezu identische Auspragung des klinischen Phanotyps von hu-

manen Patienten zeigen. So fuhrt zum Beispiel die gezielte Unterbrechung des
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KCNQ1-Gens zum klinischen Phanotyp des ,Jervell und Lange-Nielsen Syndroms*
mit bilateraler Taubheit und charakteristischen kardialen Manifestationen wie einer
veranderten P- und T-Wellen-Morphologie und einer verlangerten QT-Zeit [88, 89].
Des Weiteren ermdglicht der zurtickliegende technische Fortschritt eine differenzierte
Untersuchung der Funktion des murinen Herzens, sodass hier zahlreiche Parameter
der humanen Diagnostik ebenso erhoben werden kdnnen und damit der Vergleich
erleichtert wird [89].

4.1.2 Pannexine bei der Maus und beim Menschen

Genau wie beim Menschen existieren auch bei der Maus drei Pannexin-Varianten.
Das murine Pannexin-1-Gen ist auf Chromosom 9 lokalisiert und genau wie sein hu-
manes Pendant aus funf Exons und vier Introns aufgebaut. Das kodierte Protein ent-
spricht dem N-terminalen Teil des humanen Pannexin-1-Proteins. Die Pannexin-1
MRNA ist wie auch beim Menschen ubiquitar, wenngleich mit einem disproportionier-
ten Expressionslevel, im Mausgewebe nachweisbar [24]. Bestatigend konnte Pan-
nexin-1 mMRNA in weiteren Studien in zahlreichen neuronalen und extraneuronalen
Geweben [90] und im Mausherz nachgewiesen werden [5, 6]. Expressionsanalysen
unserer Forschungsgruppe bestatigen, dass Pannexin-1 im murinen Herzen expri-
miert wird und hier im Besonderen in den atrialen Myozyten. Das Expressionslevel
wurde hierbei in Prozent der HPRT (Hypoxanthinphosphoribosyltransferase) ange-
geben. Hier lag im Vorhof ein Expressionslevel von 72,3 £ 14 % und im Ventrikel 44,6

1+ 19,5 % (n=10) vor (Frau Stella Petric, persdnliche Mitteilung).

Bisweilen wurde beim Menschen die Expression von Pannexin in verschiedenen
Geweben aufgezeigt [24], eine genaue Expressionsanalyse aus kardialen Biopsien,
aus welcher in Analogie zu den Erkenntnissen des Mausherzens die genaue Vertei-

lung der Pannexine hervorgeht, ist bisher jedoch noch nicht erfolgt.

In Studien zum Vergleich der Pannexin-1-Funktionen beim Menschen (hPanx) und
bei der Maus (mPanx) konnte nach Transfektion von S&ugetierzellen (HEK293-
Zellen) mit beiden Pannexin-Varianten gleiche Expressionslevel, Lokalisierungsmus-
ter und funktionelle Eigenschaften in den transfizierten Zellen nachgewiesen werden
[29]. Ein Unterschied war in der Dichte des pannexinabhangigen Flusses, also dem

Anteil von Zellen mit Fluss Uber die Pannexinkanale, auszumachen — hier zeigte sich
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bei den mit mPanx transfizierten Zellen mit 80-85 % ein hdherer Anteil mit pannexin-
abhandigem Fluss als bei solchen, die mit hPanx transfiziert worden sind (8-35 %)
[29].

Sowohl auf genomischer, als auch auf struktureller und funktionaler Ebene weisen
die bisherigen Erkenntnisse bezuglich der Pannexine kaum relevante speziesabhan-
gige Unterschiede zwischen Maus und Mensch auf. Um hier noch eine genauere
Vergleichbarkeit zu schaffen und auch besonders um die Relevanz der Pannexine
bei der kardialen Funktion des Menschen einschatzen zu konnen, waren Expressi-

onsanalysen der Pannexine aus humanen kardialen Biopsien hilfreich.

4.1.3 Vorteile des transgenen Mausmodells im Vergleich zur

pharmakologischen Inhibition der Pannexine

Als pharmakologische Inhibitoren der Pannexine konnten im Besonderen Mefloquin,
Carbenoxolon, Probenecid und Flufenamic identifiziert werden [29, 33, 48]. Diese
Medikamente hemmen jedoch unspezifisch weitere Kanale und hier besonders hau-
fig die Connexine. Dadurch kdnnen weitere zellulare Effekte auftreten, die die Ergeb-
nisinterpretation erschweren. Eine spezifischere Wirkung auf die Pannexine ist durch
die Inhibition mit shRNA und siRNA zu erreichen [48, 49]. Sowohl die eingesetzten
Medikamente, als auch die spezifische Inhibition mittels RNA kénnen jedoch keine
vollstandige Supprimierung, sondern stets nur eine Reduktion der Pannexinfunktion
erreichen. Zudem ist die Dauer der Wirksamkeit dieser Inhibitoren begrenzt, was bei

Versuchen berucksichtigt werden muss.

Es wird deutlich, dass eine spezifische und effiziente Blockade der Pannexin-Kanale
durch pharmakologische Intervention in vivo nicht praktikabel und bevorzugt ex vivo
Methoden vorbehalten ist. Mit dem Modell der transgenen Panx1”-Maus steht die
Mdglichkeit zur Verfligung ein absolutes und isoliertes Fehlen des Pannexin-1-
Kanals zu untersuchen. Hier muss jedoch stets auch eine mogliche kompensatori-
sche Hochregulierung anderer Proteine bei der Entwicklung bedacht werden. Aus
diesem Grund etablieren sich mittlerweile auch verschiedene Ansatze, Gene erst

nach Entwicklungsabschluss der Versuchstiere gezielt auszuschalten.
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4.2 Diskussion der verwendeten Methoden

4.2.1 Telemetrische EKG-Aufzeichnung

Mit der Methode der telemetrischen EKG-Aufzeichnung kénnen EKGs unter physio-
logischen Bedingungen, das heil3t ohne den Einfluss von psychischem Stress oder
einer Sedierung und Uber einen sehr langen Zeitraum analysiert werden. Daher gilt

dies auch als Goldstandard zur Analyse von Herzrhythmusstérungen.

Doch es bestehen selbstverstandlich auch Nachteile bei dieser Untersuchungsme-
thode. Zunachst stellt die Implantationsoperation mit dem damit verbundenen korper-
lichen und psychischen Stress eine Belastung fur die Tiere dar. Postoperative
Schmerzen wurden daher ausreichend analgetisch behandelt. Zudem erhielten die
Mause vorsorglich Glukoseinjektionen, um einen transienten Gewichtsverlust aufzu-
fangen. Die Belastung durch die Operation wirkt sich auch auf die Vitalparameter der
Maus aus, sodass hier eine Erholungszeit von zehn Tagen vor Versuchsbeginn emp-
fohlen wird [91]. Daher wurde erst nach Ablauf dieser Zeitspanne mit der Datener-

mittlung begonnen.

Ein Nachteil bezuglich der Analyse der Telemetrie-EKGs ist das Vorhandensein von
Artefakten durch Bewegungen der Maus. Im Gegensatz zu den Oberflachen-EKGs,
welche durch die Sedierung und der damit verbundenen Muskelrelaxation nahezu
artefaktfrei waren, zeigten die telemetrischen EKGs haufig Artefakte (zum Beispiel
wenn sich die Maus putzt), was die Auswertung erschwerte. Je nach Position der
Elektroden zeigte sich bei manchen EKGs aulierdem ein isoelektrisches Rauschen,
wodurch die Bewertung der P-Welle nicht immer eindeutig moglich war. In Erganzung
zu den telemetrischen EKGs wurden in dieser Forschungsgruppe daher Oberfla-
chen-EKGs unter Avertin- und Isofluran- Sedierung aufgezeichnet, in welchen einzel-

ne EKG-Abschnitte wie die P- oder T-Welle genauer beurteilt werden konnten.

4.2.2 Belastungsversuche

Ein grofRer Vorteil der oben beschriebenen telemetrischen EKG-Aufzeichnung ist die
Madglichkeit, EKGs bei der sich frei bewegenden Maus abzuleiten [92]. Dadurch war

es uns moglich, die Pannexin-1-Defizienz auch unter Belastungsbedingungen zu un-
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tersuchen. Hierbei ist kritisch hervorzuheben, dass manche EKGs durch die starken
Bewegungen der Mause relativ artefaktreich waren und eine undeutliche Nulllinie
aufwiesen. Die genaue Beurteilung einzelner EKG-Abschnitte wie die P- oder T-
Welle war daher nicht immer eindeutig. Da sich die R-Zacken jedoch dennoch diffe-
renziert abhoben, waren eine Auswertung der Herzfrequenz und auch die Bestim-

mung von Extrasystolen und AV-Blockierungen jedoch zuverlassig moglich.

4.3 Die funktionelle Relevanz der Pannexine am Herzen

4.3.1 Panx1”-Miuse weisen keine verinderten Korperindizes auf

Um zu untersuchen, ob die Defizienz des Pannexin-1-Kanals zu Veranderungen all-
gemeiner Parameter wie Korper- und Herzgewicht fuhrt, wurden Herzgewichte, Kor-
pergewichte, Tibialangen und der Quotient aus Herzgewicht zu Tibialange sowie das
prozentuale Herzgewicht am Gesamtkdrpergewicht verglichen. Bei keinem der Indi-
zes war ein signifikanter Unterschied nachweisbar. Dies bedeutet, dass das Fehlen
des Pannexin-1 Kanals keine Auswirkung auf Gro3e und Gewicht der Mause hat, wie
es auch dem Stand der aktuellen Studienlage an Untersuchungen der Panx1”-Maus
entspricht [30]. Zur funktionellen und strukturellen Beurteilung der Mausherzen wur-
den im Rahmen dieser Arbeitsgruppe echokardiografische Untersuchungen durchge-
fuhrt. Im 2D-Bild konnten keine strukturellen und im M-Mode keine funktionellen Un-
terschiede festgestellt werden (Stella Petric, personliche Mitteilung). Zur weiterfuh-
renden Beurteilung der Ventrikelstruktur wurden zudem histopathologische Untersu-
chungen durchgefuhrt. Hier wurden die Wanddicken der Herzhohlraume, die Lange
der Herzmuskelfasern und der Kerne verglichen und die Schnitte auf Endokard- oder
interstitielle Fibrose, Speichersubstanzen oder ein Disarray untersucht. Es konnte
kein Unterschied zwischen den Genotypen und ebenfalls kein Nachweis eines Re-

modelings gefunden werden.

Bei transgenen Tieren wird haufig eine geringere Lebenserwartung und Fruchtbarkeit
angegeben [93]. Bei den Versuchstieren dieses Forschungsprojektes trat zeitweilig
eine schlechte Zuchtausbeute auf, weshalb zur Erhéhung der Versuchstierzahl auch
Nicht-Geschwister-Tiere eingekreuzt wurden. Dies wurde auch von der Heidelberger

Arbeitsgruppe berichtet, welche die Tiere zur Verfigung gestellt hatte. Bezuglich der
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Lebenserwartung der beiden Genotypen lieRen sich nach Uberpriifung der Zuchtdo-

kumentation keine Auffalligkeiten vermerken.

Zur Quantifizierung der Leistungsfahigkeit beider Genotypen wurden im Zuge dieses
Projektes detaillierte Analysen der Belastungsversuche bezuglich Belastbarkeit und
Herzfrequenzveranderungen durchgefiihrt. Hier zeigten die Panx1”-Mause eine glei-

che korperliche Leistungsfahigkeit wie ihre Wildtyp-Geschwistertiere.

4.3.2 Panx1”-Mi3use weisen mehr AV-Blockierungen in den Langzeit-EKGs auf

Zur Analyse der Auswirkung der Pannexin-1-Defizienz auf das Auftreten von Herz-
rhythmusstorungen wurden die telemetrischen EKGs auf Arrhythmien untersucht.
Hier zeigten die Panx1”-Mause signifikant mehr AV-Blockierungen im gesamten 24h-
Stunden-EKG und in der Nachtperiode, also wahrend der Aktivitatsphase der Maus.
Es scheint also, dass die Pannexin-1-Defizienz eine negative Auswirkung auf die

Reizleitung bedingt.

Ursachlich fiir das vermehrte Auftreten von AV-Blockierungen bei den Panx1’-
Mausen kommt eine Modifikation des Aktionspotentials im AV-Knoten in Frage. Pan-
nexine nehmen Uber die Freisetzung von ATP eine SchlUsselposition in der Initiierung
und Weiterleitung von Kalziumwellen ein [3]. Durch den Wegfall der Pannexine konn-
te die Auslosung dieser Kaskade supprimiert und dadurch die Kalziumkonzentration

in den Zellen und die Weiterleitung der Kalziumwelle vermindert sein.

Jegliche Veranderung der Kalziumhomobostase kann zu Behinderungen der AV-
Uberleitung fiihren [94]. Das Aktionspotential am AV-Knoten wird hauptsachlich durch
Kalziumstrome evoziert [95], sodass nach pharmakologischer Inhibition [96] oder De-
letion der beteiligten Kanale bei Versuchstieren vermehrt AV-Blockierungen auftreten
[97]. AuRerdem flhrt eine geringe intrazellulare Kalziumkonzentration zu einem ver-
minderten Fluss und ebenfalls zu vermehrten AV-Blockierungen [94]. Dies kénnte
daher den Mechanismus der Pannexin-1-Defizienz bei der Begunstigung von AV-

Blockierungen darstellen.

Die hier zugrundeliegende Hypothese, dass eine Pannexin-1-Defizienz eine Auswir-

kung auf die Weiterleitung einer Kalziumwelle zeigt, wurde auch in anderen Studien
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an der Panx1”-Maus untersucht. Hier konnte in Zellkulturen von Panx1’-
Cochleazellen jedoch keine Behinderung der Kalziumwelle beobachtet werden [60]
und in kultivierten Panx17”-Astrozyten war sogar eine Verstarkung der Kalziumwel-
lenausdehnung zu sehen. Als Ursache hierfur nahmen die Forscher eine kompensa-
torische Hochregulierung von Cx43 an, da die Panx1'/'-Astrozyten eine starkere ,gap-
junctionale® Kopplung als die der Wildtyp-Mause aufwiesen [38]. Umgekehrt scheint
auch bezuglich der Entstehung von AV-Blockierungen eine Supprimierung der Con-
nexine als Ursache eine Rolle zu spielen [94]. Wie einleitend erlautert, sind Pannexi-
ne und Connexine gemeinsam an der Weiterleitung der Kalziumwelle beteiligt [3],
sodass auch wahrscheinlich ist, dass die Connexine zusammen mit den Pannexinen
an der intakten Erregungsweiterleitung im AV-Knoten beteiligt sind. Fur zukinftige
Projekte waren daher EKG-Analysen bei Mausen mit pharmakologischer Inhibition
oder Deletion beider Kanale interessant, um eine gegenseitige Kompensation kennt-

lich zu machen.

Im Gegensatz zur Depolarisation spielen bei der Repolarisation Kaliumstrome (durch
Kir2.1-Kanale) eine entscheidende Rolle. In Studien fuhrte eine Supprimierung der
Kir2.1 Expression unter anderem zu einer verlangerten Refraktarzeit im His-Blindel,
was die Erregungsuberleitung von den Atrien in die Ventrikel verlangsamt und eben-
falls zu einer AV-Blockierung fuhren kann [94]. Im Normalfall werden Pannexine
durch hohe extrazellulare Kaliumkonzentrationen gedffnet [38] und lassen Kalium
entlang des Konzentrationsgradienten nach extrazellular flieBen [30]. Bei fehlenden
Pannexinen kdnnte es also zu einer Verzdogerung des Kaliumausstroms bei der Re-
polarisation kommen und die Uberleitung im His-Biindel verlangsamt werden. Im Zu-
ge dieses Forschungsprojektes wurden zur genauen Zeitanalyse detaillierte elektro-
physiologische Untersuchungen durchgeflihrt. Hierbei traten keinerlei Unterschiede

bezliglich der jeweiligen Uberleitungszeiten auf (Stella Petric, persdnliche Mitteilung).

Um den genauen Einfluss der Pannexin-1-Defizienz auf die lonenstrome beim Akti-
onspotential der Zellen des AV-Knotens zu quantifizieren, missten lonenflussmes-
sungen mittels Patch-Clamp-Technik an isolierten Zellen der Panx1”-Maus durchge-
fuhrt werden. Die Praparation und Isolation der Zellen des Erregungsleitungssystems
ist durch die geringe GroRe des Mausherzens sehr schwierig, weshalb zunachst

auch ventrikulares Myokard verwendet werden konnte, in welchem eine zum AV-
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Knoten identische molekulare Komposition der beteiligten lonenkanale gefunden
wurde [98].

Ubergeordnet wird die Aktivitat des AV-Knotens autonom durch das vegetative Ner-
vensystem gesteuert. Pannexin-1 wird ubiquitar exprimiert [2], daher konnte ein Weg-
fall der Pannexine die Balance zwischen Parasympathikus und Sympathikus veran-
dern. Bei Uberwiegen des Parasympathikus wére zu erwarten, dass nicht nur mehr
AV-Blockierungen auftreten, sondern auch allgemein eine niedrigere HF vorliegt, was
in der vorliegenden Studie nicht auftrat. Daneben ist die Herzfrequenzvariabilitat
(HRV) ein Ansatz zur Quantifizierung der autonomen Regulation der Herzaktion, die
eine Differenzierung zwischen Sympathikus und Parasympathikus moglich macht
[99]. Hier zeigten die Panx17-Mause eine signifikant niedrigere Very Low Frequency
(VLF). Die Bereiche niedriger Frequenzspektren spiegeln den Sympathikus wider.
Entsprechend lage hier eine niedrigere Sympathikuswirkung vor, was eine negative
Dromotropie bedingen konnte. Da jedoch die anderen Parameter der niedrigen Fre-
quenzintensitat keine Unterschiede aufwiesen, ist dieser Ruckschluss als fraglich zu
betrachten. Um diese Hypothese dahingehend genauer zu untersuchen, waren wei-
tere Analysen bezlglich der Pannexin-1-Expression und -funktion im vegetativen

Nervensystem sinnvoll.

Ein weiterer interessanter Punkt bei der Haufigkeit von AV-Blockierungen ist eine
groRere Heterogenitit bei den Panx1”-Mausen im Vergleich zu den Wildtypen. Bei
der Auswertung zeigten sich hier stark unterschiedliche Standardabweichungen zwi-
schen den Genotypen. Neben der Beachtung der geringen Stichprobengrolie, wel-
che hierfur ursachlich sein kann, kénnte sich die Defizienz der Pannexine je nach
Konstitution und Alter der Mause auch unterschiedlich stark manifestieren. Hinweise
hierauf lassen sich auch in der aktuellen Literatur finden [30]: So variiert die Pan-
nexinexpression ja nach Stresslevel, sodass am Herzen eine erhdhte Pannexinex-
pression und -glykosilierung nach Ischamie beobachtet wurde [7]. AulRerdem nimmt
die Pannexinexpression zu, wenn man Myozyten in Zellkulturen tGberflhrt, wobei die-
se im zeitlichen Verlauf anschlieRend auch wieder abnimmt [5]. In Studien zu epilep-
tischen Anfallen bei der Panx1”-Maus wiesen ausschlieBlich junge Tiere ein geringe-

res Ausmalf der Insulte auf, bei alteren Mausen war kein Unterschied festzustellen
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[63], sodass auch das Alter als Komponente beim Ausmal} der Pannexin-1-Defizienz

beachtet werden sollte.

4.3.3 Panx1”-Mause weisen niedrigere Herzfrequenz wihrend AV-Blockierung

auf

Im weiteren Verlauf der Analysen wurde die HF wahrend des Auftretens einer AV-
Blockierung ermittelt. Diese war bei den Panx1”-Mausen wahrend einer AV-
Blockierung sehr signifikant niedriger und aufderdem traten besonders viele der AV-
Blockierungen bei niedrigen Frequenzen auf. Die Wildtypen zeigten im Gegensatz
dazu besonders bei hohen HF (also wahrend der Belastungsversuche) viele AV-

Blockierungen.

Etwas widersprichlich zu diesem Ergebnis steht, dass wahrend der Tageszeit (Ru-
hephase der Tiere) kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit von AV-
Blockierungen vorlag. Dies ware zu erwarten gewesen, da die Mause wahrend ihrer
Ruhezeit eine niedrigere HF zeigen als wahrend der Aktivitatszeit. Durchschnittlich
zeigten die Wildtypen wahrend des Tages 2,3 + 0,6 (n=11) AV-Blockierungen und die
Panx1”-Mause 10 + 4,4 (n=10). Es wird bei Begutachtung der Werte deutlich, dass
auch hier die Panx1”-Mause mehr AV-Blockierungen zeigen. Bei der Signifikanzpru-
fung mithilfe des U-Tests ergab sich hier ein p-Wert von 0,0743, was vermuten l3asst,
dass bei einer hdéheren StichprobengrofRe auch hier ein signifikanter Unterschied

herausstellbar ware.

Aufgrund der Tatsache, dass die Panx1”-Mause besonders bei niedrigen HF viele
AV-Blockierungen zeigen und umgekehrt auch eine niedrigere HF wahrend einer AV-
Blockierung aufweisen, konnte das vermehrte Auftreten von AV-Blockierungen im
Umkehrschluss auch durch eine dauerhaft niedrigere HF bei den Panx1’-M&usen
bedingt sein. Die durchschnittliche HF der Panx1”-Mause lag jedoch stets etwas
uber der der Wildtypen. Dies bedeutet, dass die Panx1”-Mause einen Bereich der
HF zeigen, in welcher das Auftreten einer AV-Blockierung eher unwahrscheinlich ist
und erst bei niedrigeren Frequenzen ein hoheres Risiko fur eine AV-Blockierung auf-
weisen. FUr potentielle Patienten mit einer Pannexin-1-Defizienz wirde dies bedeu-
ten, dass diese zum Beispiel besonders im Schlaf oder unter frequenzsenkender

Medikation ein hohes und unter Belastungssituationen eher ein niedrigeres Risiko fur
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AV-Blockierungen aufweisen wirden. Es ware fur Projekte in der Zukunft interessant,
Versuche unter frequenzsenkender Medikation, beispielsweise durch [(-Blocker
durchzufihren. Dadurch konnte man die durchschnittiche HF der Versuchstiere in
den Bereich des hohen Risikos fur AV-Blockierungen senken und ebenfalls die Hau-

figkeit von AV-Blockierungen untersuchen.

Unter Belastung zeigen die Panx1”-Mause in Analogie dazu besonders wenige AV-
Blockierungen. Das bedeutet, dass die Auswirkung der Pannexin-1-Defizienz auf das
Aktionspotential des AV-Knotens bei hohen Frequenzen weniger ins Gewicht fallt als
bei niedrigen. Genau wie beim Menschen ist das murine Aktionspotential in seiner
Dauer frequenzangepasst [87]. Ursachlich fur die Verkirzung bei hohen Herzfre-
quenzen wird ein vermehrter Kaliumausstrom angesehen, der ein schnelleres Errei-
chen des Ruhemembranpotentials ermdglicht [100]. Sollte eine Pannexin-1-Defizienz
zu veranderten Stromungsverhaltnissen des Kaliums flihren, ware es mdglich, dass
die Hochregulierung des Kaliumausstroms unter hohen Frequenzen dies ausgleicht,
sodass der Verlust der Pannexine als Kaliumkanale nicht mehr manifest wird. Zur
Beantwortung dieser Frage waren Ableitungen monophasischer Aktionspotentiale
(MAP) in Abhangigkeit von der Herzfrequenz aufschlussreich. Dies ware zum Bei-
spiel am explantierten Langendorff-perfundierten Herzen maoglich, wo ebenfalls eine
Frequenzabhangigkeit des Aktionspotentials auf die Herzfrequenz nachgewiesen
werden konnte [101]. Die Herzfrequenz konnte hierbei durch Stimulation mittels Ka-
theter vorgegeben werden und die Aktionspotentiale mit ansteigender Frequenz mit-
tels MAP-Elektroden abgeleitet werden.

Umgekehrt zu den Panx1”-Mausen zeigen die Wildtypen sehr viele ihrer AV-
Blockierungen bei sehr hohen Frequenzen. Dies konnte eventuell durch die Induzier-
barkeit von AV-Blockierungen durch ATP erklart werden. Patienten reagierten in Stu-
dien nach ATP-Bolus-Injektionen mit paroxysmalen AV-Blockierungen und Synkopen
bei ansonsten normalem EKG [102]. Pannexine setzen ATP in den Extrazellularraum
frei [3, 16, 20]. Man kann vermuten, dass die bei den Wildtypen voll funktionsfahigen
Pannexine unter Stressbedingungen moglicherweise verstarkt ATP freisetzen und

dadurch vermehrt die AV-Blockierungen auftreten.
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4.3.4 Panx1”-Miuse weisen keine vermehrte Hiufigkeit von Extrasystolen auf

Extrasystolen entstehen durch gesteigerte Automatie bei einem positiveren Ruhe-
membranpotential oder durch getriggerte Aktivitat durch friihe oder spate Nachdepo-
larisationen [103]. Fur eine Vielzahl von lonenkanalen gibt es Hinweise, dass bei
Funktionsverlust Nachdepolarisationen begunstigt werden, sodass auch die Pan-
nexin-1-Defizienz hier eine Rolle spielen konnte. In der vorliegenden Arbeit zeigten
die Panx1”-Mause jedoch nicht mehr Extrasystolen als die Wildtypen. Damit scheint
sich die Pannexin-1-Defizienz nicht modifizierend auf die Automatie oder Aktivitat bei

der Reizentstehung auszuwirken.

4.3.5 Panx1”-Miuse weisen kein atriales Flimmern unter Stimulation in vitro,

wohl aber in vivo auf

In den Versuchen am Langendorff-perfundierten Herzen konnte kein signifikant hau-
figeres Auftreten atrialen Flimmerns bei Panx1”-Mausen festgestellt werden. Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu Versuchen unserer Forschungsgruppe in vivo, in
welchen bei sieben von acht der Panx1”-Mause selbstlimitierendes AF nach Burst-
stimulation auftrat (Stella Petric, personliche Mitteilung). Im Folgenden wird zunachst
grundlegend auf die Frage eingegangen, ob eine Pannexin-1-defizienz ein atriales
Flimmern begunstigen kdonnte und im weiteren Verlauf Grunde fur die vorliegende

Diskrepanz zwischen den beiden Versuchsmodellen diskutiert.

4.3.5.1 Kann die Pannexin-1-Defizienz das pathophysiologische Korrelat

atrialen Flimmerns darstellen?

Atriales Flimmern wird durch Veranderungen der Vorhofstruktur oder des Aktionspo-
tentials der atrialen Myozyten begunstigt [70, 75]. Die Pannexin-1-Defizienz kénnte
uber verschiedene Mechanismen die Struktur der Vorhofe verandern. Zunachst zei-
gen die Panx1”-Mause signifikant mehr AV-Blockierungen als die Wildtypen, was
uber die hamodynamische Belastung des Herzens zu einem strukturellen Remode-
ling fuhren kann. Dieses Phanomen wurde in Studien an Rattenherzen nach evozier-
ter AV-Blockierung kurzlich quantifiziert [104], wobei in unseren Studien verhaltnis-

malig wenig AV-Blockierungen vorliegen, sodass dieser Punkt eher einen theoreti-
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schen Aspekt darstellt. Auch Uber einen erhohten Blutdruck kann es zu Umbau-
Prozessen des Myokards kommen. Im Gefalidsystem sind Pannexine-1 an der Tonus-
regulation beteiligt, sodass bei Defizienz der Pannexine eine kardiale Mehrbelastung
moglich ware, welche eine Fibrosierung bedingt [55]. Uber Veranderungen der Lei-
tungseigenschaften des Vorhofmyokards wird bei strukturellen Anderungen der Vor-

hofarchitektur atriales Flimmern bei der Maus wie beim Menschen beglinstigt [68].

Einen mdglichen Hinweis auf eine stattgehabte Strukturveranderung der Vorhofe der
Panx1”-Mause kdnnen Veranderungen der P-Welle geben. Im Rahmen dieses For-
schungsprojektes wurden die genauen Zeiten und Ausmale einzelner EKG-
Abschnitte analysiert. In den telemetrischen EKGs fand sich hier eine signifikant ho-

here P-Amplitude bei den Panx1”-Mausen im Vergleich zu den Wildtypen.

Neben strukturellen Veranderungen konnte die Pannexin-1-Defizienz auch die Dauer
des Aktionspotentials verandern, wodurch ebenfalls eine erhdhte Flimmerbereitschaft
bestehen kann [77]. Das Aktionspotential des Arbeitsmyokards der Maus weist zu-
nachst einen durch einen Natriumeinstrom bedingten steilen Anstieg, anschlielend
eine schnelle Repolarisation durch einen schnellen Kaliumausstrom und schlieRlich
die weitere Repolarisation durch langsame Kaliumstrome auf [87]. Beim ventrikularen
Myokard ist zudem ein Kalziumeinstrom mitbeteiligt [105]. Hinweise, dass das Fehlen
des Pannexin-1-Kanals das Aktionspotential verlangert, fanden sich im Rahmen die-
ses Forschungsprojektes in der QT-Zeit-Analyse in den erhobenen EKGs. Sowohl in
den telemetrischen als auch in Oberflachen-EKGs unter Isofluran- und Avertin-

Sedierung wurde eine hochsignifikant verlangerte QT- und QT.-Zeit festgestellt.

4.3.5.2 Ursachen fiir eine fehlende Induzierbarkeit atrialen Flimmerns in vitro

Am explantierten Herzen war die Stimulierbarkeit atrialen Flimmerns, wie es in der
EPU aufgetreten war, nicht reproduzierbar. Dies kann zum einen an der Ubergeord-
neten Regulation der kardialen Funktion in vivo und zum anderen an methodenasso-

Ziierten Limitationen liegen.

Das autonome Nervensystem nimmt Uber eine Vielzahl adrenerger und cholinerger

Bahnen eine zentrale Position in der Steuerung der Herzfunktion ein [106]. Pannexin-
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1 wird neuronal exprimiert, sodass es maglich ist, dass das atriale Flimmern in vivo
durch vegetative Ubererregung der Vorhofzellen evoziert wurde. Beim Menschen
sind neuronale Mechanismen bezuglich der kardialen Arrhythmogenese eine aner-
kannte Pathogenese und es ist bekannt, dass eine Imbalance zwischen Parasympa-
thikus und Sympathikus durch Hyperinnervation oder bei strukturellen Veranderun-
gen durch verschiedene Erkrankungen Vorhofflimmern beglnstigt [106]. Auch bei
Mausen existieren Studien zur Untersuchung des Beitrags des autonomen Nerven-
systems an der kardialen Arrhythmogenese. So konnten stress-induzierte Arrhyth-
mien, eine verminderte Heart-Rate-Variability und insgesamt eine erhohte Mortalitat
bei Mausen mit Deletion des neuronalen Transkriptionsfaktors Nh1h1 nachgewiesen
werden. Bei den Tieren waren keine primar kardialen strukturellen Schaden oder Lei-
tungsanomalien vorliegend, welche anderweitig die Arrhythmien hatten erklaren kon-
nen, sodass von einer direkten Beteiligung des autonomen Nervensystems ausge-

gangen wurde [107].

Zur Beurteilung der Auswirkung des autonomen Nervensystems auf die kardiale
Funktion wurde im Zuge dieses Forschungsprojektes die Heart-Rate-Variability bei
beiden Genotypen untersucht, wobei isoliert eine geringere Very Low Frequency bei
den Panx1”-Mausen vorlag. Da bei den anderen Parametern dieses Frequenzspekt-
rums jedoch keine Unterschiede auftraten, ist es fraglich, ob dieses Einzelergebnis
auf eine niedrigere Sympathikus-Wirkung bei den Panx1”-Mausen schlieBen lasst.
Zudem sprache eine niedrigere Sympathikuswirkung eher gegen eine neuronale Ge-
nese des Vorhoffimmerns, da hier vermutlich vorrangig eine erniedrigte Parasympa-
thikuswirkung ausschlaggebend ware, wie es in der Studie an der Nh1h1-defizienten

Maus herausgearbeitet wurde [107].

Ein anderer Ansatz zur Erklarung der Diskrepanz zwischen den in vivo und in vitro
Versuchen ist die Annahme, dass das Atriale Flimmern doch primar kardial bedingt
ist, jedoch durch die Versuchsumstande in der Langendorff-Apparatur nicht reprodu-

zierbar war.

Ein sehr wichtiger Aspekt stellt hier die Perfusion des Herzens mittels Krebs-
Henseleit-Puffer dar. Dieser enthalt keine Aminosauren und weist daher einen deut-

lich niedrigeren onkotischen Druck als das Mausblut auf, wodurch es zu einer ode-
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matdsen Anschwellung der Myozyten kommt [108]. Zudem ist die Sauerstoffbin-
dungskapazitat vermindert [109], sodass es trotz optimaler Vorbereitung der Anlage,
schneller Herzpraparation und -fixierung unvermeidbar zu einer Beeintrachtigung der
Herzfunktion durch Minderversorgung kommt [110]. Als Zeichen des Versuchs der
Gegenregulation ist die Perfusionsrate der kardialen Gefalke im Langendorff-
perfundierten Herz stets héher als in vivo [111]. Des Weiteren enthalt der Puffer eine
erhohte Kalziumkonzentration, die die Kardiomyozyten in einen hyperkontraktilen
Zustand versetzt [109]. Sollte also das in vivo induzierte atriale Flimmern bei den
Panx17-Mausen aufgrund verminderter intrazellularer Kalziumkonzentrationen zu-
stande gekommen sein, kdnnte die hohe Kalziumkonzentration im Puffer diesen Ef-
fekt also ausgeglichen haben. Umgekehrt kdnnte dies fur potentielle Patienten mit
Vorhoffimmern durch Pannexin-1-Defizienz eine Therapierbarkeit des Vorhofflim-

merns mit Kalzium darstellen.

Aufgrund dieser Probleme wird deutlich, dass die Methode des Langendorff-
perfundierten Herzens auch Nachteile mit sich bringt. Neben den genannten Puffer-
assoziierten Problemen ist hierbei auRerdem eine gréRere Entfernung zur klinischen
Relevanz zu nennen, da hier das Herz nur isoliert betrachtet wird [110]. Diesbezug-
lich muss die Induzierbarkeit des Vorhofflimmerns in vivo also mit einer hdheren Aus-
sagekraft fur die funktionelle Auswirkung der Pannexin-1-Defizienz betrachtet wer-

den.

44 Ausblick

Ziel dieses Forschungsprojektes stellt die kardiale Phanotypisierung der Panx1”-
Maus und als Schwerpunkt dieser Dissertation die Analyse von Herzrhythmusstérun-
gen dar. Als Kernergebnisse der Arbeitsgruppe konnten eine Induzierbarkeit atrialen
Flimmerns in vivo und eine verlangerte QT- und QTc-Zeit sowie als Grundlage der
vorliegenden Arbeit ein vermehrtes Auftreten von AV-Blockierungen herausgearbeitet
werden. Vermutlich liegen diesen Pathologien Veranderungen beim Aktionspotential

der Myozyten der Panx1”-Maus vor.

Far das weitere Verstandnis der Auswirkung der Pannenxin-1-Defizienz waren Mes-

sungen der monophasischen Aktionspotentiale zur genaueren Beurteilung der Depo-
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larisations- und Repolarisationsveranderungen erforderlich. Dies ware zum Beispiel
am Langendorff-perfundierten Herzen mdglich. Zur Eruierung des ionalen Flusses
beim Aktionspotential der Panx1’-Mause wéren zudem Patch-Clamp-
Untersuchungen an isolierten Myozyten eine optimale Erganzung. Aufbauend darauf
kénnten Pannexine eventuell auch als Angriffspunkt flr antiarrhythmische Medika-

mente fungieren.

Die erhobenen AV-Blockierungen traten besonders bei niedrigen Herzfrequenzen
auf. Um hier die weitere klinische Relevanz der Pannexin-1-Defizienz zu ermitteln,
waren fur die Zukunft EKG-Aufzeichnungen unter frequenzsenkender Medikation,
beispielsweise durch 3-Blocker sinnvoll. Zudem sollte die Funktion der Pannexine im
autonomen Nervensystem genauer untersucht werden, was neben den AV-
Blockierungen auch fir das Auftreten atrialen Flimmerns eine entscheidende Kom-
ponente darstellen kann. Um zudem eine bessere Ubertragbarkeit von der Maus auf
den Menschen zu gewahrleisten, waren Analysen der humanen kardialen Expression

der Pannexine, zum Beispiel durch bioptisch gewonnenes Material, sehr wichtig.

Die Ergebnisse dieses Forschungsprojektes tragen zum weiteren Verstandnis der
Pannexin-Funktion bei und liefern Ansatze fur weitere Untersuchungen an diesen
Membranproteinen. Bei den mannigfaltigen Beteiligungen der Pannexine an ver-
schiedensten Prozessen und den hierbei mitspielenden Regulations- und Kompensa-
tionsmechanismen bleibt es flr die Zukunft spannend, welche weiteren Funktionen

die Familie der Pannexine im Kontext des Organismus einnimmt.
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